cérébral de souris sauvages. Nous nous sommes particuliérement intéressés
aux structures impliquées dans le contréle moteur (trigeminal, X, XII),
sensitif (NTS, VLM, area postrema). Nos résultats montrent des variations
au cours du développement, pour une méme structure, avec des intensités
de marquage qui peuvent varier jusqu'a 20 %. En revanche, les comparai-
sons des différentes structures entre elles révélent que 'area postrema, le
noyau trigeminal et le NTS, expriment fortement la protéine mecp2. Nos
résultats confirment d’autres études montrant que la protéine mecp2 serait
finement régulée spatialement et temporellement dans le cerveau en
développement.

Mots-clés : MECP2, tronc cérébral, fonction autonome.
Oncogénétique

WP478 / 11. BRCAI AND BRCA2 GERMLINE MUTATIONS IN
PATIENTS WITH HEREDITARY BREAST CANCER : THE FIRST
NORTH TUNISIAN INVESTIGATION

W. Troudi (1, 2), N. Uhrhammer (3), C. Sibille (4), W. Mahfoudh (5), T.
Jalabert (3), L. Chouchane (5), Y. JBignon (3), F. Ben Ayed (2), A.
BenAmmar Elgaaied (1)

Laboratory of Genetics, Immunology and Human Pathology at the Faculty
of Sciences of Tunis. Faculty of Sciences of Tunis, Tunisia; (2) Salah
Azaiez Institute of Carcinology of Tunis, Tunisia ; (3) Laboratoire Dia-
gnostic Génétique et Moléculaire, Centre Jean-Perrin, Clermoni-Ferrand,
France ; (4) Laboratory of Molecular Genetic of Hereditary Pathologies,
Center of Human Genetics UCL, Bruxelles ; (5) Laboratory of Molecular
Immuno-Oncology, Faculty of Medecine of Monastir, Tunisia

Hereditary breast cancer accounts for 3-8 % of all breast cancers. Combi-
nation of BRCAI and BRCA2 genes mutations is responsible for 30 % of
hereditary breast cancer cases. To investigate the prevalence of BRCAI
and BRCA2 gene mutations in familial breast cancer patients with affected
relatives in Tunisia, 36 patients who had at least one first degree relative
affected with breast and/or ovarian cancer were analysed. Thirty three
patients were suggestive of BRCA! mutation and 3 were suggestive of
BRCA2 mutation. Four mutations in BRCA/! gene were detected among
which, one novel frame-shift mutation (c.211dupA) described in two unre-
lated patients and 3 frameshift mutations ; ¢.4041delAG, ¢.2551delG and
¢.5266dupC. In this study we describe the ¢.5266dupC mutation which
was described only among Jewish Ashkenazi population. Two frameshift
mutations (c.1309delAAAG and c.5682insA) were observed in BRCA2
gene. Nineteen percent (7/36) of the familial cases were altered on BRCA ]
or BRCA2 genes with deleterious mutations. Almost all the cases mutated
by deleterious mutations on BRCA/ gene reported a family history of breast
and/or ovarian cancer in the index case or in their relatives. Our data are
the first to contribute to information on mutation spectrum of BRCA genes
in Tunisia and offer a recommendation for clinical genetic testing policy.

Mots-clés : BRCAI, BRCA2, mutation analysis, breast cancer, tunisia.

EWP479 / 13. PREVENTION DU CANCER DU SEIN LIE A DES
MUTATIONS BRCA1/2 PAR LETROZOLE

P. Pujol (1, 2) pour le Groupe Génétique et Cancer

Service de génétique médicale, CHU Montpellier et INSERM U 824, Mont-
pellier, France

Le risque de cancer du sein chez une femme porteuse d'une prédisposition
génétique BRCA/ atteint 70 %. Malgré son caractére mutilant, la mastec-
tomie bilatérale prophylactique fait partie des options de prise en charge
car elle constitue actuellement la seule attitude de prévention validée. Une
alternative médicale & la mastectomie apparait donc indispensable chez les
femmes porteuses d'une mutation BRCA! ou BRCA2 (BRCAI/2). 11 est
maintenant établi que la cancérogenése mammaire liée aux prédispositions
génétiques BRCA /2 est sous I'influence des cestrogénes. Ainsi, le risque
de cancer du sein chez la femme porteuse d'une mutation BRCAI/22 est
réduit de moitié apres ovariectomie prophylactique en préménopause (pré-
vention du risque de cancer ovarien). Sur le plan biologique, de multiples
interactions entre le géne BRCA/ et les cestrogénes ont été mises en évi-
dence : induction de I'expression de BRCA/ par les wstrogénes, interac-
tions physiques des protéines breal et du récepteur des wstrogénes alpha
(REa), inhibition par BRCA[ de I'activation transcriptionnelle REa-dépen-
dante. Chez la femme ménopausée a haut risque de cancer du sein, les
essais d’hormonoprévention par suppression wstrogénique ont montré
I'efficacité du raloxiféne et du tamoxiféne pour réduire le risque de cancer
invasif (de 'ordre de 50 %). Les inhibiteurs d'aromatase (IA) ont une
efficacité préventive supérieure au tamoxiféne en terme de réduction du
risque de cancer du sein controlatéral dans les essais comparatifs de
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traitement adjuvants, Des essais randomisés mondiaux évaluant les IA en
prévention du cancer du sein dans des populations & haut risque sont actuel-
lement en cours. Nous présentons une étude nationale de phase III, ran-
domisée en double aveugle contre placebo, évaluant I'intérét du létrozole
en traitement préventif du cancer du sein invasif chez des femmes méno-
pausées (ou ovariectomisées) porteuses d'une mutation délétere des génes
BRCAI ou 2. Les femmes recevront du létrozole a la dose de 2,5 mg/jr ou
un placebo pendant 5 ans ou jusqu'a I'arrét du traitement pour intolérance
ou survenue d'un cancer du sein. Cette étude est portée par le Groupe
Génétique et Cancer, promue par la FNCLCC (BECT) et financée par
I'Institut du Cancer dans le cadre d'un PHRC national. Au total, 724
femmes seront incluses. Une surveillance réguliére des effets secondaires
métaboliques, osseux et cardiovasculaires, ainsi qu'une évaluation de la
qualité de vie sont programmés. II s’agit de la premiere étude préventive
visant spécifiquement le risque génétique dans le cancer du sein. La pré-
vention médicale des cancers du sein liés aux génes BRCA /2 constituerait
une précieuse option pour combler I'important décalage de prise en charge
existant entre le dépistage et la mastectomie totale bilatérale,

Mots-clés : BRCA] BRCA2, cancer du sein, letrozole.

HWP480 / 23. ONCOGENETIQUE DU CONTACT AU SUIVI

F. Eisinger (1, 2), H. Sobol (1, 3)

(1) Institut Paoli-Calmettes ; (2) INSERM UMR 599 ; (3) Faculté de Mede-
cine, Université de la Méditerranée

Les consultations d'oncogénétique peuvent étre classées selon différentes
caractéristiques. A titre d’exemples, selon le type de prédisposition
(organes cibles), selon le syndrome (BRCA, MMR...), selon le mode de
transmission et le risque induit (dominant, récessif, pénétrance compléte
ou faible...) selon les caractéristiques des consultants (atteint, indemne,
homme/femme..) ou selon le type de consultation. Nous décrirons ici la
répartition des consultations d’oncogénétique selon ce dernier critére.
Matériels et Méthodes : Les consultations d’un seul médecin (FE) assurant
des consultations d’oncogénétique « généraliste » depuis plus de 10 ans
ont été analysées (Période 1 Janvier 1933-30 Aoit 2007). Résultats : Sur
cette période N =5 140 consultations ont été réalisées. Parmi ces consul-
tations 2 903 correspondaient & des premieres consultations pour une
famille (56,5 %), 1 514 pour le suivi de personnes déja vues en consulta-
tion (29,5 %) et enfin 723 pour la premiére consultation d’une personne
adressée par sa famille (14,0 %). 11 est intéressant de noter I'évolution
respective de ces catégories, en effet entre 1993 et 1997 les nouvelles
familles représentaient plus de 75 % des consultations alors que depuis
2003 elles ne représentent plus que moins de 50 %. Ces chiffres ne tra-
duisent pas cependant un « épuisement » des formes héréditaires car le
nombre absolu de consultations de nouvelles familles est en augmentation
depuis 10 ans avec des chiffres moyens de 12-15 nouvelles familles par
mois dans les années 1997-2000 4 plus de 20 par mois au cours des années
2003-2007. Interprétation : A partir de cet exemple, il serait sans doute
utile de vérifier I'évolution de I'activité d’oncogénétique. En effet, on peut
discerner un mouvement partant d'une activité principalement orientée vers
I"évaluation et la prise en charge initiale de nouvelles familles vers le suivi
des personnes et la prise en charge des apparentés. Depuis 2002 la somme
de ces deux activités représente plus de 50 % des consultations analysées.
Si ces données étaient confirmées, elles permettraient de mieux comprendre
le fonctionnement de cette discipline avec une implication de plus en plus
orientée vers le long terme.

Mots-clés : cancer, consultation, activité.

WP481/43. CARACTERISATION D’UN REARRANGEMENT EXO-
NIQUE DU GENE MLHI REPERTORIE DANS UNE FAMILLE
TUNISIENNE ATTEINTE D'UN SYNDROME DE LYNCH

S. Aissi (1, 2), A. Moussa (4), N, Kourda (5), T. Najjar (4), S. Ben Jilani
(5), A. Elgaaied (6), N. Porchet (2,3), M. Manai (1), M.-P. Buisine (2, 3)
(1) Laboratoire de Génétique et de Biologie Moléculaire de la faculté des
sciences de Tunis ; (2) INSERM U837, Centre de Recherche J.-P.-Aubert,
Equipe n" 5, Lille ; (3) Laboratoire de Biochimie et Biologie Moléculaire,
CHRU de Lille et Faculté de Médecine H.-Warembourg de Lille ; (4) Ser-
vice de Gastro-Entérologie de ['hépital Charles-Nicolle de Tunis ; (5)
Laboratoire d’Anatomopathologie de I’hépital Charles Nicolle de Tunis ;
(6) Laboratoire de Génétique et d'Immunologie des pathologies humaines
de la faculté des sciences de Tunis

Le syndrome HNPCC ou syndrome de Lynch (OMIM #120435, 120436)
constitue la forme la plus commune de cancer colorectal héréditaire avec
une fréquence évaluée a 1/200-1/1 000 individus. Il s’agit d’une pathologie
i transmission autosomique dominante qui se caractérise par la survenue

précoce de cancers colorectaux, mais aussi de cancers touchant d'autres
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sites incluant I'endomeétre, I'estomac, les ovaires, I'intestin gréle, le tractus
hépato-biliaire, I'urothélium, le cerveau et la peau. Il est dii & des mutations
germinales affectant un des génes de réparation des mésappariement des
I"ADN (génes MMR). Nous décrivons ici un réarrangement génomique
dans le géne MLH] identifié, via la technique MLPA, chez une jeune fille
Tunisienne dgée de 22 ans admise & I'hdpital Charles Nicolle de Tunis
pour un cancer du rectum. L histoire familiale de cancers du célon et de
I"'endometre sur deux générations, avec un premier cancer diagnostiqué i
22 ans, vérifie les critéres d’Amsterdam IT de sélection clinique pour le
syndrome de Lynch. Le diagnostique clinique a été confirmé sur le plan
moléculaire par un phénotype tumoral fortement instable (MSI-H) et une
perte sélective de I'expression des génes MLHI et PMS2 par
immunohistochimie.

Mots-clés : HNPCC, MLPA, MSI.

HP482 / 44. CARACTERISATION MOLECULAIRE DU SYN-
DROME DE LYNCH

S. Aissi (1, 2), A. Moussa (4), N. Kourda (5), N. Abdelli (6), T. Najjar
(4), S. Ben lilani (5), A. Elgaaied (7), N. Porchet (2, 3), M. Manai (1),
M.-P. Buisine (2, 3)

(1) Laboratoire de Génétigue et de Biologie Moléculaire de la faculté des
sciences de Tunis ; (2) INSERM U837, Centre de Recherche J.-P.-Aubert,
Equipe n° 5, Lille ; (3) Laboratoire de Biochimie et Biologie Moléculaire,
CHRU de Lille et Faculté de Médecine H.-Warembourg de Lille ; (4) Ser-
vice de Gastro-Entérologie de I'hépital Charles-Nicolle de Tunis ; (5)
Laboratoire d’Anatomopathologie de I’hépital Charles-Nicolle de Tunis ;
(6) Service de Gastro-Entérologie de I'hépital Militaire de Tunis ; (7)
Laboratoire de Génétique et d'Immunologie des pathologies humaines de
la faculté des sciences de Tunis

Le cancer colo-rectal héréditaire sans polypose (HNPCC, syndrome de
Lynch) (OMIM #120435, 120436) est un syndrome autosomique dominant
prédisposant 4 des cancers colo-rectaux et extracoliques. Il constitue la
forme héréditaire la plus commune des cancers colo-rectaux. Il est di a
des mutations germinales affectant un des génes MMR de réparation des
mésappariements de |"ADN (MLHI, MSH2, MSH6, PMS2) et est associé
a la présence dans les cellules tumorales d’une instabilité microsatellitaire
(MSI, Microsatellite Instability). En I'absence de caractéristiques cliniques
spécifique au syndrome HNPCC, le diagnostic repose principalement sur
une histoire familiale détaillée en se basant sur les critéres d' Amsterdam.
Quelques cas de cancers colorectaux héréditaires avec suspicion d'un syn-
drome de Lynch ont été détectés en Tunisie mais aucune étude génétique
n’a été réalisée, jusqu’a présent. Objectif : La caractérisation des mutations
germinales dans les familles tunisiennes HNPCC ou « HNPCC-like » pré-
sentant une susceptibilité particuliére a4 développer des cancers colorec-
taux. Matériels et méthodes : 30 patients opérés en Tunisie d’un cancer du
spectre HNPCC ont €té analysés a la recherche de mutations germinales
dans les génes MMR. L’histoire familiale de ces patients vérifie les critéres
d’Amsterdaml/Il ou de Bethesda. Les génes MLHI, MSH2 et MSH6 ont
€té analysés par MLPA et par PCR/ séquencage direct. Une analyse
complémentaire du géne MurYH (exons 7 et 13) a été réalisée chez les
patients sans mutation identifiée. Par ailleurs nous avons recherché dans
les tumeurs la présence d’instabilité microsatellitaire et analysé par immu-
nohistochimie 1"expression des protéines MLHI, MSH2, MSH6 et PMS2.
Résultats : 10 mutations germinales différentes, dont 7 nouvelles, ont été
identifiées dans 11 familles (37 %), dont 5 dans MLHI et 5 dans MSH2 :
2 mutations non-sens, 3 mutations avec décalage du cadre de lecture, 2
mutations du site d'épissage, 1 réarrangement exonique et 2 mutations
faux-sens de significations biologiques encore inconnues. Aucune muta-
tion n'a été détectée dans les génes MSH6 et MurYH. Les échantillons
tumoraux de tous les sujets porteurs d’une mutation germinale présentaient
une forte instabilité (MSI-H) et une perte d’expression de la protéine codée
par le géne muté. Conclusion : Nos résultats devraient contribuer & amé-
liorer le diagnostic de ce syndrome en Tunisie, ainsi que la prise en charge
des patients et de leurs familles.

Mots-clés : HNPCC, PCR, MSL

WP483 / 50. CERTIFICATION ISO 9001 EN ONCOGENETIQUE :
CONVERGENCE ENTRE EVALUATION DES PRATIQUES PRO-
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H. Sobol*, M.-F. Affaton, V. Bourdon, C. Chabannon, 1. de Chérancé, E.
Eisinger, F. Etanchaud, L. Huiart, T. Noguchi, S. Olschwang, P. Parc, S.
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pour le Comité de Pilotage Certification Oncogénétique
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Enjeux : Une thématique porteuse de potentialités d’amélioration. Pour
les 5% a 10 % de cancers se développant dans un contexte de prédis-
position génétique, 1'évolution des connaissances permet désormais
d’offrir aux membres des familles & risque un suivi adapté en fonction
de I’existence ou non d'une anomalie héréditaire (mesures 22 et 23 du
Plan Cancer). En effet, un sujet porteur d'une mutation constitutionnelle
d’un géne de prédisposition, tel BRCAI, a un risque de 50 % a 80 % de
développer un cancer du sein (souvent bilatéral) et/ou un cancer de
'ovaire au cours de sa vie. Il existe des outils de prise en charge de ce
trés haut risque : dépistage (imagerie) et de prévention (chirurgie pro-
phylactique). Tout I'enjeu réside dans la précocité de la prise en charge
médicale guidée par la réalisation des tests génétiques. Ces derniers, pour
étre pertinent, doivent étre fiables et réalisés dans des délais satisfaisants.
Fréquence de la problématique au sein de I'établissement : Une activité
transversale organisée en réseau régional. En France, la prédisposition
génétique concerne pour les seuls cancers du sein et du célon plusieurs
milliers de patients & prendre en charge tous les ans, répartis sur
I'ensemble du territoire national. C’est la raison pour laquelle nous avons
constitué un dispositif transversal et un réseau régional qui intégrent toutes
les consultations d’oncogénétiques de la région et un laboratoire dédié a
la réalisation des tests génétiques des tumeurs fréquentes. Le Réseau
Oncogénétique PACA a récemment été intégré au Réseau Régional de
Cancérologie ONCOPACA couvrant 4 & 5 millions d’habitants. Impact
de la Certification ISO 9001 sur I'amélioration du systeme et des prati-
ques médicales. L'Oncogénétique est une activité transversale, pluridis-
ciplinaire et pluriprofessionnelle (génétique clinique et biologique, can-
cérologie, santé publique). L'impact bénéfique pour les patients ne peut
étre obtenu que par 'intégration des toutes ces activités dans le cadre
d’un continuum bio-clinique. La démarche de certification nous a permis
de mettre en place un dispositif unique et non segmenté mettant en ceuvre
tous les référentiels de pratiques et recommandations nécessaires a la prise
en charge des sujets 4 haut risque. Au niveau européen, un Réseau
d’Excellence s'est mis en place dont I'objet est la démarche qualité dans
les laboratoires de génétique assurant la comparaison des processus de
prise en charge et les résultats de ces processus pour identifier des oppor-
tunités d’amélioration. Analyse de I'organisation et des pratiques: Le
périmétre de notre certification concerne : « L'identification moléculaire
des anomalies génétiques constitutionnelles responsables des prédisposi-
tions héréditaires aux cancers fréquents (cancers du sein et/ou de I'ovaire,
cancer du cblon et de I'endométre) ». Sont pris en compte toutes las acti-
vités qui vont du traitement de la prescription jusqu’au rendu de résultats
au médecin prescripteur. Cette démarche collective trés motivante a mobi-
lisé tous les personnels du département. Des formations a la qualité et
des enseignements spécifiques thématisés en fonction des besoins ont été
délivrées aux personnels impliqués. Cette action a permis d’améliorer de
maniére substantielle 1'organisation, la tragabilité et le fonctionnement
général du service, du pdle clinique au laboratoire. Actions d'améliora-
tions et mesure des résultats : Ainsi, de nouveaux développements ont été
réalisés : avec la définition d'un outil unique d’interface pour la gestion
des prescriptions des analyses, des prélévements (en lien avec le Centre
de Ressource Biologique de I'IPC) et des résultats. De méme au niveau
analytique notre plateforme a €té optimisée avec une rationalisation de
I'utilisation des locaux et I'implantation d'un systtme de gestion infor-
matisé des analyses et des stocks qui sera prochainement fonctionnel..
Pour le patient, le bénéfice est évident, et concourt & une amélioration
du service rendu avec en particulier plus de sécurité et des délais réduits.
L’effet bénéfique de cette démarche qualité est global. Il se ressent bien
au dela de I'Oncogénétique, dans les autres services de I'Institut Paoli-
Calmettes (IPC) avec lesquels cette activité est en interaction (les dépar-
tements cliniques, les plateaux techniques mais aussi les services hotelier,
techniques, achats, systéme d'information, formation, personnel, commu-
nication et bien entendu le service qualité). C'est une convergence
d’intérét, une meilleure compréhension des activités de chacun qui a
permis de trouver des solutions originales qui seront par la suite mutua-
lisées dans les autres actions engagées par I'IPC en matiére de qualité.
Des indicateurs de suivi et de résultats ont été construits qui concernent
principalement : la tragabilité, les délais, la formation et la satisfaction
des clients. Conclusion : Convergence des démarches EPP et de Certifi-
cation : Nous avons pu constater depuis la mise en place de la démarche
de certification des améliorations substantielles dans la qualité du service
matérialisées par une organisation plus opérationnelle, une plus grande
tragabilité, des délais de rendu de résultat raccourcis, I'analyse des inci-
dents et événements indésirables et des pratiques médicales en adéquation
avec les recommandations et les référentiels retenus et validés.

Mots-clés : oncogénétique, certification ISO, évaluation des pratiques
professionnelles.
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HWP484 / 57. LES DELETIONS PARTIELLES OU COMPLETES DU
GENE APC SONT A L’ORIGINE DES FORMES A UEES ET
DIFFUSES DE POLYPOSE ADENOMATEUSE FAMILIALE

S. Baert-Desurmont (1), J. Bou (1), J. Tinat (1), J. Mauillon (1), P. Berthet
(2), O. Bera (3), S. Olschwang (4), T. Frebourg (1)

(1) Service de Génétigue, CHU de Rouen et Inserm U614, Faculté de
Médecine et de Pharmacie, Institut Hospitalo-Universitaire de Recherche
Biomédicale de Rouen ; (2) Service d'Oncogénétique, CRLCC Frangois-
Baclesse, Caen ; (3) Service de Virologie, UF d’Oncogénétique, CHU de
Fort-de-France, Martinique ; (4) Laboratoire d'Oncogénétigue Molécu-
laire, Institut Paoli-Calmettes, Marseille

Les mutations constitutionnelles du géne APC sont responsables de la poly-
pose adénomateuse familiale (PAF) se manifestant sous deux formes cli-
niques distinctes : la forme typique, dite diffuse caractérisée par le déve-
loppement de centaines voire de milliers de polypes adénomateux
survenant dés I'adolescence ou chez le jeune adulte, et la forme atténuée
caractérisée par la survenue plus tardive de moins de 100 polypes adéno-
mateux. De nombreuses études ont démontré une corrélation génotype-
phénotype pour les mutations ponctuelles du géne APC. La polypose clas-
sique est associée aux mutations ponctuelles situées entre les exons 5 et
15, avec une forme particuliérement sévére entre les codons 1250 et 1464.
Les mutations situées dans I'exon 9 (soumis & un épissage alternatif) et
dans les régions 5’ et 3° du géne sont quant 2 elles associées a des formes
atténuées de polypose. A ce jour, aucun phénotype particulier lié aux délé-
tions du géne APC n’a été décrit. Nous rapportons ici la variabilité phé-
notypique des grands réarrangements du géne APC. Dans notre série, les
délétions représentent environ 9 % des altérations identifiées dans les
familles de PAF. La QMPSF modélisée pour I'analyse des remaniements
du géne APC explore chaque exon & I’aide d’un amplicon, sauf pour I'exon
15 représentant 75 % de la séquence codante du géne qui est donc analysé
4 I'aide de 5 amplicons (15.a a4 15.e). Nous avons identifié 4 délétions
génomiques distinctes emportant respectivement les exons 6 & 15, 11 a 13,
1 al5bet]al5e Les trois patients porteurs de délétion partielle du
geéne APC présentent des formes typiques de polypose adénomateuse avec
100 & 1 000 adénomes répartis sur tout le cadre colique. En revanche, la
délétion compléte du géne APC fut détectée chez un patient igé de 23 ans
présentant 50 adénomes localisés au niveau du colon gauche et du rectum.
Ainsi, méme si les remaniements génomiques du géne APC sont moins
fréquents que les mutations ponctuelles, ils devraient étre recherchés non
seulement dans les PAF typiques mais aussi dans les formes atténuées.

Mots-clés : polypose, APC, QMPSF.

BWP485 / 59, BAGE : UN NOUVEAU MARQUEUR EPIGENETIQUE
POUR LE DIAGNOSTIC DU CANCER DU COLON

C. Grunau (1), M.E. Brun (1), L. Rivals (2), J. Selves (3), W. Hindermann
(4), M. Favre-Mercuret (1), G. Granier (1), A. De Sario (1)

(1) Institur de Génétique Humaine, CNRS UPR 1142 Monipellier; (2)
ESPCI, Paris ; (3) CHU-Purpan Toulouse ; (4) Institute for Pathology-
Univ. Friedrich-Schiller Iéna Allemagne

BAGE (B melanoma antigens) est une famille composée de génes trans-
crits et de génes tronqués qui ne sont pas fonctionnels. Les génes BAGE,
localisés dans les régions hétérochromatiques, ne sont exprimés que dans
les tumeurs et dans le testicule. 11 y a quelques années, en étudiant les
mécanismes €pigénétiques qui régulent I'expression des génes BAGE, nous
avons montré que la région promotrice de ces loci (nous définissons loci
BAGE I'ensemble des génes et des génes tronqués) est hyperméthylée dans
les cellules normales et hypométhylée dans les cellules cancéreuses et dans
les lignées tumorales. A la suite des ces résultats, nous avons proposé
d’utiliser I'analyse de la méthylation des loci BAGE comme marqueur
tumoral pour le diagnostic du cancer. L'incidence de la mortalité liée an
cancer du célon en France est de 18,5 pour 100 000 habitants. Actuelle-
ment, il n’existe aucun moyen non invasif pour dépister ce cancer, pourtant
il est prouvé que le diagnostic précoce améliore la résécabilité et le pro-
nostic. Dans ce travail, nous avons testé le nouveau marqueur tumoral
BAGE sur des échantillons de cancer du colon. L'analyse de la méthylation
a €té réalisée grice a la méthode COBRA (Combined Bisulphite et Res-
triction Assay) sur I'’ADN extrait des biopsies. Nous avons comparé la
méthylation de I'’ADN dans 54 tissus cancéreux et dans la muqueuse saine
provenant du méme patient. En conclusion, nous avons montré que le
marqueur BAGE permet le diagnostic différentiel du cancer du célon avec
une spécificité de 94 %, une sensibilité de 83 % et une précision de 89 %.
La plupart des marqueurs tumoraux épigénétiques décrits sont basés sur
I"'hyperméthylation de la région promotrice des génes. L’originalité de
notre travail consiste a avoir montré que, chez I"homme, les régions hété-
rochromatiques subissent une perte de méthylation au cours de la
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transformation néoplasique. Nous proposons de considérer ces régions
comme une source de potentiels marqueurs tumoraux 2 utiliser en asso-
ciation avec les marqueurs d’hyperméthylation.

Mots-clés : marqueur tumoral, cancer colique, méthylation ADN.

HP486 / 60. DES ALTERATIONS DU GENE RUNXI/AMLI PAR
MUTATIONS PONCTUELLES ET/OU PAR TRANSLOCATIONS
CRYPTIQUES  T(1:21)(P36;Q22) SONT FREQUEMMENT
RETROUVEES DANS LES LEUCEMIES A CHROMOSOME PHI-
LADELPHIE ASSOCIEES A UNE TRISOMIE 21 ACQUISE, ET
PEUVENT CONTRIBUER A LA PROGRESSION ET LA RESIS-
TANCE AU TRAITEMENT PAR GLIVEC

C. Roche-Lestienne (1, 2), L. Deluche (1), S. Corm (3), I. Tigaud (4), S.
Joha (1), N. Philippe (5), S. Geffroy (5), J.-L. Lai (1, 2), F.-E. Nicolini
(6), C. Preudhomme (1, 5), Au nom du groupe Fi-LMC

(1) Unité Inserm 837, Centre de Recherche [.-P.-Aubert, 59045 Lille,
France ; (2) Laboratoire de Génétique Médicale, CHRU, 59037 Lille,
France ; (3) Service d'Hématologie, CHRU, 59037 Lille, France; (4)
Laboratoire d’Hématologie et de Cytogénétique, CHLS, 69495 Pierre-
Bénite, France; (5) Laboratoire d’Hématologie, CHRU, 59037 Lille,
France ; (6) Service d’Hématologie, Hépital E. Herriot, 69437 Lyon,
France

Contexte : Les mécanismes moléculaires a I’origine de la perte d’efficacité
de I'imatinib mesylate (IM, Glivec, Novartis) dans le traitement des leu-
cémies myéloides chroniques (LMC) 4 un stade avancé de leur évolution,
ainsi que dans le traitement des leucémies aigués lymphoides a chromo-
some Philadelphie (LAL-Ph+), sont encore largement méconnus. En dehors
des mutations ponctuelles dans le domaine kinase de BCR-ABL, plusieurs
observations suggérent que I'augmentation de la survie et le blocage de
différenciation (qui caractérisent les cellules leucémiques en phase bla-
sique de la LMC) dépendent de la conjonction des effets de BCR-ABL
avec ceux d’autres génes dérégulés durant la progression de la maladie.
Une récente étude démontre in vitro et in vivo dans un modéle murin
I"implication du facteur de transcription RUNX1/AML] (géne localisé en
21q22) dans la résistance a4 I'IM. De plus, une translocation cryptique
t(1;21)(p36:q22) conduisant a la formation d'un géne de fusion
RUNXI-PRDMI6 a été décrite chez un patient en phase blastique de la
LMC résistant 4 I'IM. Objectifs de 1'étude: Des anomalies de
RUNXI/AMLI étant fréquemment associées a 1’acquisition d’une trisomie
21 dans les leucémies aigués myéloides, nous avons recherché des altéra-
tions de ce géne par mutations ponctuelles et/ou par translocation cryptique
t(1 :21)(p36 :q22) au sein d’un cohorte de 18 patients présentant une leu-
cémie 4 chromosome Philadelphie avec une trisomie 21 acquise. Aucun
de ces patients n’a obtenu de réponse durable au traitement par IM. A titre
de témoins, 48 patients présentant une LMC en phase chronique avec ou
sans anomalies additionnelles, ou présentant une transformation de leur
LMC mais sans 1’acquisition d’une trisomie 21, ont été analysées simul-
tanément. Résultats : Nous avons retrouvé par séquengage d’ADN des
mutations ponctuelles i I'état hétérozygote dans le domaine conservé runt
de RUNXI/AMLI pour 6 patients présentant une LMC 4 un stade avancé
associée A une trisomie 21 (33 % des patients avec trisomie 21). Aucune
mutation n’a été retrouvée parmi les patients présentant une LAL-Ph+ de
novo ou une LMC avec trisomie 21 en transformation lymphoide, ni parmi
les 48 patients témoins. Ces mutations peuvent précéder ou étre présentes
au diagnostic de la trisomie 21. Nous avons également retrouvé par
RT-PCR une fréquence importante de patients avec trisomie 21 présentant
le transcrit de fusion RUNX1-PRDMI16 (3/7 patients analysés, 42 %). Ce
transcrit de fusion semble étre exprimé 2 un fort niveau car I'analyse en
FISH (sonde TEL/AMLI, Vysis) n’a révélé qu’un faible sous-clone pré-
sentant la translocation cryptique t(1;21)(p36:q22). De plus, I'analyse en
FISH chez un patient présentant une LMC en transformation myéloide
révéle une translocation du signal correspondant 3 RUNX/AMLI sur un
autre chromosome partenaire, mettant ainsi en évidence la possibilité
d’autres réarrangements cryptiques non encore décrits de ce géne. 2
patients présentent i la fois une mutation et le transcrit de fusion
RUNX1-PRDMI6. Par ailleurs, |'acquisition de la trisomie 21 au cours de
I'évolution de la maladie semble étre de mauvais pronostic puisque 14 des
18 patients étudiés sont décédés, avec une survie médiane de 3 moins apres
I’acquisition de la trisomie 21. Notons par ailleurs que parmi les 4 patients
en vie, 2 ont été greffés et les 2 autres sont traités par dasatinib. Conclu-
sion : Notre étude soutient le concept d'un effet coopératif entre BCR-ABL
et des anomalies de RUNX] (par différents mécanismes) dans I'expression
du phénotype indifférencié des cellules leucémiques de LMC en progres-
sion ou de LAL-Ph+. Ces mécanismes moléculaires participent vraisem-
blablement a la perte d’efficacité du traitement par IM dans les phases

avancées de la LMC ou dans les LAL-Ph+. Nos résultats démontrent aussi ey
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qu’il peut exister un statut génétique hétérogéne de la maladie, soulignant
I'importance de la caractériser avec plus de précision sur le plan
moléeulaire.

Mots-clés : RUNX1/AMLI, 1(9:22)(q34:q11), trisomie 21 acquise.

WP487/63. LE VARIANT FAUX SENS A1708E DE BRCAI GENERE
LE SAUT DE L’EXON 18 EN AUGMENTANT LA LIAISON DES
FACTEURS INHIBITEURS D’EPISSAGE HNRNPA1 ET
HNRNPH/F

S. Millevoi (1), S. Bernat (1), D. Telly (2), F. Fougue (2), L. Gladieff (3),
G. Favre (1, 2), C. Toulas (1, 2), S. Vagner (2)

(1) INSERM U563 ; (2) Laboratoire d'Oncogénétique ; (3) Département
d’Oncologie Médicale, Institut Claudius-Regaud, Toulouse, France

Le caractere délétere de la plupart des mutations faux sens identifiées sur
le gtne BRCA/ n’est pas encore clairement établi. De plus en plus de
données montrent que ces mutations ponctuelles peuvent modifier I'épis-
sage de I'’ARNm en interférant avec des éléments régulateurs comme les
enhancers ou les inhibiteurs d'épissage. Le but de ce travail était d'étudier
I'impact sur I'épissage de BRCAI de la présence d'un des variants de
BRCA! les plus fréquemment rencontrés, A1708E localisé dans le motif
BRCT. Nous montrons que la présence de ce variant est associée & un saut
de I'exon 18 dans plusieurs familles. En utilisant le transcript d’un mini-
gene de Breal in vitre, nous demontrons que la présence de ce variant
induit bien un épissage alternatif de I'exon 18. Par des techniques de cross-
link aux UV et d'immuno-précipitation, nous montrons également que ce
saut d’exon est corrélé 4 une augmentation de la liaison des facteurs inhi-
biteurs de I'épissage hnRNP Al et hnRNP H/F. Nous proposons que le
saut d’exon induit par la présence du variant A1708E est dii au recrutement
des facteurs inhibiteurs d'épissage hnRNP Al et hnRNP H/F qui forment
probablement un complexe inhibiteur d’épissage. Ces données sont en
faveur du caractére déletere de ce variant faux-sens.

Mots-clés : BRCAI, epissage, facteurs régulateur d’épissage.

HWP488 / 64. LE SYNDROME DE LI-FRAUMENI : MISE AU POINT
DES BASES MOLECULAIRES A PARTIR DES FAMILLES
FRANCAISES

G. Bougeard (1), S. Baert-Desurmont (1), C. Martin (1), S. Vasseur (1),
R. Sesboué (1), L. Brugiéres (2), A. Chompret (3), D. Stoppa-Lyonnet (4),
C. Bonaiti-Pelli¢ (5), T. Frébourg (1) et le groupe frangais d'étude sur le
syndrome de Li-Fraumeni

(1) Service de Génétique, CHU de Rouen et Inserm U614, Institut Hospi-
talo-Universitaire de Recherche Biomédicale de Rouen; (2) Service
d'Oncologie Pédiatrique, Institut Gustave-Roussy, Villejuif ; (3) Service
de Médecine, Institut Gustave-Roussy, Villejuif ; (4) Service de Génétique,
Institur Curie, Paris ; (5) Inserm U535, Villejuif

Le syndrome de Li-Fraumeni (LFS), résultant de mutations constitution-
nelles de TP53, représente I'une des formes mendéliennes de cancer les
plus graves, compte-tenu du large spectre tumoral (sarcomes, tumeurs céré-
brales, corticosurrénalomes, cancers du sein pré-ménopausiques...) et de la
précocité de survenue des tumeurs. Nous avons réalisé une analyse exten-
sive du géne TP53, basée sur le séquengage des 11 exons et la détection
par QMPSF des réarrangements génomiques, dans 474 familles frangaises
évocatrices de LFS, répondant pour la plupart aux criteres élargis de Chom-
pret : (i) proposant atteint d’une tumeur appartenant au spectre du LFS et
développée avant 1"age de 36 ans et au moins un apparenté au premier ou
au second degré atteint d'une tumeur appartenant au spectre du LFS et
développée avant I'age de 46 ans, (ii) patient atteint de plusieurs cancers
primitifs multiples, dont 2 appartiennent au spectre du LFS, la premigre
de ces tumeurs étant survenue avant I'dge de 36 ans, (iii) enfant atteint
d’un corticosurrénalome. Nous avons détecté dans 82 familles (17 %) des
altérations constitutionnelles de TP53 correspondant pour la plupart (66 %)
i des mutations faux sens et mis en évidence 4 délétions génomiques totale
ou partielles du géne TP53. La mise en évidence de ces délétions géno-
miques constituent un argument définitif démontrant que le LFS résulte
d'une haploinsuffisance au locus TP53. Certaines de ces familles, dans
lesquelles nous avons identifié une mutation constitutionnelle de TP33,
€taient remarquables par leur présentation clinique évoquant en premier
lieu une mutation des génes BRCA ou se caractérisaient par la survenue
tardive de tumeurs ou le développement de tumeurs rénales. Les tumeurs
les plus fréquemment observées chez les porteurs de mutation de TP53
éraient les cancers du sein pré-ménopausiques (39 %), les sarcomes des
tissus mous (28 %), les ostéosarcomes (19 %), les tumeurs cérébrales
(14 %), les corticosurrénalomes (11 %), les autres tumeurs (cancers du
rein, colon, estomac, poumon leucémies et lymphomes), n"étant observées

e uc dans moins de 8 % des porteurs de mutation. L’estimation précise du
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risque de cancer par localisation nécessitera la réalisation d'une étude natio-
nale répertoriant I'ensemble des données cliniques actualisées chez les
patients porteurs d'une mutation constitutionnelle de TP53. Nous avons
pu confirmer sur cette grande série l'impact des polymorphismes
152279744 (SNP309 T/G de MDM2) et rs1042522 (polymorphisme
p.Arg72Pro de TP53) sur I'dge de développement de la premiére tumeur
chez les patients porteurs d'une altération constitutionnelle de TP53 : (i)
les porteurs de I'alléle G du SNP309 développent leur premigre tumeur
plus précocement que les patients porteurs de 'alléle T a I'état homozygote
(20,9 vs 28,9 ans) et (ii) I'dge moyen de développement de la premiére
tumeur est trés différent entre les porteurs des alléles G de MDM2 et 72Arg
de TP53 d’une part et les patients homozygotes pour I'alléle T du SNP309
de MDM?2 et homozygotes pour le variant Pro de TP53 d'autre part (19,8
ans vs 33,5 ans). L'observation d’un développement tumoral relativement
tardif chez certains patients porteurs d’une délétion génomique de TP53
d'une part et la différence de spectre tumoral entre les modéles murins
TP53 wt/mt, et TP53 wt/-, d’autre part, nous ont incité & comparer 1’dge
de survenue de la premiére tumeur chez les patients porteurs d'une muta-
tion faux-sens (61 patients) et chez les patients porteurs d'un autre type
d’altération (35 patients). Nous avons alors observé une différence signi-
ficative entre les 2 groupes (21,6 vs 29,1 ans). Ces résultats confirment
I'hypothése que les mutations faux-sens, en plus d’inactiver la fonction
transcriptionnelle de p53, ont un effet oncogénique additionnel, ce qui
explique le spectre mutationnel trés particulier de TP53 caractérisé par une
prédominance des mutations faux sens.

Mots-clés : Li-Fraumeni, TP53, risque tumoral.

WP489 / 66. EN PLACE D'UN QUESTIONNAIRE PAR LE
CONSEILLER EN GENETIQUE AFIN D'OPTIMISER LE
RECUEIL DES DONNEES LORS DE LA PREMIERE CONSULTA-
TION D’ONCOGENETIQUE

A. Combes (1), E. Haquet (1), K. Baudry-Samb (1), P. Pujol (1), J. Duffour
(2), 1. Coupier (1, 2)

(1) Service de Génétique Médicale, CHU Arnaud-de-Villeneuve, Montpel-
lier ; (2) Unité d'Oncogénétique, CRLC Val-D'Aurelle, Montpellier

Les personnes présentant une prédisposition héréditaire 4 un cancer sont
généralement adressées en consultation d"oncogénétique en raison de leurs
antécédents personnels et/ou familiaux de cancers. Lors de cette consulta-
tion, il est réalisé un arbre généalogique recensant les pathologies néopla-
siques et éventuellement non néoplasiques présentes dans la famille. Au
cours de la premiére consultation, le conseiller en génétique recueille les
informations utiles a 1'évaluation d’'une prédisposition héréditaire et
transmet aux patients les autorisations d’accés aux dossiers médicaux pour
les apparentés (ou leur ayants-droit) ayant préalablement développé un
cancer. Toutes ces informations sont difficiles & rassembler si les patients
n'ont pas été informés des questions qui leur seront posées pendant la
consultation. L'objectif de 1'éude est d’optimiser le recueil des informa-
tions & partir d'un questionnaire ciblant les données essentielles a la pre-
miére consultation d’oncogénétique et d’aider les patients a se préparer i
cette derniére. Patients et méthode : Ce questionnaire a été adressé i tous
les patients prenant rendez-vous successivement, pour une premiére
consultation d'oncogénétique et retourné lors de cette consultation, Le
questionnaire regroupe des données sur I'état civil des apparentés (sexe.
noms et prénoms, dates de naissance et de déces) ainsi que des informa-
tions médicales (Age au diagnostic des cancers, lieux de prise en charge...).
Les informations sont recueillies dans les deux branches parentales sur
trois générations (jusqu’aux grands-parents). Les questionnaires ont été
évalués selon deux critéres de jugement : leur taux de retour et leur taux
de remplissage. Le taux de remplissage a été estimé en pourcentage, de 20
4 100 % selon le schéma suivant : — 100 % : questionnaire complet pour
tous les apparentés ayant développé un cancer ou non, — 80 % : question-
naire complet uniquement pour les apparentés ayant développé un cancer.
- 60 % : il manque au plus 2 informations pour les apparentés ayant déve-
loppé un cancer, — 40 % : il manque plus de 2 informations pour les appa-
rentés ayant développé un cancer, — 20 % : le questionnaire nous informe
uniquement sur le noyau familial (patient. conjoint et enfants). L'étude a
été réalisée sur une durée de neuf mois (du 24 novembre 2006 au 23 aofit
2007), sur deux sites de consultation, le CHU Arnaud de Villeneuve et le
Centre de Lutte Contre le Cancer Val d’Aurelle. Résultats : Au total 134,
questionnaires ont été envoyés aux patients. Le taux de retour est de 82 %
(110 /134). Le taux moyen de remplissage est de 74 % et pour plus de
86 % des questionnaires, le taux d'information est trés satisfaisant (ques-
tionnaires complétés a 60, 80 et 100 %). Discussion : Le guestionnaire
présente un double intérét, d'une part pour les patients et d’autre part pour
I'équipe médicale. En effet, les patients ont collecté de nombreuses infor-
mations sur leur famille avant la consultation (dge au diagnostic des
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cancers, lieux de traitement...) et sont préts 4 répondre aux questions posées
lors de la réalisation de 1'arbre généalogique. Ils sont également préparés
4 évoquer leur situation familiale parfois difficile. Outre le fait de faciliter
la consultation, ce questionnaire a permis 2 quelques patients de reprendre
contact avec certains membres de leur famille. Pour I'équipe médicale, les
données nécessaires a |'établissement de 1'arbre généalogique sont recueil-
lies de fagon plus précise et plus rapide. Les autorisations d’acceés aux
dossiers médicaux sont bien complétées et renvoyées par les apparentés,
généralement contactés par le patient avant la consultation. Conclusion :
Compte-tenu des bons taux de retour et de remplissage de ce questionnaire,
nous avons décidé de I'intégrer a la pratique quotidienne de nos
consultations.

Mots-clés : conseiller en génétique, questionnaire, premiére consulation
d’oncogénétique.

HP490 / 69. GROUPE DE PAROLE POUR LES PATIENTES POR-
TEUSES D’UNE MUTATION DU GENE BRCAI OU BRCA2 : UNE
PREMIERE EXPERIENCE

K. Baudry-Samb (1), C. Laurent (1), P. Pujol (1), 1. Coupier (1, 2)

(1) Service de Génétigue Médicale, CHU Arnaud-de-Villeneuve, Montpel-
lier ; (2) Unité d'Oncogénétique, CRLC Val-D’Aurelle, Montpellier

La possibilité pour une personne de savoir qu’elle est porteuse d'une muta-
tion délétére du géne BRCAI ou BRCA2, prédisposant aux cancers du sein
et/ou de I'ovaire, a des répercussions au niveau médical et psychologique.
Lors de nos contacts avec les patientes, nous avons ressenti un fort désir
de parler de leur expérience et de leurs questionnements. Nous avons donc
mis en place un groupe de parole pour les patientes porteuses d’une muta-
tion BRCAI ou BRCAZ2. Objectif : Ce groupe de parole avait pour but
d’étre un lieu commun d’écoute, de partage d'expériences, et d’information
pour des femmes porteuses d'une altération génétique les prédisposant au
cancer du sein et/ou de I'ovaire. Patientes : Les patientes porteuses d’une
mutation délétere de BRCAJ ou BRCA2 (ayant ou non un antécédent per-
sonnel de cancer) ont été invitées par courrier 4 participer au groupe de
parole. Sur 53 patientes invitées, 8 se sont présentées 2 la premigre séance
{dont 2 avec leur conjoint) et ont constitué le groupe. L'dge moyen des
patientes était de 49 ans (de 29 a 69 ans). Les 8 patientes avaient un
antécédent de cancer du sein, dont une avec également un antécédent de
cancer de I'ovaire. Quatre patientes avaient déja réalisé une annexectomie
prophylactique, une patiente avait pratiqué une mastectomie prophylac-
tique bilatérale et était enceinte, et une patiente avait réalisé une mastec-
tomie prophylactique controlatérale. Méthode : Nous avions choisi une
méthode non directive ol les patientes étaient libres de définir les themes
i aborder. Les rencontres se sont déroulées tous les mois et demi pour une
durée d'environ une heure, sur une période de sept mois (5 séances). Les
séances €taient animées par une psychologue, une généticienne et une atta-
chée de recherche clinique. Résultats : Lors de la premiére séance, aprés
s'étre présentées, les patientes ont pu faire part de leurs attentes. Quatre
points majeurs sont apparus : le besoin de réponses d’ordre médical, la
chirurgie prophylactique, la transmission de la mutation aux enfants, et les
progres éventuels de la recherche. Les thémes abordés au cours des cing
séances concernaient en premier lieu le cancer, avec les antécédents fami-
liaux et leur impact psychologique, le sentiment d’isolement qui peut en
découler, le rapport aux proches, le rapport au corps, le regard des autres,
le traitement et les conséquences de la chirurgie sur la féminité, le manque
de prise en charge psychologique, la nécessité de se donner des objectifs,
I'impression de se retrouver livrées 4 elles-mémes & la fin du traitement,
le besoin de se retrouver et de penser i soi, et la nécessité d’avoir un espace
de parole. Le deuxiéme théme abordé concernait la perte : de soi, d’une
partie de soi, d'un proche ; le troisiéme théme, les tests présymptomati-
ques, principalement des enfants ; le quatriéme théme, la maternité et la
filiation ; le cinquiéme théme, la chirurgie prophylactique ; et le sixiéme
théme, les questions purement médicales. Conclusion Notre objectif a été
atteint puisque une dynamique positive et marquée d'espoir a émaillé
I'ensemble des rencontres. La plupart des thémes concernant les porteurs
d’une anomalie génétique prédisposant au cancer du sein et/ou de I'ovaire
ont été abordés. Globalement, le sentiment des patientes concernant ces
rencontres a été trés positif. La majorité d’entre elles ont apprécié le fait
de parler avec dautres personnes ayant traversé les mémes épreuves et
auraient voulu participer 4 des groupes de parole plus tot. Cela a permis &
celles qui pouvaient difficilement parler de leurs difficultés chez elles de
s'exprimer, et & d’autres d’amorcer le dialogue avec leurs proches. Nous
souhaitons continuer & proposer des groupes de paroles aux patientes et
nous réfléchissons 4 la forme que ceux-ci pourraient prendre pour qu'ils
soient le plus bénéfique possible.

Mots-clés : Groupe de parole, BRCAI, BRCA2.
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WP491 / 76. PROFIL GENOMIQUE PAR ARRAY-CGH DE CAN-
CERS DU SEIN A FORME FAMILIALE. TENTATIVE D’INDIVI-
DUALISATION DE PROFILS BRCAX

G. Banneau, N. Sevenet, I. De Mascarel, M. Longy, F. Bonnet
Laboratoire de Génétique Constitutionnelle, Institut Bergonié, Bordeaux

Depuis les années 90, et la publication des études de ségrégation familiale
portant sur le cancer du sein (Claus et al., 1990), il est reconnu I'existence
de 2 populations parmi les personnes atteintes de cette pathologie. La pre-
migre, qui correspond & 95 % des cas, est sans évidence de déterminisme
héréditaire. Par contre, la seconde, constituée des 5 % restants, se manifeste
par la transmission d’un alléle de prédisposition de transmission autoso-
mique dominante, de pénétrance élevée et de faible fréquence. La décou-
verte des génes BRCA/ et BRCA2 (Miki er al., 1994 : Wooster er al., 1995)
et la description de leurs altérations constitutionnelles dans les formes fami-
liales de cancer du sein a conduit & la prise en compte en pratique médicale
des syndromes de prédisposition héréditaire au cancer du sein. Cependant,
la recherche de mutation de ces deux geénes dans les situations de récur-
rence familiale de cancer du sein reste relativement décevante, dans la
mesure ol une altération délétére n’est détectée que dans 30 % des cas
environ. Plus de la moitié des suspicions cliniques de prédisposition héré-
ditaire au cancer du sein reste aujourd’hui inexpliquée sur le plan muta-
tionnel, méme si de nombreux autres génes ont été impliqués dans la majo-
ration du risque de survenue du cancer du sein (TP53, PTEN, ATM, PALB2,
FGFR2), témoignant d’une importante hétérogénéité génétique. Par ail-
leurs, I'analyse des tumeurs survenant dans le cadre des prédispositions
BRCAI et BRCA2 a permis d’individualiser un phénotype tumoral évoca-
teur de ces syndromes de prédisposition. Plus récemment, des profils trans-
criptionnels et des profils génomiques ont été testés pour prédire 1'impli-
cation de BRCAI ou BRCA2 avec une certaine efficacité (Hedenfalk ef al.,
2001 ; Jonsson er al., 2005). Il n’est donc pas impossible que d'autres
génes de prédisposition au cancer du sein, dénommés BRCAx, occasion-
nent la survenue de tumeurs au profil génomique et/ou transcriptionnel
spécifique caractérisant ainsi autant d'endophénotypes tumoraux. L'iden-
tification de tels endophénotypes, en s'affranchissant de toute hétérogé-
néité génétique, serait vraisemblablement déterminante quant au succés
des études de localisation des génes BRCAx actuellement en cours. En
effet, celles-ci reposent soit sur des études de liaison non paramétrique,
soit sur des études d’associations qui permettent de s’affranchir des
modeles mendéliens, mais se heurtent, du fait de I'importance des effectifs
nécessaires, A un risque important d"hétérogénéité génétique. Nous présen-
tons les résultats de 1"analyse par CGH-array de 101 échantillons tumoraux
cryopréservés, correspondant & 97 cas de cancers du sein survenus chez
91 patients différents appartenant eux méme a 85 familles. Un détermi-
nisme BRCAI, BRCA2, ou PTEN est connu pour 10 familles. Les profils
génomiques obtenus permettent de prédire les prédispositions BRCAI et
BRCA2 dans un tiers des cas. L'existence de remaniements génétiques
récurrents suggére |'individualisation de tumeurs BRCAx.

Mots-clés : formes familiales de cancer du sein, BRCAx, hétérogénéité
génétique.

EP492 / 104. POLYPOSE ADENOMATEUSE FAMILIALE :L’ANA-
LYSE DE L’EXON 2 DU GENE APC NE DOIT PAS ETRE
NEGLIGEE

M. Blayau (1), C. Dugast (2), H. Journel (3), P. Parent (4), .F. Bretagne
(5), V. David (1)

(1) Laboratoire de Génétique Moléculaire, CHRU de Rennes ; (2) Géné-
tique Médicale-Hopital Sud Rennes ; (3) Génétique Médicale, Centre Hos-
pitalier de Vannes ; (4) Génétiqgue Médicale, CHU de Brest ; (5) Service
des Maladies de I'Appareil Digestif-CHRU de Rennes

Introduction : La polypose adénomateuse familiale revét deux formes phé-
notypiques majeures (classique ou atténuée) selon I'dge d'apparition des
polypes et leur nombre. Dans la forme atténuée les polypes apparaissent
plus tardivement, leur nombre est restreint (< 100) et I'évolution en cancer
se fait aprés 40 ans. Des mutations germinales du géne APC sont respon-
sables des 2 formes la maladie et une corrélation phénotype-génotype a
pu étre établie. Les mutations responsables de la forme atténuée se situent
dans 3 régions distinctes du géne APC : soit dans la partie 5°, dans 1'exon
9 ou a I'extrémité 3°. Cependant & ce jour aucune mutation n'a jamais été
décrite dans les deux premiers exons. Patients et méthodes : Nous avons
effectué le séquengage systématique du géne APC chez 200 personnes
présentant une polypose rectocolique. Résultats : Des mutations germinales
ont été mises en évidence chez 60 patients (30 %). Cing d’entre eux pré-
sentent une courte délétion au sein de I'exon 2: ¢.212_215delGTCT
(p.Lys49fsX20) chez deux patients et c.147_150delACAA (p.Arg71{sX6)
chez trois autres. Les 5 patients concernés ne sont pas apparentés et ils
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présentes chez 2,5 % des sujets étudiés mais si 1'on ne prend en compte
que les 60 mutations germinales identifiées, ce sont donc 8,5 % des muta-
tions de notre cohorte qui touchent 1'exon 2. Conclusion : Des mutations
germinales ont été identifiées dans I'exon 2 du géne APC. La totalité de
la partie 5" du géne APC doit donc étre étudiée lors du diagnostic molé-
culaire des formes atténuées de polypose rectocolique.

Mots-clés : Polypose adénomateuse familiale, géne APC, Mutations exon
2.

WP493/ 108. MATP (SLC4542) : UN DEUXIEME GENE IMPLIQUE
DANS LA PREDISPOSITION MULTIFACTORIELLE AU
MELANOME

N. Soufir *(1), M. Guedj (2), A. Bourillon (1), G. Hetet (1), L. Bagait (1),
C. Combadigres (3), M. Rodero (3), P. Dieudé (4), V. Descamps (5), N.
Dupin (6), P. Wolkenstein (7), P. Aegerter (8), D. Vitoux (9), D. Kerob
(10), C. Lebbe (10), N. Basset-Seguin (10), B. Prum (1), P. Saiag (11), B.
Grandchamp (1), sous I'égide des investigateurs de MELAN-COHORT
(1) Laboratoire de Biochimie Hormonale et Génétique, Hopital Bichat
Claude Bernard, APHP, Université Paris 7 ; (2) Laboratoire Statistique
et Génome, UMR CNRS 8071, INRA 152, Université d'Evry; (3)
InsermU543, APHP, Université Pierre et MarieCurie-Paris 6, Laboratoire
d'Immunologie Cellulaire, Faculté de médecine Pitié-Salpétriére, Paris,
France ; (4) Service de Rhumatologie, Hépital Bichat-Claude-Bernard,
APHP, Université Paris 7, Paris, France ; (5) Service de Dermatologie,
Hépital Bichat-Claude-Bernard, APHP, Université Paris 7, Paris,
France ; (6) Service de Dermatologie, Hopital Tarnier, APHP, Université
Paris 5, Paris, Franc; (7) Service de Dermatologie, Hépital Henri
Mondor, APHP, Université Paris 13 Créteil, France ; (8) URC Unité de
BioStatistiques, Hopital Ambroise Paré, Boulogne, France ; (9) Service de
Biochimie Hopital Saint Louis, APHP, Université Paris 7, Paris, France ;
(10) Service de Dermatologie, Hopital Saint Louis, APHP, Université Paris
7, Paris, France ; (11) Service de Dermatologie, Hépital Ambroise Paré,
APHP, Université Paris Ouest, Boulogne Billancourt, France

Le mélanome est un modele exemplaire de maladie multifactorielle faisant
intervenir des facteurs génétiques et des facteurs d’environnement (UV),
Des variants fonctionnels du géne codant pour le récepteur de type 1 4 la
mélanocortine (MCIR), un géne clé de la pigmentation, sont clairement
associés a une prédisposition au mélanome. Nous avons testé I’association
de 2 polymorphismes du géne MATP, un géne responsable de 1'albinisme
occulocutané de type 4, avec le risque de mélanome. Patients et Méthodes :
Nous avons étudié 1 019 patients atteints de mélanomes inclus de maniére
prospective dans MelanCohort et 1466 contrbles caucasiens sans antécé-
dent de mélanomes. Les ADNs constitutionnels leucocytaires ont été
extraits apres signature d'un consentement éclairé. Deux polymorphismes
non synonymes de MATP (c.1122 C>G, L374F et c.814G>A, E372K) ont
€t€ génotypés a I'aide de sondes Tagman. Les fréquences des allgles, géno-
types, haplotypes et diplotypes des 2 polymorphismes ont été comparées
entre les groupes de malades et témoins. Résultats et discussion : L’équi-
libre de Hardy-Weinberg (HWE) était respecté pour les 2 polymorphismes
chez les témoins, et les 2 polymorphismes étaient en trés fort déséquilibre
de liaison. Le polymorphisme L374F était trés fortement associé au méla-
nome (P-value = 2.12x10-15, OR = 0.35 [0.26-0.46]). La fréquence allé-
lique de 374F était respectivement de 0.96 chez les malades et de 0.90
chez les témoins (identique i celle précédemment rapportée dans la popu-
lation frangaise). Bien qu’étant fortement associé & la couleur des yeux,
des cheveux et au phototype, I'effet du variant MATP L374F sur le risque
de mélanome persistait fortement aprés ajustement sur chacun des facteurs
de risque cliniques (phototype, couleur des yeux et des cheveux, nombre
de grains de beauté, lentigines dorsales). De plus, il existait un effet additif
des variants MCIR et de MATP sur le risque de mélanome. Le géne MATP
code pour une protéine mélanosomale impliquée dans une forme fréquente
d’albinisme, OCA4. Les 2 variants (L374F et E372K) sont en déséquilibre
de liaison, et sont associés 4 la pigmentation des cheveux, de la peau et
des yeux dans la population caucasienne, 'alléle ancestral 374L étant
associé & la couleur foncée de la peau et des cheveux. MATP a été récem-
ment soumis & sélection, I'allele 374F étant considéré comme spécifique
de la population caucasienne. La plus grande fréquence de I'alléle cauca-
sien 374F chez les malades atteints de mélanomes a possiblement favorisé
la survenue de mélanomes par le biais d’une diminution de la quantité de
mélanine dans 1'épiderme, rendant de ce fait les malades plus sensibles
aux effets des rayonnements ultraviolets. Conclusion : Nos travaux mon-
trent une trés forte association du géne MATP, un autre géne clé de pig-
mentation, avec le risque de mélanome. L'étude du rdle de ces polymor-
phismes sur le risque de mélanome dans d’autres populations, de méme
que I"'étude d’autres SNPs, permettra de préciser le risque lié aux variations
alléliques de ce geéne. Des études fonctionnelles de ces 2 variants

permettraient de préciser leur effet sur la mélanogénése. Les futurs travaux
permettront de préciser si cette information génétique est plus précise et/ou
complémentaire des données cliniques pour évaluer le risque de mélanome.

Mots-clés : mélanome, MATP (SLC45A2), MCIR.

WP494 /117. EFFETS SUR L’EPISSAGE DE VARIANTS DE SIGNI-
FICATION INCONNUE DES GENES BRCAI ET BRCA2 : OPTIMI-
SATION DE L’ANALYSE DE L’ARN DES PATIENTS PAR RT-PCR
ET COMPARAISON AVEC UN TEST FONCTIONNEL BASE SUR
UN MINIGENE INDICATEUR D’ANOMALIE D’EPISSAGE

C. Bonnet (1), S. Krieger (2), A. Rousselin (2), M. Vezain (1), 1. Tournier
(1), A. Martins (1), T. Frebourg (1), A. Hardouin (2) M. Tosi (1)

(1) Inserm U614, Faculté de Médecine et de Pharmacie, Institut Hospi-
talo-Universitaire de Recherche Biomédicale de Rouen, Cancéropile
Nord-Ouest ; (2) Laboratoire de Biologie Clinique et Oncologique, Centre
Frangois Baclesse, Caen, Cancéropédle Nord-Ouest

L'interprétation des nombreux variants rares sans signification biologique
évidente représente un probléme majeur pour le diagnostic moléculaire des
maladies génétiques. Parmi les trés nombreux variants de signification bio-
logique et clinique inconnue (Unclassified Variant ou UV) mis en évidence
par la recherche de mutations des génes BRCA/ et BRCA2 dans les familles
a risque, une fraction importante pourrait affecter I'épissage de I'ARN, en
modifiant des positions peu conservées des sites d'épissage, en activant
des sites cryptiques d’épissage, ou en modifiant des éléments exoniques
de régulation d’épissage, tels que les ESE (exonic splicing enhancers) ou
les ESS (exonic splicing silencers). Nous avons sélectionné 19 cas index,
présentant 22 variants de signification inconnue, parmi les nombreuses
familles a risque de cancer du sein et/ou de I’ovaire adressées au laboratoire
de Caen pour la recherche de mutations de BRCA/ et BRCA2, par les
consultations d'oncogénétique de Normandie et de Bretagne. Dans ces 19
familles, aucune mutation délétére n’avait été détectée dans BRCAI ni
BRCA2 et des prélévements de sang périphérique dans des tubes PaxGene®
étaient possibles pour I'analyse de I"’ARN leucocytaire. Nous avons analysé
ces 19 familles par RT-PCR optimisée et test d'épissage ex vivo. Nous
avons choisi de nouvelles amorces de RT-PCR, et une méthode d’amor-
cage spécifique de la transcription reverse, tandis que les méthodes utili-
sées précédemment pour les transcrits de ces génes étaient basées sur I"uti-
lisation d’hexaméres aléatoires. Le test ex vivo indicateur d'anomalies
d’épissage, déja utilisé pour la recherche de défauts d’épissage parmi les
UV des génes de réparation de I'"ADN trouvés dans le syndrome de Lynch,
est basé sur le minigéne pCAS, dont la caractéristique essentielle est la
présence de deux exons séparés par un intron qui porte des sites de clonage.
Dans ce test, les exons contenant des UVs sont amplifiés a partir de I'’ADN
des patients, avec environ 150 pb de séquences introniques flanquantes et
le produit de PCR est cloné dans le minigéne pCAS. Aprés transfection
dans des cellules HeLa, I'effet des variants sur 1'épissage est étudié par
RT-PCR en utilisant des amorces universelles placées dans les exons du
minigéne. Ces deux méthodes on été appliquées a I'ensemble des 19 cas
index, avec des résultats concordants, mais le test ex vivo, qui est mono-
allélique, a permis de clarifier plusieurs ambiguités de I’analyse sur I’ARN
des patients. Nous avons trouvé un défaut important d'épissage chez 7 des
19 cas index et une modification mineure de I’épissage chez un huitieme.
Deux des variants qui induisent un défaut d'épissage sont exoniques : 1'un
produit un nouveau site donneur d'épissage et I'autre modifie un élément
exonique de régulation de I'épissage, de type ESE, dans I'exon 18 de
BRCA2. Ce travail montre que (i) les défauts d'épissage sont fréquents
parmi les UVs, notamment dans les séquences non conservées aux bornes
des exons mais également 2 I'intérieur des exons, par activation de sites
cryptiques ou par 1'altération d'éléments de régulation ; (2) le test basé sur
I’ADN et I'utilisation du minigéne indicateur d’anomalies d’épissage est
sensible et spécifique, malgré les réserves qui pouvaient étre soulevées par
'analyse d'exons séparés, en dehors de leur contexte naturel. Ce résultat
plaide fortement en faveur de |'utilisation de ce test, lorsque les préleve-
ments sanguins pour |'extraction d"ARN leucocytaire des patients ne sont
pas possibles ; (iii) les prédictions informatiques de "altération de sites
d’épissage sont sensibles, si au moins 3 programmes différents sont uti-
lisés, mais la spécificité de ces programmes n'est pas optimale, car, dans
notre série de 22 UVs, plusieurs prédictions n’ont pas été confirmées par
les deux approches expérimentales que nous avons utilisées.

Mots-clés : BRCA, Epissage, Variant.

WP495 / 118. ETUDE DES GENES CIBLES DE L’INSTABILITE
MICROSATELLITAIRE DANS LE CANCER COLORECTAL

E. Fauquembergue (1), D. Tougeron (1,2), M. Laurent (3), F. Le Pessot
(3), A. Rougquette (3), JC. Sabourin (3), M. Tosi (1), T. Frebourg (1), J-B.
Latouche (1)
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(1) Inserm U614, Faculté de Médecine et de Pharmacie, Institut Hospi-
talo-Universitaire de Recherche Biomédicale de Rouen; (2) Service
d’Hépatogastro-entérologie, Oncologie Digestive, CHU de Rouen ; (3)
Laboratoire de Génétique Somatique des Tumeurs, Fédération d'Anato-
mopathologie, CHU de Rouen

Le phénotype RER+ (Replication ERorr) est une forme d’instabilité géné-
tique retrouvée dans 15 % des cancers colorectaux (CCR) et dans les
tumeurs survenant dans le cadre du cancer colorectal héréditaire non poly-
posique (syndrome HNPCC) ou syndrome de Lynch. Cette instabilité
résulte de I'inactivation du systéme de réparation MMR (MisMatch Repair)
de I'ADN intervenant dans la réparation des anomalies de réplication tou-
chant préférentiellement les séquences répétées. Dans la majorité des cas
(85 %), le mécanisme causal est une hyperméthylation biallélique du géne
MLH] et, dans une minorité de cas, une mutation constitutionnelle d'un
des génes MMR suivie d’une inactivation somatique de I'autre alléle. Cette
instabilité provoque 1'apparition de mutations décalant le cadre de lecture
de génes présentant des séquences répétées. Ce décalage est a I'origine de
I'apparition de néo-antigénes qui pourraient étre immunogénes et ceci
expliquerait pourquoi le phénotype RER est associé & un meilleur pro-
nostic. Dans le but de caractériser de fagon extensive les génes cibles du
phénotype RER et d’identifier des épitopes potentiels, nous avons analysé,
dans une centaine de cancers colorectaux de phénotype RER+, 21 génes
considérés comme cibles de I'instabilité microsatellitaire : TGFBR2,
IGF2R, ACVR2, PTEN, APC, AIM2, BAX, CASP5, PRDM2, MSH3, MSH6,
MBD4, RAD50, HNFIA, TCF4, TAFIB, SEC63, OGT et ASTE]. Ces génes
ont été sélectionnés sur deux arguments : fréquence de mutation dans leurs
séquences répétées codantes supérieure 4 20 % dans les CCR de phénotype
RER+ et role dans la carcinogenése ou la réponse spécifique immunitaire
démontrée. Nous avons analysé simultanément les séquences répétées de
ces 21 génes par PCR multiplexe fluorescente et comparé pour chaque
patient le profil obtenu & partir de I’ADN colique tumoral et celui obtenu
4 partir du tissu colique non tumoral. A ce jour, 71 tumeurs ont été ana-
lysées et 21 de ces tumeurs RER+ s’intégraient & un syndrome de Lynch.
Cette analyse a révélé que les genes les plus fréquemment mutés dans les
cancers colorectaux de phénotype RER+ étaient ACVR2 (84 %), ASTE!
(73 %) et TGFBR2 (57 %). Le nombre moyen de génes cibles mutés par
tumeur était de 6. Nous n’avons pas observé de différence entre les tumeurs
s'intégrant & un syndrome HNPCC et les cancers colorectaux sporadiques
de phénotype RER+, mais en revanche nous avons trouvé une corrélation
entre le nombre de cibles mutées et le stade de la tumeur. Enfin, nous
avons observé certaines associations préférentielles entre des cibles mutées
notamment ACRV2 et TGFBR2 (r6le dans la survie cellulaire), MSH3 et
MBD4 (role dans la réparation de I’ADN) ou BAX et AIM2 (rdle dans
I'apoptose). Cette étude simultanée de plusieurs génes cibles dans cette
série de cancers colorectaux de phénotype RER+ montre que toutes les
tumeurs RER+ présentent des mutations somatiques tronquantes de plu-
sieurs génes impliqués dans 'oncogengse. Ce résultat et I’observation
d'une association préférentielle de certaines cibles suggérent que plusieurs
genes cibles doivent étre mutés pour qu'un cancer colorectal puisse se
développer lorsque le systtme MMR est inactivé. Ceci pourrait expliquer
la pénétrance incompléte des mutations constitutionnelles des génes MMR
et le fait que les mutations constitutionnelles de I'un de ces génes cibles
ne soient pas suffisantes pour induire un syndrome HNPCC. Ces résultats
montrent également que les voies de I’oncogenése coligue semblent les
méme dans les CCR RER+ sporadiques ou s’intégrant 4 un syndrome
HNPCC. Nous recherchons maintenant s'il existe une corrélation entre les
mutations de certaines cibles et I'existence d’un infiltrat lymphocytaire
tumoral. Nous espérons ainsi caractériser des néo-antigénes qui pourraient
étre la cible d'une réponse immunitaire forte. Ceux-ci pourraient étre uti-
lisés dans une stratégie d'immunothérapie des CCR pour des patients
atteints de syndrome HNPCC.

Mots-clés : HNPCC, RER, Epitope.

HP496 / 132. DOUBLES MUTATIONS DES GENES BRCAI ET/OU
BRCA2 DANS UNE SERIE DE FAMILLES TESTEES POUR PRE-
DISPOSITION GENETIQUE AU CANCER DU SEIN OU DES
OVAIRES

D. Muller (1), I. Schultz (1), J. Abecassis (1), O. Caron (2), J.-M. Limacher
(2), C. Toulas (3), L. Gladieff (3), P. Dufour (1), J.-P. Fricker (1)

(1) CRLCC P. Strauss, Strasbourg ; (2) Service d’oncologie, CHRU de
Strasbourg ; (3) CRLCC C. Regaud, Toulouse, France

Les prédispositions génétiques au cancer du sein et de I’ovaire sont asso-
ciées pour la plupart & des mutations germinales des génes BRCAI et
BRCA2. L'identification de ces mutations est actuellement effectuée de la
fagon la plus exhaustive possible, ¢’est-a-dire incluant 1'analyse complete
des 2 génes et la recherche des grands réarrangements. A partir de 700
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familles & risque testées pour les 2 génes, 13 % présentent une mutation
déléteére des génes BRCA [ ou BRCAZ2. Nous avons identifié 5 familles avec
2 mutations des génes BRCA/ et/ou BRCA2. 1l s’agit : a) d'une famille
avec double hétérozygotie des génes BRCAI et BRCA2 ; b) d'un cas avec
une double hétérozygotie du géne BRCALI ; ¢) de 3 familles comportant 2
mutations distinctes du géne BRCA/, originaires chacune d’une des 2 bran-
ches parentales. La description détaillée de ces familles sera rapportée. La
famille double hétérozygote BRCA [ et BRCA2 comporte une mutation faux
sens sur BRCAI (A71P, ¢.330A>G) décrite comme une mutation fonda-
trice espagnole (origine Galice) associée & des transcrits aberrants. La
2° mutation ¢.2929delC a été détectée sur I'exon 11 du géne BRCA2, n’est
pas répertoriée dans le BIC mais a été décrite (Espagne). La double hété-
rozygotie a été retrouvée sur plusieurs générations successives et dans une
branche cousine. Dans une famille, 2 mutations du géne BRCAI,
¢.3600-3610del11 et ¢.2360delC, toutes deux considérées comme délé-
téres, ont été détectées chez le cas index. Dans 3 familles, ont été détectées
2 mutations du géne BRCAI, résultant de I'union de 2 parents porteurs
chacun d’une mutation différente de BRCA . Ces mutations ségrégent indé-
pendamment dans leur descendance. Il n'y a pas de sujet composite. La
pénétrance et les caractéristiques phénotypiques associées seront présen-
tées. Ces données montrent : — la premiére description d’une double hété-
rozygotie BRCAJ] — la faible fréquence des doubles hétérozygoties
BRCAI/BRCA2 — I'association non exceptionnelle de 2 mutations dis-
tinctes de BRCA! dans une méme famille — que I'une des 2 mutations est
toujours une mutation fréquente. Ces cas représentent 5 % des familles
avec mutations démontrées, taux non négligeable, si on considére leur
impact en terme de conseil génétique pour les apparentés. Ces résultats
démontrent I'importance et le bénéfice a réaliser une analyse exhaustive
des 2 génes BRCAI et BRCA2, en particulier en présence d’une mutation
fondatrice ou fréquente dans la population d’origine, 4 I'instar de ce qui
est rapporté pour les familles ashkénazes.

Mots-clés : Prédisposition génétique, génes BRCAI/2, cancer du sein.

WP497 / 162. DESCRIPTION DES MUTATIONS DES GENES
BRCAI ET BRCA2 IDENTIFIEES EN CHAMPAGNE-ARDENNE
M.C. Gorisse (1), T.D. Nguyen (2), D.Gaillard (3), L. Demange (4), M.
Mozelle-Nivoix (5), A. Kolkes (1), C. Delvincourt (1)

(1) Laboratoire de Biologie Oncologique, Institut Jean Godinot Reims ;
(2) Oncogénétique, Institut Jean Godinot, Reims ; (3) Service de Géné-
tigue, CH Maison Blanche, Reims ; (4) Consultations d’Oncogénétique,
Cliniqgue Courlancy, Reims; (5) Unité de Génétique, Cytogénétique,
Centre Hospitalier, Troyes

Introduction : L'oncogénétique réalise dans le cadre de la médecine pré-
dictive des tests moléculaires appliqués a la prédisposition au cancer.
BRCAI et BRCA2 sont considérés comme des génes majeurs de prédispo-
sition aux cancers du sein et de |'ovaire. Les mutations constitutionnelles
délétéres de ces génes induisent des protéines non fonctionnelles. Matériel
et méthodes : Cette étude porte sur 200 familles avec un contexte familial
de cancers du sein et/ou de I'ovaire et sur 15 cancers du sein ou de I'ovaire
« jeune » (< 40 ans) sans contexte familial. Aprés criblage par DHPLC
(DNA High Performance Liquid Chromatography), le séquengage clas-
sique des fragments susceptibles de porter des variants a permis d'identifier
les mutations déléteres. Les séquences de référence utilisées sont U14680.1
pour BRCAI et NM_000059 pour BRCA2 de la base de données « Gen-
bank ». La nomenclature HGVS est appliquée (ATG = 1). Résultats : Parmi
les 200 familles & risque d'étre porteuses d'une mutation constitutionnelle
(risque du cas index>20 %), 35 (17,5 %) posseédent une mutation délétere
(20 BRCAI et 15 BRCA2). Ces mutations se répartissent respectivement
pour BRCAI et BRCAZ2 de la fagon suivante : délétions et/ou insertions (11
et 10), non sens (5 et 1), faux sens (3 et 2) et épissage (1 et 2). Ces
mutations sont associés a des contextes familiaux variables. Parmi les 94
familles présentant au moins un cas de cancer « jeune » 18,1 % présentent
une mutation. Des mutations BRCA/ sont plus fréquentes dans un contexte
seinfovaire (52,5 %) que BRCA2 (25 %). Parmi la population de cas jeunes
13,3 % présentent une mutation délétere (1 BRCA/ et | BRCA2). Conclu-
sion : Ces résultats sont en accord avec les données de la littérature. Cer-
taines mutations pourraient €étre récurrentes: pour BRCAI:
3481_3490dell1 (3 familles), ¢.5266_5267insC (3 familles) et pour
BRCAZ2 : ¢.7436-2A>T (2 familles). L accessibilité & ces tests molécu-
laires au niveau régional a permis d’organiser et de renforcer le dépistage
chez des personnes a risque en Champagne-Ardenne.

Mots-clés : Oncogénétique, BRCA, Champagne-Ardenne.

WP498 / 171. PREVOIR ET PREDIRE LA MALADIE : L’ONCOGE-
NETIQUE ET LES MUTATIONS BRCAI ET BRCA2
N. Prodromou (1), P. Ben Soussan (1), H. Sobol (2)
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(1) Unité de Psycho-oncologie, Institut Paoli-Calmettes-Marseille ; (2)
Département d'Oncologie génétique, prévention et dépistage, Inserm UMR
599, Institut Paoli, Calmettes, Marseille

Le développement de consultations d’oncogénétique orientées vers les pré-
dispositions aux cancers du sein et de 1'ovaire a débuté en Europe et aux
Etats-Unis a partir des années 90. L’objectif des consultations d’oncogé-
nétique est de répondre aux patientes qui, compte tenu de leur histoire
médicale familiale, s'interrogent sur le risque qu’elles ont de développer
a leur tour un cancer et de les informer des modalités de prévention et de
dépistage adaptés. Pour celles déja atteintes, il s’agit de savoir si le cancer
est «di au hasard ou & 1'hérédité » ! L'information pose un probléme
essentiel : la fagon dont elle est donnée, la fagon dont elle est regue, la
fagon dont elle circule dans une famille. Car ce qui n’était au début qu’une
demande individuelle aura des conséquences concernant plus largement
toute la famille. Comment doit-on préparer a la révélation d’un statut géné-
tique, quelle information donne-t-on quand un test génétique est proposé,
sur la signification de ce statut et sur les possibilités de prise en charge
global du risque tumoral conféré par ce statut ? Comment accompagner la
décision d'une chirurgie prophylactique 7 Comment peut-on garantir un
choix éclairé plutdt qu'un consentement éclairé ? Autant de questions qui
seront abordées ici A partir de notre travail de psychologues associés aux
consultations d’oncogénétique.

Mots-clés : Oncogénétique, mutation BRCAI, BRCA2, Prise en charge
Psychologique.

HP499 / 175. NEUROFIBROMATOSE DE TYPE I, LYMPHOME
ET CAVERNOME CHEZ UN ENFANT PORTEUR D'UNE
GRANDE DELETION HOMOZYGOTE DU GENE MSH?2.

C. Colas (1), F. Coulet (1), S. Haouy (2), . Husson (3), T. André (4), M.
Vidaud (5), F. Soubrier (1), A. Verloes (6)

(1) Laboratoire d'Oncogénétique et d’Angiogénétique, Groupe Hospitalier
Pitié-Salpétriére, Paris ; (2) Service d'Hématologie, Hopital Trousseau,
Paris ; (3) Service de Neuropédiatrie, Hopital Robert-Debré, Paris ; (4)
Service d’Oncologie médicale, Hopital Tenon, Paris ; (5) Service de Bio-
logie Moléculaire, Hopital Beaujon, Clichy ; (6) Service de Génétique,
Hépital Robert-Debré, Paris

Les mutations hétérozygotes constitutionnelles de 1'un des génes du sys-
teme de réparation des mésappariements (MLHI, MSH2, MSH6, PMS2)
sont responsables du syndrome HNPCC (Hereditary Non Polyposis Colo-
rectal Cancer). Des mutations homozygotes ou hétérozygotes composites
de ces génes ont également été rapportées dans prés de 20 familles et sont
responsables de taches café-au-lait évocatrices de neurofibromatose de type
I (NF1) et de cancers de survenue pédiatrique (atteintes hématologiques,
neurologiques et/ou du spectre HNPCC). Nous rapportons le cas d'un
gargon de 3 ans, né d'un mariage entre cousins germains qui présentait
des taches café-au-lait et des nodules de Lish. Le géne NFI a été exploré
sans qu’aucune mutation ne soit mise en évidence. Dans un second temps,
il a présenté un cavernome intracérébral traité par chirurgie puis un lym-
phome lymphoblastique dont il est décédé. Dans le méme temps, son pére
a été pris en charge pour un cancer du cblon métastatique diagnostiqué a
29 ans. Aucun autre élément de 1"histoire familiale n'était en faveur d'un
syndrome HNPCC. Nous avons identifié une délétion homozygote de
I'exon 8 sur le géne MSH2 chez I'enfant. Ses 2 parents étaient porteurs de
cette délétion a I'état hétérozygote. C'est le premier cas décrit d’un grand
réarrangement du géne MSH2 a 1'état homozygote. La présentation cli-
nique de cet enfant correspond a celle décrite dans la littérature. Seul le
cavernome est un élément nouveau puisque des malformations vasculaires
n'ont jamais été décrites dans cette situation.

Mots-clés : syndrome HNPCC, mutation homozygote, MSH2.

WP500 / 197. ALTERATIONS BI-ALLELIQUE DE RUNXI1/AMLI
DANS LES LEUCEMIES AIGUES MYELOIDES (LAM) OBSER-
VEES DANS LE CADRE DE FPD (FAMILIAL PLATELET
DISORDER)

C. Preudhomme (1), A. Renneville (1), V. Bourdon (2), N. Philippe (1),
Mj. Mozziconacci (2), C. Roche-Lestienne (1), N. Boissel (3), N. Dhedin
(4), V. Pondare (5), A. Baruchel (6), H. Sobol (2) pour le réseau d’études
des hémopathies familiales

(1) Laboratoire d'hématologie, CHRU de Lille ; (2) Laboratoire d'onco-
générique, Institut Paoli Calmerte, Marseille ; (3) Service clinique d'héma-
tologie, Hépital Saint Louis, Paris; (4) Service clinique d’hématologie,
Groupe Hospitalier Pitié-Salpétriére, Paris ; (5) Service clinique d’hémato
pédiatrie, Hépital Debrousse, Lyon ; (6) Service clinique d’hématologie,

e {ipital Debré, Paris
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Le FPD est une entité rare caractérisée par une thrombopénie et des ano-
malies fonctionnelles des plaquettes d’origine familiale associées & une
forte prédisposition & développer une LAM. Parmi les 11/12 familles étu-
diées sur le plan moléculaire, une altération du géne RUNXI localisée en
21q22 a été retrouvée. Ces altérations sont trés variables : mutations faux
sens, mutations non sens, et délétion intragénique. Concernant les muta-
tions ponctuelles, & I'exception d'une famille, ol la mutation touche I'exon
6, dans tous les autres cas, les mutations sont dans le Runt Domain compre-
nant les exons 3 & 5. L’analyse au stade leucémie n’a été réalisée que chez
2 sujets de deux familles différentes et aucune anomalie secondaire n'a été
retrouvée suggérant que 1'haploinsuffisance de RUNXI était suffisante a
induire le FPD et probablement la LAM. Nous rapportons ici I'analyse de
8 patients présentant une LAM présentant une altération constitutionnelle
de RUNX1 observée dans 5 familles frangaises. 3/5 familles présentent une
mutation de RUNX1 dans le Runt Domain, une famille présente une muta-
tion non sens dans 1'exon 8 (il s’agit de la 1™ famille présentant cette
altération) et dans le dernier cas il s'agit d'une délétion trés large d’une
partie du bras long du chromosome 21 impliquant le locus RUNX1. L ana-
lyse des cellules blastiques a révélé que dans 7/8, une seconde altération
du géne RUNX] est retrouvée : dans 5/8, il s’agit d'une mutation du second
allele, dans 2/8 cas d'une duplication de I'alléle altéré. De maniére inté-
ressante, dans le dernier cas la LAM est survenue 5 ans aprés traitement
d’une premiére leucémie aigué lymphoblastique T, suggérant une origine
induite. Actuellement la trés grande majorité des cas étudiés sont dus a la
découverte de LAM survenant dans le cadre de thrombopénie ou throm-
bopathie familiale. De maniére intéressante, I'un de nos patients a été
détecté suite A la persistance d’une thrombopénie inexpliquée aprés trai-
tement de sa LAM en dehors de tout contexte familial. En conclusion, le
FPD est une entité rare, qui nécessite des explorations fines et complétes
du géne RUNXI (recherche de mutations sur |'ensemble des exons 3 & 8,
recherche de délétions intragéniques). Nos résultats suggérent que 1'alté-
ration du second allele de RUNXI est nécessaire au développement de la
LAM. Enfin, actuellement la porte d'entrée de cette recherche est le plus
souvent un contexte de leucémie familiale ou secondaire & des thrombo-
pénies ou thrombopathies familiales. Il semble important d’étendre cette
analyse de maniére plus systématique devant toutes thrombopénies ou
thrombopathies familiales de cause indéterminée.

Mots-clés : RUNXI/AMLI, familial platelet disord, acute myeloid leu-
kemia (AML).

WP501 / 207. PROJET HOSPITALIER DE RECHERCHE CLI-
NIQUE « RECHERCHE DE FACTEURS GENETIQUES PREDIS-
POSANT A LA SURVENUE DE DYSGLOBULINEMIES
FAMILIALES »

C. Dumontet (1), H. Sobol (2)

(1) Hospices Civils de Lyon, Université de Lyon, Laboratoire de Carac-
térisation Moléculaire des Tumeurs ; (2) Institut Paoli Calmettes, Univer-
sité Aix-Marseille Il Pour le Réseau National INCa sur la Prédisposition
Héréditaire aux Hémopathies Malignes

L'objectif de ce Projet Hospitalier de Recherche Clinique est de mettre en
place une cytathéque et une banque d'ADN permettant d’identifier des
caractéristiques génétiques prédisposant i la survenue de dysglobulinémies
familiales. Cette approche se basera sur I'étude de familles dans lesquelles
surviennent plusieurs cas de dysglobulinémies. Les dysglobulinémies rete-
nues dans le cadre de cette étude comprendront les cas de myélome mul-
tiple et les gammapathies monoclonales de signification indéterminée
(GMSI). Le myélome multiple est une hémopathie maligne rare survenant
dans la grande majorité des cas de fagon isolée, sans contexte familial. Les
GMSI correspondent a I'existence d’un clone plasmocytaire sécrétant une
immunoglobuline monoclonale et peuvent chez certains patients évoluer
vers un authentique myélome. Un certain nombre de cas survient dans des
familles présentant d’autres néoplasies, qu'il s’agisse d'autres hémopathies
malignes ou de tumeurs solides. Enfin dans un nombre limité de familles,
plusieurs cas de myélome peuvent étre identifiés dans des parents du pre-
mier degré. Certaines anomalies cytogénétiques spécifiques ont été décrites
dans les cellules tumorales de patients atteints de myélome multiple, et
possédent une forte valeur pronostique. En revanche, on ne connait pas
actuellement les mécanismes génétiques pouvant contribuer & la myélo-
magénese. L'identification et I'étude de familles comportant plusieurs cas
offrent la possibilité d'identifier certains facteurs génétiques prédisposant
4 la survenue de myélomes. Le présent projet sera réalisé grice a la par-
ticipation des deux principaux groupes frangais de prise en charge des
patients atteints de myélome, 1'Intergoupe Francophone du Myélome
(IFM) et le Myeloma Autograft Group (MAG) et s'intégrera dans le Réseau
National INCa sur la Prédisposition Héréditaire aux Hémopathies Malignes
par la Société Frangaise d’Hématologie et le Laboratoire de Caractérisation
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Moléculaire des Tumeurs (LCMT), plateforme Cancéropble de génoty-
page. Ce réseau permetira d’optimiser la collecte des échantillons des
patients et des membres de leur famille. Les patients et les apparentés
inclus dans ce PHRC seront systématiquement vus en consultation d’onco-
génétique, en vue de la signature du consentement éclairé, de 1’établisse-
ment de 1'arbre généalogique et la réalisation de prélévements sanguins
qui seront centralisés au LCMT. Ce PHRC fait 1'objet d’une promotion
531{-] }ies Hospices Civils de Lyon, avec une activation prévue en novembre

Mots-clés : Myélome multiple, Oncogénétique, MGUS.

HWP502 /214, LES PHYTO-(ESTROGENES DU SOJA ONT-ILS UNE
ACTION SUR LES GENES DU CYCLE CELLULAIRE ET DE
L’'ANGIOGENESE DES CELLULES TUMORALES PROSTATI-
QUES HUMAINES EN LIGNEE CONTINUE ?

N. Rabiau (1, 3), M. Kossai (1, 3), M. Braud (1, 3), L. Delort (1, 3), N.
Chalabi (1, 3), S. Satih (1, 3), R. Bosviel (1, 3), J. Dauplat (1, 2), Y.J.
Bignon (1, 2, 3), D.J. Bernard-Gallon (1, 3)

(1) Département d’Oncogénétique du Centre Jean Perrin, Clermont-Fer-
rand ; (2) Université Clermont I, Faculté de Médecine, Clermoni-Fer-
rand; (3) CNRH, Clermont-Ferrand; (4) CHU Gabriel Montpied,
Clermont-Ferrand

Introduction : Le cancer de la prostate est le cancer le plus fréquemment
diagnostiqué et en constante progression dans la plupart des pays déve-
loppés. Malgré une détection de plus en plus précoce, ce cancer représente
la deuxiéme cause de mortalité aux Etats-Unis. Différentes études épidé-
miologiques ont démontré un taux inférieur de cancers de la prostate chez
les populations asiatiques, ce qui pourrait s’expliquer notamment par leur
consommation élevée de soja. En effet, la daidzéine et la génistéine, les
deux phyto-cestrogénes du soja auraient une influence sur le risque de
développement d'un cancer de la prostate. Le but de cette étude était de
déterminer les doses de daidzéine et de génistéine entrainant des effets sur
trois lignées continues prostatiques humaines cancéreuses : DU 145, PC-3
et LNCaP et d’étudier ensuite ces effets sur I'expression d’un panel de
génes impliqués dans le cycle cellulaire et 1'angiogenése. Matériel et
Meéthodes : La détermination du temps d'exposition et des doses d’isofla-
vones entrainant un effet sur les cellules prostatiques a été réalisée par
cytométrie de flux. Les trois lignées ont été exposées & 70 uM, 80 uM,
90 pM, 100 pM ou 110 pM de daidzéine et 10 uM, 20 pM, 30 uM ou 40
UM de génisteine durant 24, 48 ou 72 h. Les effets des phyto-cestrogénes
du soja ont été étudiés au niveau transcriptionnel sur I'expression des prin-
cipaux génes impliqués dans le cycle cellulaire ou dans I'angiogengse griice
i la technique RT2Profiler PCR avec une détection par SYBR Green par
la méthode TagMan®. Résultats : Gréce & la cytométrie de flux, un blocage
en G2/M aprés 48 h de traitement avec 110 pM de daidzéine et 40 uM de
génisteine a été mis en évidence. Et I'étude de I'expression des génes aprés
traitement par les phyto-westrogénes a démontré une modification signifi-
cative (p <0,05) d’un panel de génes impliqués dans les voies du cycle
cellulaire et les voies de 'angiogeneése. Discussion : En étudiant chacun
des génes dont I'expression a varié significativement aprés traitement par
les phyto-cestrogeénes, il nous a semblé que le soja pourrait avoir une action
bénéfique et un role préventif dans le développement du cancer de la pros-
tate. Mais de plus amples investigations seront encore nécessaires pour
infirmer ou confirmer ces résultats.

Mots-clés : Lignées Continues Prostatiques, Phyto-cestrogénes, Plaques
multi-amorces.

WP503 / 215. COMPARAISON DES PROFILS TRANSCRIPTOMI-
QUES ET CLINIQUES DE CANCERS DU SEIN DE PATIENTES
EUROPEENNES ET DE PATIENTES MEDITERRANEENNES
APPARTENANT AU « BREAST MED CONSORTIUM »

N. Chalabi (1, 2), D.J. Bernard-Gallon (1, 2), Y.-J. Bignon (1, 2, 3) et le
« Breast Med Consortium »*

(1) Département d'Oncogénétique, Centre Jean-Perrin, Clermont-Fer-
rand ; (2) Centre de Recherche en Nutrition Humaine (CRNH), Clermont-
Ferrand ; (3) Université d’Auvergne, Clermont-Ferrand ; * Breast Med
Consortium : F. Kwiatkowski, Recherche Clinique, Centre Jean-Perrin,
Clermont-Ferrand M. Agier, V. Vidal, V. Laplace-Chabaud, V. Sylvain-
Vidal, Diagnogéne Division d'Imaxio, Saint-Beauzire V. Bertholet, M.
Lacroix, G. Leclerc, J. Remacle, Université de Namur, Namur, Belgique
C. Sibille, Université Catholique de Louvain, Bruxelles, Belgique F. de
Longueville, N. Zammateo, Eppendorf Array Technologies, Namur, Bel-
gique N. Ben Jaafar, A. Sefiani, K. Ouldim, Département de Génétique et
de Biologie Moléculaire, Rabat, Maroc A. Mégarbané, N. Jalkh, Unité de
Génétique Médicale, Beyrouth, Liban W. Mahfoudh, W. Troudi, A. Ben
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Ammar-El Gated, Laboratoire d'Immunologie, Tunis, Tunisie L. Chou-
chane, Laboratoire d’Immuno-Oncologie Moléculaire, Monastir, Tunisie

Introduction : Dans les pays Occidentaux, 'incidence des cancers du sein
et leur mortalité sont plus élevés que dans les pays Méditerranéens. Ces
disparités pourraient s’expliquer par le style de vie différent mais aussi par
des facteurs de risque liés a des caractéristiques cliniques spécifiques de
chaque continent. C’est pourquoi, nous avons réalisé une étude compara-
tive entre des patientes Européennes et Méditerranéennes atteintes d'un
cancer du sein. Cette étude, nommée \le Breast Med Consortium\", a
regroupé 5 pays : la France, la Belgique, le Maroc, la Tunisie et le Liban.
Patients et Méthodes : Entre Septembre 2002 et Septembre 2005, chaque
pays appartenant au Breast Med Consortium a recruté des patientes
atteintes d'un cancer du sein. Chaque patiente a répondu & un questionnaire
clinique nous permettant ainsi de récolter des données concernant ses habi-
tudes alimentaires, ses antécédents personnels et familiaux ainsi que les
données histologiques du cancer développé. Parallélement, & partir des
tumeurs du sein, une extraction d’ARN a été réalisée dans le but d’établir
le profil transcriptomique de chaque patiente. Pour cela, nous avons congu
une biopuce « A fagon » comportant 3 456 dép6ts d’oligonucléotides cor-
respondant a 2 094 génes impliqués dans le cancer du sein. L'ensemble
des données cliniques et transcriptomiques a été regroupé afin de réaliser
des croisements. Résultats : Les résultats nous ont permis d’observer que
dans les pays Méditerranéens, les cas de cancer du sein étaient plus avancés
avec notamment plus de cancers canalaires infiltrants de grade SBR III
avec invasion ganglionnaire. De plus, nous avons constaté que la popula-
tion Méditerranéenne était plus jeune d’environ 10 ans par rapport aux
patientes Européennes. Nous avons également noté plus de grossesses et
des femmes qui ont allaité dans les pays Méditerranéens. Les profils
d'expression transcriptomique nous ont permis de mettre en évidence la
modulation significative de 16 génes en fonction des critéres cliniques et
de I'origine des patientes. Discussion : Ainsi, nous avons identifié des
génes impliqués dans 1'angiogengse (MMP9, VEGF, et PHBI) mais aussi
des geénes fortement liés au cancer du sein (BRCAI, TFAP2C, GJAI et
TFF1). De plus, une surexpression des cytokératines KRT8 et KRT18 dans
les tumeurs des patientes Méditerranéennes nous a permis d'émettre
I'hypothése de la présence d'un phénotype cellulaire de type « luminal B »
tandis que les tumeurs Européennes seraient plutét de type « luminal A ».
Conclusion : Ce travail a permis d'identifier des parametres cliniques spé-
cifiques dans les pays Méditerranéens comme la précocité dans 1'dge de
développement de cancer du sein et des tumeurs plus agressives. De plus,
les profils d’expression transcriptomiques nous ont permis de mettre en
évidence de potentiels biomarqueurs spécifiques aux pays Méditerranéens.
Ce travail a montré des résultats prometteurs dans la classification des
tumeurs du sein ce qui pourrait devenir un outil puissant dans la médecine
personnalisée.

Mots-clés : Cancer du Sein, Données Cliniques, Profils Transcriptomiques.

EP504 / 224. ETUDE DE POLYMORPHISMES DANS LES GENES
DE REPARATION ERCC2, XPC, XRCCI ET XRCC3 ET ASSOCIA-
TION AVEC LE RISQUE DE DEVELOPPER UN CANCER DU
SEIN, DES OVAIRES OU DE LA VESSIE

R. Bosviel (1, 2), L. Delort (1, 2), L. Fontana (4, 5), L. Guy (1, 3), N.
Rabiau (1, 2), N. Chalabi (1, 2), S. Satih (1, 2), J. P. Boiteux (3, 4), A.
Chamoux (4, 5), Y. J. Bignon (1, 2, 4), D. Bernard-Gallon (1, 2)

(1) Département d'Oncogénétique du Centre Jean Perrin, CHU de Cler-
mont-Ferrand ; (2) CRNH Clermont-Ferrand ; (3) Service d'Urologie,
CHU Clermont-Ferrand ; (4) Université Clermont I, Clermont-Ferrand ;
(5) Service de Médecine du Travail et des Pathologies Professionnelles,
CHU Clermont-Ferrand

Introduction : L’augmentation du nombre de cancers étant flagrante ces
dernieres années, nous nous sommes intéressés & 1'étude de trois d'entre
eux : le cancer du sein, celui des ovaires et celui de la vessie. Hormis les
rares cas avec une prédisposition génétique et une pénétrance élevée, ces
pathologies s’expriment sur un mode multifactoriel. En effet, ces cancers
seraient liés & des polymorphismes dans des génes de faible pénétrance,
c'est-a-dire des génes interagissant avec des facteurs environnementaux.
Parmi ces génes, beaucoup d'études s'intéressent aux génes de réparation
de I'ADN. La présence de polymorphismes dans ces génes peut étre &
I'origine d’une altération fonctionnelle des protéines correspondantes et
favoriserait ainsi le processus de cancérogengse. Matériel et Méthodes :
Dans le cadre de cette étude, des polymorphismes fonctionnels sont ana-
lysés sur 4 génes de réparation de 'ADN (ERCC2, XPC, XRCCI et
XRCC3). Deux populations sont étudiées : 1'une comprend 911 cas de can-
cers du sein, 51 cas de cancers des ovaires et 1000 témoins. L"autre compte
51 cas de cancers de la vessie pour 45 témoins. Le génotypage de 6 SNP
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par la technique des sondes MGB (Minor Groove Binder) qui consiste en
I"utilisation de la discrimination allélique par la méthode Tagman. Résul-
tats et discussion : Cette étude a permis de mettre en évidence une aug-
mentation du risque de développer un cancer du sein chez les femmes
n'utilisant pas de contraceptif oral et celles ayant un rapport tour de taille/
tour de hanches supérieur a4 0,85 pour les homozygotes Asn de ERCC2
312. Nous avons également révélé I'influence de 1'alléle Gln du polymor-
phisme XPC 939 sur I'augmentation du risque de développer un cancer de
la vessie.

Mots-clés : Cancer, Single Nucleotide Polymorphism, génes de réparation
de I'ADN.

WP505 / 235. CARTOGRAPHIE PHYSIQUE DES ISODERIVES DU
CHROMOSOME 20 DANS LES SYNDROMES
MYELODYSPLASIQUES

N. Douet-Guilbert (1, 2), J.L. Lai (3), J. Andrieux (3), B. Pollet (4), L.
Plantier (5), C. Delattre (6), O. Crépin (7), S. Corm (8), A. Basinko (1),
M.J. Le Bris (1), A. Herry (1), F. Morel(1, 2), M. De Braekeleer (1, 2)
(1) Laboratoire d’Histologie, d'Embryologie et de Cytogénétique, Faculté
de Médecine et des Sciences de la Santé, UBO, Brest ; (2) INSERM U613,
Génétique Moléculaire et Génétique Epidémiologique, Brest ; (3) Labora-
toire de Génétique Médicale, Hopital Jeanne de Flandre, CHRU de Lille ;
(4) Laboratoire de Biologie, CH Boulogne sur mer ; (5) Fédération de
Biologie, CH Roubaix ; (6) Laboratoire de Biologie, CH de Dunkerque ;
(7) Laboratoire central de Biologie, CH de Bethune ; (8) Service des mala-
dies du sang, Hépital Claude Huriez, CHRU de Lille

Les délétions du bras long du chromosome 20 sont des anomalies récur-
rentes dans les syndromes myélodysplasiques. Depuis 2004, Li et coll. ont
décrit un variant de ces délétions, également retrouvé dans les hémopathies
malignes myéloides : 1'isodérivé du chromosome 20 (ider(20)). L ider(20)
en cytogénétique conventionnelle peut apparaitre comme un petit marqueur
chromosomique métacentrique associé A une monosomie du chromosome
20. Le but de cette étude est de réaliser une cartographie moléculaire par
FISH (hybridation in situ fluorescente) du matériel délété et conservé dans
les isodérivés du chromosome 20. Au laboratoire de Cytogénétique du
Centre Hospitalier Régional et Universitaire de Lille, un isodérivé du chro-
mosome 20 a été identifiée par les techniques de G-banding chez 6 patients
atteints d'un syndrome myélodysplasique. Nous avons étudié I’ étendue des
délétions du chromosome 20 en utilisant les techniques FISH 4 I'aide d'un
panel de sondes a séquence unique recouvrant le bras long du chromosome
20 : une sonde commerciale D20S108 (20q12), des sondes subtéloméri-
ques 20p et 20q, des Bacs (Bacterial artificial chromosomes) référencés
sur les sites http://fensembl.org et http://genome.ucsc.edu. Une sonde cen-
tromérique du chromosome 20 a été également utilisée. L'isodérivé du
chromosome 20 est la seule anomalie chez 4 patients. Dans 4 cas, il est
dicentrique. Les points de cassure proximaux sur le bras long sont situés
dans la bande 20q11.21 : — entre les Bacs RP11-392M18 (situé de 30,23
4 30,38 mégabases du télomere 20p) et RP11-150N10 (de 30,45 a 30,64
Mb) chez 5 patients, — entre les Bacs RP11-150N10 et RP11-60H7 (de
30,95 4 31,13 Mb) chez | patient. Les points de cassure distaux s’étendent
sur une région de 10 mégabases, de la bande 20q13.13 a 20q13.32. La
délétion de matériel sur le bras long du chromosome 20 s’étend sur 18 a
25 mégabases. La région commune délétée (RCD) comprend la totalité du
bras court du chromosome 20 et un fragment de 17 mégabases du bras
long. Il existe deux régions communes conservées (RCC) dans les isodé-
rivés, I'une proximale (du centromére au Bac RP11-392M18), I'autre dis-
tale (du Bac RP11-196N14 a la région télomérique). Dans la littérature,
I'isodérivé du chromosome 20 est une anomalie de structure rare mais
récurrente dans les hémopathies myéloides et considérée comme une ano-
malie évolutive des délétions 20q. En effet, certains auteurs ont suggéré
que I'isochromosome est issu d’une délétion du chromosome 20, suivie
d'une cassure longitudinale dans la région centromérique ou péricentro-
mérique puis d'une duplication du bras long remanié. D aprés les données
de la littérature et comparés aux del(20q), les ider(20) semblent avoir un
pronostic plus sévere et une survie plus courte. Dans cette étude, nous
avons réalisé une cartographie de 1'étendue de la région délétée et des
régions conservées (proximale et distale) de ces isodérivés. Ce travail met
en évidence un point de cassure proximal récurrent chez 83 % des patients,
contrairement aux del(20q). Ce point de cassure est situé au niveau du
géne ASXLI. Ce géne est impliqué dans le contrdle de la transcription. Les
points de cassure distaux comme pour les délétions du 20q sont extréme-
ment variables. Cette approche nous a permis de délimiter une RCD sur
le bras long de plus grande taille que celle des del(20q). Les génes
LIMBTL, ADA délétés sont considérés comme des génes candidats dans
les ider20q comme dans les del20g. Nous nous sommes également inté-

s rcssés aux RCC dupliquées dans le cas des isodérivés. Dans la RCC
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proximale, 33 génes sont contenus dont certains sont des génes régulateurs
de I'apoptose, des facteurs de transcription. La RCC distale contient au
moins 80 génes. Les fragments conservés amplifiés pourraient jouer un
role aussi important que les fragments délétés dans la physiopathogenése
des syndromes myélodysplasiques. Référence : Li et coll. Br J Haematol.
2004 May ;125(3) :337-42.

Mots-clés : Syndrome myélodysplasique, Bacs, isodérivés du chromosome
20.
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GRANDE TAILLE (RGT) DANS LE SPECTRE MUTATIONNEL
DES GENES BRCA, APC, NF2 ET MMR : ANALYSE DE 2900 CAS
INDEX ISSUS DU RESEAU REGIONAL ONCOPACA ONCOGE-
NETIQUE ET DES RESEAUX NATIONAUX INCA DE PATHOLO-
GIES RARES

V. Bourdon (1, 2), L. Huiart (1, 2), F. Eisinger (1, 2, 3), E. Rouleau (4),
H. Cannoni (3, 5), P. Collignon (6), L. Demange (7), H. Dreyfus (8), L.
Faivre (9), M. Frénay (10), P. Gesta (11), R. Guimbaud (12), X. Tchik-
navorian (6), N. Philip (3, 5), R. Sauvan (1, 2), T. Noguchi (I, 2), L.
Rabayrol (1, 2), C. Chabannon (2, 3, 13), R. Lidereau (4), S. Olschwang
(1, 2, 4), H. Sobol (1, 2, 4)

(1) Département d'Oncologie Génétique, de Prévention et Dépistage, Ins-
titut Paoli-Calmettes (IPC), Marseille ; (2) UMR 599, Marseille ; (3) UFR
de Médecine, Université Aix-Marseille Il ; (4) Laboratoire d'Oncogéné-
tique, Centre René Huguenin, 5t Cloud ; (5) Département de Génétique,
Hépital de la Timone, Marseille ; (6) CHG de Toulon ; (7) Polyclinique
de Courlancy, Reims ; (8) Institut Ste Catherine, Avignon ; (9) Hépital
d’Enfants, CHU de Dijon ; (10) Centre Antoine Lacassagne, Nice ; (11)
CHG Niort ; (12) Institut Claudius Regaud, Toulouse ; (13) Département
de Thérapie Cellulaire et CRB, IPC, Marseille

Introduction : Dans le cadre du réseau ONCOPACA et des réseaux natio-
naux INCa, le laboratoire d'oncogénétique moléculaire de 1'IPC prend en
charge les analyses des génes de prédisposition aux cancers gynécologi-
ques, digestifs, neurologiques adressées par des prescripteurs appartenant
i des équipes pluridisciplinaires déclarées. Un précriblage est réalisé par
DHPLC ou séquengage monodirectionnel. Pour les génes BRCA1/2, MMR,
APC et NF2, une recherche de RGT par QMPSF ou MLPA est entreprise
sur critéres cliniques (BRCA, APC, NF2) ou biologiques (tests MSI, immu-
nohistochimie pour MMR). Nous présentons les résultats obtenus pour
I"analyse de 2900 cas index afin de préciser les indications de recherche
de RGT (critéres de décision et techniques utilisées). BRCA1/2 prédispo-
sant au cancer du sein seul et/ou de I'ovaire: 1717 cas index ont été
testés : 269 Mutations Ponctuelles Constitutionnelles Délétéres (MPCD)
ont été identifiées (BRCAI=159 ; BRCA2=110). Sur les |1 448 cas négatifs,
1412 ont été testés par QMPSF ou MLPA et 16 RGT (BRCAI=15;
BRCA2=1) ont été identifiés. Au total, 285 mutations délétéres ont été
identifiées soit 16,5 % des sujets testés (15,5 % de MPCD et 1 % de RGT).
Nous concluons que 1) Bien que représentant 5,6 % des mutations, les
RGT sont rares, surtout pour BRCA2 (0,07 %). 1l serait important de redé-
finir les indications (cliniques, modélisations, endophénotypes) plutot que
de réaliser des études systématiques 2) MLPA et QMPSF semblent équi-
valentes en termes de sensibilité. Mais le kit MLPA BRCA2 impose un
test non demandé par les prescripteurs (CHK2) et la QMPSF permet de
récupérer certaines duplications ou délétions de petite taille. Par ailleurs,
nous avons été confrontés & un probléme majeur : il a été démontré par
CGH-array qu'un RGT de BRCA/ (dup NBR2 exl-2, BRCAl ex 1-2)
retrouvé 3 fois dans notre série par QMPSF, MLPA et PCR quantitative
en temps réel, est un artéfact. APC prédisposant a la polypose adénoma-
teuse familiale : 289 cas index ont été testés par séquengage. Chez 109
sujets (38 %), une MPCD a été identifiée. Sur les 180 cas négatifs, 32 ont
été analysés par QMPSF et 7 RGT (22 %) ont été identifiés. Tous les cas
positifs QMPSF ont ensuite été testés par MLPA (47 cas index et appa-
rentés). Dans deux cas, une discordance a éié mise en évidence 1) une
délétion partielle de 'exon 9 non détectable par MLPA car située en 3’
de la sonde MLPA 2) une délétion artéfactuelle de I'exon 11 par QMPSF
due 4 un SNP dans une amorce, NF2 prédisposant 2 la neurofibromatose
de type 2: 109 cas index ont été testés par séquencage et une MPCD a
été identifiée chez 7 sujets (6,5 %). Sur les 102 cas négatifs, 45 ont été
analysés par QMPSF et 3 RGT (6,6 %) ont été identifiés, soit 30 % des
mutations. Tous les cas positifs QMPSF ont ensuite été testés par MLPA
(5 cas index et apparentés). Une discordance a été mise en évidence : une
délétion des exons 4 4 6 par QMPSF est détectée comme une délétion des
exons 5 et 6 par MLPA. Des tests de LR-PCR sont en cours. MLHI/MSH2
prédisposant au syndrome HNPCC : 766 cas index ont été testés par
séquengage et une MPCD a été identifiée chez 88 sujets (11,4 %). Sur les
678 cas négatifs, une 1" série de 53 sujets a été analysée par MLPA et 5
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RGT (9,5 %) ont été identifiés. Bien que 1'analyse ne soit pas terminée, la
recherche de RGT semble importante quantitativement. Cependant, comme
pour BRCAZ, le kit MLPA impose 1'analyse des deux génes MLHI/MSH?2,
alors que I'étude tumorale permet d’orienter 'analyse et que les données
de la littérature montrent une prédominance des RGT de MSH2. Conclu-
sion : Si pour APC, NF2, et MMR, I'analyse de RGT semble tout 2 fait
justifiée sur les criteres de sélection actuels (RGT chez au moins 6,5 %
des cas), il n'en est pas de méme pour BRCAI/2 (RGT chez | % des cas
dont 94 % pour BRCAI). De plus, notre étude souléve trois problémes : 1)
faux positifs de BRCA/, 2) discordances entre MLPA et QMPSF pour APC
et NF2 et 3) analyses de génes imposées par les kits MLPA.

Mots-clés : RGT, génes BRCAI/BRCA2, APC, NF2, MLHI/MSH2,
QMPSF, MLPA.

WP507 / 250. SYNDROME DE BIRT-HOGG-DUBE : PRESENTA-
TION DE CINQ FAMILLES

C. Abadie (1), D. Bessis (2), N. Kluger (2), P. Delobre (3), S, Giraud (3),
1. Coupier (1, 4)

(1) Service de Génétique Médicale, CHU Arnaud de Villeneuve, Montpel-
lier ; (2) Service de Dermatologie, CHU Saint Eloi, Monipellier ; (3) Ser-
vice de Génétique Moléculaire, CHU Edouard Herriot, Lyon ; (4) Unité
d'Oncogénétique, CRLCC Val d'Aurelle, Montpellier

Le syndrome de Birt-Hogg-Dubé (OMIM 135150) est une génodermatose
héréditaire transmise selon le mode autosomique dominant. Ce syndrome
prédispose les patients & des 1ésions cutanées bénignes (fibrofolliculomes,
trichodiscomes et acrochordons), des kystes pulmonaires, des pneumo-
thorax récidivants et des cancers rénaux. Le risque de cancer du rein est
multiplié par sept. Une atteinte thyroidienne (nodules, goitres multi-hétéro-
nodulaires) et des polypes coliques ont également été rapportés sans que
leur appartenance au spectre clinique ne soit actuellement démontré, Ce
syndrome est di & des mutations germinales du géne suppresseur de tumeur
BHD identifié en 2002 et localisé en 17p11.2 (1). Les mutations délétéres
conduisent a des protéines tronquées et plus de la moitié se situent dans
un tract polyC situé dans 'exon 11. Le géne BHD code pour la folliculine,
protéine de 64kDa. Nous rapportons ici la présentation de 5 familles adres-
sées en consultation d'Oncogénétique dans le cadre d’un syndrome de
Birt-Hogg-Dubé. Les patients (cas index) étaient adressés en consultation
soit par un dermatologue devant des signes d’appel cutanés (4 patients),
soit en raison d'un antécédent personnel de cancer du rein (1 patient).
L'dge moyen des cas index était de 46.2 ans (32 4 64 ans) et celui des
apparentés ayant fait la démarche du diagnostic présymptomatique de 29.2
ans (10 & 57 ans). L analyse constitutionnelle du géne BHD a éié prescrite
dans ces 5 familles. Dans 4 familles, une mutation délétére a été identifiée
(c.1285dupC ; ¢.890_893del ; c.618+2T>A ; c.649C>T). Chez ces 4 cas
index, tous présentaient des lésions cutanées typiques, soit isolées (un
patient), soit associées (trois patients) : épisodes récurrents de pneumo-
thorax 4 un dge jeune, emphyséme pulmonaire, goitre multi-hétéro-nodu-
laire thyroidien, micronodules thyroidiens multiples et polype coligue.
Dans la famille ol la mutation identifée est située dans le point chaud
mutationnel, 9 personnes ont choisi de réaliser une analyse présymptoma-
tique et 7 mutations ont été mises en évidence. Deux patients présentaient
un tableau clinique évocateur. Aucune mutation n’a été retrouvée chez le
patient ayant un antécédent de cancer rénal associé  des polypes coliques.
La majorité des cas index présentaient des lésions cutanées typiques,
comme cela est décrit dans la littérature. Un seul patient a développé un
cancer du rein mais notre étude ne porte que sur 5 familles. Rappelons que
la majorité de nos patients ont été adressés par le dermatologue, ce qui
peut introduire un biais. De plus, le cancer du rein ne touche habituellement
que 15 (2) & 29 % (3) des patients. Nous avons proposé i ces patients une
surveillance annuelle dermatologique. rénale, pulmonaire et thyroidienne.
D’identification récente, le syndrome de Birt-Hogg-Dubé n’a pas encore
fait 1'objet de recommandations de prise en charge pour surveillance cli-
nique et paraclinique. Or, celle ci est primordiale afin de dépister au plus
t6t la survenue de cancers du rein. Une réflexion est actuellement en cours
i ce sujet sur le plan national dans le cadre du réseau de prédispositions
héréditaires aux cancers du rein. (1) : Nickerson et al. (2002) Mutations
in a novel gene lead to kidneys tumors, lung wall defects, and benign
tumors of the hair follicle in patients with the Birt-Hogg-Dubé syndrome.
Cancer cell 2 (2) : 157-64 (2) : Zbar et al. (2002) Risk of renal and colonic
neoplasms and spontaneous pneumothorax in the Birt-Hogg-Dubé syn-
drome. Cancer Epidemial Biomarkers Prev11 : 393-400 (3) : Schmidt er
al. (2005) Germline BHD-mutation spectrum and phenotype analysis of a
large cohort of families with Birt-Hogg-Dubé syndrome. Am J Hum Genet
76 : 1023-33

Mots-clés : Syndrome de Birt-Hogg-Dubé, phénotype, BHD.
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WP508 / 253. SIGNATURE MOLECULAIRE DE CELLULES DE
CANCER DU SEIN EN LIGNEE CONTINUE TRAITEES PAR DES
PHYTO-(ESTROGENES DE SOJA APRES INHIBITION DE
L’ONCOSUPPRESSEUR BRCAI PAR INTERFERENCE ARN

S. Satih (1, 2), N. Chalabi (1, 2), N. Rabiau (1, 2), L. Delort (1, 2), R.
Bosviel (1, 2), Y.-J. Bignon (1, 2, 3), D. J. Bernard-Gallon (1, 2)

(1) Dépar 1 d'Oncogénétique, Centre Jean Perrin, CBRV, Clermont-
Ferrand ; (2) CRNH, Clermont-Ferrand; (3) Université d'Auvergne,
Clermont-Ferrand

Le cancer du sein est la pathologie la plus répandue chez la femme en
Occident. La majorité des cancers héréditaires est associée i des mutations
des oncosuppresseurs BRCAI et BRCA2 et dans les cas sporadiques de
cancer du sein, une modification de I'expression de ces génes est également
retrouvée. L’observation d'une incidence de cancer du sein beaucoup plus
faible en Asie qu’en Occident et la teneur naturellement riche en phyto-
westrogénes du soja, trés consommé par les femmes asiatiques, a suscité
un intérét croissant pour ces composés végétaux et leur role dans le phé-
nomene de prévention de ce cancer en majorité eestrogéno-dépendant. Afin
de mieux comprendre les voies de signalisation empruntées autour de
BRCAI et des phyto-cestrogénes dans la prévention du cancer du sein, il
est apparu intéressant d’étudier en parallele 1'expression du génome sous
différentes conditions, D"abord, I'impact d'une « inhibition » de I'expres-
sion de I'oncosuppresseur BRCA/ a été étudié par transfection d'un siRNA
BRCA 1-spécifique. Un traitement « nutriment » a également été étudié par
la génistéine (18,5 uM) et la daidzéine (78,5 uM). Enfin, I'effet
« combiné » des deux traitements a été observé. Aprés culture des cellules
(MCF-7, MDA-MB-231, MCF10a) 72 heures dans les différentes condi-
tions requises (transfectées par les siRNA ou non, et/ou traitées par les
phyto-estrogénes ou non), une extraction d’ARNs a été réalisée. Une
hybridation compétitive sur biopuces transcriptome Agilent® (44k) a été
réalisée entre les ARNs des cellules témoins (Cy 3) et les différents ARNs
des cellules traitées (Cy5). Le logiciel GenePix Pro” 6.0 nous a permis de
quantifier I'intensité des signaux émis et leur interprétation a été réalisée
via le logiciel TIGR MeV®. L'analyse du génome et son expression
travers les différentes conditions étudiées a pu mettre en évidence la modu-
lation significative de I'expression de génes associés a d'importants méca-
nismes quant au phénomeéne de cancérogenése tels que I’apoptose, le cycle
cellulaire, la transduction du signal, le métabolisme des xénobiotiques ou
encore la réparation de I"ADN.

Mots-clés : Cancer du Sein, siRNA BRCAIl-spécifique/microarrays,
Phyto-cestrogénes.
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HEREDITAIRE : DETECTION DES REMANIEMENTS DE
GRANDE TAILLE PAR QMPSF (QUANTITATIVE MULTIPLEX
PCR OF SHORT FLUORESCENT FRAGMENTS)

N. Burnichon (1, 2, 3), L. Strompf (1, 2, 3), A. Venisse (1), N. Drouot (4),
T. Frebourg (4), X. Jeunemaitre (1, 2, 3), Ap. Gimenez-Roqueplo (1, 2,
3)

(1) Assistance Publique-Hépitaux de Paris, Département de Génétique,
Hépital Européen Georges Pompidou ; Paris, France; (2) Université
Paris Descartes, Faculté de Médecine ; Paris, France ; (3) INSERM, Unité
U772, Collége de France ; Paris, France ; (4) CHU Rouen, Département
de Génétique, Rouen, France

Les phéochromocytomes (PH) et les paragangliomes (PGL) sont des
tumeurs rares, hypervascularisées, qui se développent aux dépens du tissu
paraganglionnaire. Ces tumeurs peuvent sécréter des catécholamines
(tumeurs dites fonctionnelles) et peuvent étre localisées au niveau de la
médullosurrénale (PH), dans la région thoraco-abdomino-pelvienne (PGL
extra-surrénaliens) ou bien au niveau du systéme nerveux parasympathique
du cou et de la base du criine (PGL de la téte et du cou). Trois génes dont
les mutations de transmission autosomique dominante prédisposent au syn-
drome PGL/PH héréditaire sont connus : les génes SDHB, SDHC et SDHD.
Associés 4 d’autres manifestations cliniques, les PH et PGL fonctionnels
peuvent aussi se rencontrer dans le cadre de la maladie de Von Hippel
Lindau (géne VHL) et de la néoplasie endocrinienne multiple de type 2
(géne RET). Environ 25 % des PH/PGL sont génétiquement déterminés et
chaque patient atteint doit bénéficier d’une enquéte génétique et d’un géno-
typage des génes SDHB, SDHD et VHL lorsqu’il s’agit de PH ou de PGL
fonctionnels. Dans le cadre des PGL de la téte et du cou, les mutations
sont a rechercher sur les génes SDHB, SDHC et SDHD. Nous avons récem-
ment optimisé nos techniques de génotypage en adaptant la technique
QMPSF au diagnostic génétique du PH/PGL. Parmi les patients atteints
de PH/PGL issus des bases de données COMETE et PGL.NET, nous avons

sélectionné ceux qui présentaient des caractéristiques cliniques suggérant ———
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une forte probabilité de liaison génétique aux génes SDHs ou VHL sur 4
critéres cliniques (dge de début <35ans et/ou PH malin et/ou tumeurs mul-
tiples et/ou histoire familiale) et sur 1'absence de mutation par séquengage
direct des parties codantes et des jonctions introns-exons. Notre étude a
porté sur 96 patients porteurs de PH/FPGL chez lesquels nous avons réalisé
les QMPSF des genes SDHB, VHL et SDHD et sur 87 patients présentant
des PGL de la téte et du cou (dans ce cas, QMPSF des génes SDHD,
SDHB et SDHC). Au total, 13 sujets ont été identifiés comme porteurs
d’une délétion large, de un ou plusieurs exons (6 sur le géne SDHB, 2 sur
SDHD, 4 sur VHL et | sur SDHC). Parmi eux, 9 patients présentaient un
PH/FPGL et 4 un PGL de la région cervicale. Une délétion génique sur
les génes SDHs et VHL est en cause dans environ 9 % des cas de PH/FPGL
et 5 % des cas de PGL de la téte et du cou sélectionnés dans cette série.
Les patients porteurs de large délétions présentent des caractéristiques cli-
niques particuligres : PH/PGL malin et/ou ige de début <35 ans pour les
délétions touchant les génes SDHB et SDHC ; présentation familiale et/ou
PGL multiples pour SDHD ; associations a d’autres manifestations typi-
ques de la maladie de Von Hippel Lindau pour le géne VHL. Ainsi, 1'appli-
cation en routine dans notre laboratoire de la technique QMPSF sur les
génes SDHs et VHL permet d'accroitre les performances du test génétique
du PH/PGL héréditaire. Son application 4 I'ensemble des patients présen-
tant des criteres phénotypiques particuliers (dge de début <35ans, PH
malin, tumeurs multiples, histoire familiale) dont la recherche de mutation
par séquengage direct s'est avérée négative permettra d’accroitre le taux
de détection des mutations sur les 4 génes de susceptibilité au PH/PGL
héréditaire. 1. Amar ef al., J Clin Oncol, 2005 ; 23(34) : 8812-8.

Mots-clés : paragangliome/pheochromocytome, SDHs, QMPSF.
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Récemment, des mutations germinales du géne AIP (Aryl Hydrocarbon
Receptor Interacting Protein) ont été identifiées chez des patients présen-
tant une forme familiale d'adénomes hypophysaires. Nous rapportons le
cas d'une femme de 45 ans, présentant une forme familiale d’adénome
hypophysaire. Son fils avait été opéré d'un adénome mixte & GH et pro-
lactine & 1"dge de 10 ans. Elle-méme a été opérée d'un macroadénome &
GH 2 22 ans puis pour un paragangliome (PGL) abdominal interaortico-
cave i |'ige de 45 ans. Dans un premier temps, dans le cadre du dépistage
génétique proposé aux sujets atteints de paragangliome, notre laboratoire
n'a identifié aucune mutation sur les génes SDHs. Dans un second temps,
une mutation faux sens du géne A/P, R172W, a été mise en évidence chez
cette patiente et son fils, La proximité de la localisation du géne AIP
(11q13.3) avec le locus PGL2 (dont le géne correspondant n'a toujours
pas été identifié) d'une part, et 1'association rare entre PGL et tumeur
hypophysaire d’autre part, nous a suggéré que des mutations du géne AIP
pourraient étre associées & des cas familiaux ou sporadiques de PGL sans
mutation identifiée sur les génes SDHs. Pour notre étude, nous avons sélec-
tionné, parmi les patients issus des réseaux COMETE et PGL.NET, 56
sujets atteints de PGL (24 présentant un PGL du cou ou de la base du
crine, 32 atteints de PGL abdominal). Ces patients montraient des carac-
téristiques cliniques suggérant une forte probabilité de pathologie hérédi-
taire (ige de début <35ans et/ou PGL malin et/ou tumeurs multiples et/ou
histoire familiale) mais une absence de mutation des génes SDHs recher-
chée par séquencage direct des parties codantes et des jonctions introns-
exons et par QMPSF. Pour ces 56 sujets, I'ensemble des régions codantes
(6 exons) et les bornes introns-exons du géne A/P ont été analysées par
séquengage direct. Cette étude n'a pas permis de mettre en évidence de
mutation délétere du géne AIP parmi les patients sélectionnés. Douze poly-
morphismes ont été identifiés et parmi eux, 6 sont rapportés pour la pre-
miere fois. Leur fréquence était similaire a celle observée chez 90 sujets
témoins. Ces résultats permettent de rejeter le role du géne AIP dans la
prédisposition génétique au PGL héréditaire dans la cohorte analysée. Pour
ces patients ayant une forte probabilité de prédisposition génétique au para-
gangliome héréditaire, I"hypothése d'un autre géne impliqué dans la région
11q13 (correspondant au locus PGL2) doit étre approfondie. 1. Vierimaa
et al., Science, 2006 ;312 :1228-30.

s Mots-clés : paragangliome héréditaire, AIP, locus PGL2,

WP511 / 271. EVALUATION DE L’IMPLICATION DES MUTA-
TIONS DU GENE MYH DANS LES POLYPOSES ADENOMA-
TEUSES COLORECTALES ET STRATEGIE DIAGNOSTIQUE

N. Burnichon (1, 2), A. Venisse (1), F. Gary (1), M. Boussion (1), A.
Coyet (1), P. Laurent-Puig (1, 2), B. Buecher (1), X. Jeunemaitre (1, 2),
A.P. Gimenez-Roqueplo (1, 2)

(1) Assistance Publique-Hépitaux de Paris, Département de Génétique,
Hépital Européen Georges Pompidou ; Paris, France; (2) Université
Paris Descartes, Faculté de Médecine ; Paris, France

Le géne MYH code pour une protéine impliquée dans la réparation de
I’ ADN par un mécanisme d’excision de base (BER). Des mutations consti-
tutionnelles bialléliques de ce géne ont été associées 4 des polyposes adé-
nomateuses de phénotype atténué et a certains cancers colorectaux. Afin
d'évaluer I'implication des mutations du géne MYH dans les prédisposi-
tions aux polyposes adénomateuses associées ou non au cancer colorectal,
nous avons étudié une cohorte de 118 patients pour lesquels la recherche
de mutation du géne APC s'était avérée négative. Pour ces 118 sujets,
I’ensemble des régions codantes (16 exons) et les bornes introns-exons du
géne MYH ont été analysées par séquengage direct. Des mutations ont été
identifiées chez 15 patients (13 %) : Dix présentent une mutation bialle-
lique (5 homozygotes et 5 hétérozygotes composites) et 5 sont porteurs
d'une mutation unique & 1’état hétérozygote. Parmi les 15 patients porteurs
de mutation, tous ont un nombre de polypes (adénomateux ou de nature
indéterminée) compris entre 10 et 100 et 12 sujets ont une présentation
clinique évoquant une transmission récessive. Les mutations les plus fré-
quemment décrites dans les populations caucasiennes (p.Gly382Asp et
p.Tyr165Cys) et dans les populations du bassin méditerranéen (p.Gly396fs)
représentent respectivement 37 %, 30 % et 19 % des mutations identifiées
dans notre cohorte. La fréquence de ces 3 mutations nous a conduit
optimiser leur détection par techniqgue dHPLC pour permettre leur criblage
rapide. Cette étude confirme 1'implication du géne MYH dans les polyposes
adénomateuses de phénotype atténué, en particulier des mutations
p.Gly382Asp, p.Tyr165Cys et p.Gly396fs. Nous retenons cependant, que
1I'étude de ce géne doit étre réalisée en premiére intention dans des situa-
tions cliniques bien définies : Polypose adénomateuse atténuée (nombre de
polypes <100 et >10) associée & une histoire familiale compatible avec
une transmission de type récessive. Pour les patients remplissant stricte-
ment ces critéres cliniques, nous proposons la stratégie diagnostique sui-
vante : 1 étape : criblage des mutations les plus fréquentes du géne MYH
par dHPLC puis séquengage direct des profils anormaux. Si identification
d’une unique mutation a 1'état hétérozygote, séquengage des autres exons
et bornes introns-exons du géne MYH ; 2° étape : si le criblage par dHPLC
s’avére négatif, étude du géne APC ; 3° étape : si I'étude du géne APC est
négative, séquengage direct des 16 exons et bornes introns-exons du géne
MYH.

Mots-clés : géne MYH, Polypose adénomateuse atténuée, stratégie
diagnostique.

WP512 / 280. CARACTERISATION DE DEUX NOUVEAUX
GRANDS REARRANGEMENTS POUR LES GENES BRCAI ET
BRCA2

C. Lefol, E. Rouleau, S. Tozlu, C. Andrieu, C. Guy, F. Copigny, C. Nogues,
I. Bieche, R. Lidereau

Laboratoire d'Oncogénétique, Centre René Huguenin, INSERM U735,
Saint-Cloud, France

Introduction : 12 & 15 % des mutations délétéres de BRCAI correspondent
i des grands réarrangements (un ou plusieurs exons sur 0,5 & 160 kb). 0 &
37 % des mutations déléteres de BRCA2 correspondent & des grands réar-
rangements (un ou plusieurs exons sur 5,1 4 6,2 kb). Une délétion de I'exon
3 de BRCAI a éé précédemmement caractérisée a 1 kb (Payne er al.,
2000). La seule duplication de BRCA2 rapportée en France affecte les
exons 1 & 2 (Casilli et al., 2006). Matériel et méthode : Deux ADN géno-
miques de patientes ont été analysés en MLPA, QMPSF et sur une puce
dédiée Agilent” de CGH-array haute résolution (oligonucléotides : 1 679
pour BRCAI et 1389 pour BRCA2). Ces patientes ont eu un cancer du
sein avant 40 ans. Elles appartiennent & des familles avec plusieurs cancers
décrits (sein et ovaire). Résultats : Suite 2 1'analyse de CGH-array haute
résolution, la délétion de I'exon 3 de BRCA/ a été caractérisée par PCR
et correspond 4 une taille de 11,4 kb. Le point de rupture en 5" se situe
dans I'intron 2 qui est homologue au pseudo-géne BRCA /. Une duplication
des exons 17 & 20 du géne BRCA2 a aussi pu étre caractérisée en CGH-
array haute résolution et sa taille est comprise entre 12,3 4 16,8 kb. Dis-
cussion : Les résultats de CGH-array haute résolution confirment les don-
nées obtenues en MLPA et QMPSF. Ils permettent de préciser la taille des
remaniements et de caractériser rapidement les points de rupture par une
simple PCR. Conclusion : La caractérisation des grands réarrangements
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doit étre poursuivie pour mieux comprendre les mécanismes moléculaires
sous-jacents. Pour BRCAI, cette étude confirme la présence de mécanismes
différents impliquant un méme exon. Pour BRCA2, méme si les réarran-
gements sont rares, nous avons pu mettre en évidence |'existence d'une
nouvelle duplication de grande taille.

Mots-clés : CGH-array, grands réarrangements, BRCAI et BRCA2.

WP513 / 290. LE GENE DU TISSUE FACTOR PATHWAY INHI-
BITOR 2 (TFPI2) EST HYPERMETHYLE CHEZ LES PATIENTS
ATTEINTS DE LA LEUCEMIE LYMPHOIDE CHRONIQUE (LLC)
S. Poulain (1), C. Zawadzki (2), C. Roumier (3), N. Chatelain (2), T. Rittel
gl)i A]. Daudignon (1), B. Quesnel (4), P. Morel (5), B. Jude (2), P. Duthil-
eul (1)

(1) Service d’Hématologie Immunologie Cytogénétique, CH de Valen-
ciennes ; (2) Péle d'Hématologie Transfusion, CHRU de Lille et INSERM
ERI9, EA 2693 ; (3) Péle d'Hématologie Transfusion, CHRU de Lille et
INSERM U524 ; (4) Service des Maladies du Sang, CHRU de Lille et
INSERM U524 ; (5) Service d’Hématologie Clinique, CH de Lens

Contexte : TFPI2 (Tissue Factor Pathway Inhibitor 2) est un inhibiteur de
sérine-protéase de type Kunitz qui contribue a la régulation de I'activité
des métalloprotéases (MMP) et en particulier de MMP9. Le géne TFPI2
localisé en 7q22 posséde plusieurs ildts CpG au niveau de la région du
promoteur. L'hyperméthylation de ce géne a été associée 4 une diminution
de I'expression de TFPI2 qui serait impliquée dans le processus métasta-
tique dans différents cancers. La dérégulation de la balance des protéinases
et de leurs inhibiteurs pourrait ainsi étre impliquée dans le processus de
dissémination des cellules tumorales. L’objectif de cette étude est donc
d'analyser le profil de méthylation du géne TFPI2 dans la LLC. Matériel
et Méthodes : 70 patients (pts) atteints de LLC et 17 témoins sains ont été
étudiés. Le statut de méthylation de 17 des 29 motifs CpG s’étendant sur
une région de 286 pb contenant une partie du promoteur et de 1'exon 1 du
geéne TFPI2 a éié étudié par la combinaison de 3 syst2mes de Methylation
Specifique PCR (MSP), MSP1, MSP2 (région comportant 2 motifs
Egrl-Spl contribuant & la régulation de l'induction de I'expression de
TFPI2) et MSP3. Les résultats de MSP ont été confirmés par séquengage
des produits de bisulfitation. La quantification relative des transcrits TFPI2
au sein des cellules mononuclées isolées par technique Ficoll a été évaluée
par PCR Temps réel en chimie Tagman. Les délétions 11q22.3,13q14,
17p13.1 et de la trisomie 12 ont été analysées en hydridation fluorescente
in situ (Vysis, Abott Diagnostic), I'expression de ZAP70 en cytométrie de
flux (Ac :clone 2F3.2 (Upstate)), le statut mutationnel des génes Vh par
séquengage. Résultats : Une absence compléte de méthylation du géne
TFPI2 a été observée chez 23.5 % des patients atteints de LLC et les 17
témoins sains analysés. L'hyperméthylation du géne TFPI2 est mise en
évidence chez 61.8 % pts en MSPI, 63.2 % des pts en MSP2 (MSP2 +)
et 60.29 % en MSP3, Cette hyperméthylation est détectée simultanément
avec 3 systémes de MSP dans 44,1 % des cas. Une hétérogénéité du niveau
de transcription de TFPI2 (0-2.34) est observée chez les pts atteints de
LLC. Aucune transcription de TFPI2 n'est détectée chez 12/58 pts
(20.7 %), une hyperméthylation en MSP2 est observée chez 11 de ces 12
patients. Le niveau de transcription de TFPJ2 est significativement plus
faible chez les pts MSP2+ vs MSP2-(p = 0.02). Le profil de méthylation
du géne TFPI2 n’est pas associé au stade de Binet, aux anomalies cyto-
génétiques, au statut mutationnel des génes Vh et & I'expression de ZAP70.
Une analyse séquentielle du profil de méthylation de TFPI2 a été menée
chez 28 patients (suivi moyen : 30.6 mois, 3 & 74 mois) Une variation du
profil de méthylation de TFPI2 en cours d’évolution clinique a été observée
dans 57.1 % des patients étudiés lors de I'analyse séquentielle. Chez les 3
patients en rémission aprés traitement, une disparition de la méthylation
du géne TFPI2 est mise en évidence. Conclusion : L'hyperméthylation du
geéne TFPI2 au niveau des motifs Egrl-Spl, qui est associée & une dimi-
nution de I'expression du transcrit TFPI2, constitue un événement épigé-
netique fréquent dans la LLC. Cette dérégulation de I'expression de TFPI2
pourrait ainsi contribuer & la dissémination des cellules tumorales.

Mots-clés : TFPI2, méthylation, LLC.

WP514 / 296. DE L’ANDROGENESE (MOLES HYDATIFORMES)
AU CANCER (CHORIOCARCINOMES)

Ph. Coullin (1), JI. Candelier (1), H. Jammes (2), E. Leguern (3), C. Lar-
cher (3), J. Tost (4), S. Prévot (1), C. Delporte (1), A.L. Diatta (5), J.M.
Afoutou (5), J.C. Moreau (5), C. Chalas (6), H. Fernandez (1), JY. Picard
(1)

(1) INSERM U782, Endocrinologie et génétique de la reproduction et du
développement, 32 rue des Carnets, F92140 Clamart. Tel : 0145374084,
courriel : philippe.coullin@u-psud.fr; (2) INSERM U567, CNRS 8104,
Institut Cochin, F75014 Paris ; (3) UF de Neurogénétique moléculaire et
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cellulaire. Hop. Pitié-Salpétriére, 75651 Paris ; (4) CNG, F91057 Evry ;
(5) Hép. Le Dantec, Dakar, Sénégal ; (6) CECOS, APHP, Hop. Cochin,
F75014 Faris

Une part importante des mdles hydatiformes peut devenir invasive et évo-
luer en choriocarcinome dont le pronostic va de la régression spontanée
au déces de la patiente, différents facteurs pouvant étres impliqués dans
cette dérive cancéreuse. Nous avons comparé |'expression de quatre génes
IGF2, H19, Ecad et P16 putativement impliqués dans ce processus, au
niveau de 3 stades d'évolution du placenta (précoce, moyen et tardif),
d’une douzaine de méles hydatiformes complétes et de 6 choriocarcinomes
post molaires. L'origine androgénique, monospermique des moles et des
choriocarcinomes a été vérifiée par génotypage microsatellite. IGF2
(Insulin-like growth factor 2) et H19 sont deux génes soumis 4 empreinte
d’expression respectivement paternelle et maternelle. La méthylation allele
spécifique de 3 régions génomiques appelées DMR (Differentially Methy-
lated Region) est un critére du maintien de I’alléle-spécificité de 1'expres-
sion de ces génes. L'analyse quantitative de 1'état de méthylation de ces
DMRs a été effectuée par pyroséquengage sur 40 CpG. Les profils de
méthylation obtenus pour les méles sont de type « paternel » et homogénes,
témoignant, en principe, d'une expression bi-allélique d'/GF2 et d'une
répression séveére d"H19. Cependant, il est & noter des différences signifi-
catives de profil entre les DMRs. Les DMRs associées au géne IGF2 sont
significativement hypométhylées pour les méles hydatiformes versus une
cohorte d'échantillons de spermatozoides témoins. Par contre, la DMR
H19 présente un profil totalement superposable pour les deux types
d'échantillons., Dans les choriocarcinomes, une grande hétérogénéité de
profils est observée pour les différentes DMRs, Certains choriocarcinomes
présentent des profils similaires aux méles hydatiformes. Pour d’autres il
peut étre observé soit une hyperméthylation soit une hypométhylation ou
encore une désorganisation compléte de la méthylation au sein des DMRs.
La présence des protéines Ecad (calcium dependant cell adhesion) et p16
(cyclin-dependant kinase inhibition (cycle cell) a été étudiée par immuno-
histochimie. Normalement, les signaux témoignant de 1'expression de ces
deux marqueurs sont principalement observés respectivement sur les mem-
branes et dans les noyaux des cellules du trophoblaste. Sur les échantillons
de moles mais, plus encore sur ceux des choriocarcinomes, I'intensité, les
localisations cellulaires et histologiques des signaux, se sont révélées étre
d’'une assez grande diversité en fonction des cas ; ceci parfois, jusqu'a, la
situation extréme de |'absence d’expression de I'un des deux marqueurs.
Si dans les domaines explorés nous avons constaté des évolutions ou ano-
malies qui accompagnent I'évolution cancéreuse des moles, aucune ne
représente la totalité des cas. Ceci souligne, I"hétérogénéité du phénomene
qui doit permettre d’établir des corrélations entre ces différents marqueurs
et 'agressivité.

Mots-clés : Mdles hydatiformes, Choriocarcinome, oncogenése.

WP515 / 330. APPORT DES L’EXPRESSION GENIQUE DANS LE
DIAGNOSTIC ET LA CLASSIFICATION DES TUMEURS
THYROIDIENNES

IF. Fontaine (1), F. Savagner (1), D. Mirebeau (1), B. Franc (3), R. Houl-
gatte (2), Y. Malthiery (1)

(1) INSERM, U694, Angers, F-49033: (2) INSERM, U533, Nantes,
F-44035 : (3) Laboratoire d'Anatomie Pathologique, Hépital A Paré,
92104 Boulogne, France

D’aprés la classification internationale des tumeurs, les critéres de mali-
gnité pour le diagnostic des tumeurs épithéliales de la thyroide sont essen-
tiellement basés sur la présence d’invasion capsulaire ou vasculaire, ainsi
que sur des caractéristiques nucléaires. L'examen histologique ne peut pas
toujours identifier de fagon précise les tumeurs. La distinction histologique
des cancers folliculaires et des adénomes a un faible taux de reproducti-
bilité entre experts (Franc et al., 2003, Hum Pathol, 34 : 1092-1100.). Cela
a un impact sur le suivi et le traitement des patients. Dans 20 % des cyto-
ponctions montrant une prolifération cellulaire significative, la chirurgie
est la seule méthode permettant de séparer les cancers folliculaires des
variants folliculaires de cancers papillaires (Gharib 1997, Endo-
crinol.Metab Clin.North Am. 26, 777-800.). Par conséquence, pour une
meilleure reproductibilité et précision du diagnostic des cancers thyroi-
diens, des marqueurs moléculaires pourraient permettre la distinction des
cas difficiles (notamment les tumeurs de malignité incertaine, T-UMP).
Jusqu'a présent, plusieurs marqueurs ont été évalués comme LGALS3,
HBMEI, CK19 et TPO. D’autres génes relatifs & des transformations spé-
cifiques ont été évalués comme le réarrangement PAX8/PPARgamma et
les mutations H-Ras and BRAF (Bartolazzi, 2001 Lancet.
357(9269) :1644-50 ; de Micco, 1991, Cancer. 67(12) :3036-41 ; Fagin,
2002, Endocrinology. 143(6):2025-8; Gimm, 2001, Oncogene.

20(17) :2161-70). Pourtant aucun d’entre eux n'est prét pour une utilisation E—
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en routine sur cytoponction. L'analyse de 166 échantillons de tissus thy-
roidiens nous a permis de définir des profils d’expression pour la grande
majorité des lésions folliculaires thyroidiennes par une analyse d’expres-
sion pangénomique par microarrays. Toutes les classes de Iésions thyroi-
diennes différenciées ont été incluses dans I’analyse, des adénomes bénins
aux carcinomes malins, incluant les cas atypiques (T-UMP). Les données
de microarrays sont analysées par \multidimensional scaling\", par analyse
de corrélations des centroids pour établir une classification globale, par
tests statistiques univariés pour définir les marqueurs de chaque classe et
par un jeu d'algorithmes de prédictions pour définir le set optimal de génes
marqueurs de chaque type pathologique. Les données d’expression génique
permettent d’établir une classification moléculaire de tous les types tumo-
raux, en accord et en complément de la classification internationale (OMS).
Ceci a été possible car nous avons défini un profil génique d’expression
spécifique & chaque classe pathologique. Les profils sélectionnés portent
un pouvoir prédictif fort. Par ailleurs, nous avons montré qu’il est possible
de reclasser les tumeurs atypiques soit en lésion bénigne, soit en tumeur
maligne. Notre analyse nous a permis de classer 11 types de tumeurs de
la thyroide, typiques et atypiques, par caractérisation d’un profil molécu-
laire. Cette analyse par microarrays compléte utilement la classification
internationale de I'OMS, établie sur des paramétres anatomopathologiques.
Cette approche est validée par un brevet européen (mars 2007).

Mots-clés : Tumeurs thyroidiennes, Expression génique, Bioinformatique.

WP516 / 336. TUMEURS NEURO-EPITHELIALES DYSEMBRYO-
PLASIQUES RECIDIVANTES : A PROPOS DE 7 CAS

J. Guarnieri (1), P.M. Voicu (2), V. Porhiel (1), H. Mittre (2), M.L. Kottler
(2), G. Plessis (2)

(1) Service de Neurochirurgie,Unité de Neurochirurgie Pédiatrique-CHU
de Caen ; (2) Département Génétique et Reproduction, CHU de Caen

Objectif : Décrites initialement en 1988 par C. Daumas-Duport, les DNET
(Dysembryoplastic NeuroEpithelial Tumor) sont de diagnostic histologique
parfois difficile. L'aspect histologique des DNET et des oligodendro-
gliomes peut dans certains cas étre similaire ; la présence de la double
délétion 1p et 19q serait spécifique du phénotype oligodendroglial. Au
méme titre que I'étude des paramétres cliniques et radiologiques, nous
avons recherché le statut 1p19q des tumeurs étiquetées DNET quand cela
a pu étre possible. Matériel et Méthodes : Parmi les 20 patients opérés
d’une DNET dans notre service entre 1995 et 2005, 7 patients ont récidivé.
Afin d’essayer d'expliquer ce taux de récidive (35 %), pour une tumeur
dont le potentiel évolutif est habituellement considéré comme quasi nul,
nous avons étudié un certain nombre de parameétres : qualité de I'exérése,
aspects radiologiques et statut génétique. La recherche de la délétion Ip
et 19q en hybridation en situ et par une analyse de la perte de 1'hétérozy-
gotie en biologie moléculaire a été réalisé dans 3 cas. L'absence de délétion
1p19q serait, pour certains auteurs, un argument en faveur du diagnostic
histologique de DNET. Résultats. Deux des 3 DNET ayant bénéficié d'une
étude génétique en hybridation in situ et en biologie moléculaire avaient
une délétion 1p et 19q. Conclusion : Sur le plan clinique et radiologique
aucun paramétre n’a pu étre associé 4 un risque accru de récidive ou de
progression tumorale. La présence d'une délétion ou d'une co-délétion
1p19q, peut correspondre soit 2 des formes histologiques différentes de
DNET, soit & des oligodendrogliomes DNET-Like.

Mots-clés : tumeurs neuroépitheliales dysembryoplasiques, oligodendro-
gliome, délétions 1p et 19q.

WP517 / 350. STRUCTURATION DE L’ACTIVITE D’ONCOGENE-
TIQUE DANS LE RESEAU DE CANCEROLOGIE ONCOPACA
Réseau Oncogénétique ONCOPACA : A. Barlier, P. Ben Soussan, V.
Bourdon, H. Cannoni, P. Collignon, C. Chabannon, H. Dreyfus, F.
Eisinger, A. Enjalbert, M. Frenay, A. Honstettre, L. Huiart, V. Mari, L.
Nasca, P. Niccoli-Sire, T. Noguchi, S. Olschwang, N. Philip, N. Pro-
dromou, L. Rabayrol, R. Sauvan, H. Sobol, H. Stora de Novion, X. Tchik-
navorian, M. Thines

Pour le réseau : Laetitia Huiart, Département d’oncogénétique, prévention
et dépistage, Institut Paoli-Calmettes, 232 Bd Sainte-Marguerite, 13009
Marseille

L’activité d’oncogénétique s’est structurée, grice au Plan Cancer et a
I'INCa, au niveau régional en intégrant 4 la fois une dimension clinique
et de laboratoire. Cette activité ¢’est formalisée au sein du réseau de can-
cérologie ONCOPACA autour de 3 axes principaux. Des consultations
d’onco-généticiens et de psychologues spécialisés pour le prise en charge
du haut risque génétique ont été mises en place afin de répondre aux exi-
gences de I'équité territoriale. Des équipes pluridisciplinaires dédiées a la
prise en charge des individus asymptomatiques ont été déclarées au

Ministére de la Santé. Des agréments ont été délivrés a trois laboratoires
PACA, Hopital de la Conception, Institut Paoli-Calmettes et Genazur. Pour
favoriser les collaborations entre les différents membres du réseau, une
rencontre annuelle est organisée entre les différents membres du réseau :
cliniciens, médecins et onco-psychologues, et laboratoires. Cette structu-
ration en réseau est bénéfique a plusieurs titres en assurant : — une proxi-
mité géographique des lieux de consultation (Avignon, Ajaccio, Bastia en
cours de formalisation, Draguignan, Gap, Marseille, Nice, Toulon...) avec
plus de 2900 consultations annuelles en 2006. — une harmonisation et une
standardisation des pratiques cliniques : les différents sites de consultations
interagissent en organisant des Réunions de Concertation Pluridisciplinaire
communes sur site ou par visioconférence. — une répartition et une complé-
mentarité des activités de laboratoires : plus de 20 génes différents sont
testés dans les 3 laboratoires de la région concernant 2 la fois des prédis-
positions aux cancers fréquents comme aux tumeurs rares. Les principales
localisations bénéficiant d analyses génétiques sont les cancers du sein et
de I'ovaire (900 analyses complétes (AC) en 2006), les cancers colorectaux
(340 AC en 2006) et les tumeurs endocrines (249 AC en 2006). L'assu-
rance qualité est au centre des préoccupations des laboratoires. La nécessité
d’une organisation en réseau s'est imposée & tous les acteurs du fait de la
grande diversité des pathologies concernées et des moyens & mettre en
ceuvre tant sur le plan du diagnostic, de I'évaluation du risque génétique,
des traitements, des programmes de prévention et dépistage & mettre en
ceuvre. Cette structuration favorise les interactions et les complémentarités
des techniques et des connaissances pour une meilleure prise en charge
des patients.

Mots-clés : Réseau, Oncogénétique, Qualité.

WP518 / 360. POLYPOSE ADENOMATEUSE RECESSIVE PAR
MUTATION DU GENE MYH : PRESENTATION DE 22 FAMILLES
C. Colas (1), F. Coulet (1), P. Cuilligre-Dartigues (2), Y. Parc (3), E. Tiret
(3), N. Soufir (4), P. Hammel (5), l.F. Flejou (2), F. Soubrier (1)

(1) Laboratoire d'Oncogénétique et d’Angiogénétique, GH Pitié-Salpé-
triere, APHP ; (2) Service d'Anatomopathologie, Hopital Saint Antoine,
APHP ; (3) Service de Chirurgie Digestive, Hopital Saint Antoine, APHP ;
(4) Service de génétique, Hopital Bichat, APHP ; (5) Service de Gastro-
entérologie, Hopital Beaujon, APHP

En 2002, un nouveau syndrome de prédisposition au cancer colique a été
décrit : la polypose adénomateuse liée & MYH. Cliniquement situé entre le
syndrome HNPCC et la polypose adénomateuse familiale liée au géne APC
pour le nombre de polypes, ce nouveau syndrome s’en distingue par son
mode de transmission autosomique récessif. En effet, les patients atteints
sont porteurs de mutations bialléliques sur le géne MutYH (ou MYH)
impliqué dans le systéme de base-excision-réparation de I’ADN. Ces muta-
tions bialléliques sont associées & une polypose adénomateuse rectocolique
et parfois duodénale et conférent un risque élevé de développer un cancer
colorectal. Ce risque justifie une surveillance coloscopique rapprochée et
peut faire discuter un geste chirurgical préventif. Dans la présente série,
des mutations bialléliques de MYH ont été identifiées chez 24 patients
appartenant & 22 familles. L’dge moyen de découverte de la polypose chez
ces patients est de 45.5 ans avec un nombre de polypes allant de 12 & plus
de 200 (moyenne 76). 70 % d'entre eux (17/24) avaient un cancer colique
lors de la découverte de la polypose. Des polypes duodénaux ont été décou-
verts chez 30 % des patients explorés. Les signes extra-digestifs sont excep-
tionnels. Sur le plan familial, 9 patients n’avaient aucune histoire familiale,
9 avaient une histoire évocatrice d’une forme récessive, et 4 avaient des
antécédents compatibles avec une forme dominante (une pseudodominance
liée 4 une consanguinité et, pour les 3 autres un antécédent de cancer
colique sans polypose chez un ascendant au premier ou second degré). Sur
le plan histologique, la polypose liée & MYH est strictement identique a
celle liée & APC avec des polypes adénomateux uniquement. L'intérét de
I'immunohistochimie de MYH pour les différencier est en cours d’évalua-
tion. Ces tumeurs présentent le plus souvent un phénotype stable pour les
microsatellites mais nous rapportons un cas d’instabilité avec extinction
de MLHI en immunohistochimie et identification d’une transversion
acquise dans la tumeur sur la séquence du géne MLH /. Outre les mutations
connues dans la population caucasienne, une autre mutation, la
c.1186_1187insGG, a été trouvée de fagon récurrente dans 10 familles
originaires d’ Afrique du Nord. Sa fréquence élevée nous a conduit a déve-
lopper une stratégie particuliére pour ces patients en débutant par une
recherche ciblée de cette mutation, méme en cas de présentation familiale
dominante, avant méme une analyse du géne APC. En effet, I'existence
de mariages consanguins au sein des familles peut conduire & une pseudo-
dominance. Par ailleurs, dans les familles de cette série, 9 patients porteurs
d’une mutation monoallélique ont été identifiés avec un dge moyen de 49
ans (27 4 78 ans). Tous avaient des coloscopies normales sauf I'un d’entre
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eux qui a développé une polypose atténuée (20 adénomes & 50 ans). Les
recommandations pour la surveillance de ces patients sont 4 discuter. Nous
avons ¢également réalisé un screening complet de MYH pour 4 conjoints
de patients mutés dans un but de conseil génétique pour les enfants.

Mots-clés : MYH, polypose, cancer colorectal.

HP519 / 365. PERCEPTION DU RISQUE DE CANCER ET DECI-
SION DE MAMMECTOMIE PREVENTIVE APRES UN TEST
GENETIQUE : QUEL CHOIX RESTE-T-IL AUX FEMMES ?
M.-L. Babonneau (1), C. Colas (1), F. Soubrier (1)

Consultation de Génétique Clinique, GH Pitié-Salpétriére, Paris

Introduction. Depuis 2004, une consultation d'oncogénétique a été mise
en place i 1"hopital de la Pitié-Salpétriere. L’équipe, constituée d’oncogé-
néticiens et de psychologues, accueille les consultantes qui demandent un
test génétique de prédisposition au cancer du sein et de I'ovaire. La plu-
ridisciplinarité de 1'équipe permet d'une part, la prise en compte des dif-
férents aspects somato-psychiques qui ont trait au caractére prédictif du
test et permet d’autre part, I'accompagnement des patientes dans les déci-
sions qui en découlent. Un test génétique pour « étre certaine d’étre i
risque ». Le test génétique peut mettre en évidence la présence d'une muta-
tion (dans ['un des génes BRCA 1 ou BRCA 2) qui augmente « trés for-
tement » le risque de cancer. Et c’est précisément ce flottement qui est
incriminé par les patientes qui se savent déja « & risque » et qui attendent
du test qu'il réponde i la question : « vais-je avoir un cancer ou non 7 ».
D’autant que la perception de ce risque du point de vue du médecin différe
de celle de la femme. Le risque objectif (statistique) est en effet « inter-
prété » par la patiente en fonction de facteurs intra et inter subjectifs : la
patiente a t-elle déja eu un cancer ? Comment a t-elle vécu la maladie dans
la famille ? Etc. Sacrifier I'organe sain. A ces femmes porteuses d'un géne
prédisposant au cancer du sein, il est proposé — entre autres alternatives —
la mammectomie bilatérale préventive. Une des particularités de cette opé-
ration tient au fait de retirer un organe sain dont aucun médecin ne peut
dire avec certitude qu’il aurait é1é malade, ni assurer a la patiente qu’elle
sera totalement hors de danger aprés |'intervention : les femmes parlent
de la chirurgie prophylactique en termes de « sacrifice ». Représentations
des seins « a risque ». Par ailleurs, tous ces questionnements s’inscrivent
dans la dimension héréditaire de la maladie et ses enjeux identificatoires
« aux femmes malades de la famille ». Demande d’aide & la décision. Toute
prise de décisions suppose 1'existence d'un choix. Mais avoir le choix
entre « attendre le cancer » ou étre « privée de ses seins » semble, aux
femmes concernées, un choix « infernal ». C’est une décision si coliteuse
en termes de « mutilation du féminin » et de remaniement identitaire que
les femmes réclament au corps médical un positionnement clair et une aide
4 la décision. Conclusion. Les enjeux de ces démarches sont donc
complexes. Enjeux dont les psychologues de la consultation explorent les
différents aspects —au travers de suivis psychologiques — afin d’améliorer
I"accompagnement de ces femmes.

Mots-clés : Test génétique, mastectomie préventive, accompagnement
décisionnel.

WP520/371. STRATEGIE D’IDENTIFICATION DES SUJETS POR-
TEURS D'UN SYNDROME HNPCC : APPORTS DE L’IMMUNO-
HISTOCHIMIE, DE L’INSTABILITE DES MICROSATELLITES
ET DE LA METHYLATION DU PROMOTEUR DE MLH]I.

C. Colas (1), M. Svrcek (2), N. Mourra (2), E. Capel (3), F. Coulet (1),
C. Bernard (4), N. Van Acker (2), Y. Parc (5), E. Tiret (5), F. Soubrier
(1), R. Hamelin (6), J.F. Fléjou (3), O. Lascols (4)

(1) Laboratoire d'Oncogénétique et d’Angiogénétique, GH Pitié-Salpé-
triére, APHP ; (2) Service d'Anatomopathologie, Hépital Saint Antoine,
APHP ; (3) Tumorothéque CancerEst, Hopital Saint Antoine, APHP ; (4)
Laboratoire commun de biologie et génétique moléculaires, Hépital Saint
Antoine, APHP ; (5) Service de Chirurgie Digestive, Hopital Saint Antoine,
APHP ; (6) INSERM, U762, CEPH, Paris

Le syndrome HNPCC ou syndrome de Lynch est une prédisposition hérédi-
taire aux cancers colorectaux (CCR) liée & une anomalie constitutionnelle
d'un géne du systéme de réparation des mésappariements, MLHI, MSH2 ou
MSH6. L'inactivation du deuxiéme alléle entraine dans les tumeurs une
instabilité des microsatellites (MSI) objectivable en biologie moléculaire et
une perte d’expression, visible en immunohistochimie (IHC), de la protéine
codée par ce géne. Ces caractéristiques tumorales permettent d’isoler, au sein
d’une population de patients atteints de cancer, les candidats 4 une recherche
d’anomalie constitutionnelle, lourde et onéreuse, car les critéres purement
cliniques sont insuffisamment sensibles et spécifiques En France, un
consensus a recommandé¢ 1"utilisation du test MSI pour les CCR diagnosti-
qués avant 61 ans, suivie d'une analyse en IHC sur les tumeurs MSI pour
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cibler le géne en cause, mais les pratiques demeurent hétérogénes. Afin
d'affiner cette sélection, on peut inclure le statut de méthylation du promo-
teur de MLH . En effet, le phénotype MSI avec perte d’expression de MLH 1,
est souvent du & une hyperméthylation sporadique du promoteur de ce géne,
en particulier chez les sujets dgés. Nous avons comparé les 2 techniques de
criblage tumoral et évalué 'apport de 1'étude de la méthylation de MLH/ de
fagon prospective sur une série consécutive de patients non sélectionnés par
des critéres cliniques. 566 CCR opérés a I'Hopital Saint Antoine de
Novembre 2005 & Aofit 2007 ont été analysés pour I'instabilité des microsa-
tellites par PCR pentaplex de 5 marqueurs quasi monomorphes et en IHC
(MLH 1 et MSH2 systématiques, MSHG6 selon des critéres cliniques et histo-
logiques). En cas de perte de MLH 1, une étude de la méthylation du promo-
teur de MLH1 a été réalisée par PCR spécifique. Les patients présentant une
instabilité et/ou une perte d’expression sur leur tumeur (4 1'exception de ceux
de plus de 60 ans avec méthylation du promoteur de MLHT) ont été orientés
vers une consultation d'oncogénétique pour une analyse constitutionnelle.
Sur 226 CCR survenus avant 61 ans, 19 présentaient un phénotype MSI
(8.4 %) dont 18 avec une perte en IHC (8 MLH1, 9 MSH2 et 1 MSH6). Sur
les 207 CCR stables, 2 perdaient MSH2, 2 MLHI et | MSH6. Pour les 340
CCR survenus aprés 61 ans, 29 avaient un phénotype MSI (8,4 %) dont 28
avec une perte en IHC (22 MLH1, 6 MSH2). Aucun des 311 CRR stables ne
présentaient d’anomalie en IHC. Sur les 32 CCR avec extinction de MLHI1,
26 ont été testés pour la méthylation du promoteur de MLH] et 22 étaient
hyperméthylés. 36 patients ont été orientés vers la consultation d’oncogéné-
tique et 17 ont été vus & ce jour. Des mutations constitutionnelles ont été
identifiées chez 13 d’entre eux (dont 4 chez des patients dont le CCR était
stable en PCR mais présentait une perte en IHC). 2 analyses n'ont pas permis
d’identifier de mutation et 2 autres sont encore en cours. En conclusion,
I'efficacité des 2 techniques de criblage est trés comparable avec une concor-
dance quasi-parfaite. Si la sensibilité de I'IHC apparait légérement supé-
rieure & celle du test MSI, il faut noter qu’il s’agit d'une technique trés
« opérateur dépendante ». Les faux négatifs en PCR étant souvent dus i une
trés faible proportion de tissu tumoral, il convient de s’assurer d'une propor-
tion suffisante de matériel tumoral avant le test MSL Le test MSI reste
indispensable en raison de I’existence non exceptionnelle de mutations faux-
sens n’entrainant pas d’extinction en IHC. L’analyse des CCR survenus
aprés 61 ans semble utile puisqu’elle a mis en évidence une extinction de
MSH2 chez 6 patients. Pour les 21 CCR perdant MLH1 apreés 61 ans, |'éude
de la méthylation confirme le caractére sporadique du CCR dans les 17 cas
testés mais pourrait aussi permettre de repérer les CCR liés a une mutation
constitutionnelle. Dans tous les cas, le phénotype tumoral est a corréler avec
I'histoire clinique avant d’envisager des investigations constitutionnelles.

Mots-clés : syndrome HNPCC, MSI, immunohistochimie.

WP521/383. DECOUVERTE FORTUITE D’UNE LEUCEMIE MYE-
LOIDE CHRONIQUE AU COURS DE LA GROSSESSE

H. Guermani (1), F. Talmoudi (1, 2), O. Kilani (1), M. Ben Rekaya (I,
2), N. Abidli (1), T. Ben Othman (3), A. Amouri (1)

(1) Laboratoire de Cytogénétique, Institut Pasteur de Tunis ; (2) Unité de
recherche EMMGOOD : Exploration Moléculaire des Maladies Orphe-
lines d'Origine Génétique, Institut Paster de Tunis ; (3) Cenire National
de Greffe de Moelle Osseuse, Tunis

La Leucémie Myéloide Chronique (LMC) est une hémopathie maligne
caractérisée par la présence du chromosome Philadelphie. Ce chromosome
résulte d'une translocation 1(9.22)(gq34 ;q11) au niveau des génes BCR et
ABL. Environ 500 nouveaux cas de LMC sont diagnostiqués par an. L"ige
médian se situe entre 30 et 60 ans selon les séries. La LMC est assez
fréquente chez 1"adulte, rare chez I'enfant et son diagnostic au cours de la
grossesse reste exceptionnel. Nous rapportons dans ce travail, I'observation
d’une jeune femme primipare igée de 35 ans dont I'hémogramme, réalisé
i titre systématique, a révélé la présence d'une hyperleucocytose a 18 600/
ml. Un caryotype médullaire a été alors effectué révélant la présence d’une
anomalie clonale de type t(9 ;22), confirmant le diagnostic de LMC. Aprés
I'accouchement, la patiente a été traitée par du Glivec®. L'évolution a été
marquée par la disparition progressive du clone Phi(+) mais avec appari-
tion d'une monosomie 10 dans le clone Phi(-). Devant un hémogramme
évocateur, le caryotype médullaire a été déterminant pour affirmer le dia-
gnostic de cette LMC atypique.

Mots-clés : LMC, Chromosome Philadelphie, Grossesse.

WP522 / 394. MISE EN EVIDENCE D’UNE T(X;11)(Q21;Q23)
IMPLIQUANT MLL ET UN PROBABLE NOUVEAU PARTE-
NAIRE EN X(Q21 DANS UN CAS DE LAM DE NOVO

S. Richebourg (1), A. Daudignon (1), A. Renneville (2), C. Preudhomme
(2), C. Meyer (3), R. Marschalek (3), J. Fernandes (4), P. Duthilleul (1),
S. Poulain (1)
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(1) Service d’Hématologie Immunologie Cytogénétique, CH Valenciennes ;
(2) Péle Hématologie Transfusion, CHRU Lille, INSERM 524 ; (3) Insti-
tute of Pharmaceutical Biology-University of Frankfurt; (4) Service
d'Hématologie Clinique, CH Valenciennes

Introduction : Les remaniements de MLL (Mixed leukemia lineage) sont
observés dans 5 4 10 % des leucémies aigues myéloides (LAM) de novo
ou secondaires et constituent un groupe de LAM individualisé dans la
classification OMS. La fusion du géne MLL et d’un géne partenaire, le
plus souvent par un mécanisme de translocation, aboutit & la formation
d’une protéine de fusion impliquée dans la leucémogénése. Plus de 50
partenaires de MLL ont été identifiés jusqu'a présent. De rares cas de
remaniements de MLL par translocation ou insertion avec le bras long du
chromosome X ont été rapportés principalement dans des LAM4 ou LAMS
ou chez des enfants. Différents points de cassure ont été ainsi caractérisés
principalement en Xq13 impliquant le géne AFX, Xq22 et en Xq24 impli-
quant le géne SEPTIN 6. Nous rapportons le cas d'une leucémie aigué
myéloblastique de nove chez une patiente de 61 ans, pour laquelle une
(X ;11)(q21 :q23) impliquant le géne MLL et un probable nouveau parte-
naire sur le chromosome X a été mis en évidence. Présentation du cas :
Initialement adressée aux urgences pour bilan de malaise, la patiente pré-
sentait & I'examen clinique un syndrome anémique avec péleur cutanéo-
mugqueuse. La numération formule sanguine a retrouvé une anémie macro-
cytaire sévére a 3 g/dl, une thrombopénie & 37 000 et une leucocytose
4,9 G/l avec présence de 31 % de blastes. Le myélogramme a montré une
infiltration par 95 % de blastes de morphologie myéloide atypique avec
présence de trés nombreuses granulations, parfois métachromatiques aprés
coloration au bleu de toluidine. L’immunophénotypage sur sang a mis en
évidence un phénotype myéloide des blastes avec positivité des marqueurs
myéloides (myéloperoxydase, CD13, CD 113, CD 117) et I'absence de
marqueur lymphoide. Le CD34 est exprimé dans 15 % des blastes sans
coexpression du CD25. Le caryotype médullaire a conclu & la présence
d"une translocation t(X ;11)(q21 :q23) dans 20 cellules. Sur le plan théra-
peutique, la patiente a bénéficié d'une induction classique (association
Cytarabine-Idarubicine) permettant 1'obtention d'une rémission compléte
4J30. A 5 mois du diagnostic, aprés 4 cures de consolidation, le bilan
clinico-biologique est normal. Analyse cytogénétique et moléculaire :
L’étude du réarrangement de MLL a été réalisée & la fois par cytogénétique
moléculaire puis par biologie moléculaire. L’analyse par hybridation in
situ utilisant la sonde LSI-MLL Dual Color Break Apart Rearrangement
(Vysis®) a mis en évidence une dissociation du signal de fusion confirmant
ainsi le réarrangement du géne MLL par translocation du signal 3’MLL
sur le chromosome X remanié [der(X)] et maintien du signal 5"MLL sur
le der(11). La recherche du partenaire potentiel sur le chromosome X est
actuellement en cours par long-distance-inverse-PCR. La recherche des
principaux marqueurs moléculaires n'a pas permis de retrouver de dupli-
cation ou de mutation de FLT3, de mutation du géne NPM ni de mutation
du géne CEBPalpha. Devant la morphologie atypique des blastes, un réar-
rangement PML-RARA a par ailleurs été éliminé par FISH (sonde PML/
RARA Dual Color Dual Fusion Translocation Probe, Vysis®). En conclu-
sion, cette observation rapporte le cas d'une nouvelle translocation
impliquant MLL et un potentiel nouveau partenaire localisé en Xq21 dont
la caractérisation moléculaire est en cours.

Mots-clés : LAM, FISH, MLL.

WP523 / 403. ETUDE SYSTEMATIQUE DE L’ADN COMPLEMEN-
TAIRE DES GENES BRCAI/2 CHEZ 43 PATIENTES A HAUT
RISQUE DE PREDISPOSITION GENETIQUE AUX CANCERS
SEIN/OVAIRE, SANS MUTATION BRCA1/2 IDENTIFIEE

V. Caux-Moncoutier*, S. Pagés-Berhouet*, D. Michaux, C. Dehainault,
A. Laugé, C. Dubois d'Enghien, A. De Pauw, M. Gauthier-Villars, B.
Buecher, D. Stoppa-Lyonnet, C. Houdayer

Service de Génétique, Institut Curie, Paris, France

Introduction : On estime que 5 % des cancers du sein et 10 % des cancers
de I'ovaire sont liés & un facteur de prédisposition transmis selon le mode
dominant. Ainsi, chaque année, 2 100 femmes sont atteintes d’une forme
héréditaire de cancer du sein et 320 d’une forme héréditaire de cancer de
I'ovaire. Ces formes sont principalement liées aux altérations constitution-
nelles des génes BRCAI et BRCA2, pour lesquels 500 cas index sont criblés
chaque année au laboratoire. L'indication d’un criblage BRCA 1/2 chez un
cas index est posée aprés calcul d'une probabilité de prédisposition, repo-
sant sur le modele de Claus, et qui prend en compte I'histoire familiale de
tumeurs sein/ovaire. Plus la probabilité de prédisposition est élevée, plus
le taux de détection de mutations BRCAJ/2 augmente. Les mutations sont
recherchées par un criblage complet des séquences codantes et des jonc-
tions intron/exon de BRCA 1 et BRCA2, combinant la DHPLC et la QMPSF

e pour la recherche des mutations ponctuelles et des réarrangements de
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grande taille, respectivement. Cependant environ 8 % de nos patientes pré-
sentant une probabilité de prédisposition majeure, supérieure ou égale a
80 %, restent sans mutation délétere identifiée. Cette observation peut
s’expliquer par 1'existence d’anomalies introniques profondes des génes
BRCA1/2 qui échappent au criblage traditionnel car situées hors des régions
explorées. Ces anomalies peuvent perturber |'épissage physiologique par
la création de sites consensus entrant en compétition avec les sites sau-
vages, comme cela a déja été rapporté pour les génes ATM, CFTR, FGG,
NFI ou RBI. Nous avons donc décidé de mettre en place 1'étude systé-
matique de I"'ADN complémentaire pour les patientes dont la probabilité
de prédisposition était supérieure ou égale & 80 % et pour lesquelles le
criblage génomique s'était avéré négatif. Patientes et méthodes : Nous pré-
sentons ici les résultats de notre premiere étude portant sur 43 patientes.
L’ARN de chaque patiente a été extrait de lignées lymphoblastiques culti-
vées en puromycine afin de stabiliser les transcrits instables portant une
mutation tronquante. Les séquences codantes de BRCA/ et BRCAZ2 ont été
découpées en 7 et 10 fragments chevauchants, respectivement, qui incluent
les régions 5" et 3° UTR. Les fragments ont été analysés par électrophorése
pour visualiser la taille des transcrits, puis ils ont été étudiés par séquen-
gage direct sur un ABI3130XL. L'exon 11 des 2 génes a été uniquement
exploré sur les extrémités 5° et 3’ du fait de sa grande taille, ce qui assure
cependant la couverture des introns flanquants. Résultats et discussion :
Une seule anomalie d'épissage a été identifiée dans la région d’ADN
complémentaire comprenant les exons 14 a4 17 de BRCA2 et consiste en
un fragment de taille inférieure au fragment sauvage, exprimé & bas bruit.
Ce fragment est actuellement en cours de caractérisation. Ce criblage
d’ADN complémentaire systématique sur grande série a aussi permis de
mettre en évidence un nombre important de transcrits alternatifs des génes
BRCAI/2, possiblement accrus par |'utilisation de la puromycine dans le
milieu de culture cellulaire. Ces transcrits alternatifs génent bien entendu
considérablement " interprétation des résultats. Conclusion : Contrairement
i ce qui a été précédemment décrit pour d'autres génes, il semble que les
anomalies introniques profondes des génes BRCA /2 n’expliquent pas ces
histoires familiales sévéres de cancers sein/ovaire sans mutation exonique
identifiée. Nos résultats suggérent plutot I'implication d’anomalies de la
régulation de I'expression des génes BRCAI/2.

*V, Caux-Moncoutier et S. Pagés-Berhouet ont contribué de fagon égale
a ce travail.

Mots-clés : BRCAI/2, ADN complémentaire, criblage systématique.

MWP524 / 414. L1 ET FRAUMENI DE DECOUVERTE TARDIVE :
QUELLE PRISE EN CHARGE FAMILIALE ?

C. Dugast (1), C. Alleaume (2), S. Baert-Desurmont (3), G. Bougeard-
Denoelle (3), T. Frebourg (3), S. Odent (1)

(1) Service de génétique médicale, CHU Rennes ; (2) Sercice d'oncologie
CHG Saint Brieuc ; (3) Unité de génétique moléculaire CHU Rouen

Introduction : Le syndrome de Li et Fraumeni (LFS) est une prédisposition
aux cancers touchant I'enfant et 1"adulte jeune. Tous types de cancers peu-
vent étre observés avec une forte prévalence des sarcomes (tissus mou et
osseux), des tumeurs cérébrales, des corticosurrénalomes et des cancers du
sein pré ménopausiques. Le risque tumoral est élevé : 41 % a 40 ans, 73 %
sur toute la vie chez les hommes ; pour 84 et 100 % chez les femmes
respectivement. L’atteinte primitive multiples est fréquente (50 %) et I'dge
au diagnostic précoce. Nous rapportons le cas d’une famille porteuse d'un
LFS avec une mutation délétére identifiée sur le géne TP53 (c.718A>T,
p.Ser240Cys) avec un spectre d’expression tardif et peu spécifique. Cas
clinique ; Le cas index est un homme de 73 ans. Il a éé traité & 50 ans
pour un adénocarcinome a cellules claires du rein droit ; & 66 ans pour un
adénocarcinome prostatique ; & 70 ans pour un adénocarcinome & cellules
chromophobes du rein G et & 71 ans pour un myxofibrosarcome de la
région sus claviculaire. Un de ses fils a développé a I'dge de 16 mois un
sarcome embryonnaire cet homme est actuellement dgé de 44 ans il n'a
pas développé d’autre tumeur. Un frére a été traité pour un cancer du cdlon
446 ans et pour un cancer de I'esophage & 55 ans. Sa mére aurait présenté
3 1ésions coliques (51, 67 et 76 ans) et un cancer de I'cesophage & 76 ans.
Elle aurait été opérée du sein & un dge précoce. Six oncles et tantes mater-
nels auraient présenté des cancers (vessie 60 ans, mélanome ceil > 80 ans,
cerveau 60 ans, prostate 52 ans cesophage 63, cerveau 70, colon 60 ans).
Chez leurs descendants on retrouve plusieurs cas de cancers dont un cancer
du sein & 32 ans, une leucémie 22, une tumeur cérébrale 32. Conclusion :
L’atteinte primitive multiple, la présence méme tardive d'un sarcome et
I'existence d'un sarcome embryonnaire chez son fils ont conduit & proposer
une analyse du géne TP53 chez cet homme bien que la famille ne corres-
ponde ni aux critéres diagnostiques initiaux de cette affection (1) un indi-
vidu atteint de sarcome avant 1'dge de 45 ans, 2) un apparenté au premier
degré présentant un cancer avant 1'ge de 45 ans, et 3) un apparenté au
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premier ou second degré présentant soit un cancer avant ['dge de 45 ans,
soit un sarcome & tout dge [1] ; ni aux critéres revus par le groupe frangais
d’étude du LFS (proposant atteint d’une tumeur appartenant au spectre
étroit du LFS et développée avant I'ige de 36 ans et au moins un apparenté
au premier ou au second degré atteint d’une tumeur appartenant au spectre
étroit du LFS et développée avant I'age de 46 ans, ou patient atteint de
plusieurs cancers primitifs multiples, dont 2 appartiennent au spectre étroit
du LFS, la premiére de ces tumeurs étant survenue avant I'age de 36 ans,
ou enfant atteint d'un corticosurrénalome [2]). La prise en charge de cette
famille est difficile: doit —on recommander un suivi débutant dans
I'enfance ? Quelle compliance y aura t il & ce suivi dans une famille tou-
chée trés tardivement ? Pourrait-on envisager, en cas de demande, un éven-
tuel diagnostic prénatal ou préimplantatoire 7 L'analyse des polymor-
phismes MDM2 SNP309 et p53 Arg72Pro est en cours chez cet homme.
1. Li FP, Fraumeni JF, Mulvihill JI, Blattner WA, Dreyfus MG, Tucker
MA, et al. A cancer family syndrome in twenty-four kindreds. Cancer Res
1988 ; 48 : 5358-62. 2. Le syndrome de Li-Fraumeni : mise au point, don-
nées nouvelles et recommandations pour la prise en charge Bulletin du
Cancer. Volume 88, Numéro 6, Juin 2001

Mots-clés : Li et Fraumeni, découverte tardive, prise en charge.

WP525 / 416. CYTOGENETIQUE DES LYMPHOMES DE BAS
GRADES NON FOLLICULAIRES

A. Daudignon, P. Talmant, I. Luquet, S. Struski, L. Baranger-Papot, S.
Fert-Ferrer, F. Mugneret, C. Bastard

Pour le Groupe Francop} de Cytogénétique Hématologique (GFCH)

Introduction : Les Lymphomes malins non hodgkiniens (LNH) de bas
grades incluent les LNH folliculaires, les LNH de la Zone marginale MZL
(LNH du MALT, LNH spléniques de la zone marginale SMZL et LNH
ganglionnaires de la zone marginale NMZL), les LNH lymphocytiques
(SLL) et les LNH lymphoplasmocytaires. Ce sont des lymphomes le plus
souvent indolents, mais qui évoluent dans un certain nombre de cas en
lymphomes agressifs. La plupart des LNH obéissent 4 des modeles géné-
tiques bien définis. Ils sont associés a des translocations spécifiques ayant
pour résultat soit une substitution de promoteur soit la formation d'un géne
de fusion auxquelles s'ajoutent des anomalies secondaires a valeur pro-
nostique vérifiée : c’est les cas des LNH folliculaires qui présentent dans
80 % des cas une t(14;18)(q21 ;q34) avec réarrangement bcl2-JH, ou
encore les LNH du MALT avec la t(11 ;18)(q21 :q21) et réarrangement
API2-MLT]. Cette association translocation-sous type histologique n’est
pas retrouvée dans les autres LNH de bas grades qui constituent un groupe
hétérogéne dans lequel les études cytogénétiques sont restées peu fré-
quentes et concernent de faibles effectifs. Le but de notre étude a été
d’analyser la cytogénétique des LNH de bas grades, non folliculaires, non
MALT, et d'essayer de reconnaitre des entités distinctes. Matériel et
méthodes : L analyse cytogénétique a été effectuée sur un matériel tumoral,
ganglionnaire ou extra ganglionnaire a I'exclusion des formes leucémiques
pures. 113 patients & caryotype anormal ont été inclus : 43 SLL (avec une
lymphocytose < 5 G/L), 67 MZL, soit SMZL (n = 37) et NMZL (n = 30).
L'analyse cytogénétique a été complétée par une technique de FISH dans
certains cas, Résultats : 11 existe des différences marquées entre les SLL
et les MZL : La complexité du caryotype (nombre d’anomalies supérieur
& 3) est observée plus fréquemment dans les MZL que dans les SLL (res-
pectivement 38 % et 7 % p =0.0002). Le caryotype des SLL est simple
dans 60 % des cas, avec présence d'une anomalie isolée. Les anomalies
discriminantes entre les deux groupes sont la trisomie 12 retrouvée plus
fréquemment dans les SLL (44 % vs 13,5 %, p=0.0007), la delétion
14923932 retrouvée spécifiquement dans les SLL & la fréquence de
18.60 %, le plus souvent associée & une trisomie 12. Les anomalies asso-
ciées aux MZL sont la délétion 7q (25.4 %), la trisomie 3 /3q (23.9 %) et
la trisomie 1/1q (14.9 %), avec une fréquence significativement supérieure
i celle retrouvée dans les SLL (respectivement 2.3 % p=0.001 ; 4.65 %
p =0.0078 ; pas de cas pour +1/1q). Trois autres anomalies sont retrouvées
dans plus de 5 % des MZL : la trisomie 18 (22.4 %), la trisomie 12/12q
(13.4 %) et la délétion 11q (10.4 %). Les fréquences obtenues pour cha-
cune ne permettent pas de différencier les SMZL des NMZL. En revanche,
2 groupes cytogénétiques se distinguent : le groupe i del7q et le groupe &
trisomies 3/3q. De plus 27.5 % des patients MZL présentent des associa-
tions de trisomies. Seule, I"association del7q/del11q (avec délétion du locus
ATM vérifiée en FISH) retrouvée chez 5 patients discrimine les SMZL
des NMZL avec une association statistique avec la forme splénique des
MZL (p = 0.045). Discussion-conclusion : Les SLL se différencient des
MZL par la fréquence des trisomies 12 et la présence d’une délétion
14923q32. Les MZL se distinguent par I'existence de deux sous groupes
cytogénétiques : 1'un porteur d'une délétion 7q qui d’aprés la littérature
serait de moins bon pronostic que le second associant des trisomies 3/3q,
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1/1q et 18/18q. La délétion 7q est retrouvée le plus souvent dans les formes
spléniques des MZL mais ce résultat n'est pas statistiquement significatif,
L’association del7q/delllq pourrait définir un sous groupe avec perte
d’'ATM associé significativement a la forme splénique des MZL.

Mots-clés : Lymphomes de bas grades, cytogénétique, MZL.

WP526 / 429. LE POLYMORPHISME DE LA REGION REGULA-
TRICE DU GENE DE L'INTERLEUKINE 6 (IL6-174 GC): UN
NOUVEAU FACTEUR PRONOSTIQUE DANS LA MALADIE DE
WALDENSTROM ?

S. Poulain (1), I. Dervite (2), X. Leleu (3), V. Coiteux (3), J. Fernandes
(4), L. Stalnikiewicz (2), A.-S. Moreau (3), P. Duthilleul (1), P. Morel (2)
(1) Service d’Hématologie Immunologie Cytogénétique, CH de Valen-
ciennes ; (2) Service d’Hématologie Clinique, CH de Lens ; (3) Service
des Maladies du Sang, CHRU de Lille ; (4) Service d’"Hématologie Cli-
nique, CH de Valenciennes

Contexte : L'interleukine 6 (IL6) est impliquée dans la régulation de la
lymphopoigse. Son réle dans la physiopathologie de la Maladie de Wal-
denstrém (MW), une hémopathie lymphoide B rare définie par une infil-
tration lymphoplasmocytaire dans la moelle osseuse et un pic sérique
d’immunoglobuline monoclonale de type IgM (IgM), a été récemment mis
en évidence (Chng et al., Blood, 2007). Un polymorphisme situé en posi-
tion — 174 au niveau de la région du promoteur du géne de I'IL6
(IL6(-17GC)) serait susceptible de modifier le niveau d’expression de la
cytokine : la présence de I'alléle C, associé 2 un profil de « bas sécréteur »
a été décrit comme facteur de prédisposition génétique ou pronostique de
différents cancers. L objectif de cette étude a été d’évaluer I'influence du
polymorphisme IL6 (- 174GC) comme facteur pronostique dans la MW.
Matériel et Méthodes : Ont été inclus 99 patients (pts) porteurs de MW
diagnostiqués entre 1972 et 2006 (4ge médian : 67 ans (39-91 ans)), et 46
patients porteurs de gammapathies monoclonales de signification indéter-
minée de type IgM (groupe IgM). La survie des pts diagnostiqués avant
Janvier 2006 a été analysée, la médiane de suivi des pts vivants est de 42
mois (17-180 mois), la médiane de survie dans la population globale de
118 mois. A la date de I'analyse, 25 pts asymptomatiques n'ont pas été
traités, 74 pts ont été traités dont 56 qui ont regu en premiére ligne du
chlorambucil. Le génotypage du polymorphisme IL6(— 174 GC) a été réa-
lisé par discrimination allglique en chimie Tagman-MGBi aprés extraction
d’ADN a partir de sang périphérique. Résultats : La fréquence de 1'allele
IL6 (-174 G) est de 0.59 chez les pts atteints de MW (n = 99). Quatorze
pts (14.1 %) sont homozygotes pour 1'allele C, 33 (33.3 %) pour 1'alléle
G. Aucune différence significative en terme de distribution génotypique
du polymorphisme IL6 (- 174 GC) n"a été observée entre les groupes IgM
et MW et entre MW symptomatiques ou pas. Aucune association entre le
nombre de cytopénies ou d'organomégalies, le taux d’albumine au dia-
gnostic, le score pronostique ISS WM (International Scoring System) et
le génotype n'a été observée. Toutefois, les patients IL6 (-174 GG) sont
significativement plus jeunes au diagnostic que les autres génotypes (ige
moyen : 62 versus 69 ans, p=0.009). Les pts homozygotes pour |'alléle
G pourraient étre considérés comme « hauts sécréteurs » d'IL6. Agés de
moins de 65 ans, le pourcentage de survie 4 6 ans aprés initiation de la
premiére ligne de traitement (ST6) est estimé & 55 %, contre 87 % pour
les patients IL6 (-174 CG ou CC), p = 0.025). Conclusion : Le polymor-
phisme /L6 (- 174 GC) ne constituerait pas un facteur de prédisposition
génétique a la MW. Le variant génétique IL6 (-174 GG) pourrait étre en
revanche considéré comme un nouveau facteur pronostique clinique aprés
initiation de la chimiothérapie chez les sujets de moins de 65 ans atteints
de MW,

Mots-clés : Maladie de Waldenstrom, polymorphisme génétique, IL6.

WP527 / 430. MONOSOMIE 7 DANS DEUX CAS DE LIPOSAR-
COMES A CELLULES FUSIFORMES SANS AMPLIFICATION DE
LA REGION 12Q14-15: LES LIPOSARCOMES A CELLULES
FUSIFORMES CORRESPONDENT-ILS A UNE ENTITE DIS-
TINCTE DES LIPOSARCOMES BIEN DIFFERENCIES ?

A. ltaliano (1), M.L. Chambonniere (2), R. Attias (1), J.M. Coindre (3),
F. Pedeutour (1)

(1) Laboratoire de Génétique des Tumeurs Solides, CHU de Nice ; (2)
Laboratoire d'Anatomo-Pathologie, CHU de Saint-Etienne, (3) Labora-
toire d'Anatomo-Pathologie-Institut Bergonié-Bordeaux

Introduction : Les liposarcomes & cellules fusiformes (LCF) appartiennent
i une catégorie de tumeurs adipeuses malignes rares considérée comme une
variante des liposarcomes bien différenciés (LBD). Toutefois, alors que les
LBD, dans leur forme classique, sont caractérisés sur le plan cytogénétique
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ou en anneau contenant une amplification de la région 12q14-15, il n’existe
pratiquement aucune donnée spécifique sur les caractéristiques cytogénéti-
ques des LCF. Matériel et méthodes : Nous rapportons ainsi la premiére
étude cytogénétique moléculaire de deux cas de LCF pour lesquels le dia-
gnostic a été confirmé aprés relecture centralisée des lames histologiques
par un anatomo-pathologiste expert des sarcomes. Résultats : Nous n’avons
mis en évidence I'existence de chromosomes surnuméraires géants ou en
anneau et d’une amplification de la région 12q14-15 dans aucun des deux
cas. En revanche, nous avons observé une monosomie 7 partielle ou totale
dans les deux cas, cette anomalie étant associée 2 une monosomie 16q dans
le premier cas et étant isolée dans le deuxiéme cas. Discussion : La mono-
somie 7 n’est pas une aberration cytogénétique habituelle des tumeurs adi-
peuses. Elle a en revanche été décrite dans diverses hémopathies ainsi que
dans plusieurs types de tumeurs solides. Nos résultats suggeérent donc que
la perte de matériel génétique en provenance du chromosome 7 pourrait
jouer un réle majeur dans la tumorigénése des LCF via notamment I inacti-
vation de certains génes suppresseurs de tumeurs portés par ce chromo-
some. Ainsi, les LCF pourraient correspondre, en réalité, i une entité dis-
tincte des LBD et non & une simple variante histologique.

Mots-clés : Liposarcome i cellules fusiformes, Liposarcome bien diffé-
rencié¢, monosomie 7.

WP528 / 455. IDENTIFICATION DE MUTATIONS DU GENE WTX
DANS UNE SERIE DE NEPHROBLASTOMES

M. Corbin (1), G. Gros (1), C. Antignac (1, 2), C. Jeanpierre (1)

(1) Inserm U574, Hépital Necker-Enfants malades, Université Paris 5
René-Descartes, Paris ; (2) Service de Génétique, Hopital Necker-Enfants
malades, Paris

Introduction : Le néphroblastome ou tumeur de Wilms (WT) est 1'une des
tumeurs solides de I'enfant les plus fréquentes (1/10 000 naissances). C’est
une tumeur rénale d’origine embryonnaire, dans laquelle coexistent en pro-
portions variables les différents types cellulaires du rein en différenciation :
blastéme, ébauches de tubes et glomérules, ainsi que du stroma pouvant
contenir des flots de différenciation hétérologue (muscle). Ceci suggeére
que des génes impliqués dans le développement rénal jouent un réle dans
la survenue de ces tumeurs. Environ 20 % des néphroblastomes présentent
des altérations conjointes de deux genes, WT'I qui code un facteur de trans-
cription indispensable au développement rénal et CTNNBI qui code la
beta-caténine, protéine pivot de la voie Wnt. Récemment, des mutations
d’un nouveau géne, WTX, localisé sur le chromosome X, ont été rappor-
tées. Des données suggérent un role de ce géne lors du développement
rénal et dans la voie Wnt. Dans le but de mieux définir I'implication de
ce géne, nous avons recherché la présence de mutations dans une série de
tumeurs préalablement caractérisée pour les mutations de WTI et de
CTNNBI. Matériel et méthodes : Nous avons analysé une série de 60
néphroblastomes, pour lesquels nous disposions de I’ADN et de I'’ARN.
1l s’agissait la plupart du temps de préléevements obtenus aprés chimiothé-
rapie préopératoire, en accord avec les protocoles européens de la Société
Internationale d’Oncologie Pédiatrique. Ces tumeurs avaient déja été carac-
térisées pour les mutations des génes WT'I et CTNNBI et analysées par
CGH array. Les mutations du géne WTX ont été recherchées par différentes
approches complémentaires : séquengage génomique et du transcrit;
recherche de délétions par PCR quantitative multiplex. Résultats : Nous
avons identifié des anomalies somatiques de WTX dans 5 tumeurs : muta-
tion ponctuelle hétérozygote chez 2 filles, mutation ponctuelle et perte
d’un X chez une fille, mutation ponctuelle en mosaique chez un gargon ;
perte d’un X chez une fille. Chez une des filles avec mutation hétérozygote,
nous avons montré que la mutation se situe sur le chromosome X actif.
La recherche de délétion est en cours. Nous poursuivons également les
études d’expression. Discussion Comme décrit dans la littérature, les muta-
tions de WTX concernent des tumeurs sans mutation de WTI ni de
CTNNBI. Cependant, la fréquence de mutations dans notre série de
tumeurs, 13 %, est trés inférieure aux 30 % rapportés précédemment. Ceci
pourrait s’expliquer par une contre-sélection des cellules avec mutation de
WTX par la chimiothérapie pré-opératoire. Parmi les 5 patients dont la
tumeur présente une mutation, 3 sont décédés. Ceci suggére que la pré-
sence d'une mutation de WTX aprés chimiothérapie préopératoire puisse
avoir une valeur pronostique. Cette hypothése est actuellement testée par
I’étude d’autres échantillons de tumeurs de mauvais pronostic.

Mots-clés : tumeur pédiatrique, classification, pronostic.

WP529 / 459. NEOPLASIE ENDOCRINIENNE MULTIPLE DE
TYPE 2: LES INDICATIONS DE L’ANALYSE MOLECULAIRE
DU GENE RET

C.A. Bourdin (1), C. Goujon (1), S. Giraud (1), A. Calender (1), S. Pinson
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(1) Service de Génétique Moléculaire et Clinique, Hopital Edouard-Her-
riot, Lyon

La néoplasie endocrinienne de type 2 (NEM2) est une affection héréditaire
rare, autosomique dominante, liée aux mutations du proto-oncogene RET.
Elle prédispose principalement au développement de cancers médullaires
de la thyroide (CMT). La forme clinique la plus commune (NEM2A ou
syndrome de Sipple) correspond a I'existence de CMT, parfois associé i
la présence de phéochromocytome et/ou d’hyperparathyroidie primaire
(HPT). La NEM2B ou syndrome de Gorlin est beaucoup plus rare. Elle
correspond A un tableau clinique plus précoce et plus agressif, associant
principalement un syndrome dysmorphique au CMT et au phéochromocy-
tome. L'analyse moléculaire classique du géne RET recherche principale-
ment des mutations ponctuelles localisées sur une partie des régions
codantes (exons 8, 10, 11, 13, 14, 15 et 16) par séquengage direct. Devant
une suspicion de MEN2 chez un individu, la découverte d’une mutation
de RET modifie immédiatement la prise en charge du patient et de ses
apparentés avec, en particulier, I"indication précoce d’une thyroidectomie.
Dans le but de préciser les indications cliniques de cette analyse et donc
de répondre au mieux & la demande des cliniciens, nous avons réalisé une
étude rétrospective sur les prélévements regus au laboratoire pour étude
du géne RET au cours des 2 derniéres années soit 265 prélevements (210
cas index et 55 prédictifs). Parmi les 210 cas index étudiés, une mutation
du géne RET a été détectée chez 20 patients, positionnant notre laboratoire
au niveau de la moyenne nationale pour le taux de détection des anomalies
moléculaires du géne RET (10,1 %). Parmi les patients porteurs d'une
mutation du géne RET, la majorité présentait un CMT (18), certains lui
associaient un phéochromocytome (4) ou une hyperparathyroidie (1). Un
patient présentait un phéochromocytome et une maladie de Hirschsprung.
Pour le dernier patient, aucune information n'a été transmise. Parmi les
190 cas index négatifs étudiés, la grande majorité avait une tumeur isolée
(78 CMT, 34 phéochromocytomes et 25 HPT), cinq patients présentaient
I"association de plusieurs lésions (quatre patients avec Phéochromocytome
et HPT, un patient avec CMT et HPT), et un nombre non négligeable
n'avait pas de renseignement clinique (45). L'analyse plus précise des
résultats confirme la nécessité de disposer les informations cliniques, per-
sonnelles et familiales, avant d’envisager une étude moléculaire du géne
RET. L'absence de renseignements cliniques lors de la réception du pré-
Iévement est d'ailleurs, dans notre série, corrélée avec une probabilité
extrémement faible de détecter une mutation de RET (45/190 non mutés
versus 1/20 muté). Le cancer médullaire de la thyroide, quelque soit 1'age,
reste clairement le critére essentiel pour déclencher une analyse molécu-
laire : le taux de détection diminue avec 1'ige mais reste globalement élevé
a environ 19 % (18/96). En absence de CMT, I'analyse du géne RET ne
doit pas étre demandée en premiere intention. Le taux de détection est
extrémement faible (0,5 %) et I'analyse pourra étre discutée devant une
histoire familiale ou dans le cas de tableaux cliniques rares comme la
maladie de Hischprung...L'orientation vers d'autres analyses moléculaires
peut-étre également envisagée en fonction des données cliniques (VHL,
SDH, MENI, NF1...).

Mots-clés : RET, MEN2, CMT.

WP530 / 460. LES REPERCUSSIONS PSYCHOLOGIQUES DES
CONSULTATIONS D’INFORMATION EN ONCOGENETIQUE :
UNE PROBLEMATIQUE INDIVIDUELLE ET FAMILIALE

E. Fournier (1), P. Vennin (2), C. Adenis (2), J.P. Peyrat (3), V. Christophe
(1)

(1) URECA EA 1049, Equipe Famille, Santé & Emotion, Université de
Lille 3 ; (2) Service d'oncogénétique, Centre Oscar-Lambret de Lille ; (3)
Laboratoire d'Oncologie Moléculaire Humaine, Centre Oscar-Lambret de
Lille

Problématique : On estime qu’environ 4 & 10 % des cancers du sein et de
"ovaire seraient liés 4 une prédisposition héréditaire apparemment auto-
somique dominante. Les consultations d’oncogénétique ont pour objectif
d’informer sur les risques tumoraux en estimant la probabilité d’étre « por-
teur » d’une mutation délétere BRCA I/BRCA2 et d’informer des possibi-
lités de prévention et de dépistage. Le médecin va retracer le contexte
personnel de la consultante ainsi que ses antécédents familiaux. Il existe
done deux versants : I'un individuel et I'autre familial. La premi¢re consul-
tation d’oncogénétique est génératrice d’émotions pour les consultantes
qui se retrouvent confrontées a I’estimation de leurs propres risques et &
la réévocation des proches atteints de la maladie. Nous pouvons donc nous
poser la question de I'impact psychosocial provoqué par la délivrance de
cette information ainsi que des répercussions familiales. Objectif :
L’objectif est d’étudier les répercussions psychologiques et familiales chez
les consultantes et les différences selon le statut : atteinte ou non. Méthode :
Etaient incluables toutes les femmes ayant pris rendez-vous au Centre
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Oscar Lambret pour une premiére consultation d’oncogénétique entre sep-
tembre 2004 et octobre 2006. Sur les 156 femmes a qui nous avons proposé
I'étude, 91 consultantes (60 atteintes et 30 non atteintes) ont répondu au
questionnaire aprés la consultation d’oncogénétique et 87 consultantes (57
atteintes et 30 non atteintes) ont répondu aux deux questionnaires. L’étude
repose sur une enquéte réalisée a 1'aide d'un méme questionnaire auto
administré envoyé par courrier que les consultantes remplissent quelques
jours avant et quelques jours aprés la premiere consultation d’oncogéné-
tique. Le questionnaire permet d’évaluer la qualité des relations familiales
(Family Relationship Index—FRI), le niveau d'anxiété état (State-Trait
anxiety Inventory-STAI-YA), le niveau de dépression (Center for Epide-
miologic Studies-CES-D), le type de coping (Ways of Coping Chec-
klist-WCC). Résultats : L'analyse a été faite en deux temps. 1) Les
ANOVAs avec un facteur indépendant (statut médical : symptomatique
versus asymptomatique) croisé avec un facteur en mesures répétées (temps
de passation : avant versus aprés la consultation) mettent en évidence une
diminution de I'anxiété, de la dépression et de I'utilisation des stratégies
de coping aprés la consultation d’information (p < .05), et ce quel que soit
le statut médical de la consultante. En ce qui concerne la qualité des rela-
tions familiales, les résultats montrent de maniére générale, une augmen-
tation de la cohésion familiale apres la consultation d'information (p < .03).
On observe également que les femmes atteintes ont un fonctionnement
familial de type plus cohésif que les femmes non atteintes (p <.05). 2) Les
ANOVAs avec un facteur indépendant (qualité des relations familiales :
faible, intermédiaire, élevée) mettent en évidence un niveau d’anxiéié et
de dépression plus élevé chez les femmes appartenant 4 une famille de
faible qualité relationnelle. On observe également que les femmes appar-
tenant 4 une famille & forte qualité relationnelle utilisent davantage de
stratégies de coping centrées sur le probleéme que les femmes des deux
autres sous groupes (p<.05). Discussion-conclusion: Notre étude
confirme que la premiére consultation d’oncogénétique sur les cancers du
sein et de |'ovaire n’engendre pas de répercussion psychologique délétére
et ce quel que soit le statut médical de la patiente. Toutefois la qualité des
relations familiales semble affecter le vécu de la consultation d’informa-
tion. La qualité des relations familiales apparait donc comme un élément
4 prendre en compte par les médecins puisqu’elle affecte les répercussions
psychologiques consécutives a la consultation d’information. Une attention
particuliére devrait donc étre portée aux consultantes issues de famille 2
faible qualité relationnelle.

Mots-clés :  oncogénétique,
psychologiques.

structure  familiale,  répercussions

HP531 / 464. DESCRIPTION D’UNE FAMILLE ATTEINTE PAR
LA MALADIE DE VON HIPPEL-LINDAU ET PORTEUSE D’UNE
MUTATION ADDITIONNELLE DU GENE VHL SUR L’HAPLO-
TYPE CHUVASH

C. Ladroue (1), B. Gardie (1), S. Gad (1), B. Lecomte (2), B. Bressac (3),
F. Lasne (4), M. Thys (5), . Brotchi (6), W.G. Kaelin (7), S. Richard (1,
8) et le Réseau national INCa \Maladie de VHL et cancers du rein
héréditaire

(1) Génétique Oncologique EPHE, CNRS FRE-2939, Institut de cancéro-
logie Gustave Roussy, Villejuif, et Faculté de Médecine Paris-Sud, Le Kre-
mlin-Bicétre, France ; (2) Couvins, Belgique ; (3) Laboratoire de Géné-
tique, Institut de cancérologie Gustave Roussy, Villejuif, France; (4)
Laboratoire National de dépistage du dopage, Chatenay Malabry, France ;
(5) Hopital Reine Fabiola, Montignies sur Sambre, Belgique ; (6) Service
de Neurochirurgie, Hopital Erasme-ULB, Bruxelles, Belgique; (7)
Howard Hughes Medical Institute, Dana-Farber Cancer Institute, Harvard
Medical School, Boston, USA ; (8) Centre Pilote Tumeurs Rares de I'INCa,
AP-HP, Service d'Urologie, CHU de Bicérre, Le Kremlin-Bicétre et Ser-
vice de Néphrologie, Hopital Necker, Paris, France

Introduction : La maladie de von Hippel-Lindau (VHL) est la principale
cause de cancer du rein héréditaire et représente le modéle de I’angiogengse
tumorale. Cette affection autosomique dominante prédispose au développe-
ment de tumeurs bénignes et malignes richement vascularisées : hémangio-
blastomes du SNC et de la rétine, kystes rénaux et cancers du rein a cellules
claires, phéochromocytomes, kystes et tumeurs endocrines du pancréas,
tumeurs du sac endolymphatique. La maladie de VHL est due 4 des muta-
tions germinales du géne suppresseur de tumeur VHL dont le rle est capital
dans la réponse tissulaire & I'hypoxie. En effet, la protéine pVHL cible les
sous-unités alpha du facteur inductible par I"hypoxie (HIF) pour leur dégra-
dation dans le protéasome. Ceci permet la régulation des génes de réponse 2
I"hypoxie comme le VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor), PDGF
beta (Platelet Derived Growth Factor), TGF alpha (Tumor Growth Factor) et
I'EPO (Erythropoiétine). Plus de 150 mutations ont été identifiées et des
corrélations génotype-phénotype ont pu étre établies en fonction du risque de

M/S hors série n° 1, vol. 24, janvier 2008

phéochromocytome : minime (VHL type 1) ou majeur (VHL type 2). Problé-
matique : En 2002, il a été montré que la polyglobulie de type Chuvash,
affection autosomale récessive endémique dans la République de Tchouva-
chie (ex-URSS), était due & une mutation germinale homozygote spécifique
du géne VHL (598C>T, R200W). Cette mutation est responsable d'une
production excessive d’EPO & I'origine de la polyglobulie mais les patients
ne développent aucune tumeur. Les parents hétérozygotes porteurs de cette
mutation n’ont, quant i eux, aucun signe clinique. Cependant, cette mutation
avait déja été décrite a 1’ état hétérozygote dans une famille belge présentant
un tableau clinique caractéristique de maladie de VHL de type 1. Nous avons
trouvé étonnant que ces patients développent des tumeurs alors que les
porteurs de la mutation R200W 2 I'état hétérozygote ne présentent aucune
pathologie. Nous avons donc choisi d"étudier cette famille plus en détails.
Résultats : Aprés avoir obtenu les consentements éclairés et prélevé tous les
membres de la famille, 'analyse de séquence a confirmé la présence de la
mutation R200W mais a révélé une mutation additionnelle 482G>A
(R161Q) sur le méme alléle. Nous nous sommes ensuite attachés & déter-
miner I'origine de la mutation R200W. En effet, la mutation identifiée en
Tchouvachie est toujours associée a un haplotype core ancestral composé de
8 polymorphismes (SNPs) qui s’étendent sur 340 kb. L'analyse des SNPs a
révelé que 1'allele porteur des deux mutations R161Q+R200W correspon-
dait & I"haplotype core, démontrant ainsi que les deux mutations sont portées
par 1'allgle Chuvash. Par ailleurs, les différences phénotypiques observées
entre les porteurs de la mutation R161Q seule (développement de phéochro-
mocytomes dans 100 % des cas) et R161Q+R200W (pas de phéochromocy-
tome) nous ont fait supposer que la mutation R200W pouvait avoir un effet
protecteur dans la survenue des phéochromocytomes. Nous avons alors mis
en place un test fonctionnel utilisant un peptide hydroxylé de HIF 1alpha pour
évaluer la capacité de chacun des mutants, seuls ou associés, a fixer HIF. Les
résultats montrent que le double mutant R161Q+R200W a perdu la capacité
de se fixer au peptide HIF 1alpha, alors que les mutants R200W et R161Q ont
gardé cette capacité. Conclusion : 1 — L’existence de deux mutations germi-
nales du géne VHL dans cette famille conforte le fait que les patients porteurs
de la mutation R200W 2 1"état hétérozygote ne développent pas de tumeur. 2
— La mutation R161Q est apparue apres la mutation R200W qui est liée  un
effet fondateur. 3 — La perte de fonction associée 4 la double mutation
indique que le développement des phéochromocytomes serait incompatible
avec une perte de fonction totale de pVHL. La mutation R200W jouerait
donc ici un réle protecteur dans le développement des phéochromocytomes
associé & la mutation R161Q.

Mots-clés : VHL, mutation, phéochromocytomes.

WP532 / 485. LA CYTOGENETIQUE ONCO-HEMATOLOGIQUE
EN TUNISIE

A. Amouri (1), N. Bouayed Abdelmoula (2)

(1) Laboratoire de Cytogénétique, Institut Pasteur, Tunis, Tunisie ; (2)
Laboratoire d'Histologie Embryologie Faculté de Médecine de Sfax,
Tunisie

La cytogénétique participe 4 la démarche diagnostique en onco-hémato-
logie avec les autres paramétres de classification & savoir les parametres
cliniques, cytologiques, biochimiques, immunologiques et moléculaires.
Elle aide ainsi i |'évaluation du pronostic de I'hémopathie maligne et fait
donc partie intégrante de I’arbre décisionnel thérapeutique en onco-héma-
tologie. L’analyse du caryotype conventionnel reste la méthode de réfé-
rence. Cependant, le degré de complexité de certaines aberrations chro-
mosomiques rencontrées dans certaines hémopathies rend impossible leur
description compléte par les méthodes de marquage chromosomique en
bandes classiques RHG et GTG. L hybridation in situ fluorescente, avec
sa double approche ciblée et globale, est devenue ainsi un complément,
souvent indispensable, & 'analyse du caryotype conventionnel. Pour par-
venir 2 la réalisation d'un caryotype, le prélevement tissulaire passe par
de nombreuses étapes. En matiére de cytogénétique hématologique, cha-
cune de ces étapes présente des particularités et plus exactement des dif-
ficultés si on les compare avec la cytogénétique constitutionnelle. Le fonc-
tionnement adéquat et régulier répondant aux au systéme de controle de
qualité d'un laboratoire de cytogénétique onco-hématologique repose sur
une organisation particuliére dépassant de loin le standard utilisé par les
laboratoires d’analyses de biologie médicale. En dehors de la considération
de certaines exigences de la technique cytogénétique hématologique,
1'objectif d’une telle structure ne peut pas étre atteint. Dans le présent
travail, nous discuterons en détail et nous mettrons en relief les contraintes
et les difficultés auxquelles sont confrontés les laboratoires de cytogéné-
tique onco-hématologique en Tunisie et en particulier celui de 1'Institut
Pasteur de Tunis.

Mots-clés : Caryotype, Laboratoire de cytogénétique, Anomalies chromo-
somiques acquises.
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WP533 / 507. SURVENUE DE PARAGANGLIOME EN CAS DE
TRANSMISSION MATERNELLE D'UNE MUTATION DE SDHD
P. Pigny (1), A. Vincent (2), C. Cardot-Bauters (3), M. Bertrand (4), V.
Thomas de Montpreville (5), M. Crépin (1), N. Porchet (1), Ph. Caron (4)
(1) Laboratoire de Biochimie Oncologie, CHRU Lille ; (2) INSERM U837,
Lille ; (3) Service d’Endocrinologie, CHRU Lille ; (4) Service d'Endocri-
nologie, CHU Toulouse ; (5) Service d’Anatomie pathologique, Centre chi-
rurgical M.-Lannelongue, Le Plessis-Robinson

Introduction : Des mutations inactivatrices de SDHD, localisé en 11g23,
prédisposent aux paragangliomes héréditaires et/ou aux phéochromocy-
tomes. Jusqu’a maintenant, aucun phénotype n'est associé a une transmis-
sion maternelle d'une mutation de SDHD, suggérant I’existence d’une
empreinte parentale. Un modele hypothétique, reposant sur la perte d’une
copie maternelle d’un géne suppresseur de tumeur localisé en 11p15 dans
la tumeur, a été proposé pour expliquer ce mode de transmission particu-
lier. Ojectif : Etudier la possibilité d'une transmission maternelle de la
maladie au travers de I’étude d’une famille de paragangliomes héréditaires
liés & la mutation W43X de SDHD au point de vue clinique, pathologique
et moléculaire. Résultats : La mutation familiale provient probablement du
grand-pere. A la seconde génération, 3 porteurs de la mutation (1 homme
et 2 femmes) qui partagent le méme haplotype i risque dans la région
11q13-q23, ont développé des paragangliomes cervicaux multiples. A la
troisieme génération, un garcon ayant recu la mutation de sa mére a déve-
loppé un paragangliome tympanique a 1'dge de 11 ans. Il partage avec les
autres sujets atteints 1"haplotype a risque. L'analyse du profil de méthyla-
tion de la région DMR en amont du géne H/9 (géne suppresseur de tumeur
localisé en 11pl5 d’expression maternelle) montre que le septiéme site de
liaison du facteur CTCF (CTS7) est hypermethylé au niveau de I’ADN
germinal du jeune garcon suggérant un gain d’empreinte. Conclusion : Nos
données montrent qu'une transmission maternelle d’un paragangliome lié
i une mutation de SDHD, bien que rare, peut survenir. En conséquence,
nous proposons que la prise en charge des familles de paragangliomes
héréditaires par mutation germinale de SDHD soit modifiée en
conséquence.

Mots-clés : paragangliome, SDHD, empreinte parentale.

HWP534 / 532. UNE NOUVELLE MUTATION DE PERFORINE PRE-
DISPOSANT AU LYMPHOME DE HODGKIN ?

R. El Abed (1), V. Bourdon (2), H. El Omri (3), A. Khélif (1, 3), Z. Soua
(1), H. Sobol (2)

(1) UR « Biologie moléculaire des leucémies et lymphomes », Laboratoire
de Biochimie, Faculté de Médecine Sousse, Tunisie ; (2) Département
d\'Oncologie Génétique, Prévention et Dépistage, INSERM UMR 599, Ins-
titut Paoli-Calmettes, Marseille, France ; (3) Service d'Hématologie cli-
nigue, CHU Farhat-Hached, Sousse, Tunisie

Perforine est une protéine cytolytique essentielle pour |'immunosurveil-
lance, I'homéostasie lymphocytaire et I'induction de la mort cellulaire indé-
pendante de Fas. Un catalogue des mutations délétéres de perforine a été
compilé grace 4 I'étude de formes héréditaires de Syndromes hémophago-
cytaires, qui résultent d'un défaut en perforine. Il y a aussi un intérét
considérable et controversé sur I"implication des mutations perforine dans
les malignités hématologiques. Dans ce travail, nous recherchons des muta-
tions constitutionnelles du géne perforine dans des hémopathies malignes
familiales. Nous rapportons une mutation jamais décrite auparavant, chez
une famille tunisienne ol 2 cousins germains ont développé un lymphome
de Hodgkin. Toute la région codante du géne perforine (exons 2 et 3) a
été analysée par PCR et séquengage direct. La mutation est une substitution
hétérozygote faux sens A211V identifiée dans le cas index qui a hérité
I"alléle muté de sa mére saine. Il est aussi observé chez le frére sain et a
€té transmis A un fils parmi 4. La cousine germaine décédée de lymphome
de Hodgkin porte elle aussi la mutation. Alors qu'aucun des membres de
sa fratrie ne porte I'alléle muté. Des études récentes ont démontré qu’une
substitution similaire A91V implique des changements conformationnels
de la protéine suite & un défaut de repliement ce qui affecte la stabilité de
perforine et réduit de fagon drastique son activité cytolytique. Nous inves-
tiguons de notre coté, sur 1'étude de la fréquence du variant A211V dans
la population générale tunisienne et entreprenons d’étudier les consé-
quences de cette mutation A211V sur la cytotoxicité de perforine vis-i-vis
des cellules cibles grice & un test fonctionnel préliminaire.

Mots-clés : Perforine, Lymphome de Hodgkin, Prédisposition génétique.
WP535/ 580. ETUDE DE COHORTE FRANCAISE SUR L’ATAXIE-

TELANGIECTASIE (COF-AT) : 2003-2008
E. Cavaciuti (1), C. Dubois-D’Enghien (2), A. Laugé (2), P. Troude (1),

s M.-G. Dondon (1), M. Labbé (1), N. Janin (3), 1. Coupier (4, 5), J.-O. Bay

(6), J. Hall (7), groupe CoF-AT (*), D. Stoppa-Lyonnet (2), N. Andrieu
(1)

(1) Inserm U900 et Service de Biostatistiques, Institut Curie, Paris ; (2)
Service de Génétique Oncologique, Institut Curie et Université Paris 5,
Paris ; (3) Département de Génétique Humaine, CHU Sart-Tilman, Liége,
Belgique ; (4) Service Génétique Médicale, Hopital Arnaud-de-Villeneuve,
Montpellier ; (5) Unité d’Oncogénétique, Val-d’Aurelle, Montpellier ; (6)
Unité de Transplantation médullaire et Laboratoire d'Oncologie Molécu-
laire, Centre Jean-Perrin, Clermont-Ferrand ; (7) Inserm U612, Institur
Curie, Orsay; (*) Dr C. Adenis (Centre Oscar-Lambret, Lille), L. Ben
Slama (CEREDIH, Hépital Necker et Institut Curie, Paris), Dr P. Berthet
(Centre Frangois-Baclesse, Caen), Dr V. Bonadona (Centre Léon-Bérard,
Lyon), Dr B. Buecher (Institut Curie, Paris), Dr H. Cannoni (Hépital
d'Enfants de la Timone, Marseille), Dr A. Chompret (Institut Gustave-
Roussy, Villejuif), Dr P. Collignon (Hépital Font-Pré, Toulon), Dr M.-A.
Collonge-Rame (Hépital Saint-Jacques, Besangon), A. Combés (Hépital
Arnaud-de-Villeneuve, Montpellier), Dr K. Dahan (Centre Hospitalier de
Luxembourg, Luxembourg), Dr C. Delnatte (Centre René-Gauducheau,
Saint-Herblain), Dr L. Demange (Polyclinique de Courlancy, Reims), A.
De Paw (Institut Curie, Paris), Dr C. Dugast {Centre Eugéne-Marquis,
Rennes), Dr L. Faivre (CHU Hépital d'Enfants, Dijon), Pr J. Feingold
(Université Paris VII, Paris), Dr F. Fellmann (CHU Vaudois, Lausanne,
Suisse), Dr M. Frenay (Centre Antoine-Lacassagne, Nice), Dr J-P. Fricker
(Centre Paul-Strauss, Strasbourg), Pr B. Gilbert-Dussardier (Hépital
Jean-Bernard, Poitiers), Dr L. Gladieff (Institut Claudius-Regaud, Tou-
louse), Dr C. Lasset (Centre Léon-Bérard, Lyon), Pr B. Leheup (Hépital
Brabois, Nancy), Dr S. Lejeune (Institut Curie, Paris), Dr D. Leroux (CHU,
Grenoble), Dr G. Lesca (Hépital Edouard-Herriot, Lyon), Dr J. Lespi-
nasse (Centre Hospitalier, Chambéry), Dr M. Longy (Institut Bergonié,
Bordeaux), Dr A. Lortholary (Centre Catherine-de-Sienne, Nantes), Dr D.
Martin-Coignard (Centre Hospitalier, Le Mans), Dr §. Nizard (CHR
Hépital de la Source, Orléans), Dr P. Parent (Hépital Morvan, Brest), Dr
P. Rohrlich (Hépital Saint-Jacques, Besangon), Dr C. Thauvin (CHU
Hépital d’Enfants, Dijon), Dr L. Venat-Bouvet (Hépital Dupuytren,
Limoges), Dr P. Vennin (Centre Oscar-Lambret, Lille)

Objectifs Les objectifs de 1'étude CoF-AT sont d’estimer précisément le
risque de cancer associé aux génes de I'Ataxie Télangiectasie (A-T), de
rechercher les facteurs de risque associés, d’étudier les caractéristiques du
cancer du sein (CS) chez les hétérozygotes A-T et de proposer une sur-
veillance mammaire aux femmes apparentées 4 un enfant atteint d'A-T.
Contexte En effet, plusieurs études familiales ont montré une augmentation
du risque de cancer et en particulier de cancer du sein parmi les apparentés
des enfants A-T (ex : Swift 1987, Janin er al., 1999, Olsen et al., 2005,
Thompson er al., 2005) et bien que 1'A-T soit une maladie génétique rare
(entre | cas sur 100000 naissances et 1 sur 40 000), transmise selon le
mode récessif, on estime autour de 0.5 % la proportion d'hétérozygotes
pour les génes de I'A-T dans la population générale. Ce trait génétique
pourrait donc étre impliqué dans un pourcentage non négligeable de CS.
L'A-T est une maladie de 'enfant caractérisée par une ataxie cérébelleuse
dégénérative, des télangiectasies cutanées ou muqueuses, un déficit immu-
nitaire et un risque augmenté de cancer. Deux génes responsables de la
maladie et codant des protéines impliquées dans la réparation des cassures
double-brin de I'ADN ont été identifiés : ATM (Savitsky er al., 1995) et
MRE]] (Stewart e al., 1999). Protocole : Une cohorte de femmes appa-
rentées & un enfant atteint d"A-T est en cours de constitution depuis mai
2003. Un total de 800 inclusions de femmes hétérozygotes et non-hétéro-
zygotes est attendu. Les femmes appartiennent aux familles recrutées lors
de I"éude familiale rétrospective (Janin er al., 1999) et aux nouvelles
familles identifiées dans le cadre du diagnostic des enfants atteints. Ces
nouvelles familles sont contactées par I'intermédiaire des (hémato-),
(neuro-) pédiatres, généticiens, registre A-T du CEREDIH (1), APRAT (2)
et ORPHANET. Les femmes sont interrogées tous les deux ans sur leurs
antécédents personnels et familiaux de cancer et sur leur exposition aux
facteurs de risque de cancer. Le suivi médical proposé consiste en une
surveillance mammaire clinique, et si les femmes ont 40 ans et plus, une
mammographie tous les deux ans. Une DNAthéque et une tumorothéque
sont mises en place. Etat d'avancement Un peu plus de 4 ans aprés le
début de 1'étude, 182 familles A-T ont été identifiées a partir des dossiers
médicaux du laboratoire de Génétique Oncologique de I'Institut Curie,
dont 159 porteuses d"au moins une mutation identifiée. 513 femmes appar-
tenant & 134 familles ont ét€ invitées & participer ; 283 femmes (69 familles)
ont accepté de participer. L'avancement de 1'éude CoF-AT sera présenté
en détail et les caractéristiques de la population incluse en janvier 2008
seront décrites. Remerciements Nous remercions vivement les femmes qui
participent 4 cette étude ainsi que I"’APRAT. CoF-AT est subventionnée
par le Ministére de la Recherche et I'Inserm, la Fondation de France, le
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Conseil Scientifique de Radioprotection d"EDF, La Ligue Nationale Contre
le Cancer. (1)Centre de Référence des Déficits Immunitaires Héréditaires
(2)Association Pour la Recherche sur 1" Ataxie-Télangiectasie

Mots-clés : ATM, risque de cancer, étude prospective.

HWP536 / 581. POLYPOSE ADENOMATEUSE FAMILIALE ET
STRATEGIE DIAGNOSTIQUE MOLECULAIRE : L’EXPE-
RIENCE LILLOISE

S. Lejeune (1), F. Escande (2), M. Mathieu (5), G. Morin (5), V. Nicolas
(1), T. Lovecchio (2), PAFNord*, N. Porchet (2, 3, 4), S. Manouvrier-Hanu
(1, 4), M.P. Buisine (2, 3, 4)

(1) Service de Génétique Clinique, CHRU de Lille ; (2) Laboratoire de
Biochimie et Biologie Moléculaire, CHRU de Lille ; (3) INSERM U837,
CR JP Aubert, Lille ; (4) Université de Lille 2, Faculté de Médecine H.
Warembourg de Lille ; (5) Service de Génétique Clinique, CHU d’Amiens
*PAFNORD : Association régionale pour la prise en charge des prédis-
positions familiales aux tumeurs digestives

La Polypose Adénomateuse Familiale (PAF) est une affection génétique
caractérisée par la survenue précoce, dans sa forme classique, de plus de
100 polypes adénomateux répartis sur I'ensemble du cadre colique. On
parle de polypose atténuée pour les phénotypes moins séveres (moins de
100 polypes) et de survenue plus tardive. Il existe une hétérogénéité géné-
tique. En effet, la majorité des cas sont dus a des mutations du géne APC
et se transmettent selon un mode autosomique dominant. Néanmoins, cer-
taines formes familiales ont été rapportées plus récemment comme liées
des mutations bi-alléliques du géne MUTYH, selon un mode de transmis-
sion compatible avec une hérédité autosomique récessive. Depuis 1997,
120 familles suspectes de PAF (phénotype classique, sévére ou atténué)
ont éé adressées au laboratoire de biologie moléculaire de Lille: 97
familles vues en consultation a Lille et 23 familles extérieures. La stratégie
d’étude moléculaire a éié la suivante pour chaque cas index : 1) étude du
geéne APC par séquengage direct ; 2) étude systématique des transcrits en
cas d'identification d’un variant de signification inconnue ; 3) recherche
de réarrangements exoniques et du promoteur par MLPA ; 4) étude du
géne MUTYH par séquencage direct pour les familles APC négatives. Une
mutation du géne APC a pu étre identifiée dans 66 familles (55 %). 7
mutations associées i un épissage anormal ont éé identifiées dans 9
familles différentes (14 %), dont 5 situées en dehors des sites consensus
d'épissage : 2 variants introniques situés dans I'intron 9 (c.131243A>G,
¢.1312+5G>T) et 3 variants exoniques situés respectivement en début
d’exon 4, en fin d’exon 14 et en début d’exon 15 (¢.423G>T, ¢.1957A>G
et ¢.1959G>A). Par ailleurs, des réarrangements du géne APC ont été iden-
tifiés dans 8 familles (12 %) : 3 délétions complétes du géne, 1 délétion
des exons 9 4 15, 2 délétions des exons 9-10A, 1 délétion de I'exon 14 et
I délétion sélective du promoteur. Enfin, parmi les familles APC négatives,
des mutations bi-alléliques de MUTYH ont été identifiées dans 10 familles
et une mutation mono-allélique dans une seule famille, ce qui rend compte
de I'implication de MUTYH dans environ 10 % des cas. Au total, notre
stratégie d’analyse nous a permis d’identifier une anomalie dans 77 familles
(64 %) avec suspicion de PAF. Il est important de noter que pour aucune
des 43 familles dont le bilan génétique est resté négatif, il ne s'agissait
d'une polypose classique de transmission autosomique dominante, Toutes
présentaient un phénotype atténué, en général sans antécédent familial et
donc peu évocateur d’une prédisposition génétique. Ces résultats confor-
tent ainsi notre stratégie diagnostique pour le diagnostic moléculaire des
PAF.

Mots-clés : polypose adénomateuse familiale, diagnostic moléculaire,
mutations complexes.

HP537 / 583. IDENTIFICATION DES PROFILS D'EXPRESSION
ASSOCIES A UNE MUTATION DE L’UN DES GENES BRCAI ET
BRCA2 DANS LES CELLULES NON-TUMORALES DE L’EPITHE-
LIUM DE SURFACE DE L’OVAIRE (NOSES)

*D. Abd-Rabbo (1), *C. Abaji (1), A. Filali-Mouhim (1), L. Portelance
(1), D.E. Escobar Espinoza (1), S. Cloutier (1), C. Arous (1), T. Hudson
(2), P.N. Tonin (3), D.M. Provencher (145), A.M. Mes-Masson (16), C.M.
Maugard (146). Les 2 premiers auteurs ont contribué également a ce travail.
(1) Institur du Cancer de Moniréal/Centre de Recherche du CHUM ; (2)
Montreal Genome Center; (3) Depts. Human Genetics and Medicine,
MeGill University and the Research Institute of MUHC ; (4) Service de
Médecine Génigue CHUM ; (5) Département de Gynécologie-Oncolo-
gique, Université de Montréal ; (6) Département de Médecine, Université
de Montréal, Québec, Canada

Introduction : L'identification des génes BRCAI/2 représente une avancée
majeure dans la compréhension de la carcinogengse héréditaire. Les
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femmes porteuses de mutations sur 1'un de ces 2 génes ont un risque €levé
de développer des cancers du sein et de 'ovaire. Ces derniers étant le plus
souvent mortels car diagnostiqués 4 un stade avancé, il est urgent d’amé-
liorer les outils de diagnostic en identifiant des génes différentiellement
exprimés i un stade précoce de la carcinogenése héréditaire. Rationnel,
hypothéses et objectifs : Des données de la littérature suggérent I'existence
d’un profil d’expression associé 4 une mutation des génes BRCAI/2 dans
les cancers de I'ovaire, ainsi que I'existence d'un phénotype associé &
I"hétérozygotie de ces génes dans les cellules immortalisées de 1'épithélium
de surface de I"ovaire (IOSEs). Nous avons émis I'hypothése qu’il existait
un profil d’expression différentiel associé 2 la présence d'une mutation
dans les cellules non-tumorales non-immortalisées (NOSEs). L' objectif de
cette étude préliminaire était donc d'identifier les transcriptomes associés
4 une mutation de I'un de ces génes dans les cellules NOSEs. Matériel et
Méthodes : Nous disposions des données d’expression générées avec la
biopuce Affymétrix HuFL
sur 9 échantillons d’ ARN extraits de cultures primaires de NOSEs prove-
nant de donneuses canadiennes frangaise : 4 de femmes non-porteuses,
opérées pour des pathologies gynécologiques non-néoplasiques, 5 de por-
teuses de mutation de I'un des génes BRCAI/2 ayant bénéficié d’une
annexectomie bilatérale prophylactique, -2 sur BRCAJ, -3 sur BRCA2,
chacun de ces groupes d’échantillons définissant respectivement les classes
1, 2 et 3 dans notre analyse. En utilisant la plateforme informatique ouverte
Bioconductor

nous avons effectué une analyse différentielle supervisée en utilisant 2
méthodes statistiques : — d’une part LIMMA (Linear Model for Microar-
rays Data), — d’autre part le Welch t-test afin d’identifier les genes diffé-
rentiellement exprimés entre classes 1 et 2, classes | et 3, classes 2 et 3,
enfin classe 1 vs classe 2+3. Nous avons appliqué une méthode d’agréga-
tion hiérarchique aux génes candidats ainsi sélectionnés pour vérifier sils
permettaient de séparer nos échantillons en fonction de leurs classes
d’appartenance. Nous avons finalement étudié la distribution des profils
d’expression de nos échantillons grice a une analyse de type RDA (Redun-
dancy Analysis). Nous avons validé par PCR quantitative en temps réel
les profils d’expression obtenus avec les biopuces sur un sous-groupe de
génes candidats et mesuré simultanément I'expression de BRCAI et
BRCAZ2, sur un set élargi de 18 échantillons. Résultats et perspectives :
Nous avons mis en évidence |'existence de profils d'expression différen-
tiels associés & la présence d’une mutation dans les cellules NOSEs. La
q-RT-PCR a permis de confirmer ces profils d’expression pour un sous-
groupe de nos candidats. De plus, I'existence d’un profil d'expression dif-
férentiel entre classes 2 et 3 a confirmé 1'indépendance des 2 voies de
carcinogendse associée aux génes BRCAI et BRCA2. La RDA nous a
permis de confirmer que nos échantillons ségrégeaient en 3 classes dis-
tinctes, et que cette ségrégation s’effectuait dans en fonction du niveau
d’expression de BRCA2. Nous envisageons maintenant d'identifier les
régions chromosomiques dont la dérégulation est associée & une mutation
de I'un de ces genes. Ce travail a été soutenu par une subvention établis-
sement jeune chercheur du FRSQ et la fondation du CHUM & CMM. Les
analyses de biopuces par le CRM, René Malo/Institut du cancer de Mon-
tréal et le FRSQ. DAR est récipiendaire d'une bourse de la FES et de
Canderel, CMM d’un chercheur-boursier Junior I, AMM d’un chercheur
national, DP d’un chercheur-clinicien senior, tous du FRSQ, P.N.T. de la
bourse Frazer, Monat and McPherson. Remerciements & la banque de tissus
et de données du réseau de recherche sur le cancer FRSQ.

Mots-clés : Transcriptome, Epithélium de surface de I'ovaire non-tumoral,
BRCAI, BRCA2.

WP538 / 587. FREQUENCE DES MUTATIONS D'EPISSAGE DU
GENE MLHI DANS LE SYNDROME DE LYNCH

S. Lejeune (1), F. Escande (2), V. Nicolas (1), M.C. Dieu (2), C. Courmont
(2), PAFNord*, N. Porchet (2, 3, 4), S. Manouvrier (1, 4), M.P. Buisine
2,3, 4

(1) Service de Génétique Clinique, CHRU de Lille ; (2) Laboratoire de
Biochimie et Biologie Moléculaire, CHRU de Lille ; (3) INSERM U837,
CR JP Aubert, Lille ; (4) Université de Lille 2, Faculté de Médecine H.
Warembourg de Lille. *PAFNORD : association régionale pour la prise
en charge des prédispositions familiales aux tumeurs digestives

Le syndrome de Lynch, ou syndrome HNPCC (Hereditary Non Polyposis
Colorectal Cancer), est un syndrome de prédisposition héréditaire tumoral,
exposant principalement au risque de cancer du cdlon et de I'endométre.
1l est dii & une mutation survenant dans 1'un des génes du systeme MMR
(Mismatch Repair) : MLHI1, MSH2, MSH6 ou PMS2. Le géne MLH] est
impliqué dans un peu plus de la moitié des cas, avec des mutations de
types variés (substitutions, délétions/insertions, mutations d’épissage, voire

réarrangements de grande taille). Les mutations d'épissage SONl ey
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relativement fréquentes et représentent classiquement dans la littérature
25 % des mutations de MLHI. Dans notre registre « PAFNORD », qui
comprend 95 familles du Nord-Pas-de-Calais présentant un syndrome de
Lynch avec une mutation d'un des génes MMR identifiée, les mutations
d’épissage représentent prés de la moitié des mutations du géne MLHI
(18/38, soit 47 %). Si pour certaines d’entre-elles, il s’agit de mutations
classiques affectant un site consensus d'épissage (8/18), pour d’autres, il
s'agit de mutations plus complexes, situées dans les exons ou dans les
introns en dehors des sites consensus d'épissage (10/18). En particulier,
nous avons identifié plusieurs variants dans la région de 1'exon 10 du géne
MLHI : un, situé dans l'intron 9 en amont du site accepteur d’épissage
(c.791-5T>G) et identifié dans 4 familles apparemment non apparentées ;
et un second, en fin d’exon 10 (c.882C>T), identifié dans 3 familles éga-
lement non apparentées. Ce second variant était prédit sans conséquence
sur la protéine correspondante (p.Leu>Leu). L'analyse des transcrits,
extraits directement du sang périphérique par RT-PCR et séquengage, nous
a permis de montrer que ces 2 variants étaient responsables d’un épissage
anormal emportant |'exon 10, avec pour conséquence attendue la synthése
d'une protéine MLHI tronquée (p.His264LeufsX2). Ces arguments nous
ont donc permis de considérer ces 2 variants comme déléteres et de les
utiliser pour le conseil génétique. Il nous semble donc important de sou-
ligner la fréquence des mutations d’épissage dans le géne MLH| observées
au sein de notre registre « PAFNORD », méme s’il est probable que pour
certaines d'entre-elles, cela releve d’un effet fondateur. Ces résultats
confortent notre stratégie diagnostique moléculaire, qui consiste depuis
1997 i étudier systématiquement les transcrits pour tout variant intronigue
ou exonique de signification inconnue.

Mots-clés : syndrome de Lynch, MLHI, mutations d’épissage.

HP539 / 603. DETECTION RAPIDE DES REARRANGEMENTS DE
GRANDE TAILLE (RGT) PAR Q-PCR, AVANT SEQUENCAGE

J. Bombled (1), D. Kattygnarath (1), M. Barrois (1), S. Forget (1), S.
Richard (2), M. Schlumberger (3), E. Baudin (3), O. Caron (1), G. Lenoir
(1), B. Bressac-de Paillerets (1)

(1) Service de Génétique et FRE 2939 CNRS, Institut de cancérologie
Gustave Roussy Villejuif ; (2) Génétique Oncologique EPHE, CNRS FRE
2939, Institut de cancérologie Gustave-Roussy, Villejuif et Faculté de
Médecine Paris-Sud, Le Kremlin-Bicétre ; (3) Département de Médecine
nucléaire, Institut Gustave Roussy Villejuif

L'identification des patients & haut risque génétique de développer un
cancer se fait par la recherche, dans les génes-cibles, de I'altération causale
ségrégant dans la famille. Ces mutations germinales sont souvent des muta-
tions ponctuelles affectant les séquences codantes ou introniques proches
mais aussi des délétions ou duplications, partielles ou totales du géne,
appelées « réarrangements de grande taille » (RGT). Les méthodes les plus
fréquemment utilisées pour identifier ces derniéres sont la « Quantitative
Multiplex PCR of Short Fluorescent Fragments » (QMPSF) et la « multi-
plex Ligation-dependant probe amplification » (MPLA). Nous souhaitons
développer une nouvelle stratégie de recherche combinée des altérations
complexes et des mutations ponctuelles. Les RGT seraient recherchés dans
un premier temps par une technique de PCR quantitative utilisant du
SYBRgreen 1 (Q-PCR SYBR) avec un amplicon encadrant un exon ou
une portion d’exon (pour les plus longs) puis les mémes produits de PCR
seraient séquencés a la recherche de mutations ponctuelles.

Nos résultats préliminaires de faisabilité de cette stratégie portent sur
I'étude comparative de la détection des RGT du géne VHL par QMPSF,
MLPA et Q-PCR SYBR puis du séquengage de ces mémes produits.
Nous avons testé 20 échantillons de 18 cas index de familles atteintes du
syndrome VHL sans aucun lien de parenté, préalablement séquencés par
PCR classique et séquengage direct. Un échantillon présentait une mutation
ponctuelle dans I'exon 3 de VHL (c.481C>T ; p.Argl61X). Les ADN ont
été extraits par la méthode de micro colonnes Qiagen, leur concentration
mesurée au spectrophotométre Nanodrop et leur intégrité vérifiée par élec-
trophorése sur gel d’agarose. Les concentrations des solutions de travail
ont été ajustées a 20 ng/ul.

Nous avons réalisé la recherche d'altérations complexes du géne VHL par
QMPSF et MLPA puis comparé les résultats & ceux obtenus par Q-PCR
SYBR. La MLPA a été développée par la société MRC Holland. La
QMPSF a été développée en collaboration avec I'unité INSERM U614
(Mario Tosi, Thierry Frébourg). Les amorces de QMPSF ont été dessinées
pour avoir une taille moyenne de 180 pdb et sont introniques et /ou exo-
niques. Les amorces utilisées pour la Q-PCR SYBR sont celles qui ont été
mises au point pour le séquengage direct. Celles-ci englobent les régions
introniques proches et chacun des 3 exons du géne avec une taille de 369
i 572 pdb. La quantification du nombre de copies du géne par Q-PCR

s SYBR a été normalisée & 1'aide de deux amplicons de génes de référence,
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GAPDH et BRCAI. Les produits d’amplification issus de la Q-PCR SYBR
ont été utilisés pour le séquengage.

Les 3 techniques ont montré une concordance parfaite pour 20/20 échan-
tillons : 8 échantillons ont montré la présence des deux copies pour chacun
des 3 exons, 12 échantillons une seule copie pour 1, 2 ou 3 exons du géne
VHL, selon la taille de la délétion génomique.

D’autre part les électrophorégrammes des séquences obtenus avec les pro-
duits de Q-PCR SYBR sont de trés bonne qualité et la mutation connue
présente dans 1'un des échantillons utilisé comme contrile est retrouvée
de la méme maniere que dans le séquengage classique.

Ces résultats préliminaires montrent la faisabilité de la recherche de RGT
par Q-PCR SYBR et I'utilisation ultérieure de ces produits pour la
recherche de mutation ponctuelle par séquencage. Cette approche doit étre
testée sur des échantillons en aveugle ainsi que sur un autre géne compor-
tant des duplications afin de tester la capacité de la Q-PCR a détecter ce
type de RGT.

Mots-clés :
quantitative.

mutations  germinales, délétions génomiques, PCR

WP540/ 613. PREMIER DIAGNOSTIC PRESYMPTOMATIQUE AU
MAROC D’UNE PREDISPOSITION AU CANCER DU SEIN
FAMILIAL

N. Aboussair (1), K. Ouldim (1), A. Jalil (2), BK. El Gueddari (2), N.
Benjaafar (2), A. Sefiani (1)

(1) Département de Génétigue Médicale, Institut National d'Hygiéne,
Rabat, Maroc. (2) Institut National d'Oncologie, Rabat, Maroc

Le cancer du sein représente le premier cancer de la femme au Maroc. La
majorité des cancers du sein sont sporadiques tandis que 5 a 10 % sont
dus 2 une prédisposition héréditaire. L'identification des génes BRCA/ et
BRCAZ2, qui confeérent un risque élevé de développer un cancer du sein
et/ou de I'ovaire, a permis une meilleure compréhension des formes fami-
liales du cancer du sein familial. L'intérét récent des formes héréditaires
du cancer du sein et de I"ovaire au Maroc, nous a incité au développement
d’une consultation d’oncogénétique a I'Institut National d’Oncologie.
Parmi les familles étudiées dans le cadre du Projet « Breast Med Cancer »,
nous rapportons dans ce travail, une famille Marocaine avec plusieurs
membres atteints de cancer du sein et de I’ovaire sur 3 générations. L"étude
moléculaire faite chez 1'une des sceurs atteintes du cancer du sein a mis
en évidence la mutation « 185delAG » (c.66_67delAG) du géne BRCAI.
En effet, il s’agit d'une mutation récurrente chez la population Juive Ash-
kénaze et rapportée pour la premigre fois dans la population Marocaine.
L’identification de cette mutation a permis de proposer un diagnostic pré-
symptomatigue aux autres membres de cette famille. En effet 4 la demande
de la sceur ainée et suite 2 une consultation d’oncogénétique, un test molé-
culaire présymptomatique a été effectué, mettant en évidence chez cette
sceur la mutation 185delAG. Par la suite un protocole de surveillance et
de dépistage, a diagnostiqué un cancer de I’ovaire 4 un stade précoce. De
méme, une deuxiéme sceur asymptomatique, chez qui la méme mutation
a été identifiée, I'RM mammaire (effectuée dans le cadre du protocole de
surveillance et de dépistage) a mis en évidence un cancer mammaire & un
stade précoce. Ainsi le diagnostic présymptomatique offre 1'avantage
d’éviter aux sujets non porteurs d'une mutation, des examens de dépistage
ou des gestes chirurgicaux non dénués de conséquences psychologiques.
En revanche, pour les femmes asymptomatiques et porteuses d'une muta-
tion du géne BRCAI, il améliore la surveillance, la chirurgie prophylac-
tique et favorise un diagnostic précoce. En conclusion, I'identification de
la mutation 185delAG du géne BRCA/ chez cette famille Marocaine nous
a permis de dépister chez deux sceurs asymptomatiques un cancer du sein
et de I'ovaire A un stade précoce.

Mots-clés : diagnostic présymptomatique, BRCA [, prédisosition au cancer
du sein.

WP541 / 622. RESULTATS DU CRIBLAGE DES GENES BRCA ET
MISE EN EVIDENCE DE LA VARIABILITE GENETIQUE DANS
30 FAMILLES MARTINIQUAISES

0. Béra (1), A. Rousselin (2), J.J. Baumann (2), S. Krieger (2), D. Vaur
(2), A. Hardouin (2)

(1) UF d’oncogénétique, CHU de Fort-de-France Martinique ; (2) Labo-
ratoire de Biologie clinique et Oncologique, CRLCC Frangois Baclesse,
Caen

La Martinique, département Frangais d'Amérique située a 4 500 kms de
la France Métropolitaine, fait partie des petites Antilles. Sa population,
fagonnée par Ihistoire, est composée majoritairement des descendants
métissés d’esclaves noirs africains et de colons frangais. Des populations
indiennes et asiatiques sont arrivées aprés I'abolition de I'esclavage et ont
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contribué a la diversité. L'acceés aux consultations d’oncogénétique sur
I'ile a été décalé dans le temps par rapport a la métropole et a été favorisée
par le rattachement de I'UF d'Oncogénétique du CHU de Fort-de France
a I'équipe pluri-disciplinaire du CHU de Rouen. Des collaborations étroites
se sont créées en particulier avec le laboratoire de Génétique Moléculaire
du CHU de Rouen qui réalise I'analyse des génes MMR, APC et MYH et
avec le laboratoire de Biologie Clinique et Oncologique du Centre Frangois
Baclesse de Caen pour I'analyse des génes BRCA. De janvier 2006 & sep-
tembre 2007, 210 consultations ont été réalisées pour 111 familles dont
73 pour recherche d’une prédisposition au cancer du sein et/ou de I’ovaire.
Nous présentons les résultats de 31 proposants des 30 premiéres familles
(dont une seule n’était pas originaire des Antilles) justifiant une analyse
des génes BRCA. Le criblage a été effectué par DHPLC (Denaturing High
Performance Liquid Chromatography) sur ADN génomique extrait & partir
du sang, suivi de séquengage et d'une étude systématique des réarrange-
ments de grande taille pour les 2 génes par les techniques MLPA (Multi-
plex Ligation PCR Amplification) et/ou QMPSF (Quantitative Multiplex
PCR of short Fluorescent fragments). L'analyse a mis en évidence 5 muta-
tions déléteres dont 4 situées dans le géne BRCA/ et 1 dans le géne BRCA2.
Aucun réarrangement de grande taille n’a été détecté. Parmi les 5 mutations
déléteres, 3 correspondent 4 la délétion/insertion « c.4945_4947delA-
GAinsTTTT (p.Argl649PhefsX30) » située dans I'exon 16 du géne
BRCAI. Cette mutation frameshift, qui n'a jamais été décrite dans la lit-
térature, est dans les 3 cas associée au variant « 548-80T>C » de I'exon 9
du géne BRCA]. La détection de cette mutation dans 3 familles apparem-
ment indépendantes associée au méme variant nous conduit & évoquer
I’hypothése d'un haplotype commun compatible avec un effet fondateur,
hypothése que nous allons vérifier par I'étude des microsatellites juxta-
géniques de BRCAI. Nous avons également détecté une nouvelle mutation
non sens du géne BRCAZ2, la mutation « ¢.9139C>T (p.GIn3047X) » située
dans I'exon 24. Cette mutation située en dehors de I'OCCR (Ovarian
Cancer Cluster Region) fut néanmoins détectée dans une famille présentant
i la fois des cancers de I'ovaire et des cancers du sein. Le résultat le plus
marquant fut la mise en évidence d’un nombre élevé de variants inclassés
des génes BRCAI et BRCA2, par rapport 4 la population caucasienne. Nous
avons en effet détecté chez 31 proposants testés 31 variants pour le géne
BRCAI et 52 pour le géne BRCA2, dont 17 différents dans le géne BRCA/
et 26 pour le géne BRCA2. La confrontation de nos résultats avec les
fréquences alleliques trouvées dans les bases de données afro-américaines,
nous permettent de classer 5 variants sur les 17 de BRCA/J et 17 sur les
26 de BRCA2 comme polymorphismes. Néanmoins, & I'issue de ce clas-
sement plus de la moitié des proposants (18 sur 31) conservent encore au
moins un variant inclassé dans les génes BRCA. En conclusion, nos résul-
tats retrouvent un taux attendu de mutations déléteres des génes BRCA/
et BRCA2 (5/30) et confirment que les variants inclassés des génes BRCA/
et BRCA2 sont nettement plus fréquents dans les populations africaines ou
afro-américaines que dans les populations caucasiennes. La présence d'une
mutation fondatrice du géne BRCAI n'est pas actuellement démontrée mais
parait trés vraisemblable au vu de nos premiers résultats et de 1'histoire de
la population antillaise.

Mots-clés : BRCA, variants inclassés, Martinique.

MP542 / 642. ANALYSES BRCAI/2 NEGATIVES CHEZ LE CAS
INDEX : VENUE A LA CONSULTATION SELON LES INFORMA-
TIONS TRANSMISES DANS LE COURRIER D’INVITATION

V. Bonadona (1, 2), J. Woerlé-Boissy (2, 3), S. Dussart (2), M. Charavel
(3, 4), C. Lasset (1, 2)

(1) Université Lyon 1, Laboratoire de Biologie et Biométrie Evolutive,
UMR CNRS 5558 ; (2) Unité de Prévention et d'Epidémiologie Génétique,
Centre Léon-Bérard a Lyon; (3) Laboratoire de psychologie sociale,
UPMF de Grenoble ; (4) Service de Gynécologie, Hospices Civils de Lyon

La recherche de mutation des deux génes de prédisposition aux cancers
du sein et de 'ovaire, BRCAI et BRCA2, s’aveére infructueuse dans prés
de 80 % des familles a risque (pas de mutation identifiée chez le patient
cas-index). Un résultat négatif des analyses initiales ne permet pas d’éli-
miner la possibilité d’'un risque héréditaire et justifie le maintien d'une
surveillance spécifique pour le cas index et ses apparentés. Nous avons
évalué dans une série de patients cas-index la fréquence de venue en
consultation d’oncogénétique dédiée au rendu de résultat, en fonction du
type d’informations transmises dans le courrier annongant la disponibilité
des résultats et les invitant 2 prendre rendez-vous. Les cas index ont été
randomisés en 3 groupes selon la lettre envoyée (A, B et C) : — groupe A :
lettre ne mentionnant pas la nature du résultat, — groupe B : letire men-
tionnant la nature du résultat (absence d'identification d'une mutation) et
informant de la possibilité d'un facteur génétique persistant, sans autres
précisions, — groupe C : lettre détaillée précisant les significations possibles
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d’'un résultat négatif (limites des analyses, géne de prédisposition autre que
BRCA1/2, absence de déterminisme génétique) et la nécessité de pour-
suivre une surveillance. Le contenu des informations et la formulation ont
é1é élaborés par la technique de focus groupe (Lasset 2007). Le tirage au
sort a été stratifié en fonction de I'age (< ou ? 60 ans) et de 1'accessibilité
du centre d’oncogénétique (? ou > & 100 km de leur domicile). Une relance
a été effectuée pour les patientes ne s'étant pas manifestées dans les 4
mois suivant I’envoi de la lettre. Un total de 226 patientes cas index a été
randomisé, respectivement 71, 79 et 76 patientes dans les groupes A, B et
C. Quatre-vingt pour cent (n = 57) des patientes contactées par le courrier
ne mentionnant pas le résultat (groupe A) sont venues en consultation
contre seulement 47 % (n=37) des patientes informées de leur résultat
sans précisions (groupe B) et 25 % (n=19) des patientes ayant regu la
lettre détaillée (groupe C), p < 10 -3. La différence est également signifi-
cative entre les groupes A et B (p < 10-3) et les groupes B et C (p = 0,005).
Un courrier d'invitation apportant des informations détaillées sur les résul-
tats négatifs est un obstacle & la venue des patientes en consultation. Une
évaluation de la compréhension de I'information délivrée par courrier chez
les patientes du groupe C non venues en consultation est en cours. Des
résultats préliminaires montrent des difficultés de compréhension et pour
certaines patientes, une mauvaise interprétation du résultat négatif (absence
de facteur génétique et de risque majoré de cancer), pouvant avoir un
impact sur leur prise en charge et celle de leur famille. Il semble donc
important d'expliquer en consultation la signification d'un résultat négatif
et la nécessité de poursuivre une surveillance. Nous préconisons de ne
transmettre aucune indication sur la nature du résultat dans le courrier
notifiant aux patientes testées pour BRCAI/2 la disponibilité du résultat,
aprés leur avoir expliqué initialement la procédure. Un rendez-vous pour
la consultation de rendu de résultat pourrait étre également d’emblée pro-
grammé au moment du prélevement, si les contraintes de laboratoire le
permettent.

Mots-clés : BRCAI et BRCA2, analyses négatives, consultation.

WP543 / 653, EFFET DE LA SELECTION PAR LES CRITERES
D’AMSTERDAM SUR LE RISQUE DE CANCER COLORECTAL
DANS LES FAMILLES HNPCC SANS MUTATION MMR IDENTI-
FIEE : ETUDE DE SIMULATION

Y. Drouet (1, 2), C. Lasset (1, 2), V. Bonadona (1, 2)

(1) Unité de prévention et d’Epidémiologie Génétique, Centre Léon-Bérard
a Lyon ; (2) Laboratoire de Biologie et Biométrie Evolutive, CNRS UMR
5558 Université Lyon 1

Introduction : Le syndrome HNPCC, ou syndrome de prédisposition héré-
ditaire au cancer du cdlon non polyposique explique environ 5 % des can-
cers colorectaux (CCR). Initialement défini par des critéres cliniques dits
d’Amsterdam (CA : au moins 3 cas de CCR chez des apparentés au premier
degré sur 2 générations, avec un cas avant 50 ans), il est lié a la présence
d’un géne MMR (pour MissMatch Repair) muté. L’identification d'un géne
MMR muté n’est effective que dans une famille HNPCC sur deux environ.
Pour ces familles dites « négatives », 1'estimation des risques de CCR est
difficile, en raison du biais de sélection et de I'absence de facteur de risque
(FDR). Les seules données disponibles sur les risques de CCR dans ces
familles reposent sur des estimations de type SIR et sont discordantes
[Scott, 2001 ; Lindor, 2005], ce qui pose probléeme pour la prise en charge
préventive des patients. Une part importante des agrégations familiales de
CCR inexpliquées serait due & I’exposition a des génes de faible pénétrance
ou polygénes et i des facteurs environnementaux, encore inconnus [de la
Chapelle, 2004]. Nous avons étudié I'effet de la sélection des familles par
les CA sur I'exposition 4 ces FDR inconnus. Matériel et Méthodes : Nous
avons simulé sous R des familles de trois générations, de structure libre,
en générant aléatoirement le nombre d’enfant par femme 2 partir d'une loi
de Poisson de paramétre 1.88 (nombre d'enfants par femme en France).
L’effet conjoint de plusieurs génes (autres que MMR) et de facteurs de
risque environnementaux a été simulé sous le modéle multifactoriel poly-
génique 2 seuil. Dans ce modele, les susceptibilité génétique G ~ Nor-
male(0,varG) et environnementale E ~ Normale(0,varE) s’additionnent. Le
seuil au dela duguel le CCR se déclare est simulé comme une fonction du
sexe et de 'dge, afin d’obtenir une incidence semblable a celle mesurée
dans la population frangaise (utilisation des données du réseau FRANCIM).
Nous avons simulé plusieurs scénarios en fixant varG & 1 et en choisissant
varE pour contrdier 1'héritabilité (part génétique de la maladie) de 10 % a
45 % [Lichtenstein, 2000]. Pour chacun de ces scénarios, nous avons
simulé des familles jusqu'a obtenir 1 000 familles HNPCC répondant aux
CA (sous-groupe FCA). Nous avons comparé les distributions des para-
metres G et E dans le sous-groupe FCA a celles observées dans le groupe
complet de familles d’ou elles sont issues (Population). Résultats : Quand
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FCA passent respectivement de 0.32 4 0.57, et de 0.77 a 0.20. Cela
confirme que les CA sélectionnent des familles & sur-risque de CCR, y
compris en I'absence d’identification d'un géne majeur. Cependant, on
observe une variation inter familiale de ce sur-risque. Ainsi, la moyenne
de G dans le groupe FCA varie d’une famille & 1'autre de +/- 0.34, alors
que cet écart-type est de 0.40 dans la population. L’hétérogénéité inter
familiale est donc presque aussi importante dans le groupe FCA que dans
la population. Discussion : Les familles HNPCC négatives constituent une
population hétérogéne vis-a-vis du risque de CCR : certaines familles ont
un sur-risque réel alors que d’autres ne sont pas plus exposées que la
population générale ; I'agrégation de CCR étant du au hasard (ici repré-
senté par E). Ces résultats suggérent que I'estimation d'un sur-risque
moyen de CCR dans les familles HNPCC négatives (type SIR) masque
probablement une hétérogénéité inter familiale, ce qui la rend peu utiles
pour la prise en charge. Conclusion : Nos résultats confirment que les CA,
bien qu’ils soient trés restrictifs, ne sélectionnent pas des familles HNPCC
homogenes vis-a-vis du risque de CCR. Notre travail de simulation montre
la nécessité de prendre en compte (en plus du biais causé par I'utilisation
des CA) la variabilité de I'exposition & des facteurs de risque inconnus,
dans une approche plus individualisée du risque.
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Introduction : Le cancer de la prostate est la deuxiéme cause de mortalité
par cancer dans les pays développés aprés le cancer du poumon. Cette
pathologie touche environ 40 000 hommes par an en France et est respon-
sable de prés de 10 000 décés. La consommation journaliére d'un micro-
nutriment contenu principalement dans la tomate, le lycopéne, aurait un
effet préventif sur I'incidence du cancer de la prostate. Outre son fort
pouvoir antioxydant, le lycopéne permettrait de bloquer les cellules en
phase G1/8 du cycle cellulaire. Matériel et méthodes : Les cellules traitées
par le lycopéne appartiennent 4 la lignée continue DU-145 provenant d'une
métastase cérébrale d'un carcinome de la prostate, & la lignée continue
LNCaP provenant d'une métastase ganglionnaire d'un carcinome de la
prostate prélevée sur le ganglion supra-claviculaire gauche, a la lignée
continue PC-3 provenant d'une métastase osseuse d’un adénocarcinome
de la prostate. Ces cellules ont été traitées par du lycopéne aux concen-
trations 5 UM, 10 uM, 20 uM, 30 puM. Elles ont été analysées par cyto-
métrie en flux dans le but de définir le temps d’exposition et la concen-
tration en lycopéne ayant un effet sur le cycle cellulaire. Résultats : Les
résultats obtenus montrent un blocage du cycle cellulaire en phase G1/S
pour un temps d’incubation de 48 h et pour une concentration en lycopéne
de 30 UM pour les DU 145 et les LNCaP. Pour les PC 3, Ieffet était déja
retrouvé 4 10 uM. Perspectives : Une fois déterminées, les concentrations
en lycopéne ayant un effet de blocage du cycle cellulaire. Nous pourrons
envisager une étude transcriptomique de 1'effet du lycopéne sur les cellules
prostatiques tumorales en lignée continue.
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L’instabilité chromosomique et I’aneuploidie sont des caractéristiques fré-
quentes des tumeurs solides et, en particulier, les gliomes ou tumeurs céré-
brales primaires. Considérées trés t6t comme la cause des cancers, elles
ont été trés rapidement oubliées principalement & cause du manque d’outils
d'investigation adéquats & I'époque. Cependant, elles ont repris un regain

s d'intéréts ces derniéres années, et des signatures chromosomiques
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spécifiques de tumeurs ont vu le jour. Nous avons entrepris d’étudier les
tumeurs cérébrales primaires rencontrées au CHUS, pour rechercher des
signatures chromosomiques qui seraient responsables de ces tumeurs et
seraient corrélées a leur degré de malignité & savoir I'invasion et I'angio-
genése en vue de trouver de nouvelles cibles thérapeutiques. Nous avons
utilisé des techniques de cytogénétique et 50 tumeurs ont €t cultivées avec
succes. Ces tumeurs sont composées de 13 oligodendrogliomes a différents
grades (I et II) pures ou mixtes et 37 astrocytomes & différents grades aussi
(I, I, T et IV). A ce jour, les caryotypes de 14 de ces tumeurs composés
de 8 oligodendrogliomes et de 6 astrocytomes ont été étudiés aprés mar-
quage GTG. Une polyploidie (60 a 96 chromosomes) a été observée dans
6 cas composés de 5 oligodendrogliomes anaplasiques et de 1 glioblas-
tome. L'aneuploidie a été notée chez 5 tumeurs dont 4 glioblastomes et 1
oligoastrocytome anaplasique. Trois cas avaient un contenu diploide en
ADN. Selon nos résultats préliminaires, le changement du contenu en ADN
(ploidie) serait un signe de progression des oligodendrogliomes, comme
le serait I'aneuploidie qui résulterait de la polyploidisation dans les astro-
cytomes. L’utilisation de la cytogénétique moléculaire comme le MFISH
(hybridation in situ en fluorescence multicouleur) et le SKY (caryotype
spectral) nous permettra de mieux caractériser les anomalies chromosomi-
ques spécifiques et de définir des signatures chromosomiques.
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Introduction : La maladie de Charcot-Marie-Tooth (CMT) désigne un
groupe extrémement hétérogéne de maladies du systéme nerveux périphé-
rique, tant sur le plan clinique, génétique, ou encore histo-pathologique.
Leur prévalence est estimée & 1/2500 et tous les modes de transmission
existent. Les CMTs sont classiquement divisés en deux groupes: les
atteintes démyélinisantes (CMT1) et axonales (CMT2). A I'heure actuelle,
environ 50 loci sont identifiés, dont 30 génes identifiés. En 2005, en uti-
lisant une stratégie « d’homozygosity mapping » dans deux familles
consanguines Libanaise et Algérienne, nous avons pu localiser le géne
responsable de CMT4H, une nouvelle forme CMT & transmission autoso-
mique récessive (AR-CMT), en 12p11.21-q13.11. Trés récemment, nous
avons identifié le géne FGD4 comme responsable de cette forme de CMT.
Résultats : FGD4 code la protéine FGD4/FRABIN, facteur d’échange
GDP/GTP (RhoGEF) pour la RhoGTPase Cdc42, et protéine de liaison a
I'actine. Les RhoGTPases sont des switchs moléculaires, qui contrélent
une grande variété de voies de transduction de signaux dans les cellules
eucaryotes, incluant la régulation du cytosquelette, la polarité, la prolifé-
ration et la migration cellulaires, FRABIN est une protéine de 766 AA
possédant 5 domaines fonctionnels, dont un domaine de liaison & I'actine,
un domaine DH responsable de I'échange GDP/GTP, et trois domaines
impliqués dans des interactions avec différentes formes de polyphosphoi-
nositides. Les deux mutations identifiées affectent le méme codon : il s’agit
d’une mutation d'épissage p.Met298fsX8, prédite pour résulter en une pro-
téine prématurément tronquée de 305 acides aminés (AA), et une mutation
faux-sens p.Met298Thr. Elles sont situées dans le domaine DH, et affectent
donc probablement I'activation de Cdc42. Nous avons réalisé des études
fonctionnelles pour la forme tronquée (mimant la mutation humaine
p.Met298fsX8), qui, si elle est produite, est dépourvue des 3 derniers
domaines fonctionnels et d’une partie du domaine DH. La surexpression
des formes normales de la protéine dans des motoneurones de rat a permis
de montrer que Frabin induisait la formation de microspikes et co-localisait
avec I'actine au niveau des cones de croissance, A 1'inverse, la surexpres-
sion de la forme tronquée induit significativement moins de microspikes
que la forme sauvage. Des résultats similaires ont été obtenus par
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