respectivement de 26,2 + 9.9 et 24,9 + 9.6 (Steer ef al., 1992) dans les 2
groupes. Ceci est associé & un taux de grossesse par transfert embryonnaire
significativement plus élevé (p=0,0239) chez les patientes TNF308.2
(50,0 %) par rapport a celle TNF308.1 (27,1 %), et 4 un taux de naissance
également plus élevé (50,0 % vs 19,6 %, p = 0,0014). Tout ceci s"accom-
pagne d'un taux de grossesse multiple significativement plus élevé
(p = 0,0037) chez ces patientes TNF308.2 : 29,2 % vs 5,7 %. Conclusions :
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Les résultats de cette série suggérent une influence du polymorphisme en
~308 du promoteur du TNF-alpha sur I'implantation embryonnaire avec
comme conséquence la possibilité d’adapter nos protocoles de transfert
embryonnaire en fonction du génotype en —308 du promoteur du TNF-
alpha chez les patientes incluses en fécondation in vitro.

Mots-clés : TNF-308, polymorphisme, implantation embryonnaire.
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ECO19 / 401. UN CLUSTER DE POINTS DE TRANSLOCATIONS
EN 2Q37.1 EST ASSOCIE A UNE SUREXPRESSION DE NPPC
INDUISANT UNE AVANCE STATURALE AVEC DYSPLASIE
CARTILAGINEUSE: UN NOUVEAU MECANISME DE
MUTATION

N. Philip (1, 2), A. Moncla (1, 2), P. Cacciagli (1), C. Missirian (1, 2),
L. Legeai-Mallet (3), G. Plessis (4), M. Le Merrer (3), L. Villard (1)

(1) Départment de génétique médicale, CHU la Timone, Marseille ; (2)
INSERM U491 Faculté de médecine de la Timone, Marseille ; (3) INSERM
U781, Hépital Necker-Enfants malades, Paris; (4) CHU Clémenceau,
Caen, France

Nous avons récemment rapporté [1] un nouveau phénotype associant une
avance staturale, une dysplasie cartilagineuse généralisée et un aspect par-
ticulier des extrémités avec croissance anormale du gros orteil chez deux
patients présentant une translocation chromosomique apparemment équi-
librée impliquant la bande chromosomique 2q37.1 et respectivement les
chromosomes 8 et 13. Un troisiéme patient présentant un phénotype iden-
tique et porteur d'une translocation (2 ;7)(q37.1 :q21.3) a été récemment
décrit [2]. Le clonage des points de cassure a permis d’identifier 2 gnes
candidats. Le géne DIS3L2, codant pour une exonucléase ubiquitaire de
fonction inconnue et interrompu par le point de cassure du patient 2 a été
mis hors de cause pour les raisons suivantes : expression normale dans les
lymphocytes du patient 1 dont le point de cassure est situé 17 Kb en amont
du premier exon de ce géne. De plus, le phénotype associé a I’haploinsuf-
fisance de cette région chromosomique est différent, rendant peu probable
I'implication de ce géne dans le phenotype. Le géne NPPC, centromérique
par rapport aux 3 points de cassure est apparu comme un bon géne can-
didat. Ce géne code pour le peptide C-natriuretique, un important régula-
teur de I'ossification enchondrale. Les données des modeles animaux
étaient en faveur d'un mécanisme de surexpression. Chez les deux patients,
nous avons mis en évidence une surexpression de NPPC (3], dans les
lymphocytes et les chondrocytes rapportée aussi dans la troisiéme obser-
vation [2]. L'implication de trois chromosomes différents et I’existence
d’un cluster de points de cassure autour du géne NPPC sont en faveur d'un
mécanisme de surexpression li€ a sa séparation d'un élément de régulation
négatif situé i distance de la séquence codante. La recherche de séquences
conservées a mis en évidence deux courtes séquences de 142 et 169 pb,
hautement conservées et distales aux trois points de cassure.

Références
1. Eggép er al., 37 assises de génétique humaine et médicale. Montpellier, Janvier
2. Bocciardi ef al. Hum Mutar 2007 ; 28 : 72-31.
3. Moncla er al. Hum Mutar 2007 ; 3 : [Epub ahead of print].

Mots-clés : translocation, effet de position, avance staturale.

ECO020 / 363. LE SYNDROME DE DELETION 22Q13, UN DIA-
GNOSTIC DIFFICILE : CAS D’UNE PATIENTE PRESENTANT
UNE DELETION INTERSTITIELLE CRYPTIQUE DEL(22)
(Q13.3Q13.3) INTERROMPANT LE GENE SHANK3

A. Delahaye (1, 2), A. Toutain (3), A. Aboura (1), E. Pipiras (2), C. Dupont
(1, 2), A.C. Tabet (1), B. Benzacken (1, 2), J. Elion (1), A. Verloes (1),
S. Drunat (1)

(1) Département de Génétique, Hépital Universitaire Robert-Debré,
AP-HP, Paris ; (2) Service d'Histologie-Embryologie-Cytogénétique-Bio-
logie de la reproduction, Hépital Universitaire Jean-Verdier, AP-HP,
Bondy ; (3) Service de génétique médicale, Hopital Bretonneau, CHU de
Tours, Tours, France
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Le syndrome de délétion 22q13 (MIM 606232) est caractérisé par un retard
mental modéré i sévére avec une absence ou un retard de langage, des
troubles autistiques, une hypotonie, une croissance normale ou accélérée
et une légére dysmorphie. Trois génes sont localisés dans la région critique
minimale 22q13, du plus centromérique au plus télomérique : SHANK3
(aussi appelé PROSAP2), ACR et RABL2B. On considere actuellement
que c’est I"haploinsuffisance de SHANK3 qui est responsable des signes
neurocomportementaux du syndrome de délétion 22q13. Nous rapportons
'observation d'une patiente portant une délétion interstitielle cryptique
del(22)(q13.3q13.3) de novo, détectée par MLPA et confirmée par FISH.
Cliniquement, elle présente un retard de langage sévére, un retard mental
léger et quelques signes dysmorphiques (notamment un épicanthus bila-
téral). Ce tableau clinique peu spécifique est toutefois concordant avec le
phénotype classique du syndrome de délétion 22q13.

La recherche d’anomalie des régions subtélomériques par MLPA a montré
une discordance entre les résultats du kit PO36B et ceux du kit PO70 (MCR
Holland) : une délétion 22q a été détectée avec la sonde MLPA 22q du kit
P070 (qui cible le géne ARSA) alors que la sonde 22q du kit PO36B (qui
cible le géne RABL2B) a montré un résultat normal. Les analyses par
FISH ont confirmé la délétion de ARSA avec les sondes LSI TUPLE1/LSI
ARSA (Vysis), et ont montré un résultat normal avec les sondes
N25/N85A3, ces derniéres ciblant le locus SHANK3 (Cytocell). Des ana-
lyses supplémentaires par FISH avec des BAC ont permis de situer le point
de cassure centromérique de la délétion & moins de 2 Mb du télomére 22q
entre les clones RP11-354112 et RP11-232E17. Une étude en PCR quan-
titative en temps réel ciblant I’exon 5, I'intron 9 et les exons 23 et 24 de
SHANK3 montre que le point de cassure télomérique se situe entre I'intron
9 et I'exon 22. D’autre part, la région 22q13 a été analysée chez les deux
parents par FISH et par MLPA.Au total, ces analyses nous ont permis de
caractériser une délétion interstitielle cryptique del(22)(q13.3q13.3) de
novo interrompant le géne SHANK3 chez une patiente présentant un phé-
notype compatible avec le syndrome de délétion 22q13. Ces résultats sou-
lignent la difficulté de réaliser un test performant pour rechercher une
délétion 22q13. De plus, cette observation contribue i une meilleure carac-
térisation clinique et génétique du syndrome de délétion 22q13.

Mots-clés : délétion 22q13, géne SHANK3/PROSAP2, MLPA.

ECO21 / 410. NOUVEAU SYNDROME MICRODELETIONNEL
«PSEUDO ANGELMAN » DETECTE CHEZ DEUX PATIENTS
PAR CGH-ARRAY

S. Jaillard (1, 2), C. Dubourg (2, 3), S.Odent (4), A.Delahaye (5),
C. Dupont (5, 6), A. Aboura (6), A.C. Tabet (6), L. Pasquier (4), C. Henry
(1), J. Lucas (1), V. David (2, 3), B. Benzacken (5, 6), E. Pipiras (5),
M. Gérard (7)

(1) Laboratoire de Cytogénétique, CHU Pontchaillou, Rennes, France ;
(2) UMR 6061-IFR 140 GFAS, Faculté de Médecine, Rennes, France ; (3)
Laboratoire de Génétigue Moléculaire, CHU Pontchaillou, Rennes,
France ; (4) Service de Génétique Médicale, CHU Hipital Sud, Rennes,
France ; (5) Service d'Histologie Embryologie Cytogénétique BDR,
Hépital Jean-Verdier, Bondy, UFR USMBH, Paris XIII ; (6) Unité Fonc-
tionnelle de Cytogénétique, Hopital Robert-Debré, Paris, France ; (7)
Unité Fonctionnelle de Génétique clinique, Hapital Robert-Debré, Paris,
France

La délétion 2q22.3q23.3 a été récemment décrite comme nouveau syn-
drome microdélétionnel. Nous rapportons 2 nouveaux cas de délétions
mises en évidence dans cette région par CGH-array. Chez le premier
patient, une microdélétion 2q23.1 a été découverte par CGH-array sur
puces oligonucléotides Agilent 4x44K. L'étude du patient et de ses parents
par PCR multiplexe semi quantitative avec analyse en chromatographie
liquide et par FISH (BAC RP11-659J19) a confirmé cette délétion et son
caractére de novo. Sa taille est estimée 2 250 kb et elle emporte les génes
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Domain et EPC2 (Enhancer of Polycomb C-terminus homolog 2). Le
tableau clinique, proche de celui du syndrome d'Angelman, comporte des
caractéristiques communes avec les autres cas de microdélétions
2922.3q23.3 rapportées : retard mental sévére, microcéphalie, épilepsie,
troubles du comportement. Ces éléments cliniques sont retrouvés chez le
deuxieéme patient chez qui une délétion del(2)(q22.3q23.1)a été découverte
par BAC-CGH array (Integragen), 3 172 clones. Cette délétion de nove
€té confirmée par FISH. Elle a une taille minimale de 2,37 Mb. Le point
de cassure proximal se situe en 2q22.3, en aval du géne SIP/ (présent),
entre le clone RP11-379G6 (non délété) et le clone RP11-548K13 (délété).
Le point de cassure distal est localisé en 2q23.1 entre les BACs
RP11-659J19 (délété) et RP11-62P16 (non délété). Cette délétion, tout
comme la premitre, emporte le géne MBDS et au moins un segment du
géne EPC2, tous les deux couverts en partie par le clone RP11-659119.
Une région minimale critique pourrait étre définie en 2g23.1, dans la zone
de 250 kb commune a toutes les délétions. Ce segment minimal critique
comprend deux génes candidats (MBDS et EPC2) dont I"haploinsuffisance
pourrait étre responsable du phénotype de ce nouveau syndrome microdé-
Iétionnel « pseudo Angelman ».

Mots-clés : microdélétion, pseudo Angelman, CGH-array.

WCO22 / 361. HAPLO SUFFISANCE DE LA REGION
11Q(Q14.3Q22.1): A PROPOS D'UNE DELETION TRANSMISE
SUR 3 GENERATIONS DANS UNE FAMILLE

T. Roucaute, L. Gouas, C. Goumy, M. Giollant, L. Vérongse, A. Tchirkov,
P. Vago

Univ Clermont 1, Fac Médecine, Histologie Embryologie Cytogénétique,
Clermont-Ferrand ; CHU Clermont-Ferrand, Cytogénétique Médicale,
Clermont-Ferrand, France

Peu de délétions visibles au caryotype standard et sans conséquence phé-
notypique, hormis celles ne concernant que de 1'hétérochromatine non
codante, sont décrites dans la littérature. Nous rapportons ici le cas d'un
feetus porteur d'une délétion interstitielle du bras long d'un chromosome
11 détectée au caryotype standard. La ponction de liquide amniotique, lors
d’une seconde grossesse chez une femme de 25 ans sans antécédents par-
ticuliers, avait été réalisée pour signes d’appel biologique (marqueurs séri-
ques du deuxiéme trimestre de grossesse a 1/70). Les techniques molécu-
laires de cytogénétique (hybridation génomique comparative (CGH) sur
métaphases, fluorescence in situ par hybridation (FISH) avec des sondes
locus spécifique (q14.2, q14.3, q21, q22.1 et q22.2) et la sonde de peinture
des 11) ont permis de préciser les points de cassure de cette délétion et le
caryotype feetal a été établi a 46,XX.del(11)(q14.3q22.1). L'interrogatoire
n'a pas révélé de notion de fausses couches i répétition ni de handicap
dans la famille. L'enquéte cytogénétique familiale a permis de retrouver
la méme délétion avec les mémes points de cassure chez la mére et chez
le grand pére du feetus. Le caractére hérité de I'anomalie, 1'absence de
répercussion phénotypique chez les ascendants ainsi que 1'absence d'ano-
malie détectable aux échographies de contrdle ont permis d’étre rassurant
pour le conseil génétique et de proposer la poursuite de la grossesse.
L'examen néonatal de I'enfant, né a terme, est sans particularité. Cette
délétion familiale sans répercussion phénotypique est en faveur de I'exis-
tence d'une région haplo suffisante au niveau du bras long du chromosome
11 déja, évoquée en 2002 par Li et al. (Cytogenet Genome Res
2002 ;97(3-4) :158-62). D’autres hypothéses peuvent étre avancées,
comme la faible densité en génes de cette région ou la présence de génes
analogues ailleurs dans le génome. Enfin ce cas attire |'attention quant
la prudence & avoir pour le conseil génétique lors de la découverte en
prénatal d’une délétion méme visible au caryotype standard, tout particu-
litrement quand aucune répercussion phénotypique n'est constatée i
I'échographie.

Mots-clés : diagnostic prénatal, délétion 11q, phénotype normal.

MCO023/53. APPORT DE LA CGH-ARRAY DANS 20 CAS DE MYE-
LOFIBROSE IDIOPATHIQUE AVEC OU SANS ANOMALIE
CYTOGENETIQUE

J. Andrieux (1). N. Douet-Guilbert (2), S. Richebourg (1), C. Roche-Les-
tienne (1), B. Dupriez (3), J.L. Demory (4), F. Bauters (3), J.L. Lai (1)
(1) Laboratoire de Génétique Médicale, Hopital Jeanne de Flandre, CHRU
de Lille ; (2) Laboratoire de Cytogénétique, CHU Morvan, Brest ; (3) Ser-
vice des Maladies du Sang, CHRU de Lille ; (4) Département d'Hémato-
logie, GHICL, Lille, France

La Myélofibrose avec Métaplasie Myéloide (MMM) est un Syndrome
Myéloprolifératif rare (incidence estimée a 0,4 A 0,7 cas / 100 000 / an)
qui associe une prolifération clonale de progéniteurs hématopoiétiques et
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probablement induites par une production accrue et dérégulée de facteurs
de croissance tels que le TGF-B, le bFGF et le PDGF. Cette pathologie,
dans laquelle s’associent, avec une intensité variable, des modifications de
I’hémogramme, de la rate et de la moelle osseuse, a regu de multiples
dénominations qui témoignent de la difficulté & la définir de fagon simple.
Les plus employées sont celles de splénomégalie myéloide et de myélofi-
brose primitive en France, et d'agnogenic myeloid metaplasia ou d'idio-
pathic myelofibrosis with myeloid metaplasia chez les anglo-saxons.
Actuellement, pour détecter des anomalies chromosomiques déséquili-
brées, c’est le caryotype sur culture de progéniteurs hématopoiétiques
obtenus par prélévement sanguin qui est I'examen pangénomique de réfé-
rence. Il montre au moins une anomalie cytogénétique dans 40-50 % des
cas : de 30 % des cas au diagnostic & 90 % au moment de la transformation
leucémique, et & un niveau de résolution de 10 Mb. Les anomalies obser-
vées ne sont pas spécifiques (délétion 20q, trisomies 8 et 9), néanmoins,
la délétion 13q semble étre associée plus particulierement a la MMM qu’a
la polyglobulie de Vaquez. Parmi les autres anomalies cytogénétiques ren-
contrées, des anomalies structurales ont été décrites, principalement en
12q, 1q, 9p, 6p. La délétion 17p (due ou non & un isochromosome 17q)
ou des remaniements plus complexes sont rares et laissent augurer d’'une
transformation aigué. Nous avons testé sur la puce oligonucléotique Agi-
lent(tm) 44K®©, les ADNs de 20 patients atteints de myélofibrose idiopa-
thique présentant ou non au caryotype des anomalies cytogénétiques. L uti-
lisation de puces oligonucléotidiques CGH haute densité permet d'obtenir
un niveau de résolution de 200 kb en moyenne. Le gain d'efficacité par
rapport au caryotype haute résolution est proche d’un facteur 50 pour les
anomalies génomiques quantitatives. Nous avons retrouvé une anomalie
supplémentaire de 2 a 10 Mb dans 1/3 des cas, nous avons précisé une
formule caryotypique (caryotype complexe, der, add...) dans un 1/3 des
cas et nous n’avons pas retrouvé de nouvelle anomalie dans les autres cas.
Ces anomalies ont été confirmées par FISH BACs/PACs sur métaphase.
Nous n'avons pas retrouvé d’anomalie « moléculaire » récurrente, c’est-
a-dire impliquant un seul géne. La corrélation de ces résultats 4 la présence
de la mutation du géne JAK2 (V617F) sur ces 20 cas montre une associa-
tion préférentielle avec les myélofibroses évoluées.

Remerciements : Cette étude a pu étre réalisée grice au soutien de la Ligue
contre le Cancer du Pas-de-Calais.

Mots-clés : CGH-array, myélofibrose, FISH.

WCO024/697. DETERMINATION DE REGIONS MINIMALES CRI-
TIQUES DANS DES LEUCEMIES AIGUES SECONDAIRES PAR
ARRAY CGH HAUTE RESOLUTION

N. Itzhar (1), S. Toujani (1), S. de Botton (2), C. Richon (3), B. Clausse
(4), D.Fauvet (4), A.L.Bennaceur (4), N.Auger (4), J. Bosq (4),
J.H. Bourhis (2). P. Dessen (3), A. Bernheim (1, 4)

(1) FRE 2939 CNRS et Université Paris XI ; (2) Service d'Hématologie ;
(3) Unité de Génomique Fonctionnelle; (4) Pathologie Moléculaire Ins-
titut de Cancérologie Gustave Roussy, Villejuif, France

Des anomalies cytogénétiques caractérisent les leucémies secondaires a des
traitements de cancers ou d'hémopathies : pertes totales ou partielles du 5 ou
7 aprés alkylants, translocations équilibrées concernant la bande 11q23 aprés
anti-topoisomérases 1I. D’autres anomalies moins spécifiques comme la tri-
somie 8 ou la complexité s’observent également. Les bases génétiques de ces
anomalies restent encore mal connues. Ces altérations sont dans la plupart des
cas déséquilibrées et se prétent donc bien i une analyse fine par I"hybridation
génomique comparative sur micro array (aCGH) de haute résolution. Nous
avons étudié 25 cas de LAMs par aCGH pan-génomique de 244K oligonu-
cléotides Agilent en dye swap conjointement au caryotype et & la FISH : 5
patients avaient un caryotype normal, 11 cas avaient une translocation impu-
table aux anti-topoisomérases II (6 avec (11923 ;v), 2 avec inv(16), 2 avec
une t(15 ;17) et une t(8 ;21), 9 cas avaient d’autres anomalies dont sept avec
perte totale ou partielle du 7 classiquement lié aux alkylants et quatre de ces 9
cas étaient des caryotypes complexes. La résolution réelle obtenue a été
d’environ 50 kb en moyenne avec au moins 10 oligonucléotides consécutifs
retenus pour rendre un signal significatif. De cing & une dizaine de CNV (par
exemple NFIP1en 15q11 ou GSTT1 en 22q11) étaient observés dans tous les
cas et étaient identifiés par leur récurrence et I'identité des oligonucléotides
impliqués. Dans 11 cas aucune CNA (copy number aberration) n'a été
détectée : ils correspondaient & des caryotypes normaux ou a des transloca-
tions récurrentes isolées. D'une fagon générale, aucune délétion n’a été
détectée associée i une translocation équilibrée (10 cas). Aucune amplifica-
tion n’a été décelée. Onze cas ont un réarrangement d'IGH sans réarrange-
ment conjoint d"IGK et d'IGL. Il ne semble pas avoir de corrélation directe
avec le caryotype. La possibilité de détection de discrets réarrangements
démontre la résolution de ces micro-arrays. Un gain de 285 kb a été détecté sur
le groupe des génes HOX (HOXAG6, HOXA7, HOXA9, HOXA10)en 7pl5 dans
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trois cas. Cette région ne semble pas contenir de CNV et contient le
microARN mir-196b. Rappelons que la fusion NUP98-HOXA9 par
t(7 :11)(p15 ;pl5) est récurrente dans les LAM. Des investigations sont en
cours pour préciser ce mécanisme. Un gain de 5 Mb en 8q24.3 entre
140,92-145,88 Mb a été observé dans un cas. Ce gain est la plus petite région
minimum critique pour la trisomie 8 qui est une anomalie fréquente dans les
LAM. Il contient entre autres génes PTK2 et GLI4, deux oncogénes. Comme
MYC n’est pas inclus dans cette région, il ne joue probablement pas un réle
moteur dans la trisomie 8. Une perte de 1,4 Mb a été observée en 17q11. Il
contient entre autres le géne NF/ qui est un suppresseur de tumeur. A partir de
trois cas, une région minimum de 300 kb cible le géne RUNX en 21q21. Outre
son role bien connu dans la t (8 ;21) et ses multiples autres partenaires, ce
facteur de transcription peut étre muté dans des LAM et SMD. L’exploration
des LAMs, qui représente un outil cellulaire et biologique exceptionnel
puisque I'on connait des agents responsables des altérations de I'ADN des
cellules hématopoiétiques, ne fait que commencer. L'augmentation de
nombre de cas explorés par aCGH haute résolution permettra d’isoler certai-
nement de nouveaux geénes par les zones critiques.

Mots-clés : LAM, CGH-array, HOX.

ECO025/404. LYMPHOMES LYMPHOCYTIQUES ET LEUCEMIE
LYMPHOIDES CHRONIQUES: ANALYSE COMPARATIVE
CYTOGENETIQUE ET MOLECULAIRE

A. Daudignon (1), S.Poulain (1), D.Penther (2), F.Parmentier (2),
A, Legrand (1), P. Morel (3), J. Fernandes (4), P. Duthilleul (1), C. Bastard (2)
(1) Service d'Hématologie Immunologie Cytogénétique, CH de Valen-
ciennes ; (2) Service de Cytogénétique, Centre Henri Becquerel, Rouen ;
(3) Service d'Hématologie Clinique, CH de Lens ; (4) Service d’Hémato-
logie Clinique, CH de Valenciennes, Valenciennes, France

Introduction : Les lymphomes malins non hodgkiniens de type lymphocyti-
ques (SLL) sont des LNH de bas grade présentant des caractéristiques
communes avec les leucémies lymphoides chroniques (LLC) : il s’agit dans
les deux cas d'une prolifération clonale de petits lymphocytes B coexpri-
mant le CD5 et le CD19. Dans les SLL, I'infiltration tumorale est principa-
lement ganglionnaire, la lymphocytose sanguine est inférieure 4 4 G/L alors
que les LLC se définissent par la présence d'une lymphocytose supérieure
44 G/L. Toutefois, la plupart des SLL évoluent en LLC. C’est pourquoi SLL
et LLC sont considérés comme une méme pathologie dans la classification
OMS. Plusieurs marqueurs moléculaires définissent des sous groupes pro-
nostiques dans les LLC : la délétion 13q14 isolée associée a4 un bon pro-
nostic, la délétion 11g22 (locus du géne ATM) et la délétion 17p13 (au locus
TP53) définissant un groupe de mauvais pronostic. La valeur pronostique
de la trisomie 12 reste discutée. L'analyse de I'état mutationnel des génes
de parties variables des chaines lourdes des Immunoglobulines (VH) iden-
tifie également deux groupes pronostiques : la non mutation des génes VH
est considérée comme facteur indépendant de mauvais pronostic. Par ail-
leurs, les réarrangements en VH3-21 dans les LLC identifient un sous
groupe de patient dont I'évolution clinique est plus péjorative, indépendam-
ment du statut mutationnel VH. L'objectif de notre étude est donc d’étudier
la distribution de ces différents marqueurs dans un groupe sélectionné de
SLL et de les comparer aux LLC. Matériel et Méthodes : 22 patients atteints
de SLL, pour lesquels du matériel tumoral exclusivement ganglionnaire
¢tait disponible et 141 patients atteints de LLC ont été analysés. Une étude
en cytogénétique conventionnelle (caryotype) et moléculaire a été menée.
Les délétions 11q22-3,13q14, 17p13 et de la trisomie 12 ont été recherchées
par hybridation in situ avec sondes fluorescente (FISH) (Vysis Abbott Dia-
gnostic) et/ou Quantitative Multiplex PCR of Shorts Fragments (QMPSF).
Apres extraction de I'ADN, le statut mutationnel du géne VH a été analysé
par séquencage (ABI PRISM3100) : le profil non muté (VH-U) a été défini
par un pourcentage d’homologie de séquence > 2 98 % apres interrogation
des bases de données IMGT et/ou IgBlast. Les résultats ont été comparés
une série de 141 patients atteints de LLC (77,6 % stade A, 7.2 % stade B,
15,2 % stade C selon la classification de Binet). Résultats : Les résultats
(caryotype, QMPSF et FISH combinés) montrent des différences dans la
répartition des anomalies chromosomiques entre les deux groupes de
patients. La fréquence de la trisomie 12 est significativement plus élevée
dans les SLL que dans les LLC : respectivement 36 % et 13,5 % des cas
(p=0,013). La délétion 13q14 isolée est I'anomalie la plus fréquemment
retrouvée dans les LLC (41 % des cas) alors qu’elle n’est retrouvée que dans
9 % des cas de SLL (p=0,004). Aucune différence significative de fré-
quence de la délétion 17p et délétion 11q n'a été observée entre les LLC et
les SLL. Dans le groupe des SLL (n = 15), 29 % des patients présentent un
profil VH-U. Aucune différence significative de répartition des statuts
VH-U et VH-M (mutés) n’a été observée entre les deux groupes. La famille
VH la plus fréquemment réarrangée les LLC comme dans les SLL est la
famille VH3, avec cependant une nette prédominance dans les SLL (78 %
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des cas versus 47 % des cas de LLC ; p=0,026). Enfin, une fréquence
significativement plus élevée de réarrangement en VH3-21 a été observée
dans le groupe SLL (n = 15) par rapport au groupe LLC (n= 141) (21,5 %
versus 4,2 % ; p=0,036). Conclusion : Les SLL se différencient donc des
LLC par la fréquence de réarrangement en VH3 et en particulier en VH3-21,
réarrangement associé & un pronostic plus péjoratif dans les LLC. De méme,
la distribution des trisomies 12 et délétions 13q14 distingue les LLC des
SLL. La valeur pronostique clinique de ces anomalies reste & évaluer.

Mots-clés : statut  mutationnel,
cytogénétique.
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WCO26 / 252. CARACTERISATION MOLECULAIRE DE
L’AMPLICON 12Q13-15 ET IDENTIFICATION DE NOUVEAUX
ONCOGENES CIBLES DANS LES LIPOSARCOMES BIEN
DIFFERENCIES

L. Bianchini (1), A. Italiano (1, 2), F. Keslair (1), F. Pedeutour (1)

(1) Laboratoire de Génétique des Tumeurs Solides-CHU de Nice et CNRS-
UMRG6543, Nice; (2) Service d'Oncologie Médicale-Centre Antoine-
Lacassagne, Nice, France

Introduction : Les chromosomes surnuméraires géants ou en anneau carac-
téristiques des liposarcomes bien différenciés et dédifférenciés (LBD/LDD)
contiennent des séquences amplifiées issues de la région 12q13-15. Les
génes MDM?2 and CDK4 sont habituellement considérés comme les cibles
de I'amplicon 12q. Cependant, la plupart des données ont été obtenues avant
I’établissement de cartes génomiques précises et complétes et étaient basées
sur de petites séries d'échantillons de LBD/LDD. Notre objectif était de
définir de fagon précise la structure de I'amplicon 12q13-15 et d'identifier
de nouveaux génes cibles de I'amplification. Matériel et Méthodes : Nous
avons analysé une série de 38 LBD/LDD par hybridation in situ en fluores-
cence (FISH) a Il'aide de 17 sondes BAC recouvrant la région
CDK4-MDM2., De plus, nous avons étudié par RT-PCR quantitative
(Q-RT-PCR) le profil d’expression de MDM2, CDK4, CHOP/DDITS3,
HMGA2 et GAS41/YEATS4 dans 11 des 38 cas. Résultats et discussion :
Nous avons montré la présence de deux amplicons distincts centrés respec-
tivement autour de MDM?2 et CDK4. MDM2 et CDK4 constituant donc le
cceur de deux événements d’amplification distincts dans les LBD/LDD.
Nous avons observé que, dans tous les cas, la limite centromérique de
I"amplicon CDK4 est localisée de fagon constante précisément en aval de
I"extrémité 5° de CHOP/DDIT3 en 12q13 ce qui suggére que CHOP/DDIT3
pourrait étre dérégulé par la proximité de I"amplicon. CHOP/DDIT3 est un
géne déja connu pour étre le siége d'un point de cassure dans les liposar-
comes myxoides (LM). Nos résultats de Q-RT-PCR montrent que CHOP/
DDIT3 est surexprimé dans 9 des 11 cas ce qui démontre que CHOP/DDIT3
est non seulement impliqué dans la pathogenése des LM mais également
dans un sous-groupe de LBD/LDD. Le géne HMGA2 est localisé entre
CDK4 et MDM2. HMGA2 est connu pour étre le siége de remaniements
structurels dans les lipomes ainsi que dans d’autres tumeurs mésenchyma-
teuses bénignes. Nous avons montré que HMGA2 était amplifié et remanié
dans tous les cas (100 %). Nos résultats suggérent que la région de HMGA2
pourrait étre une « zone fragile » dont la perturbation constituerait un évé-
nement majeur dans la pathogenése des tumeurs adipocytaires a la fois
bénignes et malignes. Dans les LBD/LDD, la cassure de HMGA2 pourrait
étre le point de démarrage des mécanismes de « cassure-fusion-pont » qui
sont impliqués dans 1'amplification génomique. Nous avons également
montré que le géne GAS4/ était co-amplifié avec MDM2 dans 29 cas
(83 %). La surexpression de GAS4/ a été détectée dans 10 des 11 cas (91 %)
analysés par Q-RT-PCR. GAS4/] a été décrit & I'origine comme fréquem-
ment amplifié dans les gliomes. Des études récentes ont mis en évidence le
réle potentiel de GAS4/ dans la tumorigenése via son action sur la voie p53.
Nos résultats suggérent que GAS4/ pourrait jouer un rble important dans la
tumorigenése des LBD/LDD. En conclusion, notre étude met en évidence
I"implication de plusieurs oncogeénes autres que MDM2 et CDK4 dans la
pathogenése des LBD/LDD. Des investigations ultérieures seront néces-
saires pour identifier les implications de ces données sur le plan clinique.

Mots-clés : liposarcoma, amplification, RT-PCR quantitative.
Session Simultanée « Génétique Clinique »

ECO27 / 406. MICRODUPLICATION NF1, PREMIER RAPPORT
CLINIQUE : ASSOCIATION AVEC RETARD MENTAL LEGER,
CALVITIE PRECOCE ET HYPOPLASIE DE L’EMAIL
DENTAIRE ?

B. Grisart (1), K. Rack (1), S. Vidrequin (1), P. Hilbert (1), P. Deltenre (2),
C. Verellen-Dumoulin (1), A. Destrée (1)
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(1) Centre de Génétique Humaine, Institut de Pathologie et de Génétique,
Gosselies, Belgique ; (2) Service d'Hépatogastroentérologie, Hopital de
Jolimont, Haine-Saint-Paul, Belgique

La microdélétion du locus NFI1 est un réarrangement génétique fréquent
responsable de 5 % des cas de neurofibromatose. La majorité des cas est
liée & des mutations apparues dans le géne NFI. Les porteurs de la micro-
délétion NF1 présentent des symptomes plus sévéres que ceux ayant une
mutation ponctuelle : retard mental, anomalies cardiaques et traits dysmor-
phiques. Nous rapportons ici le cas de deux fréres qui présentent une micro-
duplication du locus NF1 identifiée par hybridation génomique compara-
tive sur micropuces (CGH microarray) dont la taille correspond exactement
i celle de la microdélétion responsable des cas de NFI. Les principales
caractéristiques phénotypiques qui semblent liées & ce réarrangement sont :
un retard mental léger, une apparition précoce d’une calvitie (dés 1'dge de
14 ans), une hypoplasie de 1'émail dentaire et quelques traits dysmorphi-
ques. Les points de cassure de cette duplication coincident avec des
séquences répétées impliquées dans la microdélétion de 1,5 Mb du locus
NFI. Les sites de recombinaison impliqués dans la microdélétion NF1 sont
€galement localisés 4 proximité des points de cassure déterminés par hybri-
dation génomique comparative sur micropuces. Il est donc trés probable
que cette microduplication soit apparue par recombinaison homologue non-
allélique, en utilisant les mémes sites de recombinaison que ceux utilisés
lors de I'apparition de la microdélétion du locus NF1. L’examen clinique
des autres membres de cette famille suivi d’une étude du locus NF1 par
MLPA (Multiplex Hybridization Probe Assay) a permis d*établir qu'une
sceur et deux demi-fréres des patients portent également cette microdupli-
cation de méme que leur pére et un demi-frére de celui-ci. Un des deux
demi-fréres semble normal de méme que la sceur des patients. Le pére des
patients présente un retard mental léger, a développé une calvitie dés 1'dge
de 18 ans et a souffert d'une hypoplasie de 1'émail dentaire, rendant ses
dents cassantes dés I'enfance. Le demi-frére de ce dernier présente un
retard mental modéré, une petite taille, une calvitie précoce et une dys-
morphie faciale. Ceci démontre que cette microduplication ségrége depuis
au moins deux générations dans cette famille. La microdélétion et la micro-
duplication tirent vraisemblablement leur origine d’un méme accident de
recombinaison donnant lieu d'une part a la microdélétion NF1, largement
documentée dans la littérature, et & la microduplication NF1 qui & ce jour
n'a jamais été décrite. En conclusion, notre étude décrit 7 cas de micro-
duplication NF1 au sein d’une famille. Des caractéristiques phénotypiques
trés similaires ont été observées chez les individus porteurs bien que deux
d'entre eux semblent normaux. Une hétérogénéité dans I'expression du
phénotype li€ a cette microduplication pourrait expliquer ce fait comme
c'est le cas pour d’autres syndromes tels que la duplication du locus res-
ponsable du syndrome de Smith-Magenis et la duplication correspondant
au syndrome de Williams.

Mots-clés : NF1 microduplication, hybridation génomique comparative,
recombinaison homologue non-allélique.

BWCO28 / 695. PHENOTYPE D’UNE COHORTE DE PATIENTS
PORTEURS DE MUTATIONS FAUX SENS RARES DU GENE
CFTR

F. Cabet/Bey-Omar (1), F. Ploye (1), G. Bellon (2), 1. Durieu (3), F. Prieur
(4), 1.Y. Bayle (5), Y. Morel (1)

(1) Centre de Biologie et pathologie est, Bron, France ; (2) Service de
pneumologie, Hopital Debrousse, Lyon, France ; (3) Service de pneumo-
logie, CHU Lyon Sud, Pierre Bénite, France ; (4) Service de génétique,
Hépital Nord, Saint Etienne, France ; (5) Service de pneumologie, Hopital
Louis Pradel, Bron, France

La découverte d'une mutation faux sens rare du géne CFTR chez des
patients suspects de mucoviscidose ou lors du dépistage néonatal nécessite
une évaluation de la gravité de cette mutation. Depuis le clonage du géne
en 1989, plus de 1 500 mutations ont été répertoriées : F508del représente
prés de 70 % des alleles identifiés chez les patients et 4 autres mutations
sont représentées i plus de 2 %. Mais la fréquence de certaines mutations
peut varier énormément d’un groupe ethnique a 1'autre. La fonction pul-
monaire, I'dge de début de la maladie et le taux de chlore sudoral sont
difficilement corrélés & un génotype particulier, seule la fonction exocrine
pancréatique peut I'étre. En revanche, il existe peu de données concernant
les patients homozygotes ou hétérozygotes composites pour une mutation
rare. Les études fonctionnelles in vitro de ces mutations sont difficiles et
rarement faites. Parmi les 580 patients génotypés dans notre laboratoire
depuis 1989, 53 patients (les patients du dépistage néonatal sont exclus)
sont homozygotes ou hétérozygotes composites pour 1'une des mutations
rares suivantes : E60K, E92K, L137R, HI99R, P205S, L206W, L227R,
V232D, S549N, L5588, AS61E, S589N, G622V, G628R(G>A), S902R,

e 59451, M9521, G970R, S977P, S977F, D993G, Y1014C, Y1032C. Nous
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rapportons une description précise de leur phénotype incluant 1'ige du
diagnostic, les manifestations respiratoires et leur retentissement
(EFR,VEMS), le test de la sueur, I'élastase fécale et I'évolution globale
avec le plus souvent un recul important allant de 6 & 38 ans et le comparons
aux rares cas rapportés dans la littérature. Prenons le cas de la mutation
p.G628R (c.G2014A) décrite comme sévere parce que 2 formes séveéres
ont été rapportées dans la littérature et qu’elle est située dans la partie
N-terminale du R Domaine connue pour avoir un role important dans la
régulation de CFTR. Nous avons quatre patients, I'un homozygote pour
cette mutation, les trois autres hétérozygotes composites avec F508del.
Trois ont été diagnostiqués durant les 18 premiers mois de la vie devant
un épisode aigu broncho-pulmonaire et des tests de la sueur positifs (96-116
mmol/l), I"autre en prénatal. Actuellement les 4 patients dgés respective-
ment de 6 ans, 9 ans, 22 et 25 ans ont une fonction respiratoire normale
et une absence d'insuffisance pancréatique exocrine (élastase fécale nor-
male). Néanmoins des épisodes aigus (pancréatite aigue a 15,5 ans, asper-
gillose broncho-pulmonaire & 18 ans chez une patiente) ont régressés sous
traitement sans laisser de séquelles. Que faut-il conclure si on compare
nos patients avec ceux de la littérature : phénotype modéré influencé par
d’autres facteurs (environnement ? génes modificateurs 7...). En conclu-
sion, la compilation des phénotypes des patients ayant des mutations faux-
sens rares du géne CFTR est nécessaire pour améliorer la prise en charge
de nouveaux patients et proposer un conseil génétique adéquate.

Mots-clés : CFTR, mucoviscidose, mutations rares.

WCO29 / 563, LE DEFICIT EN DLD: UNE NOUVELLE ETIO-
LOGIE DU SYNDROME DE REYE. ETUDE DE TRAITEMENTS
ANAPLEROTIQUES IN VITRO

J.B. Arnoux (1), D. Chrétien (1), V. Valayannopoulos (2), A.S. Lebre (1),
AM. Bertrand (3), L. Hubert (1), A. Munnich (1), P. de Lonlay (1) (2),
Y. de Keyzer (1)

(1) Inserm U781, Département de Génétique, CHU Necker-Enfants Malades,
Paris ; (2) Unité de Métabolisme Pédiatrique, CHU Necker-Enfants
Malades, Paris ; (3) Service d'Endocrinologie, CHU de Besangon, France

Le syndrome de Reye se traduit par |'association d'une insuffisance hépa-
tique aigue et d’une encéphalopathie. Une famille, suivie dans notre ser-
vice, se compose de six enfants, dont trois présentent depuis leur naissance
des syndromes de Reye a répétition. La cartographie par homozygotie a
défini une région d’homozygotie sur le chromosome 7, contenant des génes
codants des enzymes de voies métaboliques déja incriminées dans le syn-
drome de Reye, ainsi que le géne de la Dihydrolipoamide Déshydrogénase
(DLD), déja impliquée dans des retards mentaux. La mesure de I'activité
de la DLD par spectrophotométrie & partir d"homogénat de fibroblastes de
deux patients montre des activités inférieures a la normale, 2 9 et 11 nmol/
min/mg de protéines (normale 38 + 4 nmol/min/mg), de méme dans le foie
4 8 nmol/min/mg (normale 116 + 21). Le séquengage du géne chez les
patients révéle une mutation homozygote faux-sens au niveau du premier
nucléotide de I'exon 9 conduisant a la substitution de la glycine 229 en
cystéine. Cette mutation n’a pas été retrouvée dans 200 ADN contrdles.
Un déficit du complexe III de la chaine respiratoire (CR) mitochondriale
ainsi qu'une déplétion a 17 % de I"’ADN mitochondrial ont été identifiés
dans le foie de ces patients. La DLD correspond & la sous-unité E3 des
complexes Pyruvate Déshydrogénase (PDH) et Alpha Cétoglutarate Déhy-
drogénase (KGDH), situés respectivement dans une voie anaplérotique du
cycle de I'acide citrique (CAC) et dans le CAC lui méme. Notre hypothese
est que cette mutation en altérant I'activité globale du CAC contribue a
I'apparition d'un déficit respiratoire secondaire et, par des mécanismes
encore inconnus, & la diminution du nombre de copies de I'ADN mito-
chondrial (mt). Dans ce cadre, des substrats anaplérotiques restaurant en
partie I'activité du CAC en aval des enzymes déficitaires pourraient nor-
maliser les anomalies mitochondriales secondaires. Aussi, nous avons tenté
d’améliorer I'activité du CAC dans les fibroblastes de ces patients 1) en
compensant le déficit au niveau de la PDH et KGDH par I'acide lipoique ;
2) en stimulant les voies anaplérotiques en aval des déficits par I'apport
d’aspartate, de nonanoate ou de citrate. Les mesures de I'activité de la
chaine respiratoire, de I'activité globale du CAC et de I'abondance de
I’ADNmt permettront d’évaluer les effets de ces stratégies. Les premiers
résultats montrent que 48 h de traitement par nonanoate | mM stimulent
I"activité des complexes 11 et IV de la CR. En revanche, les fibroblastes
ne paraissent pas adaptés a I'étude des variations du nombre de copies
d’ADNmt. Ainsi, les anomalies du géne E3 apparaissent comme une nou-
velle cause de syndrome de Reye, avec déficit secondaire de la chaine
respiratoire mitochondriale. Notre travail évalue in vitro le potentiel thé-
rapeutique des approches anaplérotiques dans les maladies métaboliques.

Mots-clés : syndrome de Reye, dihydrolipoamide déshydrogénase,
anaplérose.
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ECO030/277. RESTAURATION DE LA DYSTROPHINE CHEZ DES
PATIENTS DMD PAR SAUT D’EXON THERAPEUTIQUE

S. Mercier (1), F. Daoud (1), P. Nusbaum (1), F. Leturcq (2), P. Dreyfus
(3), N. Deburgrave (2), C. Beugnet (2), J.-C. Kaplan (2), J. Chelly (1),
L. Garcia (3), A. Avril-Delplanque (3)

(1) Département de Génétique et Développement, UMR 8104, Université
Paris Descartes/CNRS, Institut Cochin, Paris, France ; (2) Laboratoire de
Biochimie et Génétique Moléculaire, Hopital Cochin, Paris, France ; (3)
UMR § 787, Inserm/UPMC-Paris 6, Institut de Myologie, Paris, France

Les dystrophinopathies sont des dystrophies musculaires progressives liées
au sexe caractérisées par des mutations dans le géne DMD qui code une
protéine sub-sarcolemmique, la dystrophine. Dans les formes sévéres de
type Duchenne (DMD), les mutations en cause sont en général des muta-
tions « perte de fonction » qui entrainent un décalage du cadre de lecture
ou la création d’un codon non-sens prématuré et donc une production de
dystrophine trés compromise. En revanche, dans les formes moins sévéres
de type Becker (DMB), les mutations sont compatibles avec la production
d'une dystrophine qualitativement altérée et/ou quantitativement diminuée,
mais relativement fonctionnelle. En effet, la structure fonctionnelle de la
dystrophine tolére I'ablation de certaines régions internes 2 condition que
la phase du transcrit soit préservée. La stratégie du saut d’exon thérapeu-
tique (SET) a été développée a partir de ces observations. Le SET vise i
rétablir la phase du transcrit du géne DMD par modulation de I'épissage
et permettre 1'expression d’une dystrophine tronquée mais quasi-fonction-
nelle. Nous avons utilisé la stratégie de SET basée sur I'expression d'un
«petit » ARN nucléaire modifié¢, U7snRNA, qui contient une séquence
complémentaire d’une séquence-clé pour |'épissage de 1'exon cible. Le
U7snRNA modifié va ainsi masquer la reconnaissance de cette
séquence-clé par le spliceosome et permettre le saut de 1’exon cible. Cette
stratégie a déja été validée dans des essais pré-cliniques dans le modéle
murin mdx avec des résultats trés concluants et des essais sont en cours
chez le gros animal (chien GRMD). Il s'agit d’une des stratégies théra-
peutiques les plus prometteuses pour les prochains essais cliniques chez
les patients DMD. Dans cet objectif, nous avons voulu valider cette stra-
tégie, ex vivo, sur des cultures primaires de patients DMD candidats au
SET. D’une part, nous avons testé le SET via U7snRNA modifié sur des
cultures primaires de myoblastes de patients DMD issues de biopsies mus-
culaires. Nous avons pu montrer que le saut de 1'exon 51 sur le transcrit
du géne DMD était trés efficace pour 2 patients porteurs respectivement
d'une délétion des exons 45 & 50 et des exons 49 a 50. Par Western-Blot,
nous avons observé qu'aprés saut d’exon, la dystrophine était restaurée
sous sa forme tronquée dans les cultures de ces myoblastes. D’autre part,
pour certains patients, la biopsie musculaire n’est pas ou plus praticable
et nous ne disposons que de fibroblastes provenant de biopsies cutanées.
Nous avons donc induit la différenciation de fibroblastes en myoblastes
par intégration du géne MyoD puis testé le SET sur ces fibroblastes myoin-
duits de patients DMD. Nous avons également montré une trés bonne
efficacité du SET sur le transcrit du géne DMD dans ces fibroblastes
myoinduits et la restauration d’une dystrophine tronquée synthétisée par
ces cellules. Nous avons injecté ces myoblastes et ces fibroblastes myoin-
duits traités par SET dans des souris SCID-mdx, modéle murin de DMD
tolérant la greffe de cellules humaines en raison de leur déficit immunitaire
sévere. Nous pourrons apprécier les capacités myogéniques de ces cellules,
Iefficacité du SET ainsi que le maintien et la fonctionnalité de la dystro-
phine restaurée dans ces cellules in vivo. Ces expériences devraient
confirmer I'intérét majeur du saut d’exon dans les stratégies thérapeutiques
pour la dystrophie musculaire de Duchenne.

Mots-clés : dystrophie musculaire de Duchenne, saut d’exon thérapeu-
tique, myoblastes.

ECO31 / 112. BASES GENETIQUES DE LA CORRECTION DES
DEFICITS EN VLCAD PAR LE BEZAFIBRATE DANS LES FIBRO-
BLASTES DE PATIENTS

S. Gobin-Limballe (1, 2), F. Djouadi (1), F. Aubey (1), S.Olpin (3),
B.S. Andresen (4), S.Yamaguchi (5), H.Mandel (6), T.Fukao (7),
J.P.N. Ruiter (8), R.J.A. Wanders (8), R. McAndrew (9), J.J. Kim (9) et
J. Bastin (1)

(1) CNRS UPR 9078, CHU Necker-Enfants Malades, Paris ; (2) Service
de Génétique Médicale, Hépital Necker-Enfants malades, Paris; (3)
Department of Clinical Chemistry, Sheffield Children’s Hospital, United
Kingdom ; (4) Research Unit for Molecular Medicine, Aarhus University
Hospital, Denmark ; (5) Shimane University School of Medicine, Japan ;
(6) Paediatric Metabolic Unit, Rambam Medical Center, Haifa, Israel ;
(7) Department of Pediatrics, Gifu University, Japan:@ (8) Academic
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Medical Center, University of Amsterdam, The Netherland ; (9) Medical
College of Wisconsin, Milwaukee, USA

Introduction : La b-oxydation mitochondriale des acides gras a chaine
longue (AGCL) est la principale source d’énergie de nombreux tissus péri-
phériques (cceur, muscles squelettiques) au cours de I'exercice physique ou
stress physiologiques. La premiére des 4 étapes de cette voie métabolique est
catalysée par la VLCAD (Very-Long Chain Acyl-CoA Dehydrogenase)
dont le déficit peut se manifester par 3 phénotypes : 1/ cardiomyopathie
néonatale (souvent létale) 2/ insuffisance hépatique infantile, 3/ myopathie
adulte (intolérance a 'effort, rhabdomyolyse). A ce jour, environ une cen-
taine de mutations du géne codant pour |'enzyme (17p11) ont été décrites,
mais aucune relation génotype-phénotype n'est clairement établie hormis
que les mutations séveres (délétions, non-sens) sont principalement asso-
ciées aux phénotypes les plus graves. Notre groupe s’intéresse a la mise en
place d’un traitement pharmacologique des déficits enzymatiques de la
b-oxydation mitochondriale par le bézafibrate, une molécule qui agit comme
activateur transcriptionnel via les PPAR (Peroxysome Proliferator-Acti-
vated Receptor). Entre autres, une premiére étude menée  partir d'une petite
cohorte de fibroblastes de patients déficitaires en VLCAD a montré qu’il
était possible d’augmenter, et dans certains cas de restaurer, les capacités
d’oxydation des AGCL en traitant ces cellules par le bézafibrate. But du
travail : Mener une large étude permettant d’établir une corrélation entre le
génotype, le phénotype et la capacité de correction du flux d'oxydation par le
bézafibrate dans les déficits en VLCAD. Matériel et méthode : L’étude a été
menée a partir des fibroblastes de 33 patients déficitaires en VLCAD,
recrutés dans le cadre d’une collaboration a I'échelle mondiale (33 géno-
types, 45 mutations différentes). Les cellules des patients versus contrdle ont
été traités par 400 uM de bézafibrate pendant 72 h. Nous avons analysé
I’évolution de différents paramétres biochimiques (flux de b-oxdation des
AGCL, activité enzymatique, transcription). Certaines des mutations ont été
analysées & partir d’un modgle prédictif 3-D de la VLCAD déduit du modele
cristallographique de la MCAD (isoforme spécifique des acides gras & chaine
moyenne). Résultats : Nos résultats confirment que 1"augmentation du flux
de b-oxydation mesurée dans les fibroblastes des patients est consécutive &
une augmentation du niveau des transcrits de la VLCAD et de I'activité
enzymatique. Nous avons pu classer les 33 génotypes en 3 groupes distincts
selon qu’il y a une restauration du flux de b-oxydation (n = 14), une augmen-
tation significative (n = 7) ou aucune réponse (n = 12) aprés traitement des
fibroblastes par le bézafibrate. De fagon cohérente, les 21 des 33 génotypes
qui répondent significativement au traitement correspondent a des patients
de phénotype modéré alors que les génotypes qui ne répondent pas au
traitement sont associés aux phénotypes séveres. De plus, nos données bio-
chimiques, couplées a 1'analyse croisée des génotypes (combinaison des
mutations les unes avec les autres), a permis de définir le degré de sévérité de
certaines mutations faux-sens. Les mutations faux-sens, pour lesquels les
données biochimiques ne permettaient pas de conclure, ont été analysées
dans le modele prédictif 3-D de la VLCAD. Les résidus mutés associés i un
génotype non répondeur au traitement seraient localisés au niveau de sites
essentiels A I'intégrité de 1'enzyme (fixation du substrat ou du cofacteur)
alors que ceux associés & un génotype répondeur seraient impliqués dans la
stabilité de la protéine. Conclusion : Cette approche d'analyse de la capacité
arestaurer le flux de b-oxydation dans les fibroblastes de patients déficitaires
en VLCAD, en réponse au traitement par le bézafibrate, est un outil simple
permettant d’établir une relation entre le génotype et le phénotype. De plus,
les données de cette étude ouvrent sur de nombreuses applications : essai
clinique, prédiction du phénotype (dépistage néonatal...).

Mots-clés : métabolisme, thérapie pharmacologique, mutations.

ECO32 / 329. SYNDROME DE NANCE-HORAN : ETUDE CLI-
NICO-MOLECULAIRE DE 25 FAMILLES

S. Mercier (1), B. Dessay (1), N. Ronce (1), T. de Ravel (2), J. Kaplan (3),
D. Héron (4), A.Nemeth (5), Y. Hilforst-Hofstee (6), J. Goodship (7),
R. Hennekam (8), A. Plomp (9), A. Rossi (10), C. Walgren Pettersson (11),
R. Newbury-Ecob (12), N. Oyen (13), P. Bitoun (14), J. Hartsfield (15),
A, Toutain (1)

(1) Service de Génétique, Hépital Bretonneau, CHU, Tours ; (2) Centre
for Human Genetics, Leuven, Belgique ; (3) Service de Génétique, Hapital
Necker-Enfants Malades, Paris ; (4) Service de Génétiqgue Médicale, GH
Pitié-Salpétriére, Paris; (5) Department of Clinical Genetics, Oxford,
UK ; (6) Department of Clinical Genetics, Leiden, Pays Bas ; (7) Depart-
ment of Human Genetics, Newcastle upon Tyne, UK ; (8) Clinical Gene-
tics, Great Ormond Street Hospital, London, UK ; (9) Department of Oph-
thalmogenetics, Amsterdam, Pays Bas; (10) EFS, Bois Guillaume,
France ; (11) Department of Medical Genetics, Helsinki, Finlande ; (12)
Clinical Genetics Service, Bristol, UK ; (13) Center for Medical Genetics

and Molecular Medicine, Bergen, Norvége ; (14) SIDVA 91, Savigny sur o
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Orge, France ; (15) Department of Oral Facial Development, Indiana-
polis, USA

Le syndrome de Nance-Horan (NHS), également appelé « cataract-dental
syndrome » (Mc Kusick 302350), est une génopathie rare, semi-dominante
lie & I'X, caractérisée par la triade cataracte congénitale, anomalies den-
taires, dysmorphie faciale. A ce jour, 32 familles et 4 cas sporadiques (dont
2 cas chez des filles) ont été décrits dans la littérature. Les anomalies
oculaires chez les hommes consistent en une cataracte congénitale bilaté-
rale (100 % des cas), souvent une microcornée, rarement une microph-
talmie, et des complications post-chirurgicales souvent sévéres. La baisse
de I"acuité visuelle est en général majeure et conduit 4 une cécité partielle
voire totale. Les anomalies dentaires sont trés variées, les plus caractéris-
tiques sont le diastéme entre les incisives médianes, le mésiodens, 1'aspect
de dent de Hutchinson, la forme en « tournevis » en particulier des inci-
sives ainsi que I’aspect globuleux voire miriforme des prémolaires et des
molaires. La dysmorphie faciale typique consiste en un visage long et
allongé, un nez long et saillant et des oreilles de grande taille et décollées,
mais elle peut étre trés discréte. Les troubles neuro-psychiatriques sont
inconstants et décrits chez environ 30 % des hommes atteints. 11 s’agit
d’une déficience mentale, le plus souvent modérée ou légere, de retard
d’acquisitions motrices ou de signes autistiques. Chez les femmes hétéro-
zygotes, les signes ophtalmologiques sont trés souvent découverts &
I'examen systématique et se limitent dans la grande majorité des cas 4 une
cataracte suturale postérieure. Toutefois, de rares cas de cataracte congé-
nitale avec un retentissement sur ['acuité visuelle comparable & celui des
hommes atteints ont été rapportés. Les autres signes sont en général trés
atténués voire infracliniques. Aucune déficience mentale n’a été constatée
chez les femmes hétérozygotes jusqu’a présent. Nous présentons les résul-
tats d'une étude clinico-moléculaire portant sur une cohorte de 20 familles
et 5 cas sporadiques soit 53 hommes atteints et 52 femmes hétérozygotes.
L'étude moléculaire du géne NHS, localisé en Xp22.13, a permis d’iden-
tifier une mutation pathogéne pour 23 des 25 familles ou cas sporadiques
de notre cohorte représentant au total 22 mutations différentes réparties le
long du géne. Il s’agit principalement de mutations non-sens ou frameshift,
mais nous comptons également 3 délétions de grande taille et 1 mutation
faux-sens et | mutation intronique dont la localisation suggére un reten-
tissement sur |'épissage du transcrit. Une mutation semble récurrente
(p.Arg373X) puisqu'elle a été mise en évidence dans 2 familles de la
littérature et 2 familles de notre cohorte. La majorité de ces mutations sont
héritées sauf dans 3 cas ol les mutations sont survenues de novo. Ainsi,
en tenant compte des 13 autres mutations décrites dans la littérature, nous
portons & 35 le nombre total de mutations connues dans ce géne. L analyse
clinique et moléculaire de notre cohorte et de la littérature ne suggére pas
I'existence d’une corrélation génotype-phénotype dans le syndrome de
Nance-Horan.

Mots-clés :  syndrome de
génotype-phénotype.

BCO33/687. PHENOTYPE CLINIQUE DE 35 PATIENTS PRESEN-
TANT UNE DEFICIENCE MENTALE LIEE AU GENE ARX : NOU-
VELLES PERSPECTIVES POUR UN « SYNDROME ARX »
A.Curie (I, 2), G.Bussy (1, 2). S.Marignier (1), D.Lacombe (3),
C. Chiron (4), M. Cossée (5), B. Leheup (6), C. Philippe (6), V. Laugel
(7). A. De Saint Martin (7), G. Ponsot (8), K. Poirier (9), T. Bienvenu (9),
L. Souville (9), B. Gilbert (10), E. Bieth (11), D. Kaufman (12), D. Briot
(13), A. Messonier (14), F. Blanchard-Bouhajja (15), I. Mortemousse (16),
J.C. Lambert (17), R. Touraine (18), J. Chelly (9), C. Moraine (16), V. des
Portes (1, 2)

(1) Service de neuropédiatrie, Hopital Debrousse, Lyon ; (2) Institut des
Sciences cognitives, CNRS UMRS5230, Bron ; (3) Service de génétique,
CHU de Bordeaux ; (4) Service de neuropédiatrie, Hopital Necker-Enfants
Malades, Paris ; (5) Service de génétiqgue moléculaire, Strasbourg ; (6)
Service de génétique, Nancy ; (7) Service de pédiatrie, Strashourg ; (8)
Service de neuropédiatrie, Hopital Trousseau, Paris ; (9) Service de géné-
tique moléculaire, Hopital Cochin, Paris ; (10) Service de génétique, Poi-
tiers ; (11) Service de génétique, Toulouse ; (12) Fondation Sonnenhof,
Bischwiller ; (13) MAS de Courcouronnes ; (14) CHS, Limoges (15) Ser-
vice de psycho-réhabilitation des blessés de 'encéphale, MAS, Centre Hos-
pitalier Esquirol, Limoges ; (16) Service de génétique, Tours, (17) Service
de génétique, Nice ; (18) Service de génétique, Saint-Etienne, France

Le géne ARX est 'un des principaux génes responsables de déficience
mentale liée au chromosome X. Les mutations sévéres de ce géne sont
responsables du syndrome XLAG (X-linked Lissencephaly with Abnormal
Genitalia). D’autres mutations moins drastiques, dont la fréquente dupli-
cation de 24 paires de bases de I'exon 2, provoquent une déficience men-

Nance-Horan, cataracte, corrélation

s (ale, associée de maniére variable & une dystonie des mains (syndrome de

Partington) ou 2 une épilepsie (spasmes infantiles, crises généralisées, myo-
clonies). Certains patients ont une déficience mentale apparemment isolée,
considérée jusqu’a présent comme « non spécifique ». Patients et méthode :
La totalité des patients frangais atteints de déficience mentale sans mal-
formation cérébrale et porteurs d’une mutation dans le géne ARX identifiée
avant septembre 2006 a été recensée. 35 gargons, issus de 15 familles (sur
les 17 connues) ont accepté de participer & I'étude. Les données anamnes-
tiques précises et neuropsychologiques (QI obtenus aux échelles de Wech-
sler, échelle adaptative de Vineland) ont été obtenues. Les patients ont
tous été réexaminés cliniquement selon un protocole standardisé avec
examen filmé des praxies bucco-faciales et des praxies gestuelles, Afin de
vérifier la spécificité de ces signes cliniques, nous avons inclus selon la
méme procédure un groupe controle de patients trisomiques 21 apparié en
fige et QI. Résultats : Tous les patients présentaient une déficience mentale
(QI moyen 48), des particularités morphologiques communes (implanta-
tion des cheveux haute sur le front, ensellure nasale étroite, rétrognathisme
modéré, trouble de la statique) et une dyspraxie bucco-faciale et/ou une
dyspraxie gestuelle & un degré variable. La sémiologie de I'atteinte ges-
tuelle associe un défaut de programmation du geste (dyspraxie) et un
trouble de régulation du tonus (dystonie). Le trouble porte sur la qualité
de la pince pouce index, I'utilisation des 4° et 5° doigts et les manceuvres
de prono-supination. Sur le plan buccal, un défaut d’occlusion des Iévres
est au premier plan, se manifestant par une incontinence salivaire (incons-
tante), une difficulté a gonfler les joues, « faire un bisou » et articuler les
consonnes. La comparaison avec le groupe de patients trisomiques est trés
significative pour chacun des deux scores (p=0,0003 pour le score des
praxies gestuelles, et p=0,000005 pour le score des praxies buccofa-
ciales). Conclusion : Ces précisions sémiologiques permettent de définir
un syndrome clinique propre au géne ARX utile pour le diagnostic étiolo-
gique d'un retard mental inexpliqué, y compris dans les cas sporadiques.
Les vidéos de différentes formes cliniques de sévérité variable sont
présentées.

Mots-clés : mutation du géne ARX, déficience mentale liée a I'X, praxies
gestuelles et buccofaciales.

ECO34 / 30. MUTATIONS DU GENE DE LA PROGRANULINE
(PGRN) DANS LES DEMENCES FRONTOTEMPORALES : FRE-
QUENCE, SPECTRE MUTATIONNEL ET PHENOTYPES
ASSOCIES

I. Le Ber (1, 2, 3), A. Camuzat (1), D. Hannequin (4), F. Pasquier (5), A.
Rovelet-Lecrux (4), J. van der Zee (6, 7), F. Clot (1), A. Laquerriére (8),
S. Bakchine (9), M. Puel (10), M. Ghanim (1), L. Lacomblez (2, 11, 12),
1. Mikol (13), V. de la Sayette (14), S. Belliard (15), M. Vercelletto (16),
C. Duyckaerts (1. 11, 17), C. Van Broeckhoven (6, 7), J.-C, Lambert (18),
P. Verpillat (1), D. Campion (4), B. Dubois (2, 3, 11, 19), A. Brice (1, 2,
11, 20) et le réseau de recherche frangais sur les DFT/DFT-SLA

(1) INSERM UMRG79, Pitié-Salpétriére Hospital, Paris, F-75013 France ;
(2) AP-HP, Fédération des maladies du systéme nerveux, Pitié-Salpétriére
Hospital, Paris, F, 75013 France ; (3) Centre des Maladies Cognitives et
Comportementales, AP-HP, Pitié-Salpérriére Hospital, Paris, F-75013
France ; (4) INSERM U614 et Département de Neurologie, Rouen Uni-
versity Hospital, France ; (5) Department of Neurology and EA2691, Uni-
versity Hospital, Lille, France ; (6) Neurodegenerative Brain Diseases
Group, Department of Molecular Genetics, VIB, Antwerpen, Belgium ; (7)
University of Antwerp, Antwerpen, Belgium ! (8) Laboratoire de Newro-
pathologie, Rouen University Hospital, France ; (9) Service de Neurologie,
CHU Maison Blanche, Reims, France ; (10) Service de Neurologie, CHU
Purpan, Toulouse, France ; (11) Université Pierre-et-Marie-Curie 6, Paris
6 F, 75013, France ; (12) AP-HP, Hépital de la Salpétriére, Service de
pharmacologie, Paris, F, 75013, France ; (13) Service d'Anatomie et Cyto-
logie Pathologiques, Hopital Lariboisiére, Paris, France ; (14) Service de
Neurologie, CHU Cote de nacre, Caen, France ; (15) Service de Neuro-
logie, CHU, Rennes, France ; (16) Service de Neurologie, CHU Guillaume
et René Laénnec, Nantes, France ; (17) Laboratoire de Neuropathologie
R Escourolle, Hopital de la salpétriére, Paris, France; (18) INSERM
U744, Institut Pasteur, Lille, France ; (19) INSERM U610, Pitié-Salpé-
triere Hospital, Paris, F-75013 France ; (20) AP-HP, Hépital de la Sal-
pétriere, Département de génétique, cytogénétique et embryologie, Paris,
75013, France

Les démences frontotemporales (DFT) sont des maladies neurodégénéra-
tives de I'adulte se manifestant par des troubles comportementaux (variant
comportemental, vcDFT) et du langage (aphasie primaire progressive,
APP). Trente pour cent des patients présentent une histoire familiale de la
maladie compatible avec une transmission autosomique dominante. Des
mutations du géne PGRN ont été identifiées récemment dans des familles
atteintes de DFT liée au chromosome 17 et caractérisée par la présence
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d’inclusions neuronales ubiquitine-positives. Les mutations identifiées
entrainent une perte de fonction par haploinsuffisance. Nous avons analysé
ce géne chez 502 patients atteints de DFT (404 veDFT, 68 APP) ou de
syndrome apparenté (30 cas de dégénerescence cortico-basale) afin de
déterminer la fréquence des mutations de ce géne et les phénotypes asso-
ciés. Nous avons identifié 17 mutations nulles, dont 7 nouvelles mutations,
dans 24 familles. La présentation clinique chez les patients porteurs de
mutation est variable : 63 % des patients ont une forme comportementale
classique de DFT alors que 37 % ont un phénotype évocateur d’aphasie
progressive, de maladie d’Alzheimer, de démence a corps de Lewy ou de
syndrome corticobasal. Quarante et un pour cent des patients présentent
un syndrome parkinsonien, 52 % ont une apraxie gestuelle et 25 % ont des
hallucinations visuelles. La fréquence des mutations du géne PGRN dans
notre étude est de 5 % chez les patients atteints de vcDFT, et atteint 18 %
dans les formes familiales de veDFT. Des mutations de ce géne sont éga-
lement responsables de 3 % environ des formes apparemment sporadiques
suggérant la possibilité de mutations de nove ou d’une pénétrance incom-
plete. Cette étude souligne la grande variabilité des phénotypes associés
aux mutations du géne PGRN. La découverte de mutations chez des
patients sans histoire familiale et la possibilité d'une pénétrance incompléte
pour les mutations de ce géne doit conduire a modifier le conseil génétique
chez les patients atteints de DFT.

Mots-clés : PGRN, progranulin, GRN.
Session Simultanée « Oncogénétique »

WCO35 / 660. ESTIMATION DU RISQUE DE CANCER DU SEIN
ET DE L’OVAIRE DANS UNE COHORTE PROSPECTIVE DE
FEMMES PORTEUSES D'UNE MUTATION SUR LES GENES
BRCA : ETUDE NATIONALE GENEPSO

E. Mouret-Fourme (1), N. Andrieu (2) A. Chompret (3), M. Gauthier-
Villars (4), C. Lasset (5), J.-P. Fricker (6), P. Berthet (7), L. Faivre (8),
H. Sobol (9), E. Luporsi (10), L. Gladieff (11), M. Frénay (12), P. Gesta
(13), le Groupe Génétique et Cancer de la FNCLCC (14), C. Nogués (1)
(1) Centre René Huguenin, Saint-Cloud ; (2) Inserm U900 et Service de
Biostatistiques, Institut Curie, Paris ; (3) Institut Gustave Roussy, Ville-
Jjuif ; (4) Service d'Oncogénétique, Institut Curie, Paris ; (5) Centre Léon
Bérard, Lyon ; (6) Centre Paul Strauss, Strasbourg ; (7) Centre Frangois
Baclesse, Caen ; (8) CHU, Dijon ; (9) Institut Paoli-Calmettes, Marseille ;
(10) Centre Alexis Vautrin, Nancy ; (11) Institut Claudius Regaud, Tou-
louse ; (12) Centre Antoine Lacassagne, Nice, France : (13) CH G. Renon,
Niort ; (14) Groupe Génétique et Cancer incluant Stoppa-Lyonnet D,
Bonadona V, Huiart L, Dugast C, Lortholary A, Longy M, N Guyen TD,
Delnatte C, Guimbaud R, Vennin P, Eisinger F, Chevrier A, Bignon YlI,
Dreyfus H, Limacher JM, Demange L, Coupier I, Cohen-Haguenauer O,
Caron O, Zattara-Cannoni H, Adenis C, Venat-Bouvet L, Rossi A, Colas
C, Bonaiti C, Pujol P.

Introduction : La mise en place de la cohorte frangaise GENEPSO permet
un recueil standardisé de données et un suivi prospectif prévu sur 10 ans.
Un des objectifs de GENEPSO est d’estimer le risque de cancer du sein
et de I'ovaire 2 partir de données prospectives. En effet, les estimations du
risque de cancer du sein ou de I'ovaire des personnes ayant une altération
d’un des génes BRCA sont trés variables d'une étude a I’autre mais toutes
avec des risques plus élevées que ceux estimés dans la population générale.
Le risque de développer un cancer du sein avant 70 ans varie de 40 % &
85 % alors que ce risque est de I’ordre de 10 % dans la population générale.
Celui de développer un cancer de 1'ovaire avant 70 ans varie de 10 % a
63 9% versus | % dans la population générale. La plupart de ces estimations
ont €€ faites & partir de données rétrospectives avec des biais de recense-
ment qui sont plus ou moins bien pris en compte dans les analyses. Seules,
des études prospectives de porteurs indemnes de pathologie cancéreuse
permettra une estimation sans biais du risque de cancer. L'objectif de cette
présentation est donc de rapporter les premiéres estimations des risques de
cancer du sein et de 'ovaire effectuées a partir de 1'étude nationale
GENEPSO. Données et Méthodes : GENEPSO a été initiée en 2000 et a
inclus aujourd’hui 1 234 femmes et 191 hommes. Parmi ces 1 234 femmes,
643 étaient indemnes de pathologie cancéreuse i 1'inclusion dans la
cohorte. 62 % des femmes indemnes & I'inclusion présentent une mutation
délétére de BRCAI. L'age moyen au moment de I'inclusion dans la cohorte
est de 39 ans (médiane : 37 ans, rang : de 18 & 98 ans). Le suivi médian
des 643 femmes indemnes est de 2 ans (de 0 4 88 mois). Les risques relatifs
de cancer sont estimés par les Standardized Incidence Ratios (SIRs) avec
SIR = O/E. Le nombre de cancers attendus (E) est calculé & partir des
incidences de la population générale (L Remontet ef al., 2002). La période
de suivi est calculée a partir de la date d'inclusion dans la cohorte jusqu’a
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la date de dernieres nouvelles ou la date de diagnostic de cancer du sein
ou de I'ovaire. Les SIRs sont estimés en fonction du géne muté (BRCA/
ou BRCA2) et en fonction de la présence d'une chirurgie prophylactique.
Conclusion : Ces résultats constituent les premiers résultats issus de don-
nées prospectives a I’échelle nationale sur le risque de cancer de personnes
porteuses de mutations constitutionnelles BRCAI/BRCA2.

Mots-clés : BRCA1/2, cohorte, risque de cancer du sein/ovaire.

BWCO36 / 168. ANALYSE DES GENES BRCAI ET BRCA2 PAR
L’APPROCHE « HIGH RESOLUTION MELTING CURVE »

F. Coulet (1), F. Pires (1), S. Martin (1), A. Beaufils (1), F. Bergeron (1),
C. Colas (1), F. Soubrier (1)

(1) Laboratoire d'Oncogénétique et d'Angiogénétique Moléculaire,
Groupe hospitalier Pitié-Salpétriére, Paris, France

Les deux génes majeurs de prédisposition au cancer du sein et de I'ovaire
sont les génes BRCAI et BRCA2. Ce sont deux grands génes comprenant
respectivement 22 et 26 exons codants avec pour chacun un exon 11 par-
ticulierement grand comprenant respectivement 3 426 et 4 932 nucléotides.
Afin de faciliter I'exploration de ces 2 génes, nous avons évalué une tech-
nique de précriblage basée sur un nouveau type de détection d'hétérodu-
plexes : 1'approche « High Resolution Melting Curve ou HRM ». Cette
méthode est basée sur la dénaturation des amplicons double brin en pré-
sence de molécules fluorescentes de nouvelle génération s’incorporant uni-
formément dans la molécule d’ADN double brin. Des différences de la
diminution de la fluorescence pendant la dénaturation par la chaleur sont
mises en évidence chez un hétérodimére comparativement 4 un homodi-
mére. Nous avons réalisé ces tests sur le LightCycler 480 (Roche) (96
puits), en utilisant le réactif LightCycler 480 HRM master mix (Roche).
Nous avons transféré les amplicons que nous utilisions pour un précriblage
en DHPLC a cette technique. Le géne BRCA/ est analysé en 33 amplicons
sachant que 7 d’entre eux sont analysés en séquengage direct du fait de la
présence de polymorphismes fréquents. Parmi les 26 amplicons & mettre
au point avec la technique HRM, les amplifications ont toutes fonctionné
pour une méme température d’hybridation de 55 °C. Nous avons comparé
10 patients sans variant ni polymorphisme sur les génes BRCA/I et 2, 4 au
moins 1 variant par amplicon. Sur 34 variants testés, nous en avons détecté
33. La mutation non détectée est située sur I'exon 13: c.4305G>A,
p.GIn1396X, elle a pu étre détectée aprés déplacement de la position des
amorces. Le géne BRCA2 est analysé en 46 amplicons sachant que 3 d’entre
eux sont analysés en séquengage direct du fait de la présence de polymor-
phismes fréquents ou de I'absence de témoins mutés (exon 13). Pour le
géne BRCA2, 43 amplicons sont & mettre au point avec la technique HRM
et nous avons 110 variants & étudier. Actuellement 19 amplicons ont été
testés ainsi que 47 variants, et nous avons détecté 47/47 variants. Enfin
nous avons étudié la possibilité de dépister les grands réarrangements par
quantification des mémes amplicons utilisés pour I"application HRM. Nous
avons détecté, en rapportant I'amplicon d'intérét & un géne contdle, tous
les grands réarrangements recherchés sur le géne BRCA/ : 3 délétions de
'exon 2, une délétion de I'exon 3 ainsi qu'une duplication de I'exon 3.
Cette premiére phase de mise au point est trés prometteuse, il reste a
'appliquer a des séries plus étendues de patients. Certains amplicons doi-
vent étre modifiés afin d’éviter au maximum tout polymorphisme intro-
nigue connu pouvant géner |'interprétation. Cette technique est trés facile
i adapter A partir des protocoles destinés i d'autres techniques, rapide &
réaliser et peu codteuse. Elle présente I'avantage de nécessiter aucune
manipulation de post-PCR et de pouvoir coupler recherche de mutation
ponctuelle et de grand réarrangement. En revanche, la méthode d’analyse
reste a standardiser (choix de région d’analyse, sensibilité), et les ampli-
cons avec polymorphismes fréquents doivent étre maintenus en séquengage
direct pour éviter tout risque de masquer une mutation.

Mots-clés : BRCAI, BRCA2, HRM.

BCO37 / 548. PREDISPOSITIONS HEREDITAIRES AU CANCER
DU SEIN. EVALUATION DE LA COMPREHENSION ET DES
CONSEQUENCES DU RESULTAT NEGATIF DES RECHERCHES
GENETIQUES INITIALES

J. Woerle Boissy (1, 2), M. Charavel (1, 4), C. Lasset (2, 3), S. Dussart
(2, 3), S. Giraud (4), H. Dreyfus (5), D. Leroux (5), F. Prieur (6), V.
Bonadona (2, 3)

(1) Laboratoire Interuniversitaire de Psychologie, UPMF de Grenoble ;
(2) Unité de Prévention et d'Epidémiologie Génétigue, Centre Léon Bérard
a Lyon ; (3) Laboratoire de Biologie et Biométrie Evolutive, CNRS UMR
5558 Université de Lyon UCB Lyon 1 ; (4) Service de Gynécologie, HCL
de Lyon ; (5) Département de Génétique et Procréation, CHU de Gre-
noble ; (6) Service de Génétique, CHU de Saint Etienne, France
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Introduction : Nous avons initié une étude multicentrique dans la région
Rhéne-Alpes qui vise 4 évaluer auprés des patientes, la compréhension et
les conséquences du résultat négatif des recherches génétiques initiales
dans les prédispositions héréditaires au cancer du sein et de 1’ovaire. Objec-
tifs : L'objectif principal est d’évaluer, chez les patientes atteintes de cancer
du sein et/ou de I'ovaire, ayant accepté I'analyse des génes BRCAI et
BRCA2, I'impact et la compréhension de I'information délivrée au cours
de la consultation de rendu de résultat négatif et de tester 'apport d’un
support d'information remis i I'issue de la consultation. Nous souhaitons
également évaluer I'impact psychosocial de ce résultat chez les patientes
et ses apparentés. Population : Elle est constituée de patientes atteintes de
cancer du sein et/ou de 1'ovaire pour lesquelles une prédisposition hérédi-
taire au cancer est évoquée mais dont I'analyse des génes BRCAI et
BRCAZ2est négative. Nous avons randomisé les patientes en deux groupes :
Groupe A : Avec consultation et remise d’une note d’information ; Groupe
B : Avec consultation, sans note d’information. Nous souhaitons inclure
300 patientes auprés des quatre centres d’oncologie génétique de Rhone-
Alpes. Méthodologie 1. Elaboration d’un support d’information a partir de
la méthode Focus Group (Lasset Genetic Testing 2007). Ce document écrit
explique aux patientes ce qu’on entend par « résultat négatif ». 2. Elabo-
ration d'une grille d’entretien semi-directif. 3. Réalisation d’un entretien
téléphonique enregistré 4 I'aide d’un dictaphone. Les réponses aux ques-
tions « fermées » sont retranscrites sur une base de données. Un avis favo-
rable a été donné par la CNIL pour I'informatisation des données. 4. Ana-
lyse qualitative en cours concernant 60 patientes incluses. 5. Analyse
quantitative prévue sur toutes les femmes incluses, au cours du 1¥ semestre
2008. A ce Jjour, nous avons réalisé plus de 150 entretiens. En janvier 2008,
nous présenterons I'ensemble des données épidémiologiques ainsi que les
résultats qualitatifs issus de 1'analyse thématique des entretiens cliniques.
Caractéristiques (concernant 125 patientes) Cancer du sein : 123 femmes
Cancer de I'ovaire : 1 femme Cancer du sein et cancer de 1'ovaire : |
femme Age moyen au moment du diagnostic : 45 ans Age moyen le jour
de I'entretien : 54 ans Délai moyen entre la consultation et I’entretien : 7
semaines Durée moyenne d’un entretien : 20 minutes. Résultats prélimi-
naires : Nous observons des difficultés de compréhension de I'information
concernant le risque résiduel de mutation génétique. Le résultat serait mal
interprété en terme de risque majoré de cancer et cette « méconnaissance »
aurait des conséquences au niveau de la surveillance personnelle et fami-
liale. Les entretiens montrent des répercussions psychosociales chez les
patientes. Le fait de ne pas avoir identifi¢ une mutation génétique ne per-
mettrait pas aux patientes de « régler » la question de I'étiologie du cancer.
Nous constatons par ailleurs une banalisation de 1'enquéte génétique qui
peut avoir des conséquences sur les mesures de préventions. Enfin, la note
d’information apparait comme un complément utile de la consultation et
permet une meilleure compréhension des informations délivrées en consul-
tation. Conclusion : Il apparait que cette étude permettra d’améliorer
I'information transmise aux patientes et & leur famille dans le cadre d’ana-
lyses génétiques initiales non informatives. Nous pourrons élaborer un
cadre et des outils d’information complémentaires 2 la consultation si
I'étude montre un impact positif du document écrit. Nous pourrons appré-
hender les conséquences, en matiére de transmission et de compréhension
des messages, de l'usage de certains termes aussi complexes et parfois
ambigus que résultat « négatif » ou « non informatif ». Ce projet est sou-
tenu par la Ligue Nationale Contre le Cancer et la Fondation de France.

Mots-clés : prédispositions héréditaires au cancer du sein, information,
évaluation psychosociale.

HCO38/663. EFFET DU GENE GSTTI SUR LE RISQUE DU MELA-
NOME EN P ENCE DE MUTATIONS DU GENE CDKN?.% DE
VARIANTS DU GENE MCIR ET DES FACTEURS DE L’HOTE
DANS UN ECHANTILLON DE 25 FAMILLES FRANCAISES A
CAS MULTIPLES DE MELANOME

V. Chaudru (1), MT. Lo (1), F. Lesueur (2), K. Laud (2), H. Mohamdi
(1), C. Marian (2), M. Barrois (2), A. Chompret (2), MF. Avril (3), F.
Demenais (1), B. Bressac-de Paillerets (2)

(1) INSERM U794, Université d’Evry, Evry ; (2) Institut Gustave Roussy,
Villejuif ; (3) AP-HP Hépital Cochin, Université René-Descartes, Paris,
France

Introduction : les génes GST (Glutathion S-Transférase), impliqués dans
la détoxification des métabolites générés par 1'exposition au rayonnement
ultra-violet, pourraient jouer un role dans 1’étiologie du mélanome. Peu
d’érudes cas-témoins se sont intéressées 2 I'effet de ces génes sur le risque
de mélanome et ont conduit & des résultats contradictoires. Par ailleurs,
I'influence des geénes GST sur la pénétrance des mutations du géne
CDKNZA (conférant un risque élevé de mélanome dans au plus 50 % des

s familles 4 cas multiples de mélanome) n’a pas été étudié. Objectif : Notre

objectif a été d’étudier les effets de trois génes GST (GSTTI, GSTMI et
GSTPI) sur le risque de mélanome dans un échantillon de 25 familles
francaises & cas multiples de mélanome dans lesquelles une mutation du
geéne CDKN2A ségrégeait, et en tenant compte des autres facteurs de risque
tels I'exposition au soleil, les caractéristiques pigmentaires, les nevus et
les variants du géne MCIR (impliqué dans la pigmentation). Matériel et
Meéthodes : Les effets des génes GST et des autres facteurs sur le risque
de mélanome ont été estimés (1) dans I'échantillon total des 195 sujets
génotypés, et (2) dans le sous-échantillon des 96 sujets porteurs d’une
mutation de CDKN2A. L'ensemble des analyses ont été réalisées a I'aide
de régressions logistiques. Les corrélations familiales entre sujets appa-
rentés ont €té prises en compte dans les régressions en utilisant une
approche GEE (Generalized Estimating Equations). Résultats : Aucun effet
significatif des genes GSTMI et GSTP] sur le risque de mélanome n'a été
mis en évidence dans nos données. En revanche, le géne GSTT/ diminuait
significativement le risque de mélanome chez les sujets porteurs d’au moins
un allele nul par rapport aux sujets porteurs de deux alleles actifs, en
présence de mutations du géne CDKN2A et de variants du géne MCIR :
I'odds-ratio (OR) associé¢ a GSTT] était égal a 0,24 [0,10-0,58] dans
I"échantillon total et OR = 0,30 [0,10-0,92] dans le sous-échantillon des
sujets porteurs d’une mutation du géne CDKN2A. Les odds-ratios associés
i GSTTI étaient similaires lorsque les nevus (dysplasie et nombre élevé),
qui augmentent significativement le risque de mélanome en présence de
mutations du géne CDKN2A et des variants du géne MCIR, étaient pris
en compte dans les analyses. Discussion/Conclusion : L'effet protecteur
du géne GSTT! pourrait étre du 4 une augmentation du nombre de cellules
entrant en apoptose lorsqu'une accumulation d’événements génétiques
déléteres survient dans les mélanocytes. Ces résultats auraient toutefois
besoin d'étre confirmés dans d'autres populations.

Mots-clés : mélanome, glutathion S-Transférase, pénétrance du géne
CDKN2A.

BWCO039 / 127. ESTIMATION DES RISQUES TUMORAUX DANS
LE SYNDROME HNPCC : L’ETUDE ERISCAM

V. Bonadona (1), E. Yhuel (2), S. Olschwang (3), C. Lasset (1), S. Grand-
jouan (4), S. Manouvrier-Hanu (5), B. Buecher (6), R. Guimbaud (7), M.
Longy (8), C. Nogués (9), T. Frébourg (10), Le Groupe Génétique et
Cancer*, C. Bonaiti-Pellié (2)

(1) Université Lyon 1, UMR CNRS 5558, Centre Léon Bérard, Lyon ; (2)
Inserm, U535 ; Univ Paris Sud, Villejuif ; (3) Inserm, UMR 599 ; Institut
Paoli-Calmettes, Marseille ; (4) Hépital Cochin, Paris ; (5) CHU, Lille ;
(6) Centre René Gauducheau, Nantes ; (7) Institut Claudius Régaud &
CHU, Toulouse ; (8) Institut Bergonié, Bordeaux; (9) Centre René
Huguenin, Saint-Cloud ; (10) Inserm, U614 ; CHU, Lille, France

Les prédispositions héréditaires aux cancers du cdlon du rectum et de
I'endometre, encore appelées HNPCC, sont expliquées en grande partie
par des mutations des génes nécessaires & la réparation des erreurs d'appa-
riement qui se produisent lors de la réplication de I'ADN (MMR pour
MisMatch Repair). Les mutations des 3 principaux génes, MLHI, MSH2,
MSH6 sont responsables d'une caractéristique tumorale appelée MSI
(MicroSatellite Instability). Ces prédispositions sont caractérisées par un
risque accru pour une grande variété de tumeurs : le cdlon, le rectum et
I'endométre en tout premier lieu, mais aussi I'intestin gréle, 'uretére et le
bassinet et dans une moindre mesure, 1'estomac, les voies biliaires et
I’ovaire. L'étude ERISCAM (Estimation des RIsques de CAncer chez les
porteurs de mutations des génes MMR) rassemble les données disponibles
sur les familles frangaises dans lesquelles une mutation de ces génes a été
identifiée, parce qu'elles présentaient les critéres de recherche d’une muta-
tion. Cette étude a pour objectif d'estimer de fagon fiable et précise les
risques des différentes localisations tumorales chez les personnes porteuses
d’une mutation d’un géne MMR, avec une méthode statistique exempte
des biais inhérents aux études portant sur des familles comportant plusieurs
cas de cancers. La méthode qui est utilisée est basée en effet sur un principe
de conditionnement sur |'ensemble des phénotypes de la famille, ce qui
permet de s'affranchir de tout biais (Carayol et Bonaiti-Pellié, 2004). Elle
utilise le principe des analyses de survie pour tenir compte des phénoménes
de censure. Les individus non testés apportent une information en fonction
de leur probabilité de porter la mutation trouvée chez leurs apparentés.
L'information pertinente est I'ige au diagnostic de cancer pour les per-
sonnes atteintes et |'dge aux derniéres nouvelles (ou au déces) pour les
personnes indemnes. Quarante centres d’oncogénétique répartis sur toute
la France et membres du Groupe génétique et cancer participent a cette
étude. Ils ont permis de rassembler la quasi-totalité des familles francaises
dans lesquelles une mutation de MSH2, MLH1 ou MSH6 a été identifiée.
En pratique, les centres adressent les arbres généalogiques anonymisés au
centre coordonnateur (unité INSERM 535) qui repére les familles
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informatives et, dans ces familles, les individus pour lesquels des infor-
mations complémentaires sont nécessaires, puis adresse un cahier d'infor-
mation & compléter au centre investigateur. Prés de 700 de ces familles se
révelent informatives pour I'estimation des risques tumoraux. La collecte
des informations sera terminée fin 2007 et les premiers résultats seront
présentés aux Assises.
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WCO40/116. UNE FRACTION IMPORTANTE DES VARIANTS DE
SIGNIFICATION BIOLOGIQUE INCONNUE DES GENES MLHI
ET MSH2 IMPLIQUES DANS LE SYNDROME DE LYNCH COR-
RESPOND A DES MUTATIONS D’EPISSAGE

1. Tournier (1), M. Vezain (1), S. Baert-Desurmont (1, 2), A. Killian (1),
A. Martins (1), F. Charbonnier (1), S. Olschwang (3), Q. Wang (4), M.-P.
Buisine (5), T. Frébourg (1, 2), M. Tosi (1)

(1) Inserm U614, Faculté de Médecine et de Pharmacie, Institut Hospitalo-
Universitaire de Recherche Biomédicale de Rouen ; (2) Service de Géné-
tique, CHU de Rouen ; (3) Inserm UMR 599, Institut Paoli-Calmettes, Mar-
seille ; (4) Centre d'Oncologie Génétique, Centre Léon Bérard, Lyon ; (5)
Laboratoire de Biochimie et de Biologie Moléculaire, CHU de Lille, France

De nombreux variants de signification biologique inconnue (UV) sont
détectés dans les génes de réparation des mésappariements de 1I"’ADN
MLHI et MSH2 impliqués dans le cancer colorectal héréditaire non poly-
posique (HNPCC) ou syndrome de Lynch. Ces variants ne peuvent pas
€étre utilisés pour le conseil génétique des familles et représentent donc une
limitation au diagnostic moléculaire de ce syndrome. Une fraction de ces
variants pourrait avoir un effet délétére sur I'épissage en perturbant les
sites donneurs et accepteurs d’épissage ou des éléments exonigues ou intro-
niques régulateurs d’'épissage (Intronic or Exonic Splicing Enhancers or
Silencers, ESE, ESS, ISE, ISS). Dans le but d’identifier ces variants, nous
avons développé un test ex vivo indicateur d'anomalies d'épissage basé
sur I'ADN génomique du patient puisque I'’ARN est plus difficile i obtenir
en routine. L'exon 4 tester est amplifié par PCR sous sa forme sauvage
ou mutée avec environ 150 pb de ses régions introniques flanquantes et
cloné dans I'intron d’un vecteur d'expression contenant 2 exons. Les
constructions sauvages ou mutées sont alors transfectées de fagon transi-
toire dans des cellules HeLa et, aprés 24 heures et traitement & la puro-
mycine afin de prévenir le NMD (Non Sense Mediated Decay), I'ARN est
extrait et les transcrits sont analysés par RT-PCR et séquengage systéma-
tique. A I'aide de ce test, nous avons maintenant analysé 105 variants des
geénes MLHI et MSH2 détectés dans 100 familles HNPCC recrutées par
le consortium HNPCC frangais. Ces variants correspondaient 4 66 muta-
tions faux sens, 25 mutations introniques, 11 mutations silencieuses et 3
délétions d'un codon. Nous avons montré que 25 % de ces variants ont en
fait un effet sur I'épissage. Parmi ceux-ci, 5 sont situés a distance des sites
d'épissage et affectent probablement des éléments de régulation de type
ESE ou ISE. Les résultats obtenus par le test d'épissage ex vivo et par
RT-PCR réalisés a partir de sang périphérique chez les patients présentant
ces variants sont parfaitement concordants. Compte tenu de 1’absence de
programmes bioinformatiques de prédiction fiables, ce test d’épissage ex
vivo contribue & I"optimisation du diagnostic moléculaire du syndrome de
Lynch car il permet par I'analyse de I'’ADN génomique de reclasser en
mutations d'épissage certains UV. Nous I'avons ainsi progressivement
intégré au diagnostic moléculaire du syndrome de Lynch en complément
du séquengage et de la QMPSF. Lorsque le test est positif, nous proposons
de confirmer les résultats par RT-PCR réalisé sur un prélévement sanguin
collecté sur tube Paxgene prévenant la dégradation des ARN. Cette stra-
tégie est facilement transposable 4 I'exploration d’autres génes et en par-
ticulier de ceux impliqués dans les autres formes mendéliennes de cancer.

Mots-clés : HNPCC épissage variants.

ECO041 / 109. IMPACTS DE LA MISE EN PLACE DU RESEAU
NATIONAL INCA SUR LA PREDISPOSITION HEREDITAIRE
AUX HEMOPATHIES MALIGNES: ROLE DU GENE
RUNXI/AML1 DANS LA PREDISPOSITION GENETIQUE AUX
LEUCEMIES AIGUES MYELOIDES
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Eisinger, H. Sobol*, pour le Réseau National INCa « Prédisposition Héré-
ditaire aux Hémopathies Malignes »

* Département d’oncologie génétique, Institut Paoli Calmettes, Marseille,
Université Aix-Marseille Il, France

Les hémopathies malignes (HM) représentent prés de 10 % de I'ensemble
des néoplasies et recouvrent un grand nombre de pathologies différentes
(lymphomes, leucémies, myélomes) pouvant évoluer de maniére aigué ou
chronigue, et dans un contexte pédiatrique ou adulte. Cette diversité et la
rareté des différentes entités cliniques constitutives ont été pendant long-
temps et contrairement aux tumeurs solides un frein au développement des
études familiales. La mise en place d'un réseau national sous I'égide de
I"INCa dédié a ces pathologies a pour objectifs d'accroitre nos connais-
sances dans ce domaine et d'améliorer la prise en charge des sujets & haut
risque. A titre d’exemple, nous présentons les avancées réalisées pour la
prédisposition génétique aux leucémies aigues myéloides (LAM). Plu-
sieurs génes ont été retrouvés associés au développement des HM. Ils ont
d’abord été identifiés dans un contexte de mutations somatiques et pour
leur rile clé dans la carcinogenése ou I'hématopoiese. Le gene
RUNXI/AMLI est de ceux-ci. Il appartient a la famille des génes ayant un
domaine « Runt », il code pour la sous-unité alpha du facteur de transcrip-
tion hétérodimérique PEBP2/CBF. AMLI est normalement exprimé dans
toutes les lignées hématopoiétiques et agit en régulant I'expression de nom-
breux génes de I'hématopoiése. Il est localisé en 21q22, s'étend sur 260
kb, et est constitué de 12 exons. Ce géne est fréquemment dérégulé dans
les leucémies, via généralement des translocations, mais peut également
étre le siége de mutations somatiques dans le domaine fonctionnel RUNT
(exons 3 4 5). Au niveau constitutionnel, il a été rapporté dans la littérature,
des mutations germinales d’AML/ (domaine Runt) dans une dizaine de
famille atteintes de FPD (Familial Platelet Disorder). Le FPD est une entité
rare se transmettant sur le mode autosomique dominant caractérisée par
une thrombopénie et des anomalies fonctionnelles de plaquettes associée
4 un risque élevé de développer une LAM. Le FPD pouvant étre considéré
comme un modele de prédisposition génétique aux leucémies aigues, nous
avons mis en place une collaboration nationale dans le cadre du réseau
INCa. Ainsi, 5 familles ont été identifiées dont la plus grande famille
rapportée avec cing sujets atteints de LAM et un enfant indemne présentant
une thrombopénie asymptomatique. Une analyse germinale d’AMLI a été
réalisée chez le cas index présentant une LAMO a I'dge de 41 ans. Une
mutation constitutionnelle dans le domaine Runt (exon 4) a été mise en
évidence. Les trois autres sujets atteints de LAM (LAMS a 25 ans, LAMS
4 24 ans, LAM4 2 8 ans) pour lesquels du matériel a pu étre collecté et le
sujet atteint de thrombopénie (9 ans) ainsi que sa mére indemne (43 ans),
étaient tous porteurs de la mutation familiale. L'analyse des 4 autres
familles a permis de retrouver également une mutation germinale d’AMLI.
Au total, parmi les 5 familles frangaises testées, 3 présentaient une muta-
tion dans le domaine Runt, une famille présentait une mutation non sens
dans I'exon 8 et dans le dernier cas il s'agissait d’une délétion trés large
d’une partie du bras long du chromosome 21 impliquant le locus AMLI.
Une étude des autres étapes de la cancérogenése a été entreprise, a partir
des cellules blastiques de 8 sujets appartenant i ces 5 familles. Ainsi, chez
7 patients, une seconde altération d’AML/ a été retrouvée : dans 5 cas, il
s'agissait d'une mutation du second alléle, dans 2 cas d'une duplication
de I'alléle altéré. Dans le dernier cas, la LAM est survenue 5 ans aprés
traitement d'une premiére leucémie aigué lymphoblastique T, en faveur
d’une origine induite. En conclusion : Nos résultats soulignent I'impor-
tance d’une organisation en réseau et suggérent que la prévalence des
formes familiales de LAM et le role d’AML/ sont probablement sous-
estimés (notre série constituée de maniére relativement récente représen-
tent la moitié de la série mondiale). D autre part, et contrairement i ce qui
a été avancé jusqu’a présent (phénoméne d'haploinsuffisance), I’altération
du second alléle d’AMLI/ est probablement nécessaire au développement
de la LAM, AMLI se comporterait donc comme un géne suppresseur

Mots-clés : leucémie aigue, AMLI/RUNXI, réseau INCa.

ECO042 / 245. APPORTS DU MODELE CANIN A L'IDENTIFICA-
TION DE GENES IMPLIQUES DANS DES MALADIES GENETI-
QUES COMFLEXES: EXEMPLE DE L’HISTIOCYTOSE
MALIGNE
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Vétérinaire de Nantes, France ; (3) Centre Anticancéreux Vétérinaire,

cole Nationale Vétérinaire d'Alfort, France; (4) Service d'Hémato-
Oncologie pédiatrique, Hépital Trousseau, 75012 Paris, France; (5)
Cancer Genetics Branch, National Institute of Health, NIH/NHGRI,
Bethesda, USA

L'espéce canine comporte plus de 350 races, toutes différentes sur le
plan phénotypique, et comportemental, elles différent aussi concernant
la susceptibilité aux maladies. En revanche chaque race canine, homo-
gene sur le plan phénotypique et génotypique se comporte comme un
isolat génétique. Face & la difficulté chez I'Homme de recruter des
familles informatives pour les maladies rares et/ou complexes, le chien
offre une alternative intéressante. En effet, de nombreuses maladies
génétiques humaines ont leur équivalent chez le chien et du fait de la
forte consanguinité et d'effets fondateurs, ces maladies chez le chien,
sont spécifiques de races et ségrégent avec des incidences trés élevées.
De plus, la physiologie et les réponses cliniques du chien sont plus pro-
ches de celles qui prévalent chez I'Homme. A cet égard, les essais de
thérapie génique sont trés prometteurs (ex : amaurose congénitale de
Leber avec le modeéle de I'atrophie de la rétine CSNB chez le Briard).
Dans ce contexte, afin de disposer de modeles pertinents pour I'iden-
tification des composantes génétiques de maladies complexes et pour le
futur développement d'essais thérapeutiques en modéle « gros animal »,
nous avons constitué des réseaux entre vétérinaires, Clubs de races et
€leveurs, ainsi qu'une Banque d’ADN de chiens, visant & collecter des
familles informatives ainsi que des cohortes de cas et de contriles pour
mener & bien des études génétiques, Nous présentons les résultats
obtenus sur I'histiocytose maligne, une forme de cancer trés agressif
des histiocytes — cellules dendritiques de la lignée hématopoiétique —.
Ce cancer ségrége de fagon spécifique et avec une incidence de 1'ordre
de 20 % dans la race Bouvier Bernois. Il pourrait constituer un modéle
d’étude pour certains cancers hématopoiétiques humains ou pour les
histiocytoses humaines, groupe de maladies rares pour lesquelles les
bases génétiques sont inconnues. A partir de plus de 600 prélévements
d’ADN de Bouviers Bernois d'effectif frangais, une famille de 200
chiens comportant 173 atteints a permis de proposer un mode de trans-
mission oligogénique. L'éude épidémiologique de cette famille a éga-
lement permis de mettre en évidence une fréquence anormalement
¢élevée d'autres cancers (mastocytomes, lymphomes...). Nous avons
effectué une analyse de liaison génétique sur cette famille et en paral-
lele, une étude cas/contrles a été menée sur 200 chiens d'effectifs
américains. Ces études ont convergé vers I'identification de plusieurs
locus, dont deux sont communs aux deux approches. Ces deux locus
font actuellement I'objet d’analyses génétiques complémentaires pour
identifier les génes impliqués. Notre hypothése étant que certains génes
seront des génes « de cancer », probablement de la lignée hématopoié-
tique et que d'autres correspondront & des génes plus spécifiques de la
physiologie des histiocytes. L'analyse génétique détaillée par sous-
familles nous permettra d’évaluer la combinatoire et la contribution
relative des geénes impliqués dans le développement de ces cancers dans
la race Bouvier Bernois. Pour mettre en évidence de nouveaux génes
impliqués dans des cancers hématopoiétiques, généralement multifacto-
riels chez I'homme, I'intérét de ce modele est que chez le chien, ces
cancers ségrégent de fagon héréditaire dans quelques races, voire une
race spécifique. Ainsi, des approches classiques de criblage génétique,
méme & faible résolution, permettent de mettre en évidence de nou-
veaux locus.

Mots-clés : oncologie, chien, liaison génétique.
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BCO043 / 486. DES DUPLICATIONS SUBMICROSCOPIQUES DES
GENES HYDROXYSTEROID DEHYDROGENASE HSDI 7B10 ET
E3 UBIQUITIN LIGASE HUWEI SONT ASSOCIEES A UN
RETARD MENTAL

G. Froyen (1), H. Van Esch (2), M. Corbett (3), J. Vandewalle (1), I.
Jarvela (4), O. Lawrence (5), M. Bauters (1), J. Chelly (6), D. Sanlaville
(7), P. S. Tarpey (8), F. L. Raymond (9), J.-P. Fryns (2), R. Scott (5), M.
Peippo (4), G. Turner (10), J. Gécz (3)

(1) Human Genome Laboratory Centre for Human Genetics, Leuven, Bel-
gium ; (2) Clinical Genetics Department, Centre for Human Genetics,
Leuven, Belgium ; (3) Department of Genetic Medicine, Women's and Chil-
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Molecular Genetics Laboratory HAPS, John Hunter Hospital, Newcastle,
Australia ; (6) Institet Cochin, Université Paris Descartes, CNRS (UMR
8104), Paris, France; (7) Université de Lyon, Lyon, France; (8) The
Sanger Center, Welcome Trust, Hinxton, UK ; (9) Cambridge Institute of
Medical Research, Cambridge, UK ; (10) The GOLD service Hunter Gene-
tics University of Newcastle, New South Wales, Australia

Des variations submicroscopiques du nombre de copies jouent un role
important dans 1'étiologie génétique des maladies humaines. Récemment
nous avons décrit une duplication du géne MECP2 impliqué dans le retard
mental sévére et syndromique. Dans cette étude, nous rapportons une nou-
velle micro-duplication de la région Xp11.22 qui ségrége parfaitement dans
6 familles, y compris les grandes familles MRX17 et MRX31, dont les
hommes atteints présentent un retard mental non syndromique. L'intervalle
minimal dupliqué dans ces 6 familles contient trois génes: RIBCI,
HSDI7B10 et HUWEI. Nous avons pu exclure I'implication de RIBCI
dans la pathologie car ce géne n’est pas exprimé dans le cerveau et qu'il
échappe I'inactivation de I'X chez les femmes transmettrices. Pour les deux
autres génes, I"utilisation de puces 4 expression et de PCR quantitative ont
montré une augmentation significative de 1'expression de HSDI17B10 and
HUWEI ainsi que de plusieurs génes de leurs voies moléculaires dans les
lignées des patients en comparaison aux contriles. Des mutations perte de
fonction dans HSDI7BI0 sont associées avec un retard mental et une
maladie neurologique progressive, tandis que le géne E3 ubiquitin ligase
HUWEI est connu pour jouer un role dans la régulation du cycle cellulaire
neuronal. Nous avons également trouvés des mutations ponctuelles dans
ce géne dans 3 familles de retard mental lié & I'X. En résumé, cette étude
montre qu'une augmentation de l'expression des génes HSDI7BI0,
HUWEI, ainsi que des mutations dans HUWE! sont impliqués dans |'étio-
logie du retard mental lié au chromosome X.

Mots-clés : retard mental, chromosome X, array-CGH.

WCO044 /474. LES MUTATIONS DU GENE CABCI SONT RESPON-
SABLES D’UNE ATAXIE AVEC DEFICIT EN COENZYME Q10
J. Mollet (1), A. Delahodde (2), D. Chretien (1), D. Schlemmer (1), C.
Marsac (4), P. De Lonlay (1), H. Ogier De Baulny (4) A. Lombes (5), A.
Munnich (1), A. Ratig (1)

(1) INSERM U781 et Département de génétique, Hipital Necker-Enfants
Malades, Paris, France ; (2) Institut de Génétique et Microbiologie, UMR
8621 CNRS, Université Paris-Sud, Orsay, France ; (3) EA no 2502 du
ministére de la Recherche, de I'Enseignement Supérieur et la Technologie
CERTO, Université René-Descartes, Paris V, Site Necker, Paris, France ;
(4) Hépital Roberi-Debré, Service de neurologie, maladies métaboliques,
Paris, France ; (5) Institut de Myologie, UMRS 582, Physiopathologie
cellulaire et moléculaire des maladies mitochondriales, Hépital Pitié-Sal-
pétriére, Paris, France

Le coenzyme Q10 (CoQ10) joue un rdle essentiel dans la chaine respiratoire
mitochondriale. Il permet le transfert des électrons des complexes et 11 vers
le complexe III. La voie de syntheése du CoQ10 fait intervenir plusieurs
enzymes et des protéines de fonction pas toujours connue. Nous avons
identifié la mutation causale dans un groupe de quatre patients issus de trois
familles différentes. Ces enfants présentaient une ataxie, un syndrome céré-
belleux et une épilepsie. L'étude enzymologique de la chaine respiratoire a
montré que les activités dépendantes du CoQ10 (complexe I+1I1, complexe
[I+11I) présentaient des valeurs basses alors que tous les complexes de la
chaine respiratoire avaient des activités normales. Ce déficit a été observé
dans le muscle alors que les fibroblastes ont montré des activités normales
de chaine respiratoire. La quantification du CoQ10 dans le muscle des
patients a montré des valeurs soit franchement basses, soit a la limite infé-
rieure des valeurs normales. Nous avons réalisé le séquengage direct des
génes impliqués dans la voie de biosynthése du CoQ10. Ceci nous a permis
d'identifier des mutations dans le géne CABCI aussi appelé COQ8 ou
ADCK3. Dans une premiére famille de I'ile de La Réunion avec un enfant
atteint nous avons mis en évidence la mutation ¢.[1294G>A] (p.[G551K]) &
1'état homozygote chez |'enfant. Dans une deuxiéme famille non consan-
guine nous avons identifié les mutations c.[636C>T]+[RISG>T]
(p.[R213W]+[G272V]). — Dans une troisitme famille non consanguine
nous avons identifié les mutations c¢.[815G>A]+[1812_1813insG]
(p.[G272D]+ [E605GfsX125]). L étude fonctionnelle dans une souche de
levure (Saccharomyces cerevisiae) délétée pour le géne correspondant
(?coq8) a déja permis de valider deux de ces mutations. Bien que 1'ensemble
des déficits en CoQI0 constitue un groupe cliniquement hétérogéne de
maladies, il semble que les mutations de CABC/ conduisent & un phénotype
neurologique évolutif relativement homogéne associant une ataxie, des
convulsions et une hyperlactacidémie permanente,

Mots-clés : mitochondrie, CoQ10, CABCI/COQ8/ADCK3.
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WCO045/218. MUTATION DU GENE PEOI CODANT L'HELICASE
MITOCHONDRIALE TWINKLE DANS UN CAS DE DEPLETION
DE L’ADN MITOCHONDRIAL

E. Sarzi (1), S. Goffart (2), D. Chrétien (1), V. Serre (1), A. Slama (3), A.
Munnich (1), J. N. Spelbrink (2), A. Rotig (1)

(1) INSERM U781 et Service de Génétique, Hopital Necker-Enfanis
Malades, Paris; (3) Laboratoire de Biochimie du Kremlin-Bicétre ; (2)
Institute of Medical Technology and Tampere University Hospital, Tam-
pere, Finland

L’hélicase mitochondriale Twinkle est une des protéines impliquées dans
le maintien de I' ADN mitochondrial (ADNmt). Des mutations dominantes
de ce géne ont ét€ rapportées dans les cas d’ophtalmoplégie externe pro-
gressive avec délétions multiples de I"ADNmt (adPEO) tandis que des
mutations récessives de Twinkle sont associées a I"ataxie spinocérébelleuse
néonatale (I0SCA). Il a été précédemment montré que Twinkle contrdle
le nombre de copies d’ADNmt et, de ce fait, le géne PEOI codant pour
la protéine Twinkle est considéré comme géne candidat dans les déplétions
de I"'ADN mitochondrial. Nous avons étudié au moyen de microsatellites
le géne PEO! dans une série de 10 patients nés de parents consanguins et
présentant une déplétion sévére de 1"’ADNmt. Une homozygotie de tous
les marqueurs microsatellites a été trouvée chez deux patients d'une méme
famille. Ces patients présentaient une acidose lactique néonatale, une hypo-
tonie axiale, des crises convulsives, une cytolyse et une cholestase. Un
déficit multiple des complexes I, III et IV de la chaine respiratoire mito-
chondriale a été mis en évidence dans le foie de ces deux patients ainsi
qu’une déplétion sévere de I'ADNmt (8 % d'ADNmt résiduel). Ceci nous
a conduit & séquencer le géne PEO] et & identifier une mutation homozy-
gote & une position conservée de la protéine (T457I). La similitude de la
protéine Twinkle et de 1'hélicase GPD4 du phage T7 nous a permis de
modéliser la structure de I'hélicase humaine en utilisant les coordonnées
atomiques de la structure cristallographique de la protéine hexamérique
GP4D. De fagon intéressante, la mutation est localisée au niveau de I'inter-
face entre deux monoméres de I'enzyme hexamérique, et peut probable-
ment induire un changement conformationnel localisé. La validation in
vitro nous a permis de démontrer que cette mutation entrainait une dimi-
nution de 'activité hélicase de 50 % par rapport aux valeurs normales.
Nous avons également pu montrer que le mutant T4571 modifiait drasti-
quement ['affinité de la protéine Twinkle pour son substrat I'UTP.

Référence
Publié dans Annals of Newrology 2007 : 24,

Mots-clés : déplétions ADNmt, PEO/, twinkle.

WCO046/ 540, ETUDE DU ROLE DU GENE RNF135 DANS L’EXCES
DE CROISSANCE OBSERVE CHEZ DES PATIENTS ATTEINTS
DE NEUROFIBROMATOSE DE TYPE 1

E. Pasmant (1, 2), A. Sabbagh (1, 2), J. Masliah (2), M. Suarez (2), B.
Parfait (1, 2), C. Bellanné-Chantelot (3), S. Ferkal (4), P. Wolkenstein (4),
D. Vidaud (1, 2), M. Vidaud (1, 2) : Réseau NF France

(1) UMR745 INSERM, Faculré des Sciences Pharmaceutiques et Biologi-
ques Paris-Descartes, 4 av. de ['Observatoire, 75000, Paris, France ; (2)
Service de Biochimie et de Génétigue Moléculaire, Hopital Beaujon
AP-HP, 100 Bd du Gal Leclerc, 92110, Clichy, France ; (3) Unité de
Biologie et Génétigue Moléculaire, Hopital Saint Antoine, 184 rue du Fbg
Saint Antoine, 75012 Paris, France ; (4) Service de Dermatologie, Hépital
Henri Mondor-APHP, 51 av. du Mal de Lartre de Tassigny, 94000 Créreil,
France

Introduction : Le phénotype de neurofibromatose de type 1 (NF1) causé
par des microdélétions en 17q11.2 de régions de ~ 1,2-1,4 Mb incluant le
géne NF] differe de celui associé aux mutations NF/ intragéniques. II est
en effet souvent observé chez les patients présentant une microdélétion
NFI une dysmorphie faciale, des difficultés d’apprentissage, des anomalies
cardiaques congénitales et un développement précoce et important de neu-
rofibromes cutanés (Venturin er al., 2004). Un excés de croissance pendant
I'enfance a également ét€ décrit chez ces patients, suggérant que la délétion
d'un geéne situé dans l'intervalle de microdélétion pourrait favoriser la
croissance, Cette hypothése a été confirmée par une étude récente montrant
que 1"haploinsuffisance du géne RNF[335, situé dans |'intervalle de micro-
délétion, pourrait expliquer I'exces de croissance observé chez les patients
NF1 microdélétés (Douglas et al., 2007). Objectifs : La présente étude a
pour objectif (1) de confirmer I'existence d'un excés de croissance chez
les patients NF1 microdélétés, cette observation n'étant étayée a ce jour
que par une seule étude portant seulement sur 21 patients, (2) d’évaluer le
role du géne RNF135 dans I'excés de croissance observé chez 31 patients
présentant une mutation NF[ intragénique. Résultats : Nos résultats ne
confirment pas I'existence d'un exceés de croissance chez les patients NFI
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microdélétés, la prévalence de ce trait (20 %) étant similaire & celle
observée chez les patients NF1 avec une mutation intragénique (8 %,
p=0,13). Par ailleurs, aucune mutation délétére n’a été identifiée dans
RNF 135 aprés séquengage de la région codante de ce géne chez 31 patients
avec une mutation NF1 intragénique présentant un excés de croissance
dans I'enfance. Conclusion : Nos résultats montrent que I'exces de crois-
sance dans 1'enfance n’est pas un signe clinique caractéristique des patients
NF1 microdélétés et que la délétion du géne RNF135 n'est donc proba-
blement pas impliquée dans la promotion de la croissance humaine.
L’observation d'une absence d’implication de RNFI135 dans l'exces de
croissance observé chez des patients présentant une mutation NF/ intra-
génique va également dans ce sens.

Mots-clés : neurofibromatose de type 1, RNF135, excés de croissance.

ECO047 / 337. PARAPLEGIES SPASTIQUES FAMILIALES AVEC
DETERIORATION MENTALE ET ATROPHIE DU CORPS CAL-
LEUX : ETUDE CLINIQUE ET GENETIQUE DE 8 FAMILLES
TUNISIENNES

A. Boukhris (1, 2, 3), L. Feki (3), M.I. Miladi (3), J. Truchetto (1), P.
Denora (1), N. Elleuch (3), S. Belal (4), S. Forlani (1), C. Mhiri (3), A.
Brice (1, 2), G. Stevanin (1, 2)

(1) INSERM/UPMC UMR 679, Paris ; (2) Département de Génétique et
Cytogénétique, CHU Pitié-Salpétriére, Paris ; (3) Service de Neurologie,
Hépital Habib Bourguiba de Sfax, Tunisie ; (4) Institut Nationale de Neu-
rologie, Tunis, Tunisie

Introduction : Les paraplégies spastiques familiales (PSF) constituent un
groupe hétérogéne d’affections neurodégénératives rares génétiquement
déterminées, caractérisées par la présence d'un syndrome pyramidal des
membres inférieurs en rapport avec une dégénérescence prédominante des
faisceaux cortico-spinaux de la moelle thoracique. Les PSF sont clinique-
ment et génétiquement hétérogeénes. Les patients présentent un syndrome
pyramidal spastique et/ou déficitaire des membres inférieurs, qui est isolé
dans les formes pures mais auquel s’ajoutent variablement d’autres signes
neurologiques ou extra neurologiques dans les formes compliquées. Le
mode de transmission est variable. Il peut étre autosomique dominant,
autosomique récessif ou récessif lié & I'X. Trente trois loci et 15 génes ont
été identifiés & ce jour. La paraplégie spastique familiale avec détérioration
ou retard mental(e) et atrophie du corps calleux (PSF-ACC) est une forme
fréquente de PSF compliquée ayant une transmission le plus souvent auto-
somigue récessive (AR). La détérioration mentale débute pendant les deux
premieéres décennies et s’associe A des signes neurologiques et extra neu-
rologiques variés. Ce phénotype a été décrit dans des familles liées & 6
différents loci : SPG7, SPG11, SPG15, SPG21, SPG32 et le locus « PSF-
ACC-épilepsie ». Objectifs : Etablir la fréquence et déterminer les bases
génétiques des AR-PSF-ACC en Tunisie. Patients et méthodes. Nous avons
sélectionné 73 patients issus de 33 familles tunisiennes avec AR-PSF. Les
familles avec AR-PSF-ACC ont été testées par analyse de liaison aux
différents loci en utilisant des marqueurs microsatellites appropriés.
L'étude génétique a été complétée par séquengage direct du géne
KIAA 1840 pour les familles liées au locus SPG11. Résultats : Nous avons
pu identifier 8 familles tunisiennes (8/33=24 %), incluant 19 patients,
répondant aux critéres cliniques et radiologiques de AR-PSF-ACC. Une
liaison génétique & SPG11 (62,5 %) ou SPGI5 (25 %) a été mise en évi-
dence chez sept familles, par reconstruction des haplotypes et obtention
de LOD scores positifs pour les marqueurs microsatellites flanquants.
L’identification de deux mutations récurrentes (R2034X et M245VfsX)
dans le gene SPGI1/KIAAI840 dans les cing familles liées a SPG1I a
confirmé les résultats de I'analyse de liaison. Les corrélations phénotype-
génotype suggérent que les données neurologiques et radiologiques des
patients SPG11 et SPG15 sont relativement similaires. La famille restante,
caractérisée par un début trés précoce mais d’aggravation moins sévére de
la maladie chez les patients ainsi que par la présence de cataracte, a €té
exclue des six loci connus suggérant qu'il s’agit d'une nouvelle entité
clinique et génétique. Conclusion : La paraplégie spastique avec atrophie
du corps calleux et détérioration mentale est une forme fréquente de PSF
compliquée, caractérisée par une grande hétérogénéité clinique et géné-
tique. SPG11 et SPG15 représentent les deux loci majeurs de cette forme.
Au moins une autre entité génétique avec un phénotype différent existe ;
son locus et le géne en cause restent & identifier.

Mots-clés : paraplégie spastique, corps calleux, retard mental.

MCO48 / 524. MUTATION PAR NOMBRE DE COPIES DU TRYP-
SINOGEN CHEZ LES PATIENTS ATTEINTS DE PANCREATITE
CHRONIQUE IDIOPATHIQUE

C. Le Maréchal (1, 2), M. Masson (1), J. Lamoril (3), S. Bezieau (4), J.M.
Chen (1), C. Ferec (1, 2)
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(1) INSERM U613-Brest ; (2) Laboratoire de génétique moléculaire, CHU
Brest ; (3) Centre frangais des porphyries, Univ Paris VII, hépital L. Mou-
rier-Colombes ; (4) LEPA-EA3823, Faculté de Médecine, Nantes, France

Nous avons avons récemment montré que la triplication d'une séquence
de ~ 605 kb contenant les génes PRSS/ (trypsinogen cationic) et PRSS2
(trypsinogen anionic) était impliquée dans la pancréatite héréditaire. Dans
ce travail, nous avons poursuivi I'évaluation de 1'implication de cette
« mutation par nombre de copies » dans les formes idiopathiques (ICP) ou
familiales (FCP) de pancréatite chronique. Méthodes : L'évaluation du
nombre de copies, chez les patients et les témoins, a été réalisée par PCR
multiplexe fluorescente semi-quantitative et/ou par génotypage du micro-
satellite rs3222967. Résultats : La triplication de ~ 605 kb et une nouvelle
duplication (confirmée par FISH) du locus trypsinogen ont été détectées
chez 10 et 2 patients respectivement (6 %) parmi 202 patients avec une
forme juvénile d'ICP (agés de moins de 20 ans au moment de la premigre
crise). La duplication a également été retrouvée chez seulement 2 patients
ICP adultes parmi les 1044 testés. Les deux variants du nombre de copies
du locus PRSS n'ont, par contre, jamais été retrouvés chez 103 patients
FCP ni chez 282 sujets témoins frangais. Conclusions : Ces nouvelles don-
nées identifient les bases moléculaires de 6 % des formes juvéniles d'ICP
et confirment donc que la pancréatite chronique est une anomalie géno-
mique. En complément de I'étude des malades, nous apportons des preuves
que les cing réarrangements précédemment rapportés dans la littérature,
qui impliquent les deux génes PRSS1 et PRSS2, et répertoriés dans la base
de données des variants du nombre de copies (http://projects.tcag.ca/varia-
tion/), sont en fait des artéfacts.

Mots-clés : pancréatite chronique, CNV, PCR semi-quantitative.

ECO049/137. IDENTIFICATION DE MUTATIONS DANS LE GENE
ADAMTSL2 DANS LA DYSPLASIE GELEOPHYSIQUE

C. Le Goff (1), F. Morice (1), N. Dagoneau (1), C. Perrot (1), Y. Crow
(2), E. Flori (3), D. Bonnet (4), C. Prost-Squarcioni (5), D. Krakow (6),
M. Le Merrer (1), S.S. Apte (7). A. Munnich (1), V. Cormier-Daire (1)
(1) Département de Génétique et INSERM U781, Hépital Necker-Enfants
Malades, Paris ; (2) Department of Clinical Genetics, St James’s Univer-
sity Hospital-Leeds ; (3) Departement de Génétique, Hopital de Haute-
pierre, Strasbourg; (4) Service de cardiologie pediatrique, Hépital
Necker-Enfants Malades, Paris ; (5) CNRS UPRES 3410, Faculté de Méde-
cine, Hopital Avicennes-Bobigny; (6) Medical Genetics Institute-Los
Angeles, USA : (7) Department of biomedical engineering, Lerner
Research Institute, Cleveland Clinic Foundation, Cleveland, USA

La dysplasie géléophysique (DG,OMIM 231050) est une maladie autoso-
mique récessive appartenant au groupe des dysplasies acroméliques et
caractérisée par une petite taille, une brachydactylie, une peau épaisse, une
hépatomégalie et des anomalies cardiaques souvent responsables d'un
déces précoce. Une stratégie de cartographie par homozygotie au sein de
quatre familles DG consanguines nous a permis de localiser le géne res-
ponsable de la maladie sur le chromosome 9q34.2 (Zmax =4.52 A théta=0
au locus CA-AL590710). L'identification récente de mutations dans le
gene ADAMTS]0 dans le syndrome de Weill Marchesani proche de la DG,
nous a conduit en priorité A considérer ADAMTSL2 (A Disintegrin And
Metalloproteinase with Thrombospondin repeats-like 2), comme un géne
candidat dans notre région d’intérét. Ce géne code pour une glycoprotéine
sécrétée a fonction inconnue qui appartient & la famille des ADAMTS mais
qui en est distincte par I'absence d’activité catalytique. Le séquengage
direct de ce géne dans six familles a permis d’identifier cing mutations
distinctes (p.Argl13His, p.Prol47Leu, p.Gly811Arg, p.Glull4Lys et
p.Trp862X). Ces mutations ségrégent avec la maladie et n'ont pas été
identifiées chez 200 contréles. Elles sont localisées dans le domaine riche
en cystéine et dans le sixitme domaine thrombospondin 1. L hybridation
in situ sur tissus feetals humains a montré qu'ADAMTSL2 est exprimé
particuliérement au niveau des tissus impliqués dans la DG (peau, cceur et
plaque de croissance). La DG étant considérée comme une maladie de
surcharge, nous avons analysé par microscopie électronique une biopsie
de peau d'un patient DG et mis en évidence un grand nombre de vacuoles
ressemblant a des lysozomes dans les kératinocytes, les sébocytes, les fibro-
blastes et les cellules musculaires lisses. L'étude des conséquences fonc-
tionnelles des mutations faux sens a montré une expression normale dans
les cellules HEK293 mais une diminution de sécrétion de la protéine
ADAMTSL2 qui peut étre due & un défaut de structure quaternaire. L’ asso-
ciation des manifestations cliniques de la DG avec le profil d’expression
d’ADAMTSL2 suggére qu' ADAMTSL2 joue un réle important dans 1’ ossi-
fication endochondrale et dans le développement du ceeur.

Mots-clés : ADAMTSL2,

dysplasie  géléophysique, ossification

s cndochondrale.

BWCO50 / 223. COMPARISON DE L’EFFICACITE DU MECA-
NISME DE DEGRADATION DES ARNM PORTEURS D'UN
CODON STOP PREMATURE (NMD) DANS DIFFERENTS TISSUS
MURINS

A.B. Zetoune (1), S. Fontaniére (1), D. Magnin (2), O. Anczukéw (1), M.
Buisson (1), CZ. Zhang (1) S. Mazoyer (1)

(1) Laboratoire de Génétique Moléculaire, Signalisation et Cancer
UMRS5201 CNRS, Université Lyon I, Lyon, France ; (2) Université Lyon
1, Lyon, France

Introduction : Le NMD, pour Nonsense Mediated mRNA Decay, est un
mécanisme de surveillance qui s'attache a dégrader spécifiquement les
ARNm porteurs d'un codon stop prématuré (ou PTC pour Premature Ter-
mination Codon). Le NMD a pour but d’empécher ou de limiter |'expres-
sion de protéines tronquées qui pourraient avoir un effet dominant négatif
potentiellement dangereux pour la cellule. Ce mécanisme, extrémement
conservé chez tous les organismes, est longtemps resté méconnu car on
connaissait mal son mode de fonctionnement. On sait maintenant que la
reconnaissance des PTCs est basée sur la présence en aval du codon stop
d’une jonction exon-exon marquée par un complexe protéique, I'EJC. En
effet, les codons stop naturels étant toujours localisés dans le dernier exon,
et le ribosome dissociant les EJC lors de son cheminement sur I'ARNm
pour le traduire, il n'y a pas d"EJC en aval normalement. Le déclenchement
du NMD nécessite également I'intervention du complexe de surveillance.
Les protéines de I'EJC et du complexe de surveillance sont exprimées de
fagon ubiquitaire, mais leur taux est variable selon les tissus. Par ailleurs,
plusieurs études ont suggéré que les transcrits PTC+ étaient plus ou moins
dégradés par le NMD selon les tissus. Nous avons recherché si un géne
porteur d’une mutation PTC+ pouvait conduire & un taux variable de pro-
téines tronquées selon les tissus ob il s’exprime, en raison d'une différence
d’efficacité du NMD. Matériel et méthodes : L’efficacité du NMD a été
déterminée en mesurant le taux de transcrits mutés par rapport au taux de
transcrits sauvages dans différents tissus prélevés sur des souris invalidées
au niveau d'un alléle du géne Menl (introduction d'un PTC dans la
séquence codante par délétion de I'exon 3), en utilisant la technique de
RT-PCR en temps réel avec un appareil Light Cycler. Résultats : Nous
avons tout d'abord quantifié le taux de transcrit Menl dans des cellules
MEF Menl+/- et trouvé que le taux de transcrits mutés représente 18 %
du taux de transcrits sauvages. Ce taux augmente environ de 3 fois en
présence de puromycine (un inhibiteur général de la traduction et du NMD).
Ces résultats confirment que le PTC localisé dans I'exon 4 provoque bien
une dégradation du transcrit muté par le NMD. Nous avons ensuite analysé
les transcrits provenant de 13 organes, prélevés chacun sur quatre souris
Men1+/- et montré que I'efficacité du NMD est deux fois plus élevée dans
le testicule, 1'ovaire, le cerveau et le cceur que celle dans |'intestin, le
poumon et le thymus. Cette efficacité n’est pas corrélée au taux d’expres-
sion du géne Menl, qui varie d'un facteur 1 & 5 d'un tissu a I'autre. Enfin,
nous avons mesuré le taux d’expression des génes codant pour les protéines
impliquées dans le NMD (Upfl, Upf2, Upf3a, Upf3b, SMG1, Y 14, Magoh
et eiF4alll) dans ces différents tissus 2 partir des mémes échantillons en
les rapportant & I'expression de deux génes de ménage (Hprt et B-actine).
Dans la plupart des cas, nous avons observé des variations dans le taux
d’expression de ces différents génes, mais sans que 'on puisse corréler un
seul de ces taux i I'efficacité du NMD. Conclusion : Plusieurs études ont
suggéré que I'efficacité du NMD pouvait varier d’un tissu & 1"autre, mais
c’est la premiére fois que cette hypothése est testée en analysant un grand
nombre de tissus prélevés sur des souris hétérozygotes pour une mutation
tronquante, et en mesurant par RT-PCR quantitative le taux de transcrits
mutés rapporté au taux de transcrits sauvages, Nos résultats montrent une
variation d'un facteur 2 de I'efficacité du NMD suivant les tissus. Ces
variations pourraient avoir des répercutions sur les phénotypes associés a
certaines mutations conduisant a la production de protéines tronquées ayant
une activité dominante négative.

Mots-clés : NMD, Upf, Menl.
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Introduction : La méiose est une phase-clé de la gamétogenése dont le
succes est notamment li€ & la recombinaison homologue lors de la prophase
de la premiére division. En effet, ce processus permet le brassage de I'infor-
mation génétique portée par les chromosomes parentaux mais joue égale-
ment un role essentiel en formant les crossing-overs, nécessaires  |"orien-
tation correcte des chromosomes sur le fuseau de division et a leur
ségrégation réductionnelle. Ainsi, les dysfonctionnements de la recombi-
naison méiotique conduisent soit & un arrét de la méiose, donc A une sté-
rilité par absence de gametes, soit a la formation de gamétes aneuploides.
Les mécanismes moléculaires de la recombinaison méiotique étant haute-
ment conservés au cours de |'évolution, la levure Saccharomyces cerevi-
siae constitue un modele privilégié d'étude et d'identification des génes
impliqués. Chez S. cerevisiae, la recombinaison méiotique est déclenchée
par la formation de cassures double-brin de I'ADN (CDBs) catalysées par
la protéine Spoll. Outre Spoll, neuf autres protéines sont nécessaires i
la formation des CDBs. Parmi elles, Rec102 et Rec104 sont requises pour
'association de Spoll aux chromosomes alors que Recll4 est requise
pour I'interaction spécifique de Spoll sur les sites de CDBs. Ainsi, il a
¢été montré dans le laboratoire que la fusion de Gal4BD avec Recl 14 est
suffisante pour induire des CDBs aux sites de fixation de Gal4BD. De
plus, Recl14 semble aussi requise pour I'activité de coupure de Spoll,
puisque le recrutement artificiel de Spoll par sa fusion avec GaldBD
nécessite toujours Rec114 pour la formation des CDBs. Ceci suggére que
la protéine Recl14 pourrait avoir un double rle en recrutant et activant
Spoll aux sites de CDBs. Matériel et méthodes : Nous avons entrepris
I'analyse mutationnelle du géne RECI/4. Les acides aminés conservés
chez plusieurs espéces proches de levures ainsi que chez S. pombe ont été
substitués par une alanine. Parmi les huit mutations testées, trois entrainent
une absence de spores viables et de CDBs lors de la méiose : deux muta-
tions de la partie N-terminale de la protéine (Y12A et W37A), une dans
la partie C-terminale (F411A). Résultats et discussion : Nous avons tout
d’abord établi que les niveaux de production des protéines Recl14 mutées
ne sont pas fortement altérés et que les défauts observés ne sont donc pas
dus a unSerle absence de la protéine mutante. Ensuite, les trois mutations
étudiées ne semblent pas concerner un domaine uniquement impliqué dans
le recrutement de Spoll aux sites de CDBs puisque, méme lorsque le
besoin de recruter Spol1 est contourné par fusion de Spoll avec Gal4BD,
les protéines Recl14 mutées ne permettent pas la formation de CDBs. Les
effets des mutations sur l'interaction de Recll4 avec ses partenaires
connus, Recl102, Rec104, Meid, Mer2 et Ski8 ont été évalués par double-
hybride, dans des cellules en croissance végétative et des cellules méioti-
ques. Nous montrons que les trois mutations étudiées conduisent 4 la perte
d'interaction de la protéine Recl14 mutée avec d’autres protéines parte-
naires, soulignant le(s) role(s) probablement crucial(aux) de ces sites pour
la(les) fonction(s) de la protéine Recl14. Nous mettons également en évi-
dence des différences de comportement des mutants N-terminaux ou C-ter-
minal, suggérant des domaines fonctionnels d'interaction avec les autres
protéines de CDBs. Enfin, le profil des interactions spécifiques de la méiose
suggere l'intervention de nouveaux partenaires. Nous travaillons actuelle-
ment sur I'effet des 3 mutations sur 1’association de Recl14 avec la chro-
matine et sa capacité a recruter Spoll aux sites de CDBs. Conclusion :
Les mécanismes de la recombinaison méiotique étant conservés au cours
de I'évolution, nous espérons que ce travail participera & une meilleure
connaissance des bases génétiques a I’origine des dysfonctionnements de
I'ovogenese et de la spermatogenése.

Mots-clés : recombinaison méiotique, cassures double-brin de I'’ADN,
Recl 14.

WCO52 / 579. DIAGNOSTIC ANTENATAL DES MALADIES PAR
MUTATION DE L’ADNMT : DPN OU DPI ?

J. Steffann (1), N. Gigarel (1), N. Frydman (2), P. Burlet (1), V. Kerbrat
(3), G. Tachdjian (2), R. Frydman (3), J.-P. Bonnefont (1), A. Munnich
(1)

(1) Service de Génétique, Unité INSERM U781, hopital Necker-Enfants
Malades, Paris; (2) Service de Biologie de la Reproduction, hépital
Antoine-Béclére, Clamart; (3) Service de Gynécologie-Obstérrique,
hopital Antoine-Béclére, Clamart, France

Les maladies liées & une mutation de 1"’ADN mitochondrial (ADNmt) sont
des affections sévéres a hérédité maternelle. En raison du risque de récur-
rence €levé, et de I'absence de traitement efficace, les couples a risque de
transmettre une mutation de I'’ADNmt demandent fréquemment & bénéfi-
cier de diagnostics prénatals (DPN) ou préimplantatoires (DPI). Cepen-
dant, la fiabilité de ces approches demeure incertaine du fait de la mécon-
naissance des facteurs modulant le taux d’ADNmt mutant (hétéroplasmie)
chez I'enfant d'une mere « transmettrice ». En particulier, la crainte d'une
possible variation des taux d’hétéroplasmie dans les différents tissus foetaux
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et A différents termes de la grossesse a largement fait obstacle & la mise
en ceuvre de procédure de DPN. Nous avons montré dans une série de 8
feetus porteurs de la mutation m.8993T>G, responsable de syndrome
NARP (neuropathie, ataxie et rétinite pigmentaire) et 5 feetus porteurs de
la mutation m.3243A>G a 'origine de syndrome MELAS (myopathie
mitochondriale, encéphalopathie, et épisodes de perte de connaissance) que
les taux d hétéroplasmie restent stables au cours du développement feetal
humain, ainsi que dans les différents tissus de 4 feetus portant la mutation
NARP. Cependant, 1’absence de données corrélant des taux mesurés en
période prénatale avec un phénotype postnatal, met en cause la valeur
prédictive de ces procédures. Le DPI parait une alternative intéressante au
DPN dans la mesure o il peut bénéficier de I'effet d'un « goulot d’étran-
glement » (bottleneck), a l'origine d'une ségrégation mitochondriale
alterne, susceptible de rendre compte d’ovocytes homoplasmiques. Nous
avons ainsi réalisé le premier, et seul DPI rapporté & ce jour, pour une
maladie liée A& une mutation de 'ADNmt (mutation NARP). Trois
embryons homoplasmiques ont été obtenus, en accord avec une ségrégation
alterne des populations d’ADNmt. Le transfert des 2 embryons indemnes
de mutation a permis la naissance d’un enfant sain. Nous avons récemment
pris en charge par DPI deux nouvelles patientes hétéroplasmiques, a risque
de transmettre soit un syndrome MELAS soit un syndrome de Leigh (muta-
tion m.10197G>A du géne ND3). La quantification des taux d'hétéro-
plasmie dans 2 ovocytes et 6 embryons 4 risque de porter une de ces 2
mutations a montré que 1) aucun n’était indemne de mutation, 2) la majo-
rité de ces ovocytes et embryons étaient hétéroplasmiques (pour des taux
de 10 4 90 % de mutation), 3) un seul embryon était homoplasmique pour
la mutation ND3. L’analyse comparative des taux d’hétéroplasmie dans
les différents blastoméres provenant des 5 embryons non transférables a
montré une stabilité des taux de mutation entre les différentes cellules d'un
méme embryon. Seul un embryon qui portait moins de 10 % de mutation
ND3 a été transféré, mais aucune grossesse n’est survenue. Ces résultats
confortent la faisabilité du DPI pour les mutations de I’ADNmt, qui appa-
rait aujourd'hui pour les couples i risque comme une option réaliste.
Cependant, en raison du nombre apparemment important d’embryons por-
teurs d’un taux élevé de mutation, le DPI offre des chances de succés qui
restent limitées. Les approches de DPN plus « conventionnelles », qui ont
une faisabilité établie, demeurent moins lourdes pour les couples, mais
elles ont besoin d’asseoir leur fiabilité. Seule une surveillance clinique a
long terme des enfants nés de ces procédures (I’enfant le plus dgé de notre
série est cliniquement normal a 7 ans) permettra de lever les incertitudes
qui les concernent.

Mots-clés : cytopathie mitochondriale, ADN mitochondrial, diagnostic
prénatal et préimplantatoire.

BCOS3 / 356. DIVERSITE PHENOTYPIQUE ET HETEROGE-
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ETUDE MULTICENTRIQUE DE LA SO.F.FOET SUR UNE SERIE
DE 47 OBSERVATIONS F(ETALES
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Parmi les lissencéphalies (LIS), le type Il se distingue par des criteres
clinico-pathologiques et biochimiques. Son diagnostic est histologique et
repose sur I'identification d'une surmigration neurogliale au-dela des
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arachnoidien. L'ENG entraine une désorganisation du cortex cérébral et
conduit & un comblement de I'espace arachnoidien. Il en résulte une entrave
it I'écoulement du LCR et une hydrocéphalie, en général précoce et évo-
lutive. L"ENG se produit & travers des bréches de la « glie limitans », une
membrane basale continue, qui, & la surface du cerveau, constitue une
barriére entre le tissu cérébral et le LCR. L’anomalie touche d’autres tissus
et organes, comme le muscle, les gonades et surtout les yeux, ol elle se
traduit essentiellement par une dysplasie rétinienne. Une anomalie de la
O'Glycolysation et au moins 5 génes, POMTI, POMT2, POMGnT1, FKRP
et LARGE sont identifiés & I'origine de ces affections récessives autoso-
miques, regroupées dans le cadre des syndromes de Walker Warburg
(WWS), Muscle-Eye-Brain (MEB) et Fukuyama Cerebral and Muscular
Dystrophy (FCMD). Nous avons entrepris I'étude moléculaire des princi-
paux génes de la O'Glycolysation, sur une série multicentrique de la
Société Frangaise de Feetopathologie de 47 faetus issus de 41 familles,
présentant les critéres neuropathologiques de LIS type II. Paralléglement,
une €tude immuno-histochimique a été entreprise sur du muscle congelé,
chez 21 familles (23 feetus). Une déficience en alpha-dystroglycan a été
mise en évidence dans tous les cas exploitables (n=21). Des mutations
causales ont été identifiées chez 24 familles (58,5 %). La sévérité du
tableau clinico-pathologique a permis de dégager deux groupes. Le groupe
I s'associe de fagon significative avec des mutations de POMTI] (14
familles/16 feetus), de POMT?2 (3 familles/3 feetus) et de FKRP (1 famille/1
feetus). 1l se caractérise par une ENG majeure et diffuse et une dysplasie
cérébelleuse et rétinienne sévéres. Le groupe Il s'associe de fagon préfé-
rentielle avec des mutations de POMGnT1 (6 familles/7 feetus) et se définit
par une ENG mineure/diffuse ou majeure/focale avec une dysplasie céré-
belleuse focale et une atteinte oculaire modérée et inconstante. La diversité
des génes impliqués dans la O'Glycosylation et des mutations constatées
chez les feetus atteints d'une LIS type II rendent le bilan moléculaire de
cette affection long et cofiteux. L'examen feetopathologique permet une
meilleure orientation de 1'étude moléculaire.

Mots-clés : lissencéphalie type II, alpha-dystroglycanopathies, syndrome
de Walker Warburg.
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Le syndrome de Meckel (MKS) est un syndrome létal, autosomique
récessif, caractérisé par une atteinte rénale multikystique, une malforma-
tion cérébrale, une polydactylie, et une prolifération des canaux biliaires.
Récemment, 2 génes ont éé identifiés : MKSI/FLJ20345 en 1723 et
MKS3/TMEMG67 en 8q24. Les deux codent pour des protéines ciliaires.
L'analyse moléculaire des génes MKS] et MKS3 dans une grande série de
120 MKS et 45 MKS-like indique que chacun de ces génes est responsable
d’environ 10 % des cas. Une corrélation phénotype-génotype est observée
concernant le type de malformation du CNS, la fréquence de la polydac-
tylie et I'existence d'anomalies osseuses. De plus, des mutations du géne
MKS3 ont été mises en évidence chez des feetus présentant une agénésie
du vermis et chez des patients atteints de syndrome de Joubert (JS) avec
ou sans anomalies hépato-rénales, définissant MKS3 comme le 6° locus du
JS (JBTS6). Un tour de génome réalisé a I'aide de familles consanguines
excluant MKSI-MKS3 a pointé vers une région d’homozygotie en 12g21
dans 4 familles. Des mutations tronquantes homozygotes de CEP290 ont
été identifiées dans 3 de ces familles, et des mutations hétérozygotes
composites ont été trouvées chez des feetus présentant un syndrome
« cérébro-réno-digital » avec un phénotype intermédiaire entre les syn-
dromes de Meckel et de Joubert, démontrant un continuum du spectre
Iésionnel s’étendant du JS au MKS. Enfin, par une étude de puces SNP
chez des patients atteints de MKS ou de JS, nous avons localisé un nouveau
locus en 16ql12 et identifié des mutations dans un nouveau géne,
RPGRIPIL chez des feetus MKS présentant une atteinte craniofaciale
sévére (mutations troncantes), et des patients atteints de JS. L'inactivation
de son orthologue murin récapitule les anomalies cérébrales, rénales, hépa-

memmmmm——— liques, craniofaciales et des membres du MKS. L'identification de

mutations dans ce nouveau géne codant une protéine ciliaire définit un
nouveau locus de JS (JBTS7) et de MKS (MKSS5).

Mots-clés : syndrome de Meckel, syndrome de Joubert, génétique
moléculaire.
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Introduction. L'infertilité, définie comme I'incapacité de concevoir aprés
2 ans de rapports sexuels non protégés, touche environ 15 % des couples.
On estime que 1'origine biologique de I'infertilité est partagée pour moitié
par I'homme et la femme. Les causes de I'infertilité masculine sont variées
et peuvent inclure des facteurs anatomiques, infectieux, chromosomiques
ou génétiques, comme |'agénésie des déférents avec le géne CFTR, et les
microdélétions du chromosome Y. A I'exception d'un petit nombre de
génes localisés sur le chromosome Y qui contribuent au phénotype de ces
microdélétions, aucun géne impliqué dans la méiose ou la spermatogenese
n'a pu étre formellement associé de maniere récurrente & un phénotype
d'infertilité chez I'homme. Le syndrome des spermatozoides « macrocé-
phales » est une anomalie morphologique rare caractérisée par une oligoas-
thénotératozoospermie avec 100 % de spermatozoides anormaux présen-
tant une augmentation importante du volume céphalique et un nombre
variable de flagelles. Par ailleurs, plusieurs études ont montré que la quasi
totalité des spermatozoides de ces patients présentait une hyperploidie
témoignant probablement d'un défaut de la scission cellulaire lors des deux
divisions méiotiques [1]. La spécificité du phénotype suggérait une origine
génétique unique ou restreinte & plusieurs acteurs d’'un méme mécanisme
moléculaire. Matériel et méthodes : Nous avons inclus dans notre étude 14
patients présentant un tableau typique de « spermatozoides macrocé-
phales ». Quatre ont été recrutés localement, ils étaient tous nés de parents
cousins germains et originaires d’Afrique du Nord. Dix autres patients
nous ont été adressés de la région de Rabat. La présence de quatre familles
ayant un fort degré d'apparentement constituait un argument fort en faveur
d'une transmission autosomique récessive et la prévalence élevée de
patients dans la région de Rabat pouvait témoigner d'un effet fondateur.
Nous avons réalisé pour ces patients un haplotypage microsatellitaire des
22 autosomes avec une couverture de 10 cm (Linkage Mapping v2.5
Applied Biosystems). Cette étude a obtenu 1'avis favorable du Comité de
Protection des Personnes de Grenoble. Résultats : Cette analyse nous a
permis d'identifier une région d’homozygotie en 19qter, commune a 6 de
nos patients contenant le géne Aurora Kinase C (AURKC) connu pour étre
exprimé dans les testicules et impliqué dans la ségrégation des chromo-
somes el la méiose. Nous avons donc séquencé la partie codante de ce
géne et trouvé que nos 14 patients partageaient un haplotype commun et
étaient tous homozygotes pour la mutation ¢144delC entrainant un déca-
lage du cadre de lecture et I'apparition d'un codon stop dés le début de la
séquence codante pour la partie catalytique d”Aurora C. Une étude in vive
et ex vivo de la protéine produite par le géne muté nous a permis de
confirmer que la protéine était dépourvue de sa partie kinase et donc inac-
tive [2]. Depuis, cette mutation 2 été retrouvée chez un total de 25 sujets
maghrébins présentant le méme phénotype. Une nouvelle mutation
AURKC a été également identifiée chez trois individus atteints dans deux
familles d'origine Frangaise. Conclusion: Nous avons démontré que
I'absence de protéine AURKC entrainait la formation de spermatozoides
macrocéphales polyploides et ainsi identifié de maniére formelle un géne
entrainant un défaut de spermatogénése chez 1"'homme. Nous souhaitons
maintenant estimer 1'incidence de c144delC sur la sur la fertilité masculine
maghrébine et déterminer si I’absence d'Aurora C a des conséquences sur
la fécondité féminine.
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Globozoospermia is a rare but severe teratozoospermia, characterized by
ejaculates completely consisting of round-headed spermatozoa that lack
an acrosome (OMIM 102530) or, in partial globozoospermia, containing
a variable proportion (20 %-90 %) of acrosomeless spermatozoa. The
men of the first group are infertile. Globozoospermia originates from a
disturbed spermiogenesis and a genetic contribution appears to be sup-
ported by several familial case reports. However, no causative gene
mutations have been identified. We present a family with three affected
brothers, in whom we have identified a homozygous mutation in the
spermatogenesis-specific gene SPATAI6. We investigated an Ashkenazi
Jewish family with six brothers (three affected, three healthy) and four
sisters. The three unaffected brothers fathered 7, 6 and 5 children, res-
pectively, but the three affected brothers were childless and presented a
fertility disorder due to oligoasthenoteratozoospermia, showing the cha-
racteristics of total globozoospermia. No known consanguinity was
reported, although the family belonged to an isolated Jewish population.
In two brothers, Intra Cytoplasmic Sperm Injection (ICSI) was per-
formed, but fertilization was poor and no pregnancy occurred. We per-
formed a genome-wide scan analysis of all six brothers, using a 10K
SNP-array. Large regions of homozygosity were observed in all six indi-
viduals, indicating consanguinity in the second or third degree in the
family. Therefore, we considered this family as consanguineous and
expected the pathology to be autosomal recessive. We identified a unique
region of homozygosity shared by all affected brothers, in which the
healthy brothers were heterozygous. This region contains some 50
known genes. We selected the SPATAI6 gene as the most plausible can-
didate gene, because it is specifically expressed in human testis and that
the mouse ortholog is primarily expressed in the spermatocyte and sper-
matids. SPATAI6 is composed of 11 exons encoding a highly conserved
protein of 65 kDa (569aa), which contains a tetratricopeptide repeat
(TPR) domain. Sequence analysis revealed a homozygous sequence
variation in exon 4 (c.848G>A), which disrupts a Neil recognition site.
Restriction enzyme analysis revealed that the three affected brothers are
homozygous and that the two parents and two healthy brothers are hete-
rozygous for the mutation. The ¢.848G>A nucleotide variation is not
known in any SNP database and was not identified in 231 controls. The
mutation predicts an amino acid change of a highly conserved residue
(p.R283Q) located at the C-terminal end of the highly conserved tetra-
tricopeptide repeat (TPR) domain. In addition, the ¢.848G>A mutation
affects the last nucleotide of exon 4 and therefore may disrupt the 5
splice site of intron 4. Three different splice-site prediction models pre-
dicted that the mutation disrupts this splice site. Minigene constructs
were made in order to test for a splicing defect. In contrast to the control,
the mutated exon gives rise to two aberrant splicing forms. In order to
confirm that the mutated SPATAI6 exon 4 is not recognized by the spli-
cing machinery, we checked its binding to the Ul SnRNP. Whereas bin-
ding of Ul SnRNP to wildtype DNA was readily detected, this was not
observed when DNA carrying the ¢.848G>A mutation was used as tem-
plate. Thus, the bio-infomatic prediction, the minigene and the Ul bin-
ding results strongly suggest that the ¢.848G>A mutation leads to inap-
propriate splicing of exon 4 and there for the disruption of the TPR
domain, SPATAI6 was also analyzed in 29 globozoospermic patients
including 6 familial cases. None of them did present any variation in
the sequence. The data strongly suggest that the identified homozygous
mutation in SPATA/6 causes globozoospermia in three out of six bro-
thers in the presented family, which allows us to state that globozoos-
permia can be a genetic trait with an autosomal recessive mode of
transmission.
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Université René-Descartes-Paris 5, Hopital Necker-Enfants Malades,
Paris ; (6) INSERM U563, Hépital Purpann, Toulouse ; (7) Département
de génétique, Hipital Sud, Rennes, France

Introduction : L’acide rétinoique (AR), métabolite de la vitamine A, est
un puissant tératogéne. Chez les vertébrés, I' AR est une molécule clef dans
la spécification de multiples territoires présomptifs de I'embryon. Le gene
STRAG6 code un récepteur transmembranaire facilitant 1'incorporation cel-
lulaire de la vitamine A soluble liée a la protéine RBP (Retinol-Binding
Protein). L’ AR induit I'activation de la transcription de génes cibles dont
la famille des FGFs (Fibroblast Growth Factors) par I'intermédiaire des
récepteurs nucléaires RAR et RXR qui agissent sous forme d"homo ou
d’hétérodimeres. Un défaut d'incorporation de la vitamine A pourrait, au
cours du développement, conduire a de graves malformations chez le feetus.
Résultats : Le géne STRA6 a été analysé dans deux familles consanguines
non apparentées chez lesquelles le diagnostic de syndrome de Matthew-
Wood [MIM 601186] a été porté chez deux feetus, devant 1'association
d'une microphtalmie sévére & une agénésie pulmonaire, une absence
d’artéres pulmonaires, une éventration bilatérale du diaphragme, une sté-
nose duodénale, des malformations pancréatiques et un retard de crois-
sance. Ces deux feetus présentent des mutations tronquantes homozygotes,
prédisant 1"apparition précoce d'un codon stop dans le transcrit STRAG.
Des mutations faux-sens hétérozygotes composites du géne STRA6 ont
également été identifiées chez deux fréres présentant un tableau clinique
plus modéré : 'un associant une microphtalmie bilatérale séveére 4 une
tétralogie de Fallot et un retard mental modéré ; I'autre associant une
microphtalmie bilatérale sévére & un retard mental plus sévere avec des
signes autistiques et un spina bifida occulta, mais sans malformation car-
diaque. En considérant |'ensemble de ces résultats moléculaires avee ceux
rapportés dans la littérature (Pasutto et al., 2007), aucune corrélation géno-
type-phénotype n'est retenue. Discussion: On observe ainsi un large
spectre d’expression clinique lié aux mutations du géne STRAG, allant du
syndrome de Matthew-Wood, létal en période feetale, & une forme compa-
tible avec la vie. Ces entités ont pu étre groupées sous |'acronyme
MCOPS9, microphtalmie syndromique de type 9 [MIM 601186]. Des
études fonctionnelles de mutations ponctuelles aléatoires distribuées sur
tout le transcrit STRA6 humain (Kawaguchi et al., 2007), permettent de
proposer un modéle de dose-réponse aux phénotypes observés chez les
sujets porteurs de mutations de ce géne. La variabilité phénotypique serait
la conséquence d’une incorporation résiduelle différente de la vitamine A
dans les cellules selon la position et/ou la nature de la mutation, Il en
résulterait un défaut complet ou partiel d'activation transcriptionnelle des
génes cibles essentiels notamment au développement de 1'ceil, du cceur et
du poumon.

Mots-clés : STRA6, microphtalmie, acide rétinoique.

BCO58 / 489. LES CELLULES DE CRETE NEURALE HUMAINES
ONT UNE SIGNATURE TRANSCRIPTIONNELLE PROCHE DE
CELLE DE CELLULES SOUCHES EMBRYONNAIRES

S. Thomas (1), M. Thomas (1), P. Wincker (2), P. Xu (3), M. C. Speer (3,
), A. Munnich (1, 4), S. Lyonnet (1, 4), M. Vekemans (1, 4), H. C.
Etchevers (1, 5)

(1) INSERM U781-Hépital Necker-Enfants Malades, Paris, France ; (2)
GENOSCOPE (CEA) and UMRS030-CNRS-GENOSCOPE-Université
d\'Evry-France ; (3) Center for Human Genetics-Department of Medicine-
Duke University Medical Center-Durham-North Carolina ; (4) Université
René-Descartes-Paris-France ; (5) INSERMU563-Centre de Physiopatho-
logie de Toulouse-Purpan, France. 1 Décédée le 4 aoiir 2007

Introduction : Les tissus et organes ayant pour origine les cellules de la
créte neurale (CCN) sont trés diverses tels les neurones et la glie du sys-
©me nerveux périphérique, les mélanocytes, le mésectoderme céphalique
et de la région conotroncale cardiaque ainsi que certaines cellules endo-

criniennes (Le Douarin and Kalcheim, 1999). Au cours de la vie prénatale, m—
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des anomalies du développement des CCN induisent des malformations
congénitales et/ou cancers, regroupés sous le terme « neurocristopathies ».
Chez I'animal, il a été établi que les CCN s'individualisent au cours de la
fermeture du tube neural, mais 'intervalle temporel de leur formation n’a
jamais été déterminé chez I'homme. Aprés une phase de transition mésen-
chymateuse, ces cellules migrent suivant des voies spécifiques pour
atteindre leurs divers organes cibles. Afin d'identifier des génes candidats
pour des neurocristopathies, nous avons entrepris 1'isolement et la carac-
térisation transcriptionnelle des CCN issues d’embryons humains (hCCN).
Résultats Nous avons tout d'abord défini les stades embryonnaires au cours
desquels les hCCN émigrent du tube neural ainsi que les conditions de
culture permettant le maintien de ces cellules dans un état indifférencié.
L’analyse globale du transcriptome des hCCN d’un individu par Serial
Analysis of Gene Expression (SAGE) montre que ces cellules présentent
une signature moléculaire trés similaire a celle de deux lignées de cellules
souches embryonnaires humaines (hES). En effet, par une analyse de type
« cluster », les hCCN sont regroupées avec des lignées de cellules hES,
plutét qu'avec d’autres tissus ou types cellulaires dont certains dérivés des
hCCN. L'annotation fonctionnelle selon les critéres GO (Gene Ontology)
démontre que les mémes classes de génes sont enrichies dans les hCCN
et les cellules hES. Les deux groupes fonctionnels les plus représentés sont
la régulation de la transcription et la prolifération cellulaire. De plus, de
nombreux génes associés a la régulation des propriétés de cellules souches
sont exprimés dans les hCCN tels NANOG, OCT3/4 (POUSFI) et SOX2.
Enfin, dans le but de définir les génes les plus spécifiques de ces deux
types cellulaires, nous avons réalisé une analyse TPE (Tissue Preferential
Expression). Nous avons ainsi croisé les données des banques SAGE de
hCCN et de hES avec celles de 14 autres tissus ou types cellulaires. Ceci
nous a permis de mettre en évidence un certain nombre de génes trés
spécifiques communs aux hCCN et aux cellules hES ainsi que des génes
spécifiques & chacun de ces deux types cellulaires. Discussion Les données
de cette étude représentent une source considérable de génes candidats
pour les neurocristopathies. En effet, le croisement de ces données
d’expression avec celles d’études de liaison génétique nous permet de relier
la localisation chromosomique des génes exprimés dans les hCCN aux loci
chromosomiques associés aux maladies génétiques. De plus, la culture de
hCCN permet I'étude de certains mécanismes physiopathologiques condui-
sant aux neurocristopathies. Enfin, nos travaux viennent lever le doute sur
I'idée que les CCN sont de vraies cellules souches et ouvrent la voie pour
des études concernant leur potentiel thérapeutique pour des neurocristopa-
thies comme la maladie de Hirschsprung ou des neuropathies périphériques
démyélinisantes.

Mots-clés :  cellules
neurocristopathies.
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MWCO059/703. CO-EXISTENCE DE MUTATIONS DE L’ADN MITO-
CHONDRIAL ET D’ALTERATIONS DU GENE POLG, QUELLE
PART DANS LE PHENOTYPE ?

C. Jardel (1, 4), T. Maisonobe (2, 4), M. Tchikviladzé(3), S. Filaut (1), P.
Laforét (3, 4) A. Lombes (4)

(1) Service de Biochimie, UF de cardio et myogénétique ; (2) Service de
neuropathologie ; (3) Centre de référence des maladies neuromusculaires ;
(4) INSERM U582, Groupe hospitalier Pitié-Salpétriére, APHP, Paris,
France

Les altérations de I'ADN mitochondrial (ADNmt) peuvent apparaitre spon-
tanément ou étre induites par une anomalie de la polymérase gamma
(POLG), seule enzyme responsable de la réplication de I'’ADNmt. La pré-
sence d'anomalie génétique de POLG, notamment dans son domaine exo-
nucléase, a été démontrée comme responsable de |'apparition de délétions
multiples et de nombreuses mutations ponctuelles de 'ADNmt dans des
modeles cellulaires et animaux. De nombreuses maladies de présentation
clinique trés variées ont été associées aux altérations de POLG : ophtal-
moplégie externe progressive (PEO) de transmission autosomique réces-
sive ou dominante, syndrome d’Alpers-Huttenlocher, neuropathie sensi-
tive, ataxie. Les conséquences fonctionnelles de ces mutations peuvent étre
liées a des anomalies quantitatives (déplétion) ou qualitatives (apparition
de mutations ponctuelles ou délétions) de I'ADNmt. Chacune de ces alté-
rations de I"ADNmt n'existe que dans une trés faible proportion de
I’ADNmt total. On considére en général que I'effet délétere est dii a la
présence simultanée de trés nombreuses altérations différentes. Cependant

s unc ou plusieurs altérations peuvent étre amplifiées de manitre similaire

2 ce qui est observé au cours du vieillissement normal. La question de la
responsabilité respective de |'amplification d’une altération de I"’ADNmt
et du dysfonctionnement de la POLG peut donc se poser dans |'analyse
des relations génotype/phénotype des altérations génétiques de POLG.
Nous rapportons le cas de 2 familles présentant, de fagon plus ou moins
compléte, une myopathie mitochondriale authentifiée par les anomalies
morphologiques de la biopsie musculaire, une neuropathie sensitive
ataxiante, une surdité, une PEO, une intolérance a I'exercice et une fai-
blesse musculaire. Nous avons montré I'existence simultanée de mutations
pathogénes de I'ADNmt et du géne POLG dans ces 2 familles. La famille
A présentait la mutation m.5692T>C du geéne de I'ARNt™" dans 44 % de
I’ADNmt du muscle. Cette mutation était absente de I'ADNmt du sang et
des fibroblastes cutanés. Elle s’associait & deux mutations hétérozygotes
du géne POLG (p.A467T et W748S) reconnues comme pathogénes. La
famille B présentait la mutation m.6510G>A du géne MT-COI dans 100 %
de I'ADNmt du muscle, du sang et des fibroblastes. Cette mutation était
originale, modifiait un acide aminé trés conservé au cours de I'évolution
des espéces (p.A203T). Elle s’associait & deux mutations hétérozygotes en
cis du géne POLG (p.W1177L et E1143G) dont la premiére est originale
et modifie un acide aminé trés conservé, La derniére est un polymorphisme
qui est reconnu comme modificateur puisqu’’il induit une instabilité de
I'enzyme. L'étude familiale a permis de montrer que la mutation de
I’ADNmt n’était pas secondaire aux mutations de POLG et qu’elle était &
elle seule, responsable d’une partie du phénotype.

La mise en évidence d'une anomalie moléculaire du géne POLG ne doit
donc pas exclure la recherche de mutations de I'ADNmt qui peuvent
coexister ou étre induites et qui peuvent modifier le phénotype. Des études
sur une large population sont nécessaires pour apprécier la fréquence de
ces anomalies conjointes de génes nucléaires et mitochondriaux.

Mots-clés : ADN mitochondrial, PolG, phénotype.

BWCO60 / 345. L’ATTEINTE SYNERGIQUE DES GENOMES
NUCLEAIRE ET MITOCHONDRIAL EST-ELLE UNE CAUSE
COMMUNE DE PATHOLOGIES DE LA CHAINE RESPIRATOIRE
MITOCHONDRIALE ?

V. Procaccio (1), P. Potluri (1), E. Ruiz-Pesini (1), D. Mishmar (1), A.
Davila (1), S. O’Hearn (1), M. Simon (1), I. Scheffler (2), D.C. Wallace
(1)

(1) University of California, Irvine, Center for Molecular & Mitochondrial
Medicine and Genetics, USA ; (2) Division of Biological Sciences Univer-
sity of California, San Diego, USA

Introduction : Les maladies mitochondriales sont des maladies métaboli-
ques liées & un déficit de la chaine respiratoire mitochondriale. Elles sont
une cause importante de maladies neuromusculaires mais également res-
ponsables de présentations cliniques trés hétérogénes pouvant toucher tous
les organes. La mitochondrie étant sous I'influence de 2 génomes, ces
maladies sont également caractérisées par une large hétérogénéité géné-
tique. Un dysfonctionnement mitochondrial va étre ainsi responsable de
maladies mitochondriales dues & des mutations soit affectant le génome
mitochondrial avec un mode de transmission maternelle ou ciblant le
génome nucléaire selon un mode de transmission mendélienne (atteintes
autosomales ou liées & 1I'X). Résultats : Cependant du fait de la double
origine génétique des protéines de la chaine respiratoire, la combinaison
d’anomalies moléculaires a la fois présentes sur les 2 génomes pourrait
représenter une cause commune de pathologies mitochondriales. Par
exemple, nous avons pu montrer la présence d'un déficit isolé du complexe
I responsable d'un tableau neurologique progressif associant une épilepsie
généralisée et rétinite pigmentaire touchant plusieurs membres d’une méme
famille. L'analyse du cas index a montré la présence d'un déficit enzyma-
tique sévére du complexe I dans le muscle avec également une diminution
significative de I'assemblage de ce complexe pour plusieurs tissus. Le
complexe I mitochondrial est un énorme édifice constitué de 45 sous-unités
dont 7 seulement sont codées par le génome mitochondrial, le génome
nucléaire codant les autres sous-unités et requiert ainsi de multiples inte-
ractions entre les sous-unités codées par les 2 génomes. Une analyse exten-
sive de I'ensemble des génes nucléaires codant le complexe 1 pour le cas
index a mis en évidence la présence d'un changement hémizygote du géne
NDUFAI localisé sur le chromosome X. Cependant la modélisation de
cette mutation nucléaire par mutagenése dirigée introduite dans un modéle
cellulaire hamster et I’analyse biochimique de ce mutant a montré la pré-
sence d'un déficit partiel mais sans reproduire 1'extréme sévérité du déficit
du complexe I observé chez le patient. 11 a été montré précédemment que
la sous unité MWFE codée par le géne NDUFAI est une protéine critique
pour 1'assemblage de la partie membranaire du complexe 1 interagissant
en particulier avec les sous-unités (NDI 4 ND6) codées par le génome
mitochondrial. L'étude moléculaire de la totalité de I'ADN mitochondrial
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du cas index (ADNmt) a permis de montrer la présence de variants mito-
chondriaux pour les sous unités NDI, ND5 et ND6 du complexe I. La
pathogenicité du génome mitochondrial a pu étre démontrée avec I'analyse
biochimique de cybrides (obtenus par fusion entre une lignée cellulaire
sans ADNmt (143B rho®) et les cellules énuclées du patient) mettant en
évidence un déficit partiel au nivean enzymatique et assemblage du
complexe I avec le transfert du génome mitochondrial de ce patient. Dis-
cussion-Conclusion : Les anomalies moléculaires analysées de manigre
isolée pour chaque génome ne sont pas donc suffisamment délétéres pour
étre responsables d'un déficit majeur mais 1’action synergique et combinée
des 2 génomes serait donc responsable de la sévérité du déficit du complexe
I et de la pathologie mitochondriale. Ces observations témoignent de
I'importance des interactions entre les 2 génomes dans la pathogénicité
des dysfonctionnements mitochondriaux et pourraient représenter un élé-
ment important dans la genése des maladies neurodégéneratives en parti-
culier dans la maladie de Parkinson, trés souvent associée avec un déficit
du complexe I. La prise en compte de ces atteintes bigénomiques est aussi
un élément critique pour le conseil génétique et éventuellement pour le
diagnostic prénatal de ces pathologies.

Mots-clés : mitochondrie, complexe I, génome mitochondrial.

EMCO61 / 320. UN NOUVEAU MODELE MURIN POUR ETUDIER
LA PHYSIOPATHOLOGIE DES CHONDRODYSPLASIES LIEES
A FGFR3

S. Pannier (1), C. Benoist-Lasselin (1), E. Dambroise (1), A. Munnich (1),
L. Legeai-Mallet (1)

INSERM, U781, Département de Génétique, Hépital Necker-Enfants
Malades, Paris, France

L’achondroplasie, le nanisme le plus fréquent chez I'homme fait partie
d'un groupe de chondrodysplasies de sévérité variable incluant I"hypo-
chondroplasie, forme modérée et le nanisme thanatophore, forme létale.
Le mode de transmission de ces dysplasies squelettiques est autosomique
dominant associant des membres courts, des anomalies vertébrales et une
macrocéphalie plus ou moins marquée. Des mutations ponctuelles, identi-
fiées dans les différents domaines du fibroblast growth factor receptor 3
(FGFR3), récepteur a activité tyrosine kinase, sont responsables de ces
anomalies de la croissance osseuse. L’ensemble de ces mutations produit
une activation constitutive de FGFR3, qui ne nécessite plus la présence du
ligand (FGF) pour déclencher la dimérisation et la transduction du signal
qui en résulte. Linvalidation fonctionnelle du géne fgfr3 chez la souris a
permis de montrer que ce récepteur est un régulateur négatif de la crois-
sance osseuse. Pour analyser le role de FGFR3 dans 1'ossification endo-
chondrale, un modele murin a été généré en utilisant un systéme Cre-Loxp.
Les souris obtenues expriment la mutation Y367C & I'état hétérozygote
correspondant a la mutation Y373C responsable du nanisme thanatophore
de type I chez I"homme. Afin de comprendre les conséquences de la muta-
tion sur le développement du squelette et les mécanismes cellulaires contr-
lant la croissance osseuse, nous avons étudié le phénotype osseux et car-
tilagineux des souris fgfr3Y367C/+. Ces souris présentent un nanisme
sévere, le phénotype est visible dés la naissance et s’accentue avec le
temps. Une étude plus fine du squelette par radiographies a mis en évidence
une macrocéphalie, un thorax étroit, des os longs courts et trapus associés
i un retard d’apparition des noyaux d’ossification secondaire. L’étude his-
tolologique des fémurs a montré une importante désorganisation de la
plaque de croissance avec une absence de colonnes dans la zone prolifé-
rative et une zone hypertrophique réduite avec des chondrocytes de petite
taille. Nous avons mis en évidence une surexpression d’ostéopontine et
d'ostéocalcine chez la souris mutante et de fagon surprenante, une expres-
sion ectopique d’ostéocalcine dans les zones prolifératives et pré hyper-
trophiques du cartilage pathologique. Enfin, I'étude de I"activité ostéoclas-
tique (TRAP) a révélé une modification du remodelage osseux induite par
I'activation constitutive de fgfr3. Ces résultats suggérent le role essentiel
de FGFR3 dans la chondrogenése et 1'ostéogenése au cours de 1'ossifica-
tion endochondrale. Ce nouveau modéle murin est un excellent modéle
pour étudier la physiopathologie des chondrodysplasies liées & FGFR3.

Mots-clés : FGFR3, modele murin, chondrodysplasie.

HCO62 / 230. ANOMALIES DE LA JONCTION NEUROMUSCU-
LAIRE ET DEFICIT EN ACETYLCHOLINESTERASE DANS UN
MODELE MURIN DU SYNDROME DE SCHWARTZ-JAMPEL
M. Stum (1, 2), E. Girard (3), V. Bernard (4, 5), M. Bangratz (1, 2), C.S.
Davoine (1, 2), N. Tabti (1, 2), J.C. Willer (6, 7), B. Fontaine (1, 2, 8), J.
Molgo (3), E. Krejei (4, 5), S. Nicole (1, 2, 8)

(1) Inserm, U546, Paris, France ; (2) Université Pierre-et-Marie-Curie-
Paris 6, Paris, France ; (3) CNRS, Institut de Neurobiologie Alfred Fes-
sard-FRC2118, Laboratoire de  Neurobiologie Cellulaire et
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Moléculaire-UPR9040, Gif-sur-Yvette, France ; (4) Inserm, U686, Paris,
France ; (5) Université Paris-Descartes, Paris, France ; (6) Assistance
Publique-Hépitaux de Paris, Fédération de neurophysiologie clinique,
Groupe hospitalier de la Pitié-Salpétriére, Paris, France ; (7) Inserm,
U731, Paris, France ; (8) Assistance Publique-Hépitaux de Paris, Fédé-
ration des maladies du systéme nerveux et centre de référence « canalo-
pathies musculaires », Groupe hospitalier de la Pitié-Salpétriére, Paris,
France

Introduction : Le syndrome de Schwartz-Jampel (SJS) est une maladie
autosomique récessive caractérisée par une raideur musculaire permanente
et une chondrodystrophie de sévérité variable. Le SJS est di a des muta-
tions hypomorphes dans le géne codant pour le perlecan, un héparane
sulfate protéoglycane majeur des membranes basales (MB). Une patho-
logie allélique au SIS, la dysplasie dissegmentaire de type Silvermann-
Handmaker (DDSH) est caractérisée par une chondrodystrophie trés sévére
et une létalité dés les premiers jours de vie. Un effet dose du perlecan a
été suggéré pour expliquer la différence de sévérité entre le SIS et la
DDSH. Outre cet effet dose, il a été proposé que la raideur musculaire
présente dans le SJS résultait d’un déficit en acétylcholinestérase (AChE)
a la jonction neuromusculaire (JNM), lié au déficit en perlecan. Afin d’étu-
dier ces deux hypothéses, nous avons développé et caractérisé un modgle
murin de cette pathologie. Matériel et Méthodes : Nous avons généré un
modéle « knock-in » en introduisant la mutation SJS faux-sens p.C1532Y
par recombinaison homologue dans le géne murin. Deux lignées de souris
ont été générées : la premiére contenant la mutation seule (Néo-) et la
seconde ol la cassette de sélection PGK-Néo a été conservée pour son
éventuel effet hypomorphe (Néo+). Nous avons étudié ces deux lignées
phénotypiquement (radiographie, électromyographie), moléculairement
(RT-PCR, RT-PCR quantitative, Western-blot), morphologiquement (colo-
rations hématoxyline-éosine et ATPase du muscle, immunomarquages sur
fibroblastes en culture, coupes de muscles squelettiques et fibres muscu-
laires dilacérées in toto) et physiologiquement (électrophysiologie sur pré-
paration nerf phrénique-hémidiaphragme ex vivo). Résultats : Les homo-
zygotes mutants des deux lignées étaient viables et fertiles et présentaient
des contractions des pattes arrieres et des difficultés a ouvrir les paupieres.
Une réduction du taux de perlecan sécrété dans les MB musculaires et une
rétention intracellulaire de la protéine mutée ont été observées. Les muscles
squelettiques présentaient des remaniements cellulaires, signes d'un muscle
en souffrance, dont le regroupement suggérait une origine pré-synaptique.
La JNM était remaniée montrant une perte de la forme en bretzel, un aspect
strié des récepteurs a I'acétylcholine (RAChs) et un déficit en AChE. Tous
ces défauts étaient plus marqués chez les mutants Néo+ et corrélés a une
expression plus faible du perlecan résultant de la présence de la cassette
Néo. Ces mutants Néo+ présentant un phénotype plus proche du SIS, nous
avons poursuivi nos analyses chez ces derniers. L'électromyogramme a
montré une hyperactivité similaire 2 celle observée chez les patients SJS.
Des anomalies pré-synaptiques ont été observées avec des isolats de RAChs
non innervés et des prolongements des cellules de Schwann terminales,
suggérant une dénervation partielle. L'étude de la transmission synaptique
par électrophysiologie a montré une transmission normale, excepté une
prolongation du temps de décroissance des potentiels de plague et une
potentiation aprés une double stimulation, signes typiques d'un déficit en
AChE. Discussion et Conclusion: Nos résultats confirment I'existence
d’un effet dose, la sévérité du phénotype étant inversement corrélée au
taux résiduel de perlecan présent dans nos modeles. Nos analyses des
mutants Néo+ suggérent que 1’hyperactivité puisse résulter d'un déficit en
AChE a la JNM, et que le SIS soit reclassé en tant que pathologie de la
JNM. Cependant, les anomalies pré-synaptiques observées chez ces
mutants sont également & prendre en compte car elles pourraient jouer un
role non négligeable dans |"hyperactivité musculaire caractérisant le SJS.

Mots-clés : syndrome de Schwartz-Jampel, modéle murin, jonction
neuromusculaire.

BWCO063/212. DES MODELES MURINS POUR L’ANALYSE GENE-
TIQUE DU SYNDROME DE DOWN

V. Brault (1, 2), A. Duchon (1, 2), P. Lopez Pereira (1, 2), C. Colombier
(1, 2), M.-C. Chevallier (1, 2), C. Chabert (1, 2), E. Dalloneau (1, 2), V.
Nalesso (1, 2) et Y. Hérault (1, 2)

(1) Laboratoire d'Immunologie et Embryologie Moléculaire-Université
d\'Orléans ; (2) CNRS, UMRG6218-1EM-Institut de Transgenose d’Orléans,
France

Introduction : La trisomie 21 ou syndrome de Down (SD) demeure la pre-
miére cause génétique de retard mental et de malformations chez I"homme,
affectant 1 nouveau-né sur 700 naissances. La présence en trois copies des
quelques 330 génes du chromosome 21 (HSA21) entraine un déséquilibre
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générant un panel de pathologies morphologiques et physiologiques dont
des altérations du squelette et du cerveau, des malformations cardiaques
et gastrointestinales ainsi qu'une susceptibilité accrue 4 certaines maladies
telles que la maladie d’Alzheimer, la leucémie et 1'épilepsie. De ce fait,
elle représente le prototype idéal pour I'étude des aneuploidies chromoso-
miques et des maladies complexes. Cependant, 1'étude des interactions
génétiques en cause dans le SD est limitée au petit nombre de patients
atteints de trisomie partielle. La souris, de part ses similitudes génétiques,
anatomiques et physiologiques avec I"'homme, est actuellement le premier
modele animal pour I'analyse génétique des pathologies humaines. Maté-
riel et méthodes : Les génes orthologues au HSA21 se trouvent localisés
sur des régions synténiques sur les chromosomes murins (MMU) 16, 17
et 10. Afin de compléter les modeles trisomiques existants et correspondant
a la région centromérique du HSA21, nous avons utilisé la technologie de
recombinaison homologue en cellules embryonnaires souches combinée
au systéme de recombinase Cre/loxP afin de créer des duplications et des
délétions ciblées dans le génomes de la souris. Nous avons ainsi inséré des
sites loxP au niveau des locis Stch, App, Sodl et Runx sur le MMUI6,
Abcgl et U2afl sur le MMU17 et Prmt2, Col6al et Cstb sur le MMU10.
Les duplications et délétions des régions encadrées par deux sites loxP
sont obtenues par expression transitoire de la recombinase Cre. Les cellules
portant ces remaniements chromosomiques sont ensuite injectés dans des
blastocystes receveurs afin de générer les lignées trisomigues et monoso-
miques. Résultats : Nous avons obtenu deux modgles trisomiques et six
modeles monosomiques pour différentes régions homologues & la partie
télomérique du HSA21. De maniére intéressante, certains modéles mono-
somiques présentent un taux de viabilité faible. Une analyse embryonnaire
est en cours afin de déterminer les causes de cette Iétalité. Les autres
modeles sont tous viables et font I'objet d’une série d’analyses phénoty-
piques systématiques afin de mettre en évidence des caractéres phénoty-
piques comparables & ceux qui sont observés chez les patients atteints de
SD (malformation crinio-faciale, comportement, physiologie, squelette...).
L'analyse approfondie d'un premier modéle monosomique pour la région
Prmt2-Col6al a montré que la perte d'une copie de cette région entrainait
un dysfonctionnement au niveau de la réponse respiratoire et une réponse
inflammatoire accrue aprés administration intranasale de lipopolysaccha-
ride. Cette altération était accompagnée d'une augmentation de recrute-
ment des neutrophiles et de sécrétion de cytokines dans les poumons,
L’analyse des nouveaux modeles trisomiques est en cours et conforte
I'impact du nombre de dose des génes sur certaines voies métaboliques.
Discussion : L’obtention d'un panel de modéles murins portant différentes
duplications et délétions successives des régions murines homologues au
HSA21 va nous permettre, par leur étude et par combinaison des différents
modeles entre eux, de définir la contribution de génes individuels ou
groupes de génes dans les différents phénotypes du SD et de tester les
interactions génétiques & 1'origine des phénotypes complexes observés chez
les patients. Ainsi, par exemple, nous pourrons combiner les modéles tri-
somiques entre eux et voir si d’autres phénotypes apparaissent. Ces études
devraient & terme conduire 4 I'identification des voies de signalisation
perturbées chez les patients et permettre le développement de nouvelles
approches thérapeutiques.

Mots-clés : trisomie 21, modeles murins, intéractions génétiques.

ECO64 / 522. APPROCHES THERAPEUTIQUES DANS LA PRO-
GERIA DE HUCHINSON GILFORD (HGPS)

S. Pereira (1), C. Navarro (1), A. De Sandre-Giovannoli (1, 2), P. Bour-
geois (2), E. Francezon (1), I. Boccacio (1), P. Cau (1, 2), N. Levy (1, 2)
(1) INSERM UMR910, Génétique Médicale et Génomique Fonctionnelle,
Faculté de Médecine de Marseille, 27 bd Jean Moulin, 13385 Marseille ;
(2) Département de Génétique et Biologie cellulaire Marseille, Hopital la
Timone, 13005 Marseille, France

Le syndrome de Hutchinson-Gilford (HGPS) ou Progéria typique est une
pathologie extrémement rare et sévére. Les patients présentent les symp-
tomes d’un vieillissement prématuré en particulier une peau fine et trans-
lucide, une alopécie, des veines apparentes, une ostéolyse et une athéros-
clérose extrémement sévére entrainant le décés prématuré A un ige moyen
de 12,5 ans, la plupart du temps d’un infarctus myocardique. La mutation
responsable du syndrome HGPS est une mutation hétérozygote apparue de
novo dans le géne LMNA (c.1824C>T ; p.G608G) située dans I'exon 11
codant spécifiquement le précurseur de la Lamine A. Cette mutation active
un site cryptique d'épissage et entraine la production d’un précurseur de
Lamine A, tronqué des 50 derniers acides aminés de la région C-terminale
de la protéine et ne pouvant ainsi plus subir toutes les étapes nécessaires
4 sa maturation en particulier. Ce précurseur tronqué (Progerine) reste
anormalement farnésylé et s'accumule avec un effet toxique dans les

mmmmmmm—— noyaux des patients, perturbant a la fois I'organisation de la lamina

nucléaire et plusieurs voies métaboliques dans lesquelles la lamine A est
impliquée. Plusieurs études ont été menées afin soit de corriger le défaut
d’épissage (oligonucléotides anti-sens) soit d’inhiber la farnésylation de la
prélamine A en utilisant les inhibiteurs de la farnésyl-transférase (FTT)
initialement développés comme agent anticancéreux. Toutefois, alors que
les FTI améliorent la morphologie nucléaire de fibroblastes de patients
HGPS in vitro, ils ne corrigent pas plusieurs des anomalies métaboliques
(réparation de I'’ADN,...) observées dans ces cellules et surtout n'ont qu'un
effet trés limité sur I'accumulation de prélamine A dans des modeles ani-
maux de syndrome progéroide. Nous avons développé une approche thé-
rapeutique alternative, basée sur I'utilisation de molécules inhibant deux
enzymes clé de la voie de synthese des isoprénoides, les inhibiteurs de
I"HMG CoA réductase d’une part et de la Farnésyl-Pyrophospho-synthase
d’autre part. Nous avons montré, in vitro, par des études de dose-réponse
et temps-réponse sur des fibroblastes témoins, que les deux molécules
agissent en synergie sur I'inhibition de la farnésylation de la prélamine A.
Par ailleurs, I"utilisation de cette combinaison sur des fibroblastes prove-
nant de patients atteints de Progeria, entraine non seulement une restaura-
tion du phénotype nucléaire dans plus de 50 % des cellules, mais également
une nette amélioration de voies métaboliques perturbées par I'accumula-
tion de Progerine (réparation de 1'ADN) avec une efficacité positivement
corrélée au vieillissement cellulaire. In vivo, cette approche pharmacolo-
gique a ét¢ utilisée dans un modele de Progeria avec des résultats indiquant
une efficacité significative sur le taux de prévention de I'atteinte osseuse,
un maintien de la courbe de poids et une survie prolongée. Deux modeles
murins authentiques de Progeria sont en cours d’évaluation et nous atten-
dons "autorisation finale de I"'AFSSAPS afin d’inclure les patients dans
un protocole thérapeutique temporaire (prévu en Janvier 2008). Si notre
objectif n'est pas de reverser les effets dévastateurs de la maladie, nous
pouvons toutefois espérer un ralentissement de son évolution, une préven-
tion du risque cardio-vasculaire et un prolongement de la survie dans des
conditions de vie améliorées pour les enfants atteints de Progeria ou d'une
pathologie du vieillissement apparentée.

Mots-clés : vieillissement, traitement, prénylation.

BCO65 / 513. DEFICITS BIOAMINERGIQUES DANS LE SYN-
DROME DE RETT : DE LA PHYSIOPATHOLOGIE A UN ESSAI
CLINIQUE

J.C. Roux (1), E. Dura (1), A, Moncla (1, 2), J. Mancini (3), O. Blin (4),
L. Villard (1)

(1) INSERM U910 Faculté de Medecine-La Timone-Marseille, Université
Aix Marseille ; 2) Département de Génétique Médicale-CHU la Timone-
Marseille ; (3) Dépar t de Neuropédiatrie-CHU la Timone-Mar-
seille ; (4) Centre de Pharmacologie Clinique et d'Evaluations Thérapeu-
tiques-Marseille, France

Le syndrome de Rett (SR) est un grave désordre neurologique d’origine
génétique qui touche essentiellement les filles (1/12 000). Le géne respon-
sable, MECP2, code pour une protéine ayant une fonction supposée de
répresseur transcriptionel. En plus de problémes de développement du cer-
veau associé 4 un profond handicap mental et des déficits moteurs, les
filles SR présentent des déficits du systéme nerveux autonome. Les sys-
temes cardiorespiratoires en particulier présentent de séveres arythmies qui
pourraient étres responsables chez les filles SR d'un quart des déces. Pour
cette raison, nous avons décidé d’aborder 1'origine des troubles respira-
toires en utilisant un modele de souris déficientes pour la protéine Mecp2
(Mecp2-/y). Nos résultats ont apporté de nouveaux éléments physiopatho-
logiques et ont permis en premier lieu de montrer que le modéle murin
présentait, comme chez les patientes, des troubles respiratoires importants.
Ceux-ci apparaissent chez les souris Mecp2-/y vers I'age d’un mois et
s’aggravent jusqu'a I'arrét respiratoire survenant vers I'adge de deux mois.
Le tronc cérébral est connu comme la structure responsable de la genése
et de la régulation de la respiration. L'étude du tronc cérébral chez les
souris Mecp2-/y nous a permis de montrer que les contenus en noradré-
naline, neurotransmetteur essentiel 4 la commande respiratoire, sont for-
tement réduits & partir de I'dge d'un mois, ce qui coincide avec |"apparition
des troubles respiratoires chez ces mémes animaux. Par ailleurs, 1'analyse
de coupes histologiques réveéle que le nombre de neurones exprimant la
tyrosine hydroxylase (TH), enzyme limitante de la synthése de la noradré-
naline, est fortement réduit dans le tronc cérébral des souris Mecp2-/y.
L’identification de déficits neurochimiques et cellulaires, pouvant expli-
quer "origine des troubles respiratoires nous a permis d'envisager la pos-
sibilité d'une intervention pharmacologique chez la souris. Notre choix
s'est porté sur la désipramine car cette molécule est I'inhibiteur de recap-
ture de la noradrénaline le plus spécifique et qu'elle posséde déja une
autorisation de mise sur le marché. Les souris Mecp2-/y traitées par la
désipramine montrent une amélioration importante du rythme respiratoire
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pendant plusieurs semaines, essentiellement marqué par un seuil trés bas
d’apnée. De manidre encore plus intéressante, le traitement prolonge la
durée de vie des souris déficientes d’environ 50 % par rapport aux souris
traitées par un placebo. Les résultats sont aussi spectaculaires au niveau
cellulaire car ils montrent que, chez les souris mutantes traitées, le nombre
de neurones exprimant la TH est similaire a celui des souris sauvages. La
bonne connaissance de cette molécule, sa faible toxicité et le fait qu'elle
ait déja été utilisée chez I'enfant ouvrait donc la voie  des essais cliniques
chez la fille SR. Ainsi, un essai clinique de phase II chez 36 filles SR
vient d'étre lancé a Marseille, financé par le ministére de la santé sous la
forme d’un PHRC (programme hospitalier de recherche clinique) national
et sous la responsabilité du Professeur Mancini, neuropédiatre & 1'hopital
de la Timone. Le but de ce travail est de tester |'efficacité de la désipramine
sur le fonctionnement du systéme nerveux végétatif des filles SR. Cette
€tude est réalisée en double-aveugle dans six centres hospitaliers répartis
sur tout le territoire. Les résultats seront rassemblés au centre de pharma-
cologie clinique et d’évaluations thérapeutiques de Marseille (responsable :
Pr. Olivier Blin) et les conclusions de ce travail devraient étres connus au
cours de I'année 2008.

Mots-clés : syndrome de Rett, Mecp2, Traitement pharmacologique.

BCOG66 / 604. INTERACTION ENTRE LES VOIES DE SIGNALI-
SATION WNT/BETA-CA E ET NF-KAPPAB ET DYSPLA-
SIES ECTODERMIQUES ANHIDROTIQUES

C. Cluzeau (1), E. Bal (1), P. Guigue (1), N. Chassaing (2), S. Hadj-Rabia
(1, 3), C. Bodemer (1, 3), P. Calvas (2), M. C. Vincent (2), A. Munnich
(1), A. Smahi (1)

(1) INSERM U781, Hépital Necker-Enfants Malades, Université Paris
5-René-Descartes, Paris, France ; (2) Service de Génétique médicale,
Hépital Purpan, Toulouse, France ; (3) Service de Dermatologie, Hépital
Necker-Enfants Malades, Paris, France

Les dysplasies ectodermiques anhidrotiques (EDA) sont des désordres de
différenciation des annexes épidermiques caractérisés par une hypotrichose,
une hypo- ou anondontie et hypo- ou anhidrose. Les formes d’'EDA liées au
chromosome X sont les plus fréquentes ; elles sont dues & des mutations dans
le géne EDI codant pour I'ectodysplasine. Des formes autosomiques domi-
nantes et récessives, identiques aux formes liées au sexe, résultent de muta-
tions dans les génes ED2 et ED3, codant respectivement pour les protéines
Edaradd et Edar. Les trois protéines appartiennent 4 la méme voie de signali-
sation : I'ectodysplasine est le ligand du récepteur Edar, qui transmet un signal
d’activation du facteur de transcription NF-kappaB via une interaction avec la
protéine adaptatrice Edaradd. La voie de signalisation Wnt/béta-caténine joue
un role central au cours du développement et elle est largement impliquée
dans les mécanismes de carcinogenese. Récemment son role dans la morpho-
genese des annexes épidermiques a émergé. Un lien entre la voie NF-kappaB
médiée par I'ectodysplasine et la voie Wnt/béta-caténine a été décrit. Nous
avons confirmé par des expériences de transactivation aprés transfection des
cellules HEK293T avec un rapporteur luciférase sous contréle d'un promo-
teur NF-kappaB ou Lef-TCF que le récepteur Edar inhibe la voie Wnt/béta-
caténine. Nous avons étudié I'effet de sept mutations identifiées dans le géne
ED3 et responsables d"EDA autosomiques 4 la fois dominantes et récessives
sur ces deux voies. Les mutations dominantes abolissent 'activation de la
voie NF-kappaB et ne parviennent pas i inhiber la voie Wnt/béta-caténine.
Les mutations récessives perturbent sans les abolir complétement I activation
de NF-kappaB et I'inhibition de Wnt/béta-caténine. Par ailleurs, nous avons
démontré que I'inhibition de la voie Wnt/béta-caténine par Edar est dépen-
dante de NF-kappaB. En effet, la transfection d’un plasmide codant la pro-
téine IkappaBalpha super répressive supprime cette inhibition. Nous avons pu
établir par Western Blot que I'inhibition de la voie Wnt/béta-caténine n’est
pas liée & la dégradation de béta-caténine, mécanisme habituellement
impliqué dans sa régulation. Nous avons également montré par immunofluo-
rescence que la transfection d"Edar n’interfére pas avec la translocation de
béta-caténine dans le noyau. Ainsi, I'inhibition de la voie Wnt/béta-caténine
par Edar se fait probablement par interaction compétitive entre les protéines
NF-kappaB et la protéine béta-caténine ou les facteurs de transcription
Lef/TCF qui lui sont associés. La voie de signalisation ectodysplasine agit
donc sur deux facteurs de transcription centraux impliqués dans la différen-
ciation des annexes épidermiques, structures touchées chez les patients EDA.
L’effet des mutations dans le géne ED3 sur la régulation négative de la voie
Wnt/béta-caténine suggére que la dérégulation de cette voie pourrait étre liée
a une dysplasie des annexes épidermiques. La formation et la différenciation
des placodes & 'origine des annexes épidermiques (dents, poils, glandes
sudorales et mammaires) ont lieu trés t6t au cours du développement
embryonnaire. Elles nécessitent des interactions réciproques et séquentielles
entre I'épithélium et le mésenchyme, faisant intervenir plusieurs voies de
signalisation dont la voie NF-kappaB médiée par I'ectodysplasine et la voie
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Whnt/béta-caténine. L'expression de I'ectodysplasine est sous controle de
Lef-1 et I'inhibition de la voie Wnt/béta-caténine étudiée ici pourrait étre un
rétro-contrile négatif de I’activation de la signalisation ectodysplasine au
moment de la différenciation des annexes épidermiques.

Mots-clés : NF-kappaB, Wnt/béta-caténine, EDA.

Session Simultanée
« Génétique des Maladies Complexes »

BWCO67 / 696. L’'ORDERED TRANSMISSION DISEQUILIBRIUM
TEST : RECHERCHE DE GENES MODIFICATEURS POUR LA
SCLEROSE EN PLAQUES

H. Perdry (1, 2), M.-C. Babron (1, 2), F. Clerget-Darpoux (1, 2)

(1) INSERM U535, Villejuif, France ; (2) Université Paris-Sud, IFR69,
UMR-S535, Villejuif, France

Un locus modificateur est un locus qui est la cause de différences quantita-
tives ou qualitatives dans un aspect d'un phénotype morbide, distinct du
locus morbide. L'effet d’un tel locus est une hétérogénéité clinique qui peut
se refléter dans les valeurs d'une variable clinique appropriée, comme |"dge
de début de la maladie ou sa sévérité. L'Ordered Transmission Disequili-
brium Test (OTDT) teste |'existence d'une relation entre I’hétérogénéité
clinique, mesurée par une variable clinique, et un marqueur bi-allélique M
situé sur un géne candidat. La méthode s’ applique a des trios constitués d'un
patient et de ses parents, tous trois génotypés en M. Une valeur de la variable
clinique est associée i chaque trio. Comme le TDT (Spielman er al., 1993),
I’OTDT est basé sur I'observation du taux de transmission d'un certain
allele en M. L’OTDT cherche une valeur critique de la variable clinique qui
sépare |'échantillon de trios en deux groupes dans lesquels les taux de
transmission sont significativement différents. Nous illustrons la méthode
sur un échantillon de 268 trios ol le patient est atteint de Sclérose en
Plaques, recrutés par le REFGENSEP (Réseau Frangais d”Etudes Génétique
sur la Sclérose En Plaques) qui sont génotypés pour plusieurs génes candi-
dats. L'EDSS (Expanded Disability Status Scale) des patients est utilisé
pour calculer le MSSS (Multiple Sclerosis Severity Score) (Roxburgh er al.,
2005), que nous utilisons comme variable clinique.

Mots-clés : génes modificateurs, liaison et association, sclérose en plaques.

WCO68 / 272. LE GENE DU FACTEUR D'HYPOXIE (HIFIA) EST
ASSOCIE A LA SCLERODERMIE SYSTEMIQUE DANS UNE
COHORTE DE PATIENTS FRANCAIS CAUCASIENS

J. Wipff (1, 2), J. Avouac (1, 2), P. Dieude (3), J. Cabane (4), E. Hachulla
(5), B. Granel (6), E. Diot (7), J. Sibilia (8), L. Mouthon (9), O. Meyer
(3), A. Kahan (1), C. Boileau (2), Y. Allanore (1, 2)

(1) Paris Descartes Université, Rhumatologie A, Hépital Cochin, AP-HP,
Paris, France: (2) INSERM U781, Hépital Necker, AP-HP, Paris,
France ; (3) Paris 7 Université, Rhumatologie, Hépital Bichat, AP-HP,
Paris, France; (4) Pierre-et-Marie-Curie Université, Hépital Saint-
Antoine AP-HP, Paris, France ; (5) Lille Il Université, Médecine Interne,
Lille, France ; (6) Inserm U399, faculté de médecine de La Timone, Mar-
seille, France ; (7) INSERM EMI-U 00-10, CHU Bretonneau, Tours,
France ; (8) Louis Pasteur Université, Rhumatologie, Hopital Hautepierre,
Strasbourg, France ; (9) Paris Descartes Université, Médecine Interne,
Hépital Cochin, AP-HP, Paris, France

Introduction : La sclérodermie systémique (ScS) est une maladie qui est
notamment caractérisée par une atteinte microcirculatoire généralisée et
précoce avec des phénoménes vasospatiques générant des phénoménes
d'ischémie/reperfusion. Le facteur inductible par I'hypoxie (HIF-1) est le
régulateur central de I’expression de génes en hypoxie. Il s’agit d'un fac-
teur de transcription qui en réponse a 1'hypoxie active de nombreux genes
cibles comme VEGF, eNOS ou Endotheline 1. Un marqueur polymorphe
SNP a récemment été trouvé associé au développement d'une vasculari-
sation artérielle collatérale au cours de 'infarctus. Objectif : Evaluer, par
une étude cas témoins, 1'association éventuelle de marqueurs polymorphes
du géne HIFIA & la Sc§S i partir d’une large cohorte frangaise caucasienne.
Patients et méthodes : Nous avons inclus 1 170 sujets non apparentés
comprenant 659 patients atteints de ScS et 511 témoins appariés, tous
d’origine frangaise caucasienne. L'dge moyen des ScS était de 59 £ 11 ans
et la durée de maladie moyenne de 11 £ 8 ans. 87 % (n = 574) étaient des
femmes et 67 % avaient des formes cutanées diffuses. Trois SNPs
(rs12434438 A/G, rs1957757 C/T et rs11549465 C/T) du géne HIFIA ont
été génotypés. Ces SNPs ont été choisis afin de couvrir au mieux la totalité
de I'information du géne HIFIA en tenant compte des éléments disponibles

dans les bases de données actualisées (HapMap, NCBI). Les fréquences ey
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alléliques et génotypiques de chaque SNP ont été comparées entre les deux
populations par un test exact de Fisher. En 1'absence d’hypothése a priori,
les Odds Ratio (OR) correspondants ont été calculés en prenant, pour
chaque SNP, comme valeur de référence le génotype le plus fréquent.
Résultats : Les 3 SNPs étaient a 1'équilibre d"Hardy-Weinberg dans la
population de témoins. Les génotypes contenant I'alleéle G (A/G + G/G)
du rs12434438 étaient significativement plus fréquents dans la ScS que
chez les témoins (p=0,009 ; OR = 1,39 ; 95 %IC [1,08-1,78]). Le géno-
type hétérozygote A/G du méme SNP est associé i la ScS (p=0,004 ;
OR = 1,43 ; 95 %IC [1,13-1,9]) ainsi qu’a la présence d’anticorps anticen-
tromeres (p = 0,005 ; OR = 1,61 ; 95 %IC [1,16-2,23]). Aucune différence
n’a pu étre mise en évidence pour les deux autres SNPs entre les témoins
et les patients ScS ou appartenant 4 un de ses sous-groupes. L'analyse
haplotypique n’a pas détecté d’association. Conclusion : Ces résultats mon-
trent I"association d'un polymorphisme du géne HIFIA avec la SSc. Ceci
suggere la possible implication de ce géne dans la physiopathologie de la
maladie soit directement liée & rs12434438 (des tests cellulaires sont en
cours pour I'étudier) soit & 1'implication d’autres polymorphismes de
HIFIA en déséquilibre de liaison avec rs12434438, HIFIA étant le seul
géne dans ce bloc de déséquilibre (HapMap).

Mots-clés : HIFIA, sclérodermie systémique, études d’association.

ECO69 / 652. NOUVEAU FACTEUR DE SUSCE!’TIBILITE ALA
POLYARTHRITE RHUMATOIDE DEFINITIVEMENT
CONFIRME PAR LINKAGE DANS UN BLOC HAPLOTYPIQUE
DES GENES TRAF1 ET C5 EN 9Q33

F. Kurreeman (1), D. Rocha (2), J. Houwing-Duistermaat (1), S. Vrijemoet
(1), S. Garnier (2), P. Migliorini (3), A. Balsa (4), R. Westhovens (5), P.
Barrera (6), H. Alves (7), C. Vaz (7), M. Fernandes (7), D. Pascuale-
Salcedo (4), S. Bombardieri (3), J. Dequeker (5), T. Radstake (6), P. van
Riel (6), L. van de Putte (6), A. Lopes-Vaz (7), B. Prum (8), T. Bardin (2,
9), L. Sobre (10), I. Gut (10), F. Cornelis (2, 11, 12), T. Huizinga (1), E.
Petit-Teixeira (2) et R. Toes (1) pour European Consortium on Rheumatoid
Arthritis Families

(1) Leiden University Medical Center, 2333ZA Leiden, The Netherlands ;
(2) GenHotel-EA 3886, University Evry-Paris 7 Medical School,France ;
(3) Pisa University, Pisa, Italy ; (4) La Paz Hospital, Madrid, Spain ; (5)
Katholieke Universitéit Leuven, Leuven, Belgium ; (6) Nijmegen Univer-
sity, Nijmegen, The Netherlands ; (7) Porto San Joao Hospital, Porto,
Portugal ; (8) Laboratoire Statistique et Génome, Centre National de la
Recherche Scientifique, Evry University, France ; (9) Fédération de Rhu-
matologie, Péle de I'Appareil Locomoteur, Lariboisiére Hospital, Paris,
France ; (10) Centre National de Génotypage, Evry, France ; (11) Unité
de Génétique Clinigue, Pole des Laboratoires Médicaux-Imagerie-Phar-
macie, Lariboisiére Hospital, Paris, France ; (12) Consultation de Géné-
tique Adulte, Centre Hospitalier Sud Francilien, Evry-Corbeil, France

Introduction : la polyarthrite rhumatoide (PR), la plus fréquente des mala-
dies auto-immunes avec une prévalence estimée jusqu’a 1 % dans la popula-
tion adulte caucasienne, est une maladie multifactorielle pour laquelle seule-
ment deux facteurs génétiques sont définitivement confirmés, pour les génes
HLA-DRBI et PTPN22. Ces facteurs rendant compte d’environ 1/3 de
I"agrégation familiale, d’autres facteurs restent a découvrir. Nos collégues
américains et nous-mémes avons récemment proposé un nouveau facteur de
la PR, dans sa forme avec auto-anticorps, la plus fréquente, suite 4 des études
cas-témoins (PLoS Med. 2007, 4:278. et N Engl ] Med 2007,
357 :1199-209). Ce facteur est situé entre les génes TRAFI (TNF Receptor
Associated Factor 1) et C5 (Complement 5), compris dans un méme bloc
haplotypique en 9q33. Objectif : Notre but était de confirmer définitivement
ce nouveau facteur par linkage. Matériel et méthodes : nous avons étudié
1 179 individus de 393 familles comportant une personne atteinte de PR et
ses deux parents, originaires d’Europe occidentale. La personne atteinte de
PR avait une forme avec auto-anticorps (facteurs rhumatoide) dans 296
familles. Nous avons génotypé le polymorphisme rs10818488, dont I'alléle
A est le plus associé dans notre étude cas-témoins, par Tagman Allelic
Discrimination Assay. Les génotypes ont été analysés avec les tests TDT et
parenTDT (transmission disequilibrium test), GRR (genotype relative risk),
et AFBAC (affected family-based controls), aprés vérification du respect de
I'équilibre de Hardy-Weinberg. Résultats : nous avons observé un linkage
significatif avec une sur-transmission 2 57 % de 1’alléle A des parents hété-
rozygotes aux patients atteints de PR avec facteur rhumatoide, comparé aux
50 % attendus d’aprés Mendel, TDT p = 0,02. (n = 296 familles, 272 parents
hétérozygotes). L’ association est confirmée, avec une fréquence de Iallele
A et du génotype portant 1'alléle A de 40 % et 64 % chez les patients, versus
33 % et 55 % chez les contrdles, respectivement, p < 0,05. En prenant en
considération le phénotype des parents, dont 28 sont atteints de PR, I'asso-

Emmmm——— ciation est plus marquée, parentTDT p = 0,009. Aucune sur-transmission

significative n’a été observée dans les familles des personnes atteintes de PR
sans facteur thumatoide 47 % transmission, p = 0,596. Discussion et conclu-
sion : nous confirmons définitivement ce nouveau facteur de la PR avec
facteur rhumatoide en apportant la preuve par linkage dans la population
caucasienne européenne occidentale. Ce facteur peut donc désormais étre
considéré comme le 3° facteur génétique de la PR. En I'absence d'effet
fonctionnel évident de I"haplotype portant I'alléle associé, une investigation
complémentaire est nécessaire pour identifier le mécanisme physiopathogé-
nique sous-jacent, afin de définir de nouvelles cibles pour des thérapeutiques
innovantes. L'enjeu est majeur, dans la mesure ol 64 % des patients de cette
forme majoritaire de PR, qui sont porteurs du facteur, seraient directement
concernés par une telle innovation thérapeutique.

Mots-clés : polyarthrite rhumatoide, auto-anticorps (facteurs rhumatoide),
TDT.

WCO70 / 131. INTERACTIONS GENE-ENVIRONNEMENT : UN
NOUVEAU TEST SANS GENOTYPAGE !

R. Kazma (1, 2), C. Bonaiti-Péllié (2, 1), J.M. Norris (3), E. Génin (2, 1)
(1) Université Paris-Sud, UMR-58535, Villejuif, F-94817, France; (2)
INSERM, UMR-8535, Villejuif, F-94817, France ; (3) Department of Pre-
ventive Medicine and Biometrics, University of Colorado at Denver and
Health Sciences Center, USA

Les interactions géne-environnement jouent probablement un role important
dans la susceptibilité aux maladies multifactorielles, mais sont souvent trés
difficiles & mettre en évidence. Nous présentons une nouvelle méthode de
détection des interactions géne-environnement basée sur I'analyse de |'agré-
gation familiale de la maladie étudiée stratifiée selon le statut d’exposition de
I'index. En présence d'une interaction géne-environnement, la distribution
des génotypes des individus atteints (les index) et par conséquent le risque de
maladie de leurs apparentés (leurs germains) dépendent du statut d’exposi-
tion des index. Partant de ce constat, nous avons développé un test de
comparaison du risque des germains d'individus atteints selon le statut
d’exposition des index. Afin d'évaluer les propriétés (erreur de type I et
puissance) de ce nouveau test, nous avons déterminé les formules permettant
de calculer les risques attendus de maladie chez les germains conditionnelle-
ment & I'exposition de leurs index pour différentes valeurs de paramétres :
fréquence d’exposition, risque relatif de I’exposition, fréquence du ou des
génotypes prédisposant 4 la maladie, risques relatifs génotypiques et coeffi-
cients d'interaction. Nous avons enfin appliqué cette méthode sur des don-
nées familiale de diabte de type 2 pour rechercher des interactions géne-
environnement impliquant trois facteurs environnementaux : 1'obésité,
I"activité physique et le taux de lipide alimentaire. Nos résultats mettent en
évidence que le rapport des risques de récurrence selon que I'index soit
exposé ou non exposé est un bon indicateur de la présence d'un effet d’inte-
raction entre ce facteur d’exposition et un facteur génétique. L'étude des
propriétés du test que nous proposons montre que ce test a un intérét pour des
maladies dont I'agrégation familiale est modérée, quand le facteur d’exposi-
tion a un role clairement mis en évidence dans la maladie et pour détecter des
effets d’interaction modérés a forts. Par ailleurs, étant donné qu’une corréla-
tion du facteur d’exposition entre les index et leurs germains pourrait poten-
tiellement induire 4 elle seule une différence de risque de récurrence entre les
différentes strates d'exposition des index, nous avons introduit dans le
modéle un coefficient de corrélation pour I'exposition. Etonnamment, quand
ce facteur potentiel de confusion est contrdlé, la puissance du test n’est pas
diminuée et est parfois méme augmentée de fagon significative. Bien que
1'application sur les données de diabéte de type 2 n’ait pas mis en évidence
de différence significative entre les risques de récurrence stratifiés pour les
différents facteurs d’exposition testés, la faible activité physique présente un
rapport des risques de récurrence stratifié sur I’exposition de 1,51
[0,93-2,44]. En définitive, cette méthode se révele une approche intéressante
pour I'identification de facteurs environnementaux i inclure dans de futures
études génétiques car susceptibles d’interagir avec des facteurs génétiques.

Mots-clés : interaction géne-environnement, agrégation familiale, diabéte
de type 2.

Session Simultanée « Conseil Génétique,
Génétique et Société »

WCO71 / 259. PREDOMINANCE FEMININE DANS LE SYN-
DROME DU QT LONG : TRANSMISSION PREFERENTIELLE
DES MUTATIONS DES CANAUX POTASSIQUES KCNQ1 ET
KCNH2 AUX FEMMES

M. Imboden (1), H. Swan (2), 1. Denjoy (1, 3), .M. Van Langen (4), P.
Latinen-Forsblom (2), C. Napolitano (5), V. Fressart (6), G. Breithardt (7),
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M. Berthet (1), S. Priori (5), B. Hainque (1, 7), AAM. Wilde (4), E.
Schulze-Bahr (7), 1. Feingold (8), P. Guicheney (1)

(1) Inserm U582, GH Pitié-Salpétriére, Paris ; (2) University of Helsinki,
Finlande ; (3) Département de Cardiologie, Hépital Lariboisiére, Paris ;
(4) Academic Medical Center, Amsterdam, Pays Bas ; (5) Fondazione Sal-
vatore Maugeri, Pavia, ltalie ; (6) University of Miinster, Allemagne ; (7)
Service de Biochimie, GH Pitié-Salpétriére ; (8) Département de Géné-
tique, GH Pitié-Salpétriére, Paris, France

Introduction : Le Syndrome du QT long (LQT) est une maladie héréditaire
caractérisée par des arythmies ventriculaires et un risque de mort subite.
L'excés de femmes parmi les atteints pourrait &tre lié & un intervalle QT
plus long chez ces derniéres et & une susceptibilité plus grande aux aryth-
mies cardiaques. Cependant, I"hypothése d'une transmission préférentielle
des mutations LQT aux femmes mérite d’étre évoquée, c'est le but de
I'étude rétrospective européenne que nous présentons. Méthodes : 1 534
descendants de 240 familles atteintes de LQT constituant 753 familles
nucléaires entitrement génotypées (parent LQTS transmetteur et sa des-
cendance) ont €€ inclus dans I'étude. 143 familles LQT type 1 (LQT1)
avec 59 mutations distinctes du géne KCNQ/ et 97 familles LQT type 2
(LQT2) portant 83 mutations distinctes dans le géne KCNH2. L'analyse
de la transmission des mutations LQT parmi les descendants a tenu compte
du mode de recrutement de ces familles. Les caractéristiques de la trans-
mission des mutations LQT (proportions des porteurs de mutation, sex
ratios) ont été analysées par le test du Chi2. Résultats : Nous confirmons
une prédominance des femmes parmi la population atteinte, 68 % des cas
index étaient du sexe féminin. La correction du recrutement (par cas index
atteint) a conduit 2 I'exclusion de 157 cas index, dont 103 femmes, de
I"analyse de la transmission. Nous observons une distorsion de la trans-
mission des mutations LQT en faveur des porteurs de mutations. En effet,
dans la descendance il y a plus de porteurs de mutations LQT par rapport
aux membres non porteurs (57 %, n = 870) et les femmes LQT sont sur-
représentées (55 %, n = 476). La transmission maternelle LQT1 et la trans-
mission maternelle et paternelle LQT2 ne suivent pas une ségrégation men-
délienne. Seule, la transmission paternelle LQT1 est celle attendue. Les
méres LQT transmettent la mutation LQT plus souvent a leurs filles (55 %
de filles porteuses LQT1 vs 45 % des fils porteurs LQTI ; et 58 % de filles
porteuses LQT2 vs 42 % des fils porteurs LQT2). Une analyse de la trans-
mission par classe de mutations indique que les mutations liées & un phé-
notype plus sévére (mutations faux sens) sont associées avec une distorsion
de transmission plus importante. La proportion de mutations maternelles
transmises aux cas index est trés élevée : 66 % pour LQTI et 74 % pour
LQT2. Conclusion : Notre étude rétrospective montre que la prédominance
féminine observée dans le LQT est liée & une transmission favorisée des
mutations LQT1 (d'origine maternelle seulement) et LQT2 & la descen-
dance féminine. La distorsion plus importante observée chez les porteurs
de mutations faux sens, qui sont associées & un phénotype plus sévére,
comparées aux mutations faux sens, est en faveur d'une sélection positive
et d'un possible role physiologique des canaux potassiques lors de la fécon-
dation ou des premiéres étapes de la formation de I'embryon. D’autres
facteurs contribuent probablement & ces observations d’autant que seules
}f‘[s rr:iutl.ations LQT1 d’origine paternelle sont transmises selon les lois de
endel.

Mots-clés : transmission, syndrome du QT long, canaux ioniques.

ECO72/700. LES MALFORMATIONS DES MEMBRES : UN BON
EXEMPLE DES MODES DE TRANSMISSION NON MENDELIENS
S. Manouvrier-Hanu (1, 7), J. Andrieux (2, 3), F. Escande (5), L. Devisme
(6), O. Boute-Bénéjean (1), A. Dieux-Coeslier (1), JP. Kerckaert (3, 7),
M. Holder-Espinasse (1, 7)

(1) Service de Génétique clinique, CHRU de Lille, France ; (2) Labora-
toire de Génétique, CHRU de Lille, France ; (3) Plareforme de Génomique
Université Lille 2, France ; (4) Département de Génétique, CHU de Rouen,
France ; (5) Laboratoire de Biologie moléculaire, CHRU de Lille, France ;
(6) Laboratoire d’Anatomopathologie et feetopathologie, CHRU de Lille,
France ; (7) Université Lille 2, France

Plus aucun d’entre nous ne doute qu'a la faveur des découvertes de ces
dernigres années, nos certitudes basées la transmission monogénique et les
« lois de Mendel » ont volé en éclat ; et que I'information génétique que
nous devons A nos patients, si elle est mieux éclairée, n’en est pas moins
devenue beaucoup plus difficile ! Ainsi la complexité des mécanismes qui
régissent le développement des membres, les interactions entre les génes
qui y président et leurs anomalies constituent-elles un trés bon modgle de
ces entorses aux lois de Mendel ; Nous proposons d'en prendre quelques
exemples Mosaique germinale (SHFM, OPDS) ; Remaniement intragé-
nique complexe (dactylin et SHFM) ; Mutations de séquences promotrices
(Enhancer de SHH intronique de LMBR1 polydactylie pré-axiale et pouces
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triphalangés) ; Régulation épigénétique et asymétrie (exemple du syndrome
CHILD) Epistasie (mutations de Dac modulées par mDac chez la souris
porteuse de dactylaplasia, syndrome TAR délétion 1g21.1 et probable
mTAR qui reste encore a identifier)

Mots-clés : malformation des
transmissionnels,

membres, épistasie, mécanismes

MCO73 / 665. ETUDE COMPARATIVE DES PRATIQUES DE
MARIAGES CONSANGUINS DANS DEUX REGIONS DU NORD-
OUEST DU MAROC

H. Hami, A. Soulaymani, A. Mokhtari

Laboratoire de Génétique et Biométrie, Département de Biologie, Faculté
des Sciences, Université Ibn Tofail, BP 133, Kénitra 14 000, Maroc

Introduction : Nombreux sont les marocains qui, pour des motivations
culturelles ou encore économiques, optent pour un mariage avec un parte-
naire de la méme famille. Ce type d’union est conclu trés souvent au nom
d'une sécurité financigre et affective, mais au prix de la santé des enfants,
qui courent le risque de maladies génétiques plus que d’autres. Ainsi,
I'objectif de la présente étude est d'identifier les principaux facteurs déter-
minants de mariages consanguins dans deux régions : la région de Rabat-
Salé-Zemmour-Zaer et celle du Gharb-Chrarda-Béni Hssen (Nord-Ouest
marocain). Matériel et Méthodes : Cette étude se fonde sur les données de
deux enquétes prospectives menées auprés des familles échantillonnées au
hasard dans la maternité de 1’hopital Souissi de Rabat et la maternité de
1"hépital Cherif Idrissi de Kenitra. Résultats : Selon les premiers résultats de
1’étude, plusieurs variables apparaissent associées au choix des mariages
consanguins dans les deux régions étudiées. En effet, d’aprés I"analyse de
régression logistique multivariée, la probabilité de pratique de cette forme
de mariage est loin d’étre aléatoire et dépend de plusieurs facteurs économi-
ques, socio-culturels et démographiques. Ainsi, les femmes qui ont vécu
I'enfance & la campagne présentent quinze fois plus de risques de vivre une
union consanguine que leurs consceurs du milieu urbain (p <0,001). En
effet, la majorité des citadines qui sont en unions consanguines dans la
région de Rabat-Salé-Zemmour-Zaer et celle du Gharb-Chrarda-Béni
Hssen, ont déclaré avoir passé leur enfance 2 la campagne, respectivement
60 % et 84 %. D’ ailleurs, les femmes qui se marient avant d'atteindre 1'ige
de 20 ans multiplient par cing leur probabilité de vivre une alliance consan-
guine par rapport a celles qui se marient & 1"age de 30 ans ou plus (p < 0,05).
Toutefois, chez les hommes, ces deux variables ne montrent pas d’effet
indépendant. Les femmes ayant participé a I'étude, daprés les données de
deux enquétes, avaient en fait un risque augmenté de pratique des mariages
consanguins déterminé par leur dge précoce d’entrée en premiére union, et
leur milieu rural d'enfance. Par ailleurs, les deux enquétes mettent en
lumigre une différence significative entre les populations des deux régions
quant au risque de pratique des mariages consanguins. En effet, la popula-
tion de la région du Gharb-Chrarda-Béni Hssen présente 72 % moins de
risques de vivre ce type d'union comparativement & celle de la région de
Rabat-Salé-Zemmour-Zaer (p < 0,001).

Mots-clés : choix du conjoint, mariage consanguin, Maroc.

MCO74 / 549. L'INTERVENTION DE L'’ETAT DANS LES DECI-
SIONS REPRODUCTIVES DES COUPLES

C. Bouffard (1), J. K. Godin (2), B. Béviére (3)

(1) Service de génétique, Département de pédiatrie, Faculté de médecine
et des sciences de la santé de |'Université de Sherbrooke ; (2) Service de
génétique, Département de pédiatrie, Faculté de médecine et des sciences
de la santé de |'Université de Sherbrooke; (3) Faculté de droit de
Besangon, Université de Franche-Comté, France

Le diagnostic préimplantatoire est un protocole médical d’assistance & la
procréation, alliant fécondation in virro et diagnostic génétique. En plus
de faire I'objet de dispositions et d’actions préventives spécifiques a la
santé de 1'enfant, il est soumis & la loi frangaise de bioéthique relative au
don et & 'utilisation des éléments et produits du corps humain, & 'assis-
tance médicale 2 la procréation et au diagnostic prénatal. Inscrite dans une
perspective de préservation de |'espéce humaine et de I'embryon, cette loi
de bioéthique prone une attitude préventive face aux dérives eugénistes,
consuméristes ou transformistes. Dans son ensemble, ce modele est un
exemple au niveau international. Toutefois, en privilégiant les modeles de
famille et de couple traditionnels comme garantie du bien-étre de I’enfant,
cette législation et certaines de ses modalités d'application, peuvent contre-
venir A des valeurs et des principes éthiques se rapportant au respect de la
vie privée, 4 I'autonomie des patient(e)s, 4 la confidentialité des rensei-
gnement personnels et médicaux, ainsi qu'a 1'équité en matiére d'acces
aux services de santé. Dans ce contexte, suite & une recherche sur les
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centres accrédités pour le diagnostic péimplantatoire en France, nous avons
analysé la portée éthique de I'intervention de I'Etat dans les décisions
reproductives des couples qui optent pour le diagnostic préimplantatoire,
i partir d'une perspective bioéthique nord-américaine. Sept sources de pro-
blemes éthiques ont été identifiées : La discrimination limitant I'acces a
un service de diagnostic prénatal basée sur 1) I'orientation sexuelle et 2)
la conformité & un modele traditionnel de couple, de famille et de vie
commune. L'iniquité 3) entre les couples atteints ou porteurs de maladie
génétique, selon que le diagnostic est fait sur I'embryon ou sur le feetus,
ainsi qu'entre 4) les personnes infertiles et celles qui sont  risque de
transmettre des maladies génétiques. On peut aussi considérer que la loi
porte atteinte & I'antonomie des patient(e)s et au respect de la confiden-
tialité & cause 5) de l'ingérence de I'Etat dans la vie reproductive des
couples et dans I'exercice de leur responsabilité parentale, 6) de I'intrusion
des équipes médicales clinico-biologiques pluridisciplinaires dans la vie
privée des couples et dans 1"évaluation de leur conformité morale et 7) du
partage des informations personnelles, médicales et génétiques entre un
nombre inutilement élevé de personnes. Méthodologie : Recherche ethno-
graphique : 3 mois d’observation participante en automne 2004 et 79 entre-
vues semi-dirigées. Conclusion : Sans modifier la loi, I'Etat pourrait contri-
buer & améliorer les conditions éthiques de la pratique du diagnostic
préimplantatoire par la mise en place de mécanismes d’évaluation des pro-
cessus décisionnels des équipes médicales clinico-biologiques pluridisci-
plinaires et de formation en matiére d’éthique. Ces mesures pourraient
permettre : 1) d'améliorer le fonctionnement de ces équipes, 2) de réviser
la pertinence de certaines conditions d'acceptation pour le diagnostic
préimplantatoire et 3) de déterminer un niveau de confidentialité qui res-
pecterait mieux la personne sans outrepasser la loi.

Mots-clés : bioéthique, diagnostic préimplantatoire, diagnostic prénatal.

ECO75 / 201. L’ANNONCE D’UNE MALADIE GENETIQUE A
L’ENFANT LUI-MEME

l;L Gargiulo (1), A. Herson (1), N. Angeard (1), A. Jacquette (2), D. Héron
2)

4

(1) Institut de Myologie. Groupe Hospitalier Pitié-Salpétriére ; (2) Dépar-
1 t de Génétique et Cyrogénétique de la Pitié-Salpérriére, Paris,
France

L’annonce d'une maladie neuromusculaire et de son origine génétique est
rarement faite A ’enfant lui-méme. Pourtant cette absence de parole en
direction de I'enfant a des conséquences majeures sur le vécu de la maladie
tout au long de son évolution. Une étude a mis en évidence que nombreux
sont les médecins qui déclarent ne pas avoir pensé un dispositif d"annonce
concernant I"enfant et qui disent s’y prendre différemment selon la situa-
tion. Ils soulignent I"absence de formation au cours des années universi-
taires, ainsi qu'un manque de temps suffisant pour y réfléchir dans leur
pratique quotidienne (Aubert 2005). C'est la peur de nuire a I'enfant avec
une vérité trop difficile a dire et a entendre qui inspire souvent le silence
des adultes. Cependant, notre expérience clinique nous démontre que
I'absence de parole adressée a I'enfant concernant sa maladie, le nom de
celle-ci et son origine génétique, entraine un sentiment de danger non
tangible dont I'enfant doit se protéger par une sorte de gel de son activité
imaginaire et de l'expression de ses affects. Si parler 4 I'enfant de sa
maladie est essentiel, la manigre de le faire I'est aussi. Dans ce sens il
parait important de s"adapter 4 I'enfant, selon son age, ses connaissances,
son état psychologique, son entourage, ainsi que son désir de savoir ou de
ne pas savoir. Ceci est trés important & respecter car une information peut
avoir un impact trés violent pour l'enfant lorsqu'il n'est pas prét a
I'entendre, notamment si elle concerne I'évolution de la maladie ou son
pronostic. Concernant la temporalité de 'annonce, une étude réalisée dans
notre unité (Herson 2005) montre que les enfants n"ont pas pu faire rétros-
pectivement un récit de 1'annonce du diagnostic comme moment unique
mais ont raconté plutdt des micro-annonces étalées dans le temps. Conclu-
sion : il ne s agit pas de « parler a I'enfant » mais de « parler avec I'enfant »

de sa maladie et de I'origine génétique de celle-ci. Dans ce dialogue entre |
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enfant-médecin, le but premier n’est pas de livrer une information, pure- = =

ment médicale ou scientifique, mais de se livrer & un partage de questions,

d’informations et également d'émotions. Le dispositif d’annonce d'une
maladie génétique a I'enfant lui-méme devrait faire 1'objet d’une réflexion
commune dans les équipes de génétique médicale.

Mots-clés : annonce d'une maladie génétique, enfants, psychologie.
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HP1 / 37. CONSEILLER EN GENETIQUE - LE METIER ET SON
ACTUALITE

M.A. Voelckel

A. F. C. G. Département de Génétigue Médicale CHU Timone Marseille,
France

Le Master Professionnel de « Conseil en Génétique et Médecine prédic-
tive » a permis de former les premiers Conseillers en Génétique en France,
pendant ["année universitaire 2004-2005. En septembre 2007, ils sont 34
diplomés dont 23 en poste et 4 en promesse de poste. Avec les données
de I'AFCG (Association Frangaise des Conseillers en Génétique — profes-
sionnels et étudiants), nous proposons de montrer la pluridisciplinarité du
recrutement, |'évolution de ce nouveau métier et le parcours mené pour sa
valorisation. Nous discuterons des difficultés rencontrées pour que le décret
d’application puisse étre publié. Nous préciserons les modalités de sélec-
tion des étudiants : qualification, pré requis et leur nombre. Nous décrirons
le role et les fonctions des conseillers en poste dans les différents services
répartis dans tout le pays. Nous insisterons également sur I’action menée
pour une intégration au niveau national, européen et international de ces
nouveaux professionnels frangais.

Mots-clés : nouveau métier, valorisation, organisation.

HWP2 / 251. ANNONCER, C’EST COMMENCER A SOIGNER :
ROLE DE L'INFIRMIERE DANS LE CADRE DE L'ANNONCE
D'UNE MALADIE GENETIQUE

M.C. Olichon (1), L. Lazaro (1), L. Pasquier (1), C. de la Rochebrochard
(1), C. Dugast (1, 2), H. Journel (1, 3), M. Roblin (1), S. Odent (1)

(1) Génétique Médicale-CHU de Rennes ; (2) CRLCC Rennes ; (3) Géné-
tique médicale, CH de Vannes, France

Introduction : Infirmiére dans un service de génétique, mon questionne-

s ment concerne le moment de I'annonce de diagnostic ; comment les

médecins et les autres professionnels soignants affrontent-t-ils ce moment ?
Méthodologie A 1'aide de grilles d’entretiens et d’appels téléphoniques, le
discours des familles, et des médecins ont été recueillis dans un service
de génétique, et des contacts ont été pris avec le CRCM (patients atteints
de mucoviscidose), le secteur d'oncologie pédiatrique et une structure
extra-hospitaliére I'ERI (espace de rencontre et d'information). Au total,
20 familles ont été sélectionnées, 10 ont pu étre interrogées, une a refusé ;
7 médecins ont &€ interrogés, | de Paris, 6 de Rennes. Résultats : Les
familles : Leurs mots pour exprimer ce moment de 1"annonce sont : \dou-
leur, dur, difficile\".L attente du diagnostic est une période difficile, mais
la relation avec le médecin est décrite avec des mots comme : \"douceur,
explications claires, rendez-vous rapide\". Pendant I'annonce, enfant (sou-
vent 2 parents) comme médecin sont accompagnés el ce moment est
empreint « d'écoute, de douceur, d’apaisement et explications claires ».
L'aprés-annonce est une période de « pleurs, de besoin de rechercher et
communiquer ». Les familles ont globalement peu de suivi psychologique,
et trouve du bénéfice dans le lien avec le médecin traitant et les consul-
tations multidisciplinaires. Les médecins : L'expérience, la fréquence des
annonces influencent ce moment, les mots sont : « difficile, douloureux,
angoissants, onde de choc ». L'avant-annonce, la consultation d'annonce
sont des moments pour lesquels ils se préparent. Le besoin d'échanger
avec 1'équipe, de reprendre contact avec les familles se révele, ainsi que
la difficulté de gestion des émotions. Il y a « besoin de temps pour laisser
les émotions a 1'hopital ». Autres secteurs : Le service accueillant les
patients atteints de mucoviscidose apporte une expérience riche en matiére
de gestion de I'annonce de diagnostic. De méme, 1'oncologie pédiatrique
bénéficie de moyens obtenus par le plan cancer pour I'accompagnement
au moment du diagnostic. Des structures comme I'ERI se mettent en place
et soutiennent les patients. Discussion Pour les familles, la mauvaise nou-
velle réalise une rupture. Elles ont besoin d'une relation solide avec le
médecin, de qualité pour le vécu de ce moment et enfin de communication
aprés I'annonce. Pour les médecins, I'expérience aide, 'annonce est un
exercice difficile, « don » de la vérité. Les conditions de |'attente et la
qualité de I"aprés-annonce contribuent a la réussite du suivi. Le besoin
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