prélevé juste avant la naissance avec consentement de la patiente (Age
gestationnel moyen : 39,8 s). Apres centrifugation progressive, 1’extraction
d’ADN a été réalisée a partir de 400 pL de plasma maternel sur colonne
QIAamp® DNA Mini (Quiagen). Le protocole de PCR quantitative du géne
RHD a été évalué a partir de I’ADN feetal circulant dans le sang de 49
patientes enceintes Rh-négatif a différentes semaines d’aménorrhée avec
une amplification a I’aide de sondes Tagman® de quatre exons du géne
RHD: I’exon 4, 5, 7 et 10. La corrélation des résultats des génotypes
thésus feetaux a pu étre vérifi€e avec le phénotype rhésus déterminé lors
du groupe sanguin effectué a la naissance au laboratoire. (Age gestationnel
moyen : 30,2 s). Résultats : Le nombre de copies du géne de la B-globuline
est clairement diminué par I’ajout d’une solution de formaldéhyde 0.1 %
avec une diminution de pres de 15 % du taux de contamination (B-GLOB/
SRY). En revanche, I’élimination de la protéase K apporte certes une dimi-
nution des copies de BGLOB, mais le nombre de copies du géne feetal
détecté diminue également fortement (chute de sensibilité de 40 %).
Contrairement aux exons 7 et 10 parfaitement spécifiques, une amplifica-
tion des exons 4 et 5 est observée respectivement dans 88 % et 92 % des
patients Rh négatif du fait de I’importante homologie entre le géne RHCE
et RHD. En revanche, la sensibilité respective des exons 7 et 10 de 83,7 %
et 73,5 % impose une amplification conjointe de ces deux exons pour éviter
tout faux négatif. Le génotype feetal a ainsi pu étre déterminé pour les 49
femmes testées, jusqu’a un 4ge gestationnel minimum observé de 12,5
semaines, avec une corrélation de 100 % au phénotype 2 la naissance.
Conclusion : Notre étude confirme I’intérét de 1’ajout de formaldéhyde dés
le prélevement sanguin. En revanche, 1’élimination de la digestion a la PK
lors de I’extraction diminue certes la contamination maternelle mais
diminue également I’accessibilité de 1’ADN fcetal pour 1’amplification. Si
les deux exons 4 et 5 ne présentent pas d’intérét pour le génotypage Rh
D en raison de leur manque de spécificité, la sensibilité des exons 7 et 10
n’est pas de 100 % et leur amplification concomitante apparait indispen-
sable, avec en outre une vérification a distance en cas de résultat négatif.

Mots-clés : rhésus, ADN feetal, PCR.

WP470 / 689. LA GFINETIQUE DE L’ALBINISME OCULO-
CUTANE : RESULTATS MOLECULAIRES DANS UNE COHORTE
EUROPEENNE ET AFRICAINE

C. Rooryck (1, 2), F. Morice (2, 3), S. Naudion (2), V. Bubien (2), C.
Plaisant (2), D. Lacombe (1, 2), A. Taieb (3), B. Arveiler (1, 2)

(1) Laboratoire de Génétique Humaine, Université Victor-Segalen, Bor-
deaux-2, Bordeaux ; (2) Service de Génétique Médicale, Hopital Univer-
sitaire Pellegrin-Enfants, Bordeaux ; (3) Service de Dermatologie Pédia-
trique, Hopital Universitaire Pellegrin-Enfants, Bordeaux

Introduction : L’albinisme oculo-cutané (AOC) est une maladie de trans-
mission autosomique récessive caractérisée par une hypopigmentation de
la peau, des phanéres, et des yeux (iris, rétine). Elle entraine des troubles
ophtalmologiques a type de nystagmus, baisse d’acuité visuelle, photo-
phobie, strabisme, et une prédisposition de la peau aux cancers cutanés.
Sa prévalence générale mondiale est de 1/20 000. Quatre génes sont impli-
qués dans les quatre types connus d’AOC non syndromique : TYR en
11q14.3 dans I’AOCI1, OCA2 en 15q11.2 dans ’AOC2, TYRPI en 9p23
dans I’AOC3, et SLC45A2 (MATP) en 5p13.3 dans I’AOC4. Matériel et
Meéthodes : Nous avons étudié une cohorte de 62 patients atteints de dif-
férents types d’AOC et provenant de plusieurs pays européens et africains.
L’analyse moléculaire des quatre génes de I’AOC comprend la recherche
de délétion intragénique par PCR semi-quantitative (QMF-PCR) et la
recherche de mutation ponctuelle par séquengage direct (TYR) ou par
DHPLC suivie du séquencage des variants (OCA2, TYRPI, SLC45A2).
Résultats : Nous avons identifié de nouvelles mutations dans les quatre
genes : 8 mutations ponctuelles dans TYR, 10 dans OCA2, 4 dans TYRPI
et 4 dans SLC45A2. Des délétions ont également été identifiées : une délé-
tion hétérozygote englobant tout le géne TYR, de nouvelles délétions intra-
géniques homozygotes ou hétérozygotes englobant un ou plusieurs exons
du géne OCA2, une délétion hétérozygote d’un exon du géne MATP. Une
délétion comprenant OCA2 et UBE3A a été identifiée chez un patient turc
présentant un AOC et un syndrome d’ Angelman. Nous avons détecté deux
mutations de TYRPI chez un patient Caucasien, alors que des mutations
de ce geéne étaient jusqu’alors seulement identifiées chez des Africains.
Discussion : Cette étude nous a permis de réévaluer la fréquence mondiale
des mutations pour chaque géne d’AOC. Parmi les alléles mutés, les muta-
tions dans TYR étaient prédominantes (44 %), puis OCA2 (38 %) MATP
(13 %) et TYRP1 (5 %). L’étude systématique de MATP a permis de mettre
en évidence une prévalence plus élevée des mutations dans ce géne par
rapport aux données actuelles de la littérature. 70 % de patients sont homo-
zygotes ou hétérozygotes composites, 24 % sont porteurs d’une seule muta-
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deux hypothgses : soit les mutations non identifiées sont dans des régions
encore non explorées des génes (tels que les introns ou les éléments régu-
lateurs) soit il existe d’autres génes d’AOC non connus a ce jour. Enfin,
deux patients présentant trois mutations dans deux génes différents nous
font suggérer une possible hérédité triallélique.

Mots-clés : albinisme oculocutané, tyrosinase, hypopigmentation.
Modéles cellulaires et animaux

WP471/244. UTILISATION DU MODELE CANIN POUR RECHER-
CHER DE NOUVEAUX GENES IMPLIQUES DANS L’EPILEPSIE
A. Grall (1), L. Herbin (1), B. Hédan (1), M. Beldame (1), C. Hitte (1),
A. Thomas (2), C. Escriou (3), F. Galibert (1), C. André (1)

(1) Laboratoire de Génétique et Développement, UMR 6061 CNRS/Uni-
versité de Rennesl ; (2) Antagene, Laboratoire de Génétique Animale,
Limonest ; (3) Unité de Médecine, Neurologie, Ecole Nationale Vétéri-
naire de Lyon

Le chien, par le grand nombre de races distinctes se comportant chacune
comme un isolat génétique, représente un puissant modele pour identifier
les génes et les alleles responsables d’affections génétiques homologues a
celles de ’homme. En effet, la plupart des maladies génétiques canines
ont leur équivalent chez ’homme, elles sont spécifiques de race et ségré-
gent avec une incidence élevée. L’épilepsie représente le désordre neuro-
logique le plus répandu dans 1’espece canine avec 5 % de chiens atteints,
répartis dans plus de cinquante races. La forte prévalence de 1’épilepsie
dans certaines races, atteignant des fréquences supérieures a 20 %, laisse
supposer une origine génétique. L’hypotheése est que chaque race ou petit
groupe de races développe une forme d’épilepsie liée a une cause génétique
spécifique provenant d’une mutation fondatrice au moment de la création
de la race. Ainsi, I’étude des bases moléculaires de 1’épilepsie dans ces
différentes races canines permettrait d’enrichir le nombre de génes candi-
dats pour des épilepsies humaines dont les bases génétiques sont encore
inconnues. La découverte récente de 1'implication du géne EPM2B dans
la maladie de Lafora chez I’homme (forme d’épilepsie myoclonique pro-
gressive) et dans 1’épilepsie affectant le Teckel miniature a poil dur
démontre I'intérét de ce modele. Dans ce but, nous collectons I’ADN de
chiens épileptiques de plusieurs races et avons constitué une famille de
plus de 100 Grands Bouviers Suisses comportant 11 chiens atteints d’une
forme d’épilepsie primaire de type « grand mal » a déclaration précoce
(entre 2 et 4 ans). La physiopathologie et I’épidémiologie de cette affection
chez le Grand Bouvier Suisse est en cours d’étude, ainsi que le mode de
ségrégation qui semble monogénique récessif. Disposer d’une grande
famille avec des fratries complétes comportant des chiens sains et atteints
a permis d’entreprendre une analyse de liaison génétique avec 300 mar-
queurs microsatellites polymorphes, répartis selon un intervalle de 10 Mb
sur la totalité des chromosomes canins. En parallele, les génes déja iden-
tifiés dans différentes épilepsies chez I’homme ont été répertoriés de fagon
a corréler, le cas échéant, leur localisation avec le ou les locus candidats
de cette étude. En complément, un criblage génomique d’une cinquantaine
de chiens de cette famille est en projet, grace a I’utilisation de puces SNP
permettant simultanément 1’analyse allélique de 44 000 marqueurs canins
de type SNP (Single Nucleotide Polymorphism). Ces deux approches
complémentaires permettront de déterminer, puis de réduire significative-
ment le locus candidat jusqu’a I’identification du géne et ou de la mutation
causale.

Mots-clés : modele canin, liaison génétique, épilepsie.

WP472 / 314. EXPLORATION DU MODELE MURIN KNOCK-IN
LMNA R298C/R298C, ET PERSPECTIVES SUR LA PRESENCE
D’UN DOMAINE LEUCINE-ZIPPER DANS LES LAMINES

Y. Poitelon (1), T. Hamadouche (1), C. Baubot (1), M. Jamon (1), V.
Andrés (2), N. Levy (1, 3), V. Delague (1)

(1) UMR910, Génétique Médicale et Génomique Fonctionnelle, Faculté
de Médecine de la Timone, Marseille, France ; (2) Laboratory of Vascular
Biology, Instituto de Biomedicina de Valencia, Valencia, Spain; (3)
Département de Génétique Médicale, Hopital d’enfants de la Timone, Mar-
seille, France ;

Le geéne LMNA code pour les Lamines de type A, dont les deux isoformes
majeures sont les Lamines A et C. Ces protéines ubiquitaires sont les
principaux constituants de la lamina nucléaire, réseau filamenteux accolé
a la face interne de la membrane nucléaire. Onze pathologies ont été asso-
ciées a des mutations du géne LMNA. Elles sont regroupées sous le terme
de laminopathies, et peuvent étre des affections systémiques ou bien spé-
cifiques d’un seul tissu. La maladie de Charcot-Marie-Tooth de type 2B1,
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polyneuropathie périphérique axonale a transmission autosomique est I’'une
de ces laminopathies : elle est due a la mutation ¢.892C>T dans ’exon 5
(p. Arg298Cys) du géne LMNA. Cette mutation est actuellement la seule
a provoquer une neuropathie de fagon isolée. Afin de mieux comprendre
les mécanismes physiopatholgiques spécifiques de cette neuropathie, nous
avons utilisé deux modeles : un modele cellulaire (lymphoblastes et fibro-
blastes de patients en culture), et dans un second temps, un modéle murin
Knock-In porteur de la mutation Lmna ¢.892C>T. L’étude de I’expression
génique par RTQ-PCR au sein des lymphoblastes de patients CMT2B1, a
pu mettre en évidence une diminution de I’expression du géne LMNA.
Cette diminution a été confirmée, au niveau protéique, par la méthode
semi-quantitative du Western Blot, mais également au niveau transcrip-
tionnel dans différents tissus murins extraits de souris KI
LmnaR298C/R298C : cceur, muscle strié squelettique et SNC. D’ autre part,
nous avons réalisé une étude in silico, et montré la présence d’un domaine
de type Leucine Zipper putatif a proximité dans le domaine coil2 des
Lamines de type A, domaine fonctionnel important pour la polymérisation
des filaments intermédiaires. La mutation responsable de CMT2BI1, située
prés d’une Leucine de ce domaine, aurait un effet perte de fonction, dimi-
nuant I'interaction entre les Lamines de type A et d’autres protéines, pro-
bablement des facteurs de transcription spécifiques du nerf. De plus, plu-
sieurs publications antérieures ont montré que les Lamines de type A
interagissaient avec le facteur de transcription c-Fos, une protéine qui pos-
séde un domaine Leucine Zipper. En outre, le promoteur du géne LMNA
est en partie contrdlé par le complexe AP1, composé de c-Jun et c-Fos.
Nous proposons donc un mécanisme pathophysiologique en 2 points :

* La mutation p.Arg298Cys déstabilise le complexe formé par les Lamines
de type A et d’autres protéines impliquées dans la transcription, qui peu-
vent étre les composants d’AP1, mais également d’autres facteurs de trans-
cription spécifique du nerf, qui restent a identifier.

* L’expression du géne LMNA semble étre controlée par un complexe
AP1-Lamines, dont la formation semble étre déstabilisée dans les formes
mutées par la mutation p.Arg298Cys. Les expériences in-vitro que nous
menons actuellement tendent a valider ces hypotheses.

Mots-clés : Lamine, Neuropathie, Charcot-Marie-Tooth.

MP473 / 471. MECANISMES DE LA HYALINOSE SEGMENTAIRE
ET FOCALE DANS UN MODELE MURIN DE SYNDROME
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Paris Descartes, Faculté de Médecine, Paris ; (3) Service de Néphrologie
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Sapienza, Rome, IT ; (5) Department of Biological Sciences, Imperial Col-
lege London, London, SW7 2AZ, UK ; (6) Service de Génétique Médicale,
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Introduction. Des mutations du géne NPHS2, codant la podocine, condui-
sent au syndrome néphrotique cortico-résistant autosomique récessif. Cette
pathologie est caractérisée par 1’apparition d’un syndrome néphrotique en
regle avant I’dge de 5 ans avec des lésions de hyalinose segmentaire et
focale (HSF), une résistance aux corticoides, une évolution rapide vers
I’insuffisance rénale terminale et I’absence de récidive aprés transplanta-
tion. Chez la souris, I’inactivation de nphs2 entraine des lésions rénales de
sclérose mésangiale diffuse et des 1ésions vasculaires. Ces souris décédent
dans les 5 premiéres semaines de vie, ce qui empéche 1’étude du role de
la podocine dans le rein mature. Méthodes. Afin d’élucider le role de la
podocine dans le rein murin mature et de préciser les mécanismes a I’ori-
gine des lésions de HSF, nous avons généré un nouveau modele d’inacti-
vation conditionnelle de la podocine, spécifique du podocyte, chez les
souris adultes, dans des fonds génétiques mixte
(C57BL6 :129sv :DBA :B6SJL) et FVB/N, en utilisant le systtme Cre-
loxP inductible par le tamoxiféene. Résultats. Aprés administration de
tamoxiféne chez les souris Nphs2 flox/-, Cre+ de fonds génétiques mixte,
I’expression de la Cre recombinase est détectée dans 88 % des glomérules
et dans 60-70 % des podocytes. Dés la premiere semaine, I’expression de
la podocine est diminuée de 50 % dans les glomérules, conduisant a 1’appa-
rition d’une albuminurie sélective apreés 10 a 16 jours. Celle-ci progresse
vers une protéinurie non sélective en 4 semaines, associée a une hyper-
tension artérielle et a une insuffisance rénale, et le déces survient dans un
délai médian de 11 semaines. En microscopie optique, les reins paraissent
normaux a 2 semaines, et une HSF s’installe progressivement en 4
semaines. En revanche, la microscopie électronique révele un effacement
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partiel des pieds des podocytes dés la premiére semaine avant 1’apparition
d’une protéinurie détectable. A 2 semaines, cet effacement s’étend alors
que la protéinurie apparait. L’immunomarquage de la podocine a I’or col-
loidal montre que 1’effacement des pédicelles survient méme dans des
podocytes qui expriment encore la podocine, mais qui semble alors délo-
calisée dans le cytoplasme. L’analyse du profil d’expression des génes
glomérulaires par puces 8 ADN montre une surexpression précoce de génes
impliqués dans le remodelage du cytosquelette d’actine qui pourrait étre a
I’origine de I’effacement des pédicelles. De plus, une expression différen-
tielle de nombreux geénes intervenant dans la régulation du cycle cellulaire
et de la prolifération comme les cyclines, est observée dés la phase précoce,
1 et 2 semaines apres I’invalidation de Nphs2. Ceci est corrélé avec les
résultats de 1’immunohistochimie qui retrouve par un marquage au Ki-67
une prolifération cellulaire significative. Enfin, quatre semaines apres
I’invalidation de la podocine, la voie moléculaire la plus perturbée est celle
du TGF-beta qui est surexprimé. Ceci renforce la validité de notre modele
puisque ce facteur de croissance joue un role central dans 1’induction de
la fibrose rénale. D’autre part, le phénotype des souris de fonds FVB/N
est plus sévere que celui des souris de fonds mixte avec une médiane de
déces de 6 semaines, et des parametres biochimiques et histologiques plus
précocement perturbés. Conclusions. Nous avons caractérisé un nouveau
modele d’invalidation de la podocine spécifique du podocyte dans le rein
murin adulte et de HSF, et nous avons démontré sa validité. Ce modele
révele un role majeur de la prolifération dans la progression des lésions
rénales chez la souris, et montre que le remodelage des pédicelles précede
I’albuminurie. La plus grande sévérité du phénotype chez les souris FVB/N
suggere le role de genes modificateurs. Enfin, ce modele, qui reproduit la
pathologie humaine pourra permettre de tester de nouvelles cibles
thérapeutiques.

Mots-clés : podocine, syndrome néphrotique, maladie rénale.
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CULES ACTIVES CONTRE DES MALADIES MITOCHON-
DRIALES & POUR L’EXPLORATION DE LEUR MECANISMES
D’ACTION

E. Couplan (1), M. Rak (2), R. Kucharczyk (2), N. Desban (1), J.-P. di
Rago (2), Marc Blondel (1)

(1) INSERM U613, Faculté de Médecine et des Sciences de la Santé, 22
avenue Camille Desmoulins, Brest; (2) IBGC, CNRS-UMRS5095, 1 rue
Camille Saint-Saéns, Bordeaux

Les maladies mitochondriales sont dites « maladies rares » quand elles sont
considérées individuellement. Cependant, elles sont non négligeables d’un
point de vue statistique si 1’on considere qu’il existe plus d’une centaine
de ces maladies connues 2 ce jour. Aucun traitement efficace n’est dispo-
nible pour guérir ces maladies. NARP (Neuropathy, Ataxia and Retinitis
Pigmentosa) et MILS (Maternally Inherited Leigh’s Syndrome) sont des
maladies mitochondriales associées a des mutations ponctuelles du géne
mitochondrial MTATP6 codant pour la sous-unité 6 de la F1FO-ATPase.
La mutation NARP/MILS la plus courante et la plus étudiée correspond a
la mutation T8993G qui convertit la leucine 156 trés conservée en arginine.
L’équipe de Jean-Paul di Rago a introduit cette mutation dans un site
équivalent du géne codant pour la protéine Atp6p chez la levure Saccha-
romyces cerevisiae. Ce modele T8993G NARP de levure croit tres lente-
ment sur un substrat respiratoire, du fait d’'une déficience sévére dans la
production d’ATP par la F1IFO-ATPase. Dans notre laboratoire, nous avons
récemment mis au point un criblage pour sélectionner des molécules capa-
bles de compenser les déficiences du mutant afin d’isoler des molécules
pharmacologiques potentiellement actives contre la maladie NARP. Apres
le criblage de pres de 10 000 molécules issues de chimiotheques disponi-
bles dans notre laboratoire, une vingtaine de molécules capables de res-
taurer la croissance du mutant T8993G NARP de levure sur un substrat
respiratoire ont été isolées. Ces composés actifs sur le mutant T8993G
NARP de levure améliorent également la croissance respiratoire d’autres
mutants de levure (les mutants NARP T8851C et T9176G et le mutant
fmcl 2, un mutant thermosensible permettant 1’assemblage de la
F1F0-ATPase). Nous nous attachons maintenant a mesurer les parametres
bioénergétiques des souches mutantes NARP sur cellules entiéres et sur
mitochondries isolées apres traitement ou non avec les différentes drogues
actives (mesures de la respiration, de la production et de 1’hydrolyse de
I’ATP...). De plus, notre principal intérét actuel est de valider I’efficacité
de ces molécules (isolées sur le modele levure) sur d’autres modeles pour
la pathologie d’intérét (NARP/MILS) tels que les cellules de mammiferes.
Au laboratoire, 'effet de nos composés sur des fibroblastes issus de
patients NARP est en cours de test et prochainement, une collaboration
devrait nous permettre d’utiliser des cybrides NARP (lignées cellulaires

dérivées de cellules de patients). Ce criblage NARP constitue aussi Une gy

Modeles cellulaires et animaux

187



sorte de preuve de principe dans la recherche de molécules actives contre
les maladies mitochondriales. La levure ayant été largement utilisée pour
I’étude des maladies mitochondriales, un certain nombre de modeles levure
de ces maladies sont disponibles ou réalisables afin de généraliser notre
approche. De plus, apres le criblage et la validation des composés actifs
sur d’autres modeles, les molécules les plus prometteuses seront modifiées
par des chimistes afin de synthétiser des dérivés chimiques présentant une
meilleure efficacité et/ou de moindres effets secondaires. Par ailleurs, une
approche de « criblage inverse » sera développé afin d’identifier les fac-
teurs cellulaires interagissant avec ces composés chimiques afin d’appré-
hender leurs mécanismes d’action. Considérant qu’aucune thérapie causale
(traitant directement le géne impliqué) n’est disponible aujourd’hui pour
traiter les maladies mitochondriales, notre projet de criblage de molécules
apparait ainsi comme prometteur pour la découverte de nouvelles thérapies
contre certaines de ces maladies. Enfin, le but de ce projet, en plus de la
découverte de nouvelles molécules thérapeutiques contre les maladies
mitochondriales, est d’identifier les cibles des composés actifs et ainsi de
mieux comprendre les voies de signalisation moléculaires et cellulaires
impliquées dans ces pathologies.

Mots-clés : mitochondrie levure criblage.
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Introduction : Les Dysferlinopathies primaires constituent une des causes
les plus fréquentes de dystrophie musculaire des ceintures (Limb Girdle
Muscular Dystrophies, LGMD). Elles comprennent trois entités nosologi-
ques différentes nommées LGMD2B (OMIM 253601), la Myopathie dis-
tale de Miyoshi (Miyoshi myopathy, MM) (OMIM 254130), et la myopa-
thie des compartiments antérieurs distaux (Distal Anterior Compartment
Myopathy, DACM) (OMIM 606768), toutes de transmission autosomique
récessive. Ces pathologies sont causées par des mutations dans le géne
DYSF, codant pour la Dysferline, une protéine centrale dans le processus
de réparation de la membrane musculaire. L’analyse de la Dysferline par
Western blot, sur extraits protéiques de tissu musculaire ou de monocytes
sanguins, est une étape essentielle pour orienter le diagnostic. La confir-
mation diagnostique est alors basée sur 1’analyse mutationnelle du géne
DYSF. Résultats et Discussion : Développement de nouvelles approches
diagnostiques : Nous avons mis au point I’immunomarquage de la Dys-
ferline sur monocytes issus de sang périphérique. Dans des monocytes de
sujets témoins, la Dysferline est majoritairement présente a la membrane
plasmique, alors qu’aucun marquage n’a été observé sur monocytes de
patients atteints de Dysferlinopathie primaire. Par ailleurs, nous dévelop-
pons actuellement un nouveau test diagnostique utilisant la cytométrie de
flux. Ce test permet de détecter trés rapidement la présence ou 1’absence
de Dysferline a partir de seulement 100 ul de sang périphérique, jusqu’a
36 heures apres le prélevement. Nos résultats, certes préliminaires permet-
tent cependant de corréler la présence ou 1’absence de Dysferline par cette
approche, avec les résultats obtenus en western blot d’une part et I’absence
ou la présence, voire le type de mutations détectées d’autre part. L’inclu-
sion de patients supplémentaires est actuellement en cours pour valider
cette nouvelle méthode diagnostique. Utilisation du monocyte comme
modele d’études fonctionnelles de la dysferline : Dans le muscle squelet-
tique, la Dysferline joue un rdle dans la réparation du sarcolemme, 1ésé
par les contractions musculaires, via I’exocytose de vésicules. L’immuno-
marquage de la Dysferline en condition de stress mécanique, sur mono-
cytes de sujets témoins, montre une localisation principalement cytoplas-
mique. La Dysferline pourrait donc également jouer un role dans le trafic
membranaire du monocyte, en particulier dans 1’exocytose compensatoire
de membrane aprés phagocytose. Ce phénomene pourrait étre altéré dans
les monocytes de patients atteints de Dysferlinopathie, méme si a ce jour
aucune anomalie du systéme immunitaire n’a été mise en évidence dans
cette pathologie. En effet, un défaut éventuel de phagocytose du monocyte
pourrait étre compensé par d’autres types cellulaires. Nous avons mis au
point un test de phagocytose de bactéries fluorescentes a partir de sang
total utilisant la cytométrie de flux. Ce test permet de comparer le nombre
de bactéries fluorescentes ingérées par les monocytes provenant de patients
par rapport a ceux provenant de sujets témoins. Ce test effectué sur mono-

s Cytes de patients, n’a pas permis d’observer d’anomalies de la phagocytose.

Nous développons actuellement une méthode complémentaire pour
explorer ce phénomene dans le monocyte. Conclusion : Le monocyte appa-
rait comme un bon modele pour des études fonctionnelles de la Dysferline.
De plus, ce modele, facile a obtenir, permet une étude simple et rapide de
I’expression de la Dysferline en cytométrie de flux. Cette méthode pourrait
étre adaptée, dans le futur, en routine diagnostique hospitaliere.

Mots-clés : dysferline, monocytes, cytométrie de flux.
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DIFFUSE DEVELOPPE UNE GLOMERULONEPHRITE
EXTRA-MEMBRANEUSE

L. Heidet (1, 2, 3), C. Mroz (1, 2), A. O. Muda (1), C. Antignac (1, 2, 3,
4), M.-C. Gubler (1, 2, 3)

(1) Inserm U574, Hépital des Enfants Malades ; (2) Université René-
Descartes ; (3) Centre de Référence Maladies Rénales Héréditaires de
I’Enfant et de I’Adulte ; (4) Département de Génétique, Hopital des Enfants
Malades

Le syndrome de Denys Drash est caractérisé par une néphropathie glomé-
rulaire sévere (sclérose mésangiale diffuse), un pseudohermaphrodisme
masculin chez les patients XY, et une prédisposition aux tumeurs de Wilms.
La sclérose mésangiale diffuse est responsable d’un syndrome néphrotique
sévere débutant dans les premieres années de vie et conduisant rapidement
a I’insuffisance rénale terminale. Ce syndrome est associé a des mutations
hérérozygotes touchant les exons 8 ou 9 du géene W71, codant une protéine
a doigt de zinc qui joue un role crucial dans le développement rénal et
gonadique. Les cibles transcriptionnelles et post-transcriptionnelles de
WTI, in vivo, ne sont pas connues. La glomérulonéphrite extra-membra-
neuse représente la premiere cause de syndrome néphrotique de I’adulte.
Elle peut étre primitive ou secondaire, et est caractérisée par des dépots
d’immunoglobuline et de complément sur le versant externe de la mem-
brane basale glomérulaire. Afin de rechercher les génes cibles de WT1
impliqués dans la sclérose mésangiale diffuse, nous avons réalisé une nou-
velle lignée de souris « knock-in » pour une mutation faux sens de type
Denys Drash. Ces animaux, qui ne développent aucune lésion sur fonds
génétique mixte 129Sv X C57BI6, présentent une protéinurie massive avec
des Iésions de sclérose mésangiale diffuse et de mésangiolyse sur certains
fonds génétiques. En outre, on retrouve chez ces souris un épaississement
diffus des membranes basales glomérulaires en rapport avec des dépdts
massifs d’immunoglobulines, extra membraneux. Ces animaux vont étre
utilisés afin de rechercher des cibles de Wtl (par oligo-array), des génes
modificateurs de la sévérité de la néphropathie glomérulaire. Ils représen-
tent en outre un nouveau modele de glomérulonéphrite extra-membraneuse
qui pourra étre utilisé afin d’étudier la physiopathologie de cette néphro-
pathie idiopathique.

Mots-clés : Denys Drash, glomérulonéphrite extra membraneuse, WT1.

WP477 / 572. ETUDE DE LA LOCALISATION DE LA PROTEINE
MECP2 AU COURS DU DEVELOPPEMENT POST-NATAL DANS
LE TRONC CEREBRAL DE LA SOURIS

E. Dura (1, 2), J.-C. Roux (1, 2), L. Villard (1, 2)

(1) INSERM UMR 910, Faculté de médecine de la Timone, 13385 Mar-
seille ; (2) Université Aix-Marseille, Faculté de la Timone, 13385 Marseille

Le syndrome de Rett (SR) est un grave trouble neurologique 1ié au chro-
mosome X et qui affecte essentiellement les filles avec une prévalence de
1 naissance sur 15000. Plus de 90 % des cas de syndrome de Rett sont
causés par des mutations du géne MECP2 codant pour la protéine Methyl
CpG Binding Protein 2 (mecp2). Le SR se caractérise par un développe-
ment normal in utero et pendant les 6 & 18 premiers mois de vie puis par
un arrét brutal du développement et une phase de régression avec perte
des acquisitions se met en place. En plus des déficits cognitifs, les filles
atteintes du syndrome de Rett présentent de graves troubles de la régulation
de la fonction autonome, dont un dysfonctionnement respiratoire qui serait
impliqué dans pres de 26 % des déces précoces. Récemment, notre labo-
ratoire a pu mettre en évidence des dérégulations importantes du systéme
bioaminergique (sérotonine, catécholamines) dans le tronc cérébral d’un
modele murin du syndrome de Rett. Ces déficits bioaminergiques seraient
eux-mémes impliqués dans I’apparition des troubles respiratoires. Nos tra-
vaux ont démontré le rdle clef que joue le tronc cérébral dans la physio-
pathologie du SR. La protéine mecp2 est exprimée de fagon ubiquitaire et
plusieurs études menées dans ’encéphale, ont montré qu’elle avait une
expression spatiale et temporelle variable qui était liée au degré de matu-
ration du systeme nerveux. En revanche, a ce jour, aucune étude n’a porté
sur les différentes structures du tronc cérébral. Nous avons donc décidé
d’étudier par immunoquantification au cours du développement postnatal
(PO a P55) le niveau d’expression de la protéine mecp2 dans le tronc
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cérébral de souris sauvages. Nous nous sommes particulierement intéressés
aux structures impliquées dans le contréle moteur (trigeminal, X, XII),
sensitif (NTS, VLM, area postrema). Nos résultats montrent des variations
au cours du développement, pour une méme structure, avec des intensités
de marquage qui peuvent varier jusqu’a 20 %. En revanche, les comparai-
sons des différentes structures entre elles révelent que I’area postrema, le
noyau trigeminal et le NTS, expriment fortement la protéine mecp2. Nos
résultats confirment d’autres études montrant que la protéine mecp?2 serait
finement régulée spatialement et temporellement dans le cerveau en
développement.

Mots-clés : MECP2, tronc cérébral, fonction autonome.
Oncogénétique
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BenAmmar Elgaaied (1)

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

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

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

WP479 / 13. PREVENTION DU CANCER DU SEIN LIE A DES
MUTATIONS BRCA1/2 PAR LETROZOLE

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

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

Le risque de cancer du sein chez une femme porteuse d’une prédisposition
génétique BRCAI atteint 70 %. Malgré son caractére mutilant, la mastec-
tomie bilatérale prophylactique fait partie des options de prise en charge
car elle constitue actuellement la seule attitude de prévention validée. Une
alternative médicale a la mastectomie apparait donc indispensable chez les
femmes porteuses d’une mutation BRCAI ou BRCA2 (BRCA1/2). 11 est
maintenant établi que la cancérogenése mammaire liée aux prédispositions
génétiques BRCA1/2 est sous I'influence des cestrogeénes. Ainsi, le risque
de cancer du sein chez la femme porteuse d’une mutation BRCA1/2 est
réduit de moitié apreés ovariectomie prophylactique en préménopause (pré-
vention du risque de cancer ovarien). Sur le plan biologique, de multiples
interactions entre le gene BRCAI et les cestrogenes ont ét€ mises en évi-
dence : induction de I’expression de BRCA/ par les estrogénes, interac-
tions physiques des protéines brcal et du récepteur des cestrogenes alpha
(REa), inhibition par BRCA! de I’activation transcriptionnelle REa-dépen-
dante. Chez la femme ménopausée a haut risque de cancer du sein, les
essais d’hormonoprévention par suppression cestrogénique ont montré
I’efficacité du raloxiféne et du tamoxifene pour réduire le risque de cancer
invasif (de I'ordre de 50 %). Les inhibiteurs d’aromatase (IA) ont une
efficacité préventive supérieure au tamoxiféne en terme de réduction du
risque de cancer du sein controlatéral dans les essais comparatifs de
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traitement adjuvants. Des essais randomisés mondiaux évaluant les IA en
prévention du cancer du sein dans des populations a haut risque sont actuel-
lement en cours. Nous présentons une étude nationale de phase III, ran-
domisée en double aveugle contre placebo, évaluant I'intérét du létrozole
en traitement préventif du cancer du sein invasif chez des femmes méno-
pausées (ou ovariectomisées) porteuses d’une mutation délétere des génes
BRCAI ou 2. Les femmes recevront du 1étrozole a la dose de 2,5 mg/jr ou
un placebo pendant 5 ans ou jusqu’a I’arrét du traitement pour intolérance
ou survenue d’un cancer du sein. Cette étude est portée par le Groupe
Génétique et Cancer, promue par la FNCLCC (BECT) et financée par
I'Institut du Cancer dans le cadre d’un PHRC national. Au total, 724
femmes seront incluses. Une surveillance réguliere des effets secondaires
métaboliques, osseux et cardiovasculaires, ainsi qu’une évaluation de la
qualité de vie sont programmés. Il s’agit de la premiere étude préventive
visant spécifiquement le risque génétique dans le cancer du sein. La pré-
vention médicale des cancers du sein liés aux génes BRCA1/2 constituerait
une précieuse option pour combler I’important décalage de prise en charge
existant entre le dépistage et la mastectomie totale bilatérale.

Mots-clés : BRCAI BRCA2, cancer du sein, letrozole.
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cine, Université de la Méditerranée

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

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

précoce de cancers colorectaux, mais aussi de cancers touchant d’autres [E—
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