
on peut l'imaginer, il pourrait être favorablement accueilli par la plupart 
des femmes et couples. C'est pourquoi, il importe de bien identifier les 
populations concernées par les problèmes socioéthiques soulevés dans 
notre étude. Dans une démarche ultérieure, il faudrait aussi explorer le 
désir individuel d'accès aux informations génétiques et les effets psycho­
sociaux des tests anténataux directement offerts aux consommateur(trice)s 
sur Internet. Plus encore, nous nous devons d'étudier les pressions sociales 
exercées par, et sur, les femmes enceintes et, plus généralement, la place 
des handicapés intellectuels dans nos sociétés. 
Mots-clés : diagnostic anténatal sur les celules foetales, bioéthique, 
transdisciplnarité. 

Gènes, chromosomes et cancer 
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D'ATAXIE TÉLANGIECTASIE ET P O R T A N T A U MOINS U N E 
M U T A T I O N FAUX-SENS D U G È N E ATM 
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Contact : catherine.dubois-denghien@curie.net 

L'ataxie télangiectasie (A-T) est une maladie génétique rare caractérisée 
par un syndrome cérébelleux, des télangiectasies, un déficit immunitaire, 
une instabilité chromosomique, une sensibilité aux radiations ionisantes et 
une prédisposition aux cancers. L'A-T est liée à l'inactivation bi-allélique 
du gène ATM. Environ 70 % des mutations conduisent à l'introduction 
d'un codon stop. En revanche, près de 20 % d'entre elles sont des faux-sens 
dont le retentissement sur la perte de fonction de la protéine n'est pas 
toujours établi. Une lignée lymphoblastoïde a été établie chez 16 enfants, 
a priori non apparentés, présentant un tableau évocateur d'A-T et porteurs 
d'au moins une mutation A T M faux-sens. Une diminution importante de 
l'expression protéique d'ATM a été observée dans 11 cas (dans 5 cas, taux 
quasi nul, dans 6 cas, taux de 10 à 40 % ) . La diminution de l'expression 
d'ATM n'était pas liée à une diminution des transcrits, situation attendue 
si la mutation nucléotidique, interprétée comme un faux-sens, était en fait 
une anomalie d'épissage conduisant à un transcrit instable.l L'analyse de 
la localisation subcellulaire d'ATM dans les 6 lignées présentant une 
expression diminuée a mis en évidence dans 5 cas une expression exclu­
sivement cytoplasmique alors qu'elle est physiologiquement en proportion 
égale dans les compartiments nucléaires et cytoplasmiques. Dans ces 5 cas, 
(dont deux présentant la même mutation à l'état homozygote), il s'agissait 
de mutations localisées dans une région conservée, entre les domaines 
kinase et FAT et en dehors du signal de localisation nucléaire (NLS) : 
c.8737G>T;p.Asp2913Tyr, c.7985T>A ;p.Val2662Asp et 
c.7879T>C ;p.Tyr2627His. La diminution de l'expression protéique 
d'ATM et son absence d'expression dans le noyau, localisation essentielle 
à son activité, sont en faveur du caractère délétère de ces 3 mutations 
faux-sens. L'analyse de l'expression d'ATM et de sa localisation peut ainsi 
contribuer à établir le caractère délétère de nouveaux variants, éléments 
déterminant pour le diagnostic de la maladie. 
Mots-clés : ataxie télangiectasie, faux-sens, expression diminuée. 

•P201. DÉLÉTIONS D U G È N E LMP1 D E L'EPSTEIN B A R R 
VIRUS ET C A R C I N O M E S D U N A S O P H A R Y N X 
H. Toumi (1), F. Farah (1), H. Nehdi (2), H. Ayari (1), L. Hila (3), S. Ben 
Jilani (1) 
(1) Service d'anatomie et de cytologie pathologiques, EPS Charles-Nicolle, 
Tunis, Tunisie ; (2) Section de génétique, faculté de médecine de Tunis, 
Tunisie ; (3) Laboratoire de neurobiologie moléculaire et neuropathologie, 
Institut de Neurologie La Rabta, Tunisie 
Contact: lamia_hila@yahoo.fr 

Introduction : Les carcinomes du nasopharynx sont des cancers particuliers 
au sein des cancers de la sphère oto-rhino-laryngologique en raison de 
leurs étiologies multifactorielles et de leur distribution géographique carac­
téristique. En Tunisie, ils posent un problème de santé publique. Le gène 
BNLF1, codant pour la protéine LMP1, issu de biopsies de carcinomes du 
nasopharynx montre des variations structurales et fonctionnelles incluant 

des substitutions de plusieurs bases dans la région du promoteur et de la 
séquence codante, des délétions de 30 paires de bases et de 15 paires de 
bases, l'insertion de répétitions de 33 paires de bases dans le domaine 
C-terminal... 
Objectifs du travail : Nous nous sommes proposé de rechercher, la pré­
sence de ce gène à la recherche de délétions et en particulier la délétion 
30 pb, dans une série de cancers du nasopharynx du type U C N T majori­
tairement fréquent en Tunisie, afin d'estimer la fréquence de celle-ci dans 
notre série en comparaison avec les études de la littérature. 
Matériel et méthodes : L'étude a été réalisée à partir d'ADN viral, extrait 
de 34 biopsies incluses en paraffine, de patients présentant un carcinome 
indifférencié du nasopharynx de type III (UCNT). 13 biopsies de cavum 
normal (adressés pour suspicion de NPC dont l'analyse histologique a 
infirmé la présence de toute malignité nasopharyngée) ont été utilisées 
comme témoins. Ces échantillons diagnostiqués au service d'anatomie et 
de cytologie pathologiques de l'EPS Charles Nicolle de Tunis, ont été 
colligés sur une période de cinq ans (2002-2007). Les échantillons ont été 
amplifiés à l'aide d'amorces flanquant la délétion 30 pb, au niveau de la 
partie carboxyterminale du gène LMP1, ont été utilisées. 
Résultats : Le pourcentage de détection du gène LMP1 dans notre série 
était de 47 %. Aucune délétion n'a été rapportée au niveau des tissus naso-
pharyngés sains. Pour les tissus cancéreux, nous avons observé 13 délé­
tions 30 pb (224 pb), une délétion 69 pb (185 pb). Seuls deux individus 
ont présenté la forme sauvage du gène LMP1 (254 pb). 
Le pourcentage de délétion pour notre série était de 87,5 %. La délétion 
30 pb représentait 81,25 % et la délétion 69 pb 6,25 % des cas. 
Discussion : L'EBV est quasi associé au carcinome nasopharyngé de type 
indifférencié (UCNT) connu pour son agressivité. La protéine LMP1 est 
considérée comme l'oncoprotéine majeure dans sa forme délétée de 
30 paires de bases (del-30 Pb LMP1). 
Des études rapportent une association entre délétion et risque élevé de 
survenue de NPC. Certaines études trouvent des fréquences plus impor­
tantes pour la forme sauvage, de l'ordre de 90 %. D'autres sont compara­
bles à la notre (études marocaine et chinoise). Une autre étude Tunisienne 
(originaire du centre du pays) rapporte une fréquence supérieure. 
Une étude Malaisienne récente rapporte des résultats comparables aux 
nôtres, en effet, la fréquence de délétion au niveau des tissus cancéreux 
était très élevée (55,9 %) par rapport au tissu non malin (0 % ) . De même 
cette fréquence était inférieure en comparaison aux études malaisiennes 
précédentes. Pour la délétion 69 pb, nos résultats sont conformes à ceux 
de la littérature. 
Conclusion : La littérature, met l'accent sur la variabilité de la répartition 
et de l'association de cette délétion à l'UCNT. Ceci serait dû à une dis­
tribution géographique ou ethnique liée à des facteurs environnementaux 
et génétiques. Notre travail est en cours pour vérifier la corrélation entre 
cette variante de la LMP1 et l'UCNT, estimer sa fréquence réelle dans 
notre pays. 
Mots-clés : Carcinomes du nasopharynx, del LMP1, EBV. 

•P202. C A R C I N O M E S À CELLULES CLAIRES PRÉSENTANT 
DES PROFILS CYTOGÉNÉTIQUES EN F A V E U R D'UN DIA­
GNOSTIC D'UN A U T R E SOUS-TYPE D E C A R C I N O M E À CEL­
LULES RÉNALES : À PROPOS D E 4 CAS 
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Les carcinomes à cellules rénales (CCR) représentent 3 % des cancers de 
l'adulte. Il s'agit d'un groupe morphologiquement hétérogène incluant dix 
entités décrites dans la classification de l'OMS de 2004. Les deux sous 
types les plus fréquemment observés sont les carcinomes à cellules claires 
(ccCCR) (80 %) et les carcinomes papillaires (pCCR) (15 % ) . Chaque sous 
type présente des caractéristiques histologiques, biologiques, une histoire 
naturelle et un pronostic spécifique. Dans la grande majorité des cas, 
l'examen histologique seul suffit au diagnostic positif des différents sous 
types histologiques de CCR. L'immunohistochimie peut aider à caracté­
riser ces tumeurs. Cependant, approximativement 7 % des tumeurs rénales 
demeurent inclassées selon les critères définis par l'OMS en 2004. Les 
CCR présentent généralement des anomalies chromosomiques numériques 
ou structurales simples et récurrentes utiles à la caractérisation des 
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différents sous types histologiques. La perte partielle ou totale du chromo­
some 3 est l'anomalie caractéristique des carcinomes à cellules claires, 
tandis que les tumeurs papillaires présentent des gains de matériel géné­
tique intéressant les chromosomes 7 et 17, associés à la perte du chromo­
some Y thez l'homme.Nous vous présentons ici 3 cas issus de notre travail, 
dont l'histologie présentait à la fois des caractéristiques de carcinomes à 
cellules claires et de carcinomes papillaires de part la présence, à la fois, 
d'une cytologie de type carcinome à cellules claires, et d'une architecture 
comportant un pourcentage variable de structures papillaires (5 % à 
100 % ) . Selon les critères établis par la classification de l'OMS de 2004, 
le diagnostic initial était celui carcinome à cellules claires pour 1 cas et 
carcinonie inclassé pour les 2 autres. La réalisation d'analyses immuno-
histochimiques et cytogénétiques conventionnelles et moléculaires incluant 
notamment l'utilisation de puce à très haute résolution (SNP array) ont 
permis de poser le diagnostic de carcinome papillaire dans deux cas et de 
révéler en profil hybride papillaire/cellules claires dans un cas. Nous vous 
présentons un autre cas, chez un patient de 54 ans, dont l'histologie est 
caractéristique d'un carcinome à cellules claires, mais dont l'analyse du 
caryotyr)e complétée d'une étude en FISH à révélé un carcinome à trans­
location Xpl 1.2, une entité rare chez l'adulte et dont l'incidence est pro­
bablement sous estimée en raison de l'absence de réalisation systématique 
d'analyse cytogénétique des CCR. 

Mots-clés : carcinome à cellules rénales, SNP array, carcinome à translo­
cation MITF/TFE. 
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Les tumeurs à cellules rénales forment un groupe hétérogène constitué 
essentiellement des carcinomes à cellules claires (75 % des cas) et des 
carcinorfles papillaires de type 1 (10 % ) , de diagnostic histologique en règle 
aisé. Environ 10 % des tumeurs rénales posent des problèmes de classifi­
cation, Voire de diagnostic de malignité, en raison de caractéristiques his­
tologiques combinées ou chevauchantes entre les types, d'une morphologie 
inhabituelle, ou de l'expression ambiguë de marqueurs immunohistochi-
miques. Les anomalies chromosomiques caractérisant les principaux types 
de tumeurs rénales ont permis de préciser la classification ; celles-ci se 
répartissent globalement en types à déséquilibres génomiques systématisés, 
et types à translocations de gènes TFE (famille MiT), pour les carcinomes 
juvéniles. L'analyse caryotypique permet d'identifier les anomalies chro­
mosomiques caractéristiques, mais elle est inappropriée au diagnostic de 
routine. L'analyse systématique de plus de 50 tumeurs non à cellules 
claires, tion papillaires de type 1, dans le cadre de la Plateforme Hospita­
lière de Génétique Moléculaire INCa de l'Institut Curie, nous a permis de 
montrer j qu'une stratégie utilisant soit la RT-PCR, soit la FISH, soit la 
CGH-array, selon les indications, permettait une classification de ces 
tumeurs de diagnostic difficile. Les tumeurs potentiellement à déséquili­
bres génomiques ont été analysées par CGH-array (support NimbleGen 
72K ; résolution moyenne 40 kb). Cette analyse pangénomique a permis 
la reconnaissance de déséquilibres caractéristiques de différents types 
tumorau|(. Carcinomes chromophobes : pertes combinées des chromo­
somes lj 2, 6, 10, 13, 17, 21. Carcinomes tubulo-mucineux : pertes des 1, 
4, 6, 8, 9, 13, 14, 15, 22. Oncocytomes : absence de déséquilibres, ou bien 
perte de 1, de 14, et d'Y. Les carcinomes juvéniles sont caractérisés par 
deux types de translocations. Le premier implique le gène TFE3 situé en 
Xpl 1.2, qui peut être transloqué aux gènes PRCC, ASPSCR1, PSF, 
NONO, ou CLTC, respectivement localisés en lq21, 17q25, lp34, Xql2, 
ou 17q2B. Le second implique TFEB, situé en 6p21, placé sous la dépen­
dance dé l'activité promotrice du gène Alpha, localisé en llql3. Nous 
avons développé le diagnostic moléculaire de ces remaniements. Pour les 
translocations TFE3, une RT-PCR multiplexe en temps réel permet de 
tester en une seule étape l'ensemble les variants connus, tandis que pour 
les t(6;l()(p21;ql3) une analyse par FISH mettra en évidence les altéra­
tions du locus TFEB. Ainsi, le développement d'un panel de techniques 
applicab es en routine doit permettre de classifier les types tumoraux de 
diagnost c histologique difficile quelque soit le type de prélèvement 
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disponible. L'intégration progressive des données issues de la génétique 
moléculaire devrait permettre à terme d'optimiser la prise en charge des 
patients, par une meilleure évaluation du pronostic et la possibilité de la 
détermination de l'éligibilité à une thérapeutique spécifique. 
Mots-clés : rein, cancer, chromosome. 
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d'obstétrique. Hôpital Ledantec, Dakar, Sénégal; (4) UF de neurogéné­
tique moléculaire et cellulaire, Hôpital de la Salpêtrière, Paris, France ; 
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Les môles hydatiformes complètes (MHC) sporadiques caractérisées par 
l'absence d'embryon, et une dégénérescence des villosités placentaires ont 
majoritairement une étiologie androgénique. Elles résultent de la féconda­
tion d'un ovocyte dont le pronucléus maternel est inactif ou absent. L'inci­
dence de la M H C dans les pays « en voie de développement » est élevée 
et le risque d'évolution vers le choriocarcinome y représente un important 
problème de santé publique. Les C H M sont « diploïdes » et pour 10 d'entre 
elles que nous avons étudiées par C G H métaphasique, nous n'avons 
observé aucun gain ou perte chromosomique. Dans l'hypothèse où la can-
cérisation de certaines môles est le corollaire de désordres chromosomi­
ques acquis, nous avons recherché si les choriocarcinomes post-molaires 
présentaient des anomalies cytogénétiques récurrentes suggérant la perte 
d'anti-oncogènes ou le gain d'oncogènes spécifiquement impliqués dans 
cette dérive et les diverses formes d'agressivité observées. Par C G H méta­
phasique, puis par la technique CGH-arrays comprenant 244,000 oligonu-
cleotides (Agilent), nous avons étudié 11 choriocarcinomes post-môlaires 
et 3 lignées cellulaires de choriocarcinome. Pour les choriocarcinomes, la 
certitude du diagnostic a été au préalable vérifiée par histopathologie. 
L'étiologie androgénique et l'absence de contamination de l'ADN tumoral 
par l'ADN maternel l'ont été par l'analyse de marqueurs microsatellites. 
Ces analyses ont permis d'observer un certain nombre de remaniements 
chromosomiques sur les tumeurs, et davantage sur les lignées. Les chro­
mosomes 1, 5, 8, 12, 14, 18, 20, X sont impliqués à divers degrés. Pour 
chaque bande chromosomique d'intérêt, une région minimale critique 
(MCR) a été définie, et des gènes candidats susceptibles de jouer un rôle 
dans l'oncogenèse du choriocarcinome, ont été recherchés. Ainsi sur le 
chromosome 14 une M C R en +14q32.2q32.3<l 00,26-101,22> de 0,96 Mb, 
avec un ratio de 1.74, contient parmi plus de 10 gènes, les gènes DI03, 
DLK1 soumis à empreinte parentale et RTLlqui est un gène de rétrotrans-
poson ; sur le chromosome 20, une M C R en +20q 11.2<32,34-34,90> 
de 2,5 Mb, avec un ratio de 1.7 contient parmi plus de 15 gènes, les 
gènes PROCR et MMP24 impliqués dans les pertes fœtales et le 
développement embryonnaire ; sur le chromosome X, la M C R 
-Xp22.2p21.3<12,57-25,24> de 12,6 Mb, avec un ratio de 0.4 contient 
parmi plus de 25 gènes, les gènes PRDX4 et CNKSR2 : le premier est un 
facteur de transcription impliqué dans le développement embryonnaire pré­
coce et le second est un possible régulateur des voies de signalisation de 
RAS. Dans le processus de cancérisation des môles, des dérèglements géni-
ques conséquences d'anomalies chromosomiques se superposeraient aux 
déséquilibres initiaux d'expression des gènes soumis à empreinte. Le pro­
cessus d'acquisition d'anomalies chromosomiques de la môle diploïde au 
choriocarcinome reste à déterminer sur des séries plus importantes. 

Mots-clés : choriocarcinome post-molaire, C G H arrays haute résolution. 
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De récentes études d'association pangénomiques ont montré que des 
régions communes du génome pouvaient être associées à plusieurs cancers, 
dont le mélanome(MM). Bien qu'un excès de mutations de CDKN2A(gène 
de prédisposition au M M ) ait été identifié dans des familles à cas multiples 
de M M présentant des agrégations d'autres cancers(en particulier de can­
cers du pancréas), l'association de mutations germinales de CDKN2A avec 
la présence de M M et d'autres cancers au niveau individuel a été peu 
étudiée. Dans le cadre de la pratique clinique, il a été observé que les 
patients ayant un M M ont un risque accru de carcinome rénal(CR) et réci­
proquement qu'il existe un excès de M M chez les sujets ayant un CR. Le 
but de cette étude était de rechercher les facteurs de risque et les caracté­
ristiques cliniques et histologiques des sujets présentant un carcinome rénal 
et un mélanome(CR+MM) ainsi que les mutations du gène CDK.N2A. 
Quarante-deux patients présentant l'association C R + M M ont été recensés 
entre 1975 et 2008 à l'institut Gustave Roussy et dans 6 autres centres. 
Les données recueillies incluaient le sexe, l'âge et le stade AJCC au dia­
gnostic pour chaque cancer ainsi que la survenue d'autres tumeurs chez le 
patient. Des informations sur les phénotypes pigmentaires, l'exposition au 
soleil, le phototype et les naevus étaient disponibles chez 76 % des cas. 
Ces données ont été comparées à 2 séries de M M ou CR tout venant à 
l'aide des tests du Chi-2 ou de Fisher pour les variables qualitatives, ou 
du test de Student pour les variables quantitatives. La première série(MM) 
incluait 293 patients non sélectionnés pris en charge entre 1986 et 1989 
pour un mélanome et la deuxième série(CR) incluait 1 527 patients français 
ayant un CR. Des mutations de CDKN2A ont été recherchées pour tous 
les cas familiaux et tous les cas de M M multiples sporadiques. Vingt-trois 
hommes et 19 femmes avaient l'association CR+MM. Les CR étaient dia­
gnostiqués après le M M dans 83 % des cas et étaient caractérisés par une 
forte proportion de tumeurs asymptomatiques au diagnostic (70 % ) . Les 
tumeurs de stade I étaient plus fréquentes chez les cas M M + C R par rapport 
aux cas CR seuls (61 % vs 40 %, p = 0,013). Comparés à la série M M , les 
patients C R + M M , étaient plus souvent des hommes (55 % vs 34 %, 
p = 0,008), étaient plus âgés au diagnostic du M M (56 vs 46 ans, p = 1,85). 

Mots-clés : mélanome, carcinome rénal, CDKN2A. 
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Les cancers colorectaux (CCR) avec instabilité microsatellitaire (MSI) ou 
phénotype RER (Réplication ERror), associés à une altération des gènes 
M M R (Mismatch Repair), sont caractérisés par un infiltrât lymphocytaire 
T important et un bon pronostic. Cette instabilité induit des mutations 
somatiques secondaires décalant le cadre de lecture de gènes cibles pré­
sentant des séquences répétées codantes. Ces mutations secondaires peu­
vent être impliquées dans l'oncogenèse des tumeurs MSI+, mais aussi dans 
la réponse immunitaire anti-tumorale développée localement, notamment 
du fait de l'apparition de néo-peptides potentiellement immunogènes. Afin 
de caractériser les principales mutations répondant à ces critères, nous 
avons analysé dans un premier temps, dans 61 CCR MSI+, 19 gènes cibles 
de l'instabilité microsatellitaire par PCR multiplexe fluorescente. Nous 
avons corrélé la présence de mutations avec le taux d'infiltration lympho­
cytaire T (CD3+) des tumeurs. Les quatre gènes les plus fréquemment 
mutés étaient ACVR2 (92 % ) , TAF1B (84 % ) , ASTE1/HT001 (80 %) et 
TGFBR2 (77 % ) . Le taux de lymphocytes infiltrant était associé avec le 
nombre total de mutations présentes dans la tumeur, et surtout avec les 
mutations de 2 gènes cibles : ASTE1/HT001 et PTEN (Modem Pathology, 
2009 Sep ;22 :1186-95). Grâce à l'utilisation du T M A (Tissue Micro Array, 
véritable système de puces tissulaires) et de logiciels d'analyse d'images, 
nous caractérisons maintenant plus précisément l'infiltrat lymphocytaire 
observé dans cette première étude. Nous étudions la réponse immunitaire 
innée avec les marqueurs CD68 (monocytes/macrophages) et CD56 (cel­
lules Natural Killer), ainsi que la réponse immunitaire adaptative avec les 
marqueurs CD20 et CD79a (lymphocytes B/plasmocytes), CD3 

(lymphocytes T), CD8 (T cytotoxiques), CD4 (T auxiliaires), et FoxP3 (T 
régulateurs). Ce travail est réalisé sur une cohorte d'une centaine de CCR 
MSI+ incluant les 61 tumeurs de la première série. L'étude des mutations 
décalant le cadre de lecture est également complétée, et nous tenterons de 
corréler, de façon plus fine, les résultats des profils mutationnels avec les 
caractéristiques des différentes sous-populations lymphocytaires infiltrant 
les tumeurs. L'objectif est de définir quels néo-antigènes permettraient de 
développer une approche d'immunothérapie dans les CCR MSI+ s'inté­
grant en particulier à un syndrome de Lynch. 
Mots-clés : cancer colorectal, instabilité microsatellitaire, infiltrat 
lymphocytaire. 
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20 % des polyposes adénomateuses colorectales non mutées sur le gène APC, 
sont liées à des mutations bi-alléliques du gène MYH. Un phénotype 
« atténué » de la maladie, est rapporté, sans description histologique précise 
des lésions colorectales. Dans ce travail, nous avons caractérisé les lésions 
colorectales d'une série de patients M Y H mutés, opérés dans notre centre. Il 
s'agissait de 9 patients (6 hommes, 3 femmes), âgés en moyenne de 47 ans 
(35-59 ans), opérés entre 2001 et 2006 : 4 coloproctectomies totales, 6 colec-
tomies subtotales, 1 résection sigmoïdienne, 4 polypectomies (2 duodénales, 1 
de la papille, 1 colique) et 2 tumorectomies hépatiques, ont été analysées. Le 
nombre moyen de polypes était de 183 par coloproctectomie totale (127-266) 
et de 64 par colectomie subtotale (34 - 175) ; leur taille variait de 1 à 70 mm. 
Ces polypes, disséminés, siégeaient majoritairement dans le côlon droit, étaient 
pédicules, parfois sessiles, rarement plans. Il s'agissait d'adénomes, majoritai­
rement tubuleux, parfois tubullo-villeux et rarement villeux, jamais festonnés, 
en dysplasie de bas grade, avec pour certains, des foyers de haut grade en 
surface. 3 cas comportaient un polype hyperplasique. 11 Adénocarcinomes 
(ADK) étaient identifiés chez 7 patients (3 cancers synchrones dans 1 cas, 
2 cancers synchrones dans 2 cas), localisés dans le côlon droit (5), le côlon 
transverse (1), le côlon gauche (1) et le recto-sigmoïde (4). Ils répondaient 
tous à des A D K lieberkuhniens bien et moyennement différenciés ; 3 avaient 
un contingent mucineux de 5, 20 et 30 %. Le stroma était le plus souvent de 
type « Crohn-like ». Le front d'invasion tumoral était expansif ou infiltrant. La 
taille tumorale variait de 20 à 60 mm. Deux cancers étaient stade pTl, 2 pT2 
et 7 pT3. Un cas présentait des métastases ganglionnaires (N2). Les 2 segmen-
tectomies hépatiques comportaient une métastase synchrone et une métastase 
métachrone, développée 4 ans après le diagnostic de CCR chez le patient N2. 
Cette étude de l'aspect morphologique des tumeurs intestinales développées 
dans le contexte rare de mutation du gène MYH, a montré une atteinte pré­
dominante du côlon droit par des adénomes et adénocarcinomes sans caractères 
spécifiques. Enfin, contrairement à ce qui est évoqué dans la littérature, le 
diagnostic différentiel avec la polypose adénomateuse familiale « classique » 
due à une mutation du gène APC, ne semble pas pouvoir être facilité par 
l'étude immunohistochimique de la protéine MYH. Ces premiers résultats vont 
être étendus par l'étude de 12 nouveaux cas découverts depuis cette analyse. 

Mots-clés : polypose, M Y H , anatomo-pathologie. 
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Contexte : Des épimutations constitutionnelles des gènes de réparation des 
mésappariements de l'ADN ont été rapportées récemment comme pouvant 
être à l'origine de syndrome de Lynch. Cependant, il existe peu d'informa­
tion quant à leur prévalence. De plus, le risque de transmission des épimu­
tations du gène MLH1, ainsi que le risque pour les porteurs de ces épimu­
tations de développer des cancers est actuellement peu connu. Patients et 
méthodes : Nous avons recherché la présence d'épimutations constitution­
nelles dès gènes MLH1 et MSH2 chez 130 patients du Nord-Pas-de-Calais 
et Picardie suspectés d'être atteints d'un syndrome de Lynch sans anomalie 
détectée dans les gènes MLH1, MSH2, MSH6 (mutation ou réarrangement 
exonique). Le profil de méthylation du promoteur des gènes MLH1 et MSH2 
a été analysé par pyroséquençage après traitement de l'ADN au bisulfite de 
sodium. Nous avons également recherché chez les patients la présence de 
délétions du gène EPCAM, une cause possible de méthylation du gène 
MSH2, par la technique de MLPA. Résultats : Nous avons identifié une 
épimutation constitutionnelle du gène MLH1 chez deux patients. Dans l'un 
des cas, I nous montrons l'évidence d'une transmission maternelle à deux 
enfants iyant développé des tumeurs coliques à un âge précoce. L'allèle 
maternel porteur de l'épimutation n'a pas été hérité par les deux autres 
enfants testés. Dans une des tumeurs testées, l'épimutation était associée à 
la présence d'une mutation du gène BRAF. Aucune épimutation du gène 
MSH2 n a été détectée dans notre étude. Au total, la fréquence des épimu­
tations constitutionnelles était de 1,5 % dans notre population sélectionnée, 
indiquant que les épimutations des gènes M M R constituent une cause très 
rare de syndrome de Lynch dans le Nord de la France. 

Mots-clés : syndrome de Lynch, méthylation, gènes M M R . 
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INTRODUCTION : Le syndrome de Lynch est la forme la plus commune 
de prédisposition héréditaire au cancer colorectal familial. Il a été associé 
à des mutations germinales des gènes M M R (mismatch repair) (MLH1, 
MSH2, MSH6 et PMS2) entraînant une perte d'expression de l'une ou 
l'autre de ces protéines ainsi qu'une instabilité des microsatellites dans le 
tissu tumoral. OBJECTIFS : Les buts de cette étude sont de caractériser 
les mutafions germinales responsables du syndrome de Lynch dans les 
familles canadiennes-françaises (CF) recrutées à la Clinique des cancers 
familiaujf et d'identifier les caractéristiques cliniques de ces familles afin 
d'établir Mne corrélation génotype-phénotype. MÉTHODES : Sélection des 
familles selon les critères d'Amsterdam ou de Bethesda révisés. Analyse 
de l'instabilité des microsatellites à partir d'ADN extrait des blocs tumo­
raux du cas-index et étude en immunohistochimie des protéines MLH1, 
MSH2, MSH6 et PMS2. Recherche de grands réarrangements génomiques 
par MLPA (MLH1 et MSH2). Recherche de mutations ponctuelles par 
séquençage des régions codantes et des jonctions intron-exon (MLH1, 
MSH2 et MSH6). RÉSULTATS : Sur 146 familles sélectionnées, 26 
(18 %) présentaient une instabilité des microsatellites, 18 (12 %) ont été 
associées à une mutation germinale des gènes M M R . Quinze mutations 
distinctes ont été identifiées dont 7 sur MLH1, 6 sur MSH2, 1 sur MSH6, 
et 1 sur FMS2. Trois familles distinctes partagent la même mutation dans 
l'exon 19 de MLH1 (c.2195_2198dupAACA) et 2 autres la même mutation 
dans l'exon 1 de MSH6 (p.Q4X). Trente-trois pourcent des mutations ger­
minales rencontrées (5/15) sont des délétions de grandes tailles, 2 sur 
MLH1 e( 3 sur MSH2. Parmi les familles porteuses de mutations des gènes 
M M R , 12/18 (67 %) rencontraient les critères d'Amsterdam I ou II mais 
6/18 (33 %) ne rencontraient que les critères de Bethesda révisés. Les deux 
familles qui ne présentaient aucun cancer extra-colique, avaient toutes 

2 associées une mutation de MLH1. Les cancers de l'endomètre ont été 
retrouvés aussi bien dans les familles avec mutations de MLH1 (11 cas 
dans 7 familles), MSH2 (10 cas dans 5 familles) ou MSH6 (2 cas dans 
I famille). Les cancers urothéliaux ont été retrouvés exclusivement dans 
les familles avec mutations de MSH2 (6 membres dans 2 familles). 
CONCLUSIONS : Dans la population CF du Québec, plusieurs familles 
porteuses de mutations des gènes M M R ne rencontrent pas les critères 
d'Amsterdam. L'utilisation des critères de Bethesda semble plus adaptée 
au contexte clinique. Les familles mutées avec cancers du côlon seulement 
sont peu fréquentes et montrent davantage de mutations du gène MLH1. 
L'association cancers urothéliaux et mutations MSH2 s'accorde avec les 
données récentes. La fréquence de grandes délétions dans notre population 
souligne la nécessité d'inclure le MLPA dans notre stratégie diagnostique. 
L'effet fondateur ne semble pas prédominer dans nos familles CF avec 
syndrome de Lynch. 
Mots-clés : syndrome de Lynch, gènes M M R , relation génotype-
phénotype. 
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Le criblage des régions codantes des gènes M M R . séquençage et recherche 
de grands réarrangements, n'identifie une altération délétère que chez 80 % 
des patients hautement évocateurs d'un syndrome de Lynch sur la base de 
l'histoire familiale et la présence, dans la tumeur, d'un phénotype RER et 
la perte d'expression d'une protéine ou d'un hétérodimère M M R . Il est 
donc légitime de penser qu'il existe d'autres types d'altérations, en parti­
culier de régions non codantes situées à distance des gènes M M R et impli­
quées dans leur régulation. À partir de la cohorte de 1200 prélèvements 
adressés au laboratoire de génétique moléculaire du C H U de Rouen, notam­
ment dans le cadre du réseau français des laboratoires.analysant les gènes 
M M R , nous avons sélectionné 43 patients présentant une histoire person­
nelle ou familiale fortement évocatrice associée à un phénotype RËR et à 
une perte de l'expression protéique, sans mutation ou réarrangement exo­
nique des gènes MSH2, MLH1 ou MSH6. Nous avons développé pour les 
locus MSH2-MSH6 (2p22-p21) et MLH1 (3p21), deux lames Agilent de 
C G H array à haute résolution de format 4 x 44k, comprenant 37 000 sondes 
et ciblant 2 M b en amont et en aval de chacun de ces locus. Ces lames 
dédiées explorent les régions codantes et non codantes de ces gènes et de 
potentielles séquences régulatrices situées à distance. L'espacement moyen 
de 100 pb entre chaque sonde permet de détecter des variations du nombre 
de copies (CNV) d'une taille inférieure à 1 Kb et de caractériser précisé­
ment leurs bornes. L'analyse des 43 patients sélectionnés avec ces lames 
dédiées nous a permis d'identifier deux délétions génomiques hétérozy­
gotes de petite taille. La première de 25 Kb emporte le promoteur et le 
premier exon de MSH6, dont l'analyse par QMPSF n'est pas possible en 
raison d'une structure particulièrement complexe de cette région. Cette 
délétion résulte d'une recombinaison homologue non allélique entre deux 
séquences AluSX hautement homologues au sein d'une région particuliè­
rement riche en séquences Alu. La seconde délétion, de 12,5 Kb, est située 
1 M b en aval de MSH6. Une QMPSF explorant spécifiquement cette région 
délétée a été développée pour confirmer ce résultat de C G H array. Cette 
délétion n'a pas été retrouvée chez 95 témoins analysés par cette QMPSF, 
confirmant qu'il ne s'agissait pas d'un C N V polymorphique. Cette région 
de 12,5 kb contient des séquences hautement conservées mais la mesure 
d'expression allélique de MSH6 par SnaPShot, chez la patiente présentant 
cette délétion génomique en aval de MSH6, n'a pas permis de mettre en 
évidence de déséquilibre d'expression allélique et d'étayer la présence de 
séquences régulatrices. En conclusion, notre étude montre que (i) le syn­
drome de Lynch peut résulter, dans de rares cas, de C N V touchant les 
régions promotrices des gènes M M R et (ii) que les CNVs localisés en 
dehors des régions codantes des gènes MSH2, MSH6 et MLH1 ne corres­
pondent pas à un mécanisme fréquent d'altération des gènes M M R . 

Mots-clés : syndrome de Lynch, C G H array, CNV. 
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Les mutations en mosaïque du gène APC représenteraient approximative­
ment 11 % des cas sporadiques de Polypose Adénomateuse Familiale 
(PAF). Nous rapportons un cas remarquable de mosaïque APC caractérisée 
par la présence de deux allèles mutants. Le cas index a présenté à l'âge 
de 29 ans une forme typique de PAF. Le séquençage du gène APC a permis 
d'identifier une mutation délétère hétérozygote située dans l'exon 15 
(c.2099del, p.Asp700AlafsX18). L'analyse par séquence a révélé que cette 
mutation était héritée de son père présentant une forme classique de PAF 
révélée à 54 ans par des adénocarcinomes colorectaux. L'analyse de 6 mar­
queurs microsatellitaires au locus APC a montré que cette mutation était 
apparue de novo dans un des gamètes grand-parentaux, ce résultat expli­
quant l'absence d'histoire familiale de PAF chez les 6 frères et sœurs du 
père du cas index. L'enquête familiale poursuivie dans la fratrie du cas 
index permit de détecter, de manière inattendue, chez l'un de ses frères 
une autre mutation du gène APC touchant le même nucléotide (c.2099A>C, 
p.Asp700Ala). Cette variation correspond à un U V mais la normalité de 
la coloscopie à 18 ans chez l'apparenté présentant cet UV plaide en faveur 
de son caractère non délétère. L'analyse des haplotypes au locus APC a 
montré que les 2 mutations (c.2099del et c.2099A>C) étaient portées par 
le même allèle paternel. Afin d'assurer une détection sensible de ces dif­
férentes variations, nous avons mis au point un SNaPshot explorant spé­
cifiquement le nucléotide c.2099 du gène APC. Cette analyse par 
SNaPshot, contrairement au séquençage nucléotidique, a permis de détecter 
dans le sang périphérique du père du cas index les 2 allèles mutants 
(c.2099del et c.2099A>C) et la mesure quantitative a confirmé que l'allèle 
mutant c.2099del était majoritaire. Le SNaPshot a également révélé que, 
chez le père du cas index, les 2 allèles mutants étaient présents dans le 
tissu colique non tumoral, les adénomes, l'adénocarcinome, le tissu hépa­
tique sain et métastatique. Ainsi ces deux allèles mutants sont présents 
dans les dérivés de l'endoderme et du mésoderme. Cette observation excep­
tionnelle de mosaïque avec présence de 2 allèles mutants s'explique pro­
bablement par la survenue d'une mutation délétère de novo (c.2099del) au 
stade pré-zygotique chez l'un des grands-parents paternels du cas index, 
suivie par une tentative précoce de réversion de mutation post-zygotique 
chez le père du cas index aboutissant à la mutation c.2099A>C. Cette 
tentative de réversion confirme le rôle clef de la protéine APC au cours 
des étapes précoces de l'embryogenèse, rôle démontré initialement dans 
la drosophile. 

Mots-clés : mosaïque APC, polypose adénomateuse familiale, réversion 
de mutation. 
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Introduction : L'activation de la voie Wnt/beta-catenine est fréquemment 
impliquée dans la tumorigenèse corticosurrénalienne, principalement par 
le biais de mutations du gène de la beta-caténine (CTNNB 1). Cependant 
ces mutations ne suffisent pas à expliquer l'activation de la voie dans toutes 
les tumeurs, et des mutations d'autres acteurs de la voie sont suspectées. 
Les tumeurs corticosurrénaliennes sont fréquemment retrouvées chez les 
patients présentant une Polypose Adénomateuse Familiale (PAF) avec 
mutation du gène APC (Adenomatous Polyposis Coli), ou dans le syn­
drome de Beckwith-Wiedemann en association à des tumeurs de Wilms, 
pour lesquelles la voie Wnt/beta-caténine peut être activée par des muta­
tions de WTX. Des mutations d'APC ou de W T X pourraient donc être 
impliquées dans la tumorigenèse corticosurénalienne. Patients et 
méthodes : Après étude immunohistochimique de la beta-caténine et 
séquençage de CTNNB1, 4 tumeurs surrénaliennes issues de 3 patients 
appartenant à 2 familles de PAF ont été étudiés et 20 corticosurrénalomes 
sporadiques, présentant une activation de la voie Wnt/beta-caténine en 
immunohistochimie mais sans mutation de CTNNB 1 associée. APC a été 
analysé d'une part par dHPLC suivi du séquençage direct des profils anor­
maux puis par MLPA. En cas de négativité du génotypage APC, W T X a 
été séquence. Résultats : Dans les 4 tumeurs surrénaliennes (une hyper-
plasie macronodulaire bilatérale, un adénome et un carcinome corticosur-
rénalien) diagnostiquées chez 3 patients atteint de PAF, il existait une 
accumulation cytoplasmique et/ou nucléaire de beta-caténine signant une 
activation de la voie Wnt/beta-caténine mais sans mutation de CTNNB 1 
associée. En plus des mutations constitutionnelles d'APC portées par ces 
patients, 3 mutations somatiques (1863>1866del/c. 4667>4668insA ; 
p.Thr>1556fsX1558/ c. 3234 T>A/Tyrl078X) et une perte d'hétérozygotie 
ont été identifiées démontrant une inactivation bi-allèlique d'APC au sein 
de ces tumeurs. Dans les tumeurs sporadiques, on retrouvait à l'état hété­
rozygote un variant iso-sémantique non précédemment décrit (c.3340 
C>A ; p. R1114R) et un polymorphisme rare (c.3949 G>C ; p. E1317Q) 
d'APC. Aucune mutation de W T X n'a été identifiée dans les tumeurs 
sporadiques. Conclusion : Cette étude suggère que dans le cadre de la 
polypose colique familiale, l'inactivation bi-allélique du gène APC, par le 
biais de l'activation de la voie Wnt/beta-caténine, est impliquée dans la 
tumorigenèse corticosurrénalienne. Les tumeurs corticosurrénaliennes doi­
vent donc être considérées comme faisant partie du spectre des tumeurs 
associées à la PAF. Le rôle d'APC dans les tumeurs sporadiques reste 
débattu. 

Mots-clés : tumeur corticosurrénalienne, polypose colique familiale, APC. 
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Le cancer colorectal familial non polyposique (HNPCC) est causé par des 
mutations germinales des gènes MLH1, MSH2, MSH6 et PMS2. Cepen­
dant plus de 30 % des patients atteints de cancer du syndrome de Lynch 
ne présentent pas de mutation des gènes M M R (MisMatch-Repair), ce qui 
laisse suggérer la présence d'autres mécanismes génétiques de prédispo­
sition. Trois puplications récentes font état d'un nouveau gène candidat 
pour le HNPCC, il s'agit d'une délétion germinale des derniers exons du 
gène TACSTD1 (Tumor Associated Calcium Signal Transducteur 1). Nous 
décrivons ici une des premières familles Françaises où s'égrègent des can­
cers du spectre HNPCC liés à une délétion germinale hétérozygote du gène 
TACSTD1. 7 cancers du colon en lien direct sur 3 générations sont décrits, 
7 personnes ont été explorées pour TACSTD1, 4 atteintes de cancer sont 
porteuses de la mutation, 3 personnes asymptomatiques sont non porteuses. 
Comme pour les 15 familles décrites à ce jour porteuses de cette même 
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mutation, nous observons une instabilité des microsatellites et une extinc­
tion somatique de la protéine M S H 2 et MSH6. Au point de vue clinique 
les cancers observés dans cette famille sont exclusivement coliques avec 
un âge mtjyen de survenu du premier cancer de 45-ans. 20 % des HNPCC 
sans mutation des gènes MLH1, MSH2, MSH6 avec instabilité microsa­
tellitaire e: ou avec extinction de la protéine MSH2 seraient associés à une 
mutation du gène TACSTD1. Il s'agit d'un nouvel espoir pour bien des 
familles réduites aux seules coloscopies dans la prise en charge préventive 
du cancer du colon non polyposique, par ailleurs il semble que le spectre 
de cette nouvelle mutation soit uniquement colique ce qui va singulière­
ment simplifier la prise en charge de ces patients en particulier les femmes 
pour l'endomètre et l'ovaire. 
Mots-clés : 
TACSTDI. 

prédisposition génétique aux cancers, syndrome de Lynch, 
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Environ 1 à 3 % des cancers gastriques sont héréditaires et surviennent dans 
un contexte syndromique ou non syndromique. Les cancers gastriques diffus 
héréditaires (CGDH) sont caractérisés par une agrégation familiale non syn­
dromique ile cancers gastriques de type diffus et sont dus à des mutations du 
gène CDHjl. Une altération de ce gène confère un risque de développer un 
cancer gasjrique estimé à 70 %, elle est également associée à une augmentation 
du risque de carcinomes mammaires infiltrants de type tabulaire et d'adéno-
carcinomes colorectaux. Des critères internationaux ont été établis en 2000 
pour sélectionner les familles suspectes de C G D H : (i) au moins deux cas de 
cancers gastriques de type diffus chez des apparentés au premier ou second 
degré dont] un cas diagnostiqué avant l'âge de 50 ans, (ii) au moins trois cas 
de cancers,gastriques de type diffus chez des apparentés au premier ou second 
degré quels que soient les âges au diagnostic. Puis les critères ont été étendus : 
(iii) un cas de cancer gastrique de type diffus diagnostiqué avant 45 ou 40 ans, 
(iv) une association d'un cancer gastrique de type diffus et d'un carcinome 
mammairei de type tabulaire infiltrant ou d'un carcinome colorectal à cellules 
indépendantes chez un même individu ou chez deux apparentés au premier ou 
second degré. Nous pensons qu'il faut y ajouter les cas de cancer gastrique de 
type diffus! associés à une fente labiopalatine. Pour les sujets indemnes porteurs 
d'une mutation CDH1 la prise en charge prophylactique recommandée par 
l'INCa, et qui doit être largement discutée avec les patients, comporte d'une 
part une gastrectomie préventive entre 20 et 30 ans, avec anse jéjunale en Y, 
d'autre part, chez la femme, une surveillance mammaire (examen clinique 
semestriel,! échographie et IRM mammaires voire mammographie annuelle). 
Depuis 2QO0, nous avons reçu à Lille en consultation d'oncogénétique 
25 familles présentant une suspicion de CGDH. 6 d'entre-elles répondaient aux 
critères internationaux et 18 aux critères élargis. Une mutation germinale délé­
tère du gène CDH1 a été décelée dans 3 familles, dont une correspondant aux 
critères élargis. Un test génétique présymptomatique a pu être proposé aux 
apparenté(e)s : 23 sujets asymptomatiques ont été testés, 11 d'entre eux se sont 
révélés êtiç porteurs de la mutation familiale. Deux ont refusé, pour l'instant, 
la gastrectomie préventive et la réalisation de fibroscopies gastriques avec biop­
sies étagées. Chez deux autres des biopsies ont révélé la présence d'adénocar-
cinomes gtstriques, la gastrectomie réalisée a donc été thérapeutique. Enfin 
7 gastrectomies totales prophylactiques ont été effectuées. Pour deux d'entre 
elles l'analyse anatomopathologique a permis d'identifier un adénocarcinome 
gastrique. Au total 4/9 patients indemnes porteurs d'une mutation CDH1, ayant 
accepté unje prise en charge préventive (surveillance ou gastrectomie) étaient 
porteurs dlun cancer gastrique à cellules indépendantes. Leur moyenne d'âge 
était égale!à 34 ans mais avec des extrêmes de 19 et 54 ans. En conclusion, 
sur cette petite série, nous pensons qu'il est légitime de discuter avant même 
l'âge de 20 ans la prise en charge préventive du cancer gastrique chez les 
personnes indemnes porteuses d'une mutation CDH1, tout en ayant à l'esprit 
la lourdeur du geste chirurgical et ses éventuelles complications notamment 
nutritionnelles. 

Mots-clés : cancer gastrique, CDH1, diagnostic présymptomatique. 
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Les mutations constitutionnelles du gène CDH1 sont impliquées dans 
des familles comportant de nombreux cancers de l'estomac à cellules 
dissociées et/ou des cancers du sein, spécifiquement d'histologie tabu­
laire, diagnostiqués à un âge jeune. Des critères cliniques internationaux 
ont été élaborés pour détecter ces familles. Selon les recommandations 
nationales (InCa 2009), le risque de cancer dans ce contexte justifie la 
proposition d'une gastrectomie prophylactique et un suivi sénologique 
de type BRCA. A ce jour, une centaine de familles ont été rapportées 
de par le monde. En France, 5 laboratoires réalisent l'analyse du gène 
en routine. En moins d'une dizaine d'années, 30 familles ont été identi­
fiées. Cinq parmi elles ont déjà fait l'objet de publications. Nous pré­
sentons ici la description des nouvelles familles, en complétant les don­
nées sur les familles déjà publiées. Sept familles ont pu être regroupées 
avec une autre, vue dans une consultation différente. Cinq mutations 
étaient présentes dans plus d'une famille, a priori non reliées généalo-
giquement (c.283C>T : deux familles, c.l488_1494del : 3 familles, 
cl565+lG>A: 3 familles, C.1565+1G>C : 2 familles, c2398delC : 2 
familles). Cette récurrence fait évoquer soit des points chauds de muta­
tion, notamment pour des mutations identifiées dans d'autres pays, soit 
un lien par un ascendant commun méconnu, compte-tenu de la proximité 
géographique. Six familles ne remplissaient pas les critères consensuels 
internationaux. Au total, les familles comportaient 55 cancers de 
l'estomac, avec un âge moyen au diagnostic de 36 ans. Le cancer le plus 
jeune était diagnostiqué à 17 ans et le plus âgé à 65. L'histologie n'a pu 
être vérifiée dans tous les cas, mais lorsqu'elle l'était, il s'agissait exclu­
sivement d'adénocarcinomes à cellules dissociées. Des cancers tabu­
laires du sein étaient retrouvés dans 6 familles, avec un âge moyen au 
diagnostic de 53 ans. Par ailleurs, nous décrivons le cas apparemment 
sporadique d'une jeune patiente mutée avec fente labio-palatine et d'un 
cancer gastrique à cellules dissociées, association déjà rapportée dans 
deux familles dont une française. Par ailleurs, une quarantaine de tests 
présymptomatiques ont été réalisés. Au moins 3 personnes indemnes, 
âgées de plus de 50 ans étaient porteuses de la mutation familiale. Nous 
présentons la prise en charge des personnes porteuses asymptomatiques 
et les résultats de 8 gastrectomies prophylactiques effectuées. Des micro­
foyers invasifs étaient fréquemment retrouvées, essentiellement 
lorsqu'un protocole minutieux d'analyse de la pièce opératoire était 
appliqué. Cette contribution, augmentant de près de 20 % le nombre de 
familles déjà publiées, permet de renforcer les données connues sur la 
pénétrance, le spectre tumoral de cette prédisposition, les pathologies 
associées. Elle apporte des arguments supplémentaires pour l'améliora­
tion de recommandations de prise en charge, toujours complexe, de ces 
familles. 

Mots-clés : CDH1, cancer estomac, cancer du sein 

M/S hors strie n" 1, vol. 26, janvier 2010 

mailto:nelly.pasz@chru-lille.fr
mailto:olivier.caron@igr.fr


•P216. C A N C E R HÉRÉDITAIRE D E L'ESTOMAC ET M U T A ­
TIONS D U G È N E CDH1 : L'EXPÉRIENCE RENNAISE SUR U N E 
C O H O R T E D E 120 PATIENTS 
M. Blayau (1), C. Dugast (2), S. Manouvrier (3), T. Frebourg (4), 
J. Mauillon (4), D. Malka (5), L. Faivre (6), J. Duffour (7), C. Ferec (8), 
J.F. Bretagne (9), V. David (1) 
(J) Laboratoire de Génétique Moléculaire, CHRU Rennes, France ; (2) 
Oncogénétique, CHRU Rennes, France ; (3) Service de Génétique cli­
nique, CHRU Lille, France ; (4) Génétique clinique, CHU Rouen, France ; 
(5) Service de Génétique, IGR Villejuif, France ; (6) Centre de Génétique, 
CHU Dijon, France ; (7) Oncogénétique digestive, CRLC Montpellier, 
France ; (8) Laboratoire de Génétique moléculaire et d'histocompatibilité, 
CHU Brest, France ; (9) Service des maladies de l'appareil digestif, CHRU 
Rennes, France 
Contact : martine.blayau@chu-rennes.fr 

Des mutations germinales du gène de la E-cadhérine (CDH1) sont respon­
sables de certaines formes familiales de cancer de l'estomac et de cancer 
lobulaire du sein. Sur le plan histologique, les adénocarcinomes gastriques 
sont de type diffus et sont caractérisés par une faible différenciation avec 
présence de cellules indépendantes dites « en bague à chaton ». L'âge 
moyen de survenue de ces cancers est de 40 ans et la mortalité est élevée. 
Le diagnostic précoce de ces formes diffuses est difficile et les symptômes 
n'apparaissent qu'à un stade avancé de la maladie. L'identification d'une 
mutation du gène CDH1 est primordiale dans les familles concernées pour 
diagnostiquer les personnes à risque qui se verront proposer une gastrec­
tomie préventive. Nous rapportons l'expérience rennaise de l'étude du gène 
CDH1 portant sur une cohorte de 120 patients atteints d'un cancer de 
l'estomac. Les critères d'inclusion étaient, outre l'histologie, l'existence 
d'antécédents familiaux ou, à défaut, un âge précoce d'apparition du cancer 
(<45 ans). 40 sujets asymptomatiques apparentés aux patients mutés ont 
pu secondairement bénéficier d'un test présymptomatique. Les 16 exons 
et les bornes introniques du gène CDH1 ont été séquences et la recherche 
des réarrangements de grande taille a été effectuée par MLPA. Des muta­
tions ont été identifiées chez 10 proposants (soit 8,3 % des cas) : - 4 muta­
tions d'épissage : C.1565+1G>A, c.1565+1 G>C, 832+lG>T, 531+2T>A 
- 2 mutations non sens: c.283C>T (p.Gln95X), c.HG>A (p.Trp4X) -
2 petites délétions: c.l488_1494del, c.l645del - 1 mutation faux sens: 
c.892G>A (p.Ala498Thr) - 1 délétion de la totalité de l'exon 11. Sur les 
10 patients, 8 avaient des antécédents familiaux connus de cancer de 
l'estomac et/ou du sein, 2 cas étaient non documentés. L'âge moyen au 
diagnostic était de 39 ans (17 ans-51 ans). Sur les 40 tests présymptoma-
tiques réalisés, la mutation familiale a été retrouvée dans 50 % des cas. La 
mère de l'un des patients, asymptomatique à 58 ans, était en fait porteuse 
de la mutation identifiée chez son fils, décédé à l'âge de 34 ans. L'étude 
de cette série de 120 patients confirme donc les données de la littérature 
à savoir que les mutations germinales du gène CDH1 sont responsables de 
cas familiaux de cancer gastrique. L'âge d'apparition du cancer est le plus 
souvent précoce avec des variations au sein d'une même famille. La des­
cription des réarrangements de grande taille du gène CDH1 est une donnée 
récente. Nous avons pu mettre en évidence la délétion de la totalité de 
l'exon 11 chez une patiente opérée à 44 ans d'un cancer de l'estomac. 
L'analyse du gène de la cadhérine E ne doit donc pas se limiter à la 
recherche de mutations ponctuelles. 

Mots-clés : cancer gastrique familial, mutations du gène CDH1, diagnostic 
présymptomatique. 
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Le gène CDH1 (OMIM 192090) code pour une glycoprotéine d'adhésion 
cellulaire (E-cadherine). Les mutations germinales hétérozygotes tron­
quantes et plus récemment les grands réarrangements de CDH1 ont été 

directement associés à la prédisposition au cancer gastrique héréditaire 
diffus. L'implication des mutations germinale de CDH1 a été discutée pour 
la prédisposition aux cancers du sein en particulier la forme lobulaire. Nous 
rapportons ici une délétion complète de l'exon 3 du gène CDH1 décalant 
le cadre de lecture (c.l64_387del, p.Val55GlyfsX38) identifiée dans le cas 
d'un cancer lobulaire du sein jeune. La patiente a eu dans un premier temps 
un cancer lobulaire invasif bilatéral à 32 ans. À cause de l'apparition pré­
coce du cancer, un criblage des gènes BRCA 1/2 gènes a été réalisé sans 
mutation identifiée. Trois ans plus tard, la patiente a déclaré un cancer 
gastrique diffus. Aucun cas de cancer n'était rapporté dans l'histoire fami­
liale d'une fratrie de 9 enfants et de parents de plus de 60 ans. Le criblage 
du gène CDH1 est alors effectuée en utilisant par une méthode de présé-
quençage qPCR-HRM qui combine la recherche des mutations ponctuelles 
et des grands réarrangements sur LightCycler 480 (Roche Diagnostic). Une 
délétion de l'exon 3 a été détectée par qPCR et les bornes de la délétion 
ont été précisément caractérisées en utilisant une puce de C G H array dédiée 
au gène CDH1 - puce de 556 oligonucléotides couvrant l'ensemble du 
gène et ses régions promotrices. La taille de la délétion était précisément 
de 6 974-bp. Cette étude confirme l'intérêt de l'exploration grands réar­
rangements du gène CDH1 dans l'étude des familles combinant cancer 
lobulaire du sein et cancer gastrique. L'approche qPCR-HRM offre la pos­
sibilité de détecter tous les événements sur ce gène. La responsabilité du 
gène CDH1 reste discuté pour les familles avec comme seule entrée le 
cancer du sein. Ce cas clinique devrait permettre de mieux définir les 
critères de sélection des familles sans ségrégation de cancers gastriques 
pouvant bénéficier de ce criblage. 

Mots-clés : CDH1, qPCR-HRM, CGH-array. 
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Introduction : Les cytostatiques sont des substances ayant la propriété de 
bloquer la synthèse, le fonctionnement ou la multiplication cellulaires. Le 
recours à l'utilisation de ces produits a amélioré le pronostic de nom­
breuses affections néoplasiques. Cependant, les cytostatiques possèdent 
des propriétés cancérogènes, tératogènes et mutagènes préjudiciables pour 
le personnel de santé les manipulant. Au cours de notre étude, nous avons 
essayé d'évaluer le potentiel génotoxique de l'exposition professionnelle 
aux cytostatiques chez le personnel hospitalier par l'utilisation de deux 
biomarqueurs cytogénétiques à savoir les aberrations chromosomiques 
(CA) et le test de micronoyaux (MN). Matériel et méthodes : Les altéra­
tions chromosomiques consécutives à l'exposition professionnelle aux 
cytostatiques ont été analysés au niveau des lymphocytes périphériques de 
20 personnel de santé du C H U Farhat Hached de Sousse (4 hommes et 
16 femmes) comparés à 20 témoins appariés pour l'âge, le sexe et le mode 
de vie. L'évaluation de l'effet génotoxique est étudiée par la recherche de 
cassures chromosomiques en culture lymphocytaire sous Mitomycine C à 
raison de 25 ng/ml et aussi à l'aide du test de micronoyaux en réalisant 
un blocage de la cytodièrèse suite à une culture lymphocytaire sous Cyto-
chalasine B à 5ug/ml. Deux milles cellules binucléés ont été analysés pour 
chaque cas. Résultats et discussion : La fréquence de cellules binucléées 
micronuclées s'est avérée significativement élevée chez le personnel soi­
gnant en comparaison avec les témoins (9,4 ± 2,88 versus 4,368 ± 1,32), 
p < 0,05). Il en est de même pour la fréquence des cassures chromosomi­
ques avec une élévation significative chez les exposés (1,85% ±1,56 
versus 0,32 % ±0,1). Bien que le personnel exposé aux cytostatiques pré­
sentaient certains troubles (cutanées, respiratoires...) aucune corrélation 
significative de ces biomarquers cytogénétiques avec ces affections n'a été 
trouvée. Conclusion : La présence de certaines altérations chromosomiques 
chez le personnel soignant manipulant les cytostatiques souligne la néces­
sité de renforcer les mesures de prévention et d'utiliser de façon optimale 
les systèmes de protection depuis l'étape de la reconstitution jusqu'à 
l'administration des cytostatiques pour éviter l'effet génotoxique cancéro-
gène de ces substances. 

Mots-clés : génotoxicité, cytostatiques, micronoyau. 
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INTRODUCTION Les mutations des gènes BRCA 1 et 2 augmentent le 
risque de développer des cancers du sein et de l'ovaire mais aussi le risque 
d'incidence d'autres types de cancers. Chez l'homme, le risque de déve­
lopper uni cancer du sein, de la prostate, du pancréas ou de l'estomac est 
plus élevé chez les porteurs de mutation. Si aucune imputabilité n'a été 
établie entre les mutations de BRCA 1 et 2 et les tumeurs gjiales, quelques 
rares cas Icliniques évoquent un lien. PATIENTS ET METHODES Une 
tumeur cérébrale a été diagnostiquée chez un patient de 35 ans ayant pré­
senté des céphalées et une épilepsie. Il a bénéficié d'une résection chirur­
gicale partielle avec un diagnostic histologique d'oligodendrogliome ana-
plasique (classification OMS). L'arbre généalogique montre 3 cancers 
ovariens liés au premier degré évoquant une prédisposition familiale aux 
cancers du sein et de l'ovaire. Une analyse des gènes BRCA a été faite 
chez une apparentée atteinte trouvant la mutation c.3819delGTAAA, 
p. 1241 ter de l'exon 11 de BRCA 1. La même mutation a été confirmée 
chez le patient. Il a été traité par une chimiothérapie (CT) associant Pro-
carbazine-CCNU et Vincristine mais des contrôles biologiques avant le 
second cycle ont montré une toxicité hépatique. Une radiothérapie (RT) a 
alors été tecommandée mais refusée par le patient. Une CT de deuxième 
ligne a été faite avec du temozolomide seul. Après le troisième mois, l'IRM 
de contrôle a montré une progression. La RT est alors proposée à nouveau 
au patient. Aucune réponse à la RT n'est obtenue et l'état du patient se 
dégrade |5 mois après le diagnostic entraînant le décès. Une analyse 
immuno-tisto-chimique de BRCA1 dans la tumeur est en cours. RÉSUL­
TATS Le i risque de développer un cancer du sein ou une autre tumeur est 
accru en ûas de mutation des gènes BRCA qui n'ont pas, à date, été asso­
ciées au développement de gliomes. Certains événements semblent jouer 
un rôle à la fois dans la cancérogenèse mammaire et dans celle du glio-
blastome comme dans les syndromes de Li et Fraumeni et de Cowden qui 
prédisposent à la fois au glioblastome et au cancer du sein. CONCLUSION 
Les mutations BRCA chez la femme engendrent un risque élevé de cancer 
du sein et|de l'ovaire. Chez l'homme, les risques sont moins bien connus. 
Ce cas cl nique soulève l'hypothèse de l'imputabilité de la tumeur gliale 

Mots-clés 
à l'expression phénotypique de BRCA 1. 

BRCA 1, gliome. 
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Les gliomes malins sont les formes les plus agressives des tumeurs pri­
maires du système nerveux central. A l'heure actuelle, le grade de mali­
gnité apporte des informations importantes sur le pronostic vital des 
patients. Cependant, cette classification est imparfaite et ne fait pas l'una­
nimité pafmi les neuropathologistes. L'établissement du diagnostic reste 
peu reproductible et ne permet pas d'estimer l'hétérogénéité de survie au 
sein de c£s patients. Des études récentes ont montré que l'analyse des 
données d u transcriptome peut être utile à la classification des gliomes et 
à l'orientation thérapeutique des patients. Néanmoins, la concordance des 
résultats de ces études reste faible. Notre objectif est de palier ce manque 
de reproductibilité afin de pouvoir proposer des biomarqueurs pronostiques 
robustes four les gliomes malins.Une méta-analyse des données du trans­
criptome a été réalisée sur les données de microarray de 267 patients pro­
venant de trois études publiées. La sélection des gènes différentiellement 
exprimés entre gliomes de grade III et IV a été réalisée : (i) par une analyse 
classique des données pour chaque étude prise individuellement, et (ii), 

par l'évaluation des données combinées via une méthode non-paramétrique 
basée sur les rangs. Une analyse de survie a été réalisée afin de déterminer 
parmi les gènes liés au grade, ceux étant spécifiquement corrélés à la survie. 
Ces gènes ont été utilisés pour sélectionner un modèle de survie optimal 
et pour établir un score prédictif. La performance des résultats a été évaluée 
sur deux ensembles indépendants de patients par l'intermédiaire de deux 
techniques (microarrays : 56 patients ; RTQ-PCR : 194 patients) et a été 
comparée à celle de la mutation R132 du gène IDH1, cette mutation étant 
à l'heure actuelle le facteur de bon pronostic le plus reconnu. La validation 
de l'expression protéique de ces gènes a également été évaluée par 
immuno-histochimie (96 patients). L'approche par méta-analyse a mis en 
évidence 65 gènes spécifiquement exprimés dans les glioblastomes. Ces 
gènes significativement associés au grade de malignité sont principalement 
liés au développement du système nerveux et à la matrice extracellulaire. 
Un modèle optimal de survie a été construit à partir des données d'expres­
sion de 4 gènes (CHAF1B, PDLIM4, EDNRB et HJURP). Les scores pré­
dictifs associés à ce modèle permettent la stratification des patients en deux 
groupes de pronostics significativement différents. La valeur prédictive de 
ce modèle s'est avérée plus importante que celle de la mutation du gène 
IDH1, soulignant un ensemble de tumeurs non-mutées de bon pronostic. 
L'analyse des marquages relatifs aux protéines p60/CAF-l, PDLI4, 
EDN/RB et HJURP a souligné le pouvoir prédictif de ces marqueurs au 
niveau protéique. Ce modèle de survie à 4 gènes constitue un outil parti­
culièrement robuste pour évaluer le pronostic des patients atteints de 
gliomes malins. 

Mots-clés : gliome, marqueurs, transcriptomique. 
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La maladie de Waldenstrom(MW) est une hémopathie lymphoide B rare 
définie par la présence d'un pic monoclonal de type IgM et une infiltration 
lymphoplasmocytaire médullaire. La physiopathologie de la M W reste mal 
connue. La disomie uniparentale acquise (UPD) induite par une perte 
d'hétérozygotie (LOH) constitue un mécanisme oncogénétique important 
dans les hémopathies. Le profilage SNP (Single Nucléotide Polymorphism) 
à haut débit sur microarrays est une technique à haute résolution permettant 
à la fois la détection des LOH et des variations de nombre de copies 
(CNV).Notre objectif est d'identifier des C N V et LOH acquis impliqués 
dans la pathogénèse de la M W par puces à SNP. Matériel et Méthodes. 
L'ADN a été extrait après sélection des cellules CD19 des prélèvements 
de moelle de 15 patients (pts) atteints de W M et hybride sur des puces 
Génome-Wide Human SNP Array 6.0 (Affymetrix chips). Chez 9 pts, un 
couple d'échantillons homologues (tumeur /lymphocytes T, référence intra 
individuelle) a été utilisé pour caractériser les anomalies somatiques 
acquises. Pour 6 pts, les polymorphismes constitutionnels ont été éliminés 
par confrontation aux bases de données (http ://projects.tcag.ca/variation) 
et référence genotyping data (the HapMap project). Les régions de LOH 
et C N V ont été mis en évidence par genotyping console 3.02 software 
(Affymetrix) and Partek genomic suite. La taille et la localisation des gènes 
impliqués ont été référencées par rapport au UCSC Génome Browser HG18 
assembly. Les délétions 6q ; 13ql4, llq22, TP53et les trisomies 4 et 12 
ont été recherchées par FISH. Résultats. 40 C N V (25 gains, 15 pertes) ont 
été mises en évidence chez 12/15 pts, (moyenne : 2.7 anomalies par pt (0 
à 10). 50 % des C N V ont une taille < 5 mb. Les anomalies observées au 
caryotype et en FISH ont été retrouvées. Toutefois, 19 anomalies crypti­
ques ont été identifiées parmi les C N V somatiques dans 10 pts : 14 gains 
et 5 pertes. Les gains récurrents sont observés sur les bandes 5pl5 (2pts), 
Xq21 (8pts), Xq27-q28 (2pts). Nous avons identifié 54 L O H chez 12/15 
pts. Les LOH observés en l'absence de C N V sont compatibles avec des 
UPD dans 85 % des cas. Ces régions d'UPD varient en taille de 0.4 à 
154 mb. Deux régions récurrentes ont été identifiées sur les chromosomes 4 
impliquant les gènes DCLK2 et LRBA et 13 impliquant les gènes KPNA3, 
ARL11 et SETDB2. Parmi les 7 pts ne présentant pas d'anomalies en FISH 
et en cytogénétique conventionnelle, 4 pts présentent au moins un C N V 
et ou une UPD. Au total, le profilage par puces à SNP a permis la 
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détectionde 94 anomalies génétiques (CNV ou LOH) (6.2 per génome). 
Parmi les 976 gènes localisés dans ces zones, 159 sont impliqués dans la 
prolifération cellulaire, 165 dans les cancers, 69 dans le cycle cellulaire. 
En conclusion, les puces à SNP ont permis d'identifier une fréquence 
élevée d'UPD dans la M W , un mécanisme crucial qui pourrait contribuer 
à l'inactivation de gènes supresseurs de tumeurs au cours de la progression 
tumorale. 
Mots-clés : maladie de waldenstrom, puces a SNP. 
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Nous rapportons l'observation d'une enfant de 5 ans hospitalisée pour syn­
drome pseudo-occlusif. Dans ces antécédents, on retrouve un retard sta-
turo-pondéral, l'apparition d'une thrombopénie modérée (90-120 G/L) à 3 
ans avec myélogramme et caryotype médullaire normaux et présence 
d'anticorps antiplaquettes. L'examen clinique retrouve une volumineuse 
splénomégalie associée à des macules pigmentées (visage, bras, tronc) évo-
catrices de mastocytose. L'hémogramme montre une anémie 
(Hb= HOg/L) normochrome normocytaire arégénérative, une thrombo­
pénie (PI = 40G/L) et une hyperleucocytose (GB = 35G/L) constituée de 
35 % de blastes de type myéloïde avec maturation granuleuse dysplasique, 
et la présence de nombreux amas de mastocytes. L'analyse par cytométrie 
en flux met en évidence la population blastique exprimant MPO, CD34, 
CD117, CD13, CD33, CDllb et la population de mastocytes exprimant 
CD2, CD117, CD45. Le caryotype médullaire révèle la présence d'une 
translocation t(l;17)(p36;q21) sur les 20 mitoses analysées. La mutation 
de c-kit (D816V) est mise en évidence en biologie moléculaire. Aucune 
mutation ou duplication de FLT3 n'est retrouvée (RT-PCR) ni fusion 
AML1/ETO ou BCR/ABL. Cette enfant est traitée selon le protocole 
E L A M 02. Au myélogramme de fin d'induction, considéré en rémission 
cytologique de la L A M avec une maladie résiduelle < 0,1 % en immuno-
phénotypage, on observe la persistance d'un grand nombre de mastocytes. 
Le myélogramme de fin de consolidation retrouve 20 % de cellules Mas­
tiques et de nombreux mastocytes alors que le caryotype montre 100 % de 
mitoses avec t(l;17). Cette dissociation entre le pourcentage de blastes et 
de mitoses anormales est en faveur d'un syndrome myélodysplasique 
(SMD) sous-jacent. Malgré plusieurs stratégies thérapeutiques (Flag, 
Mylotarg, Dasatinib), aucune rémission n'a pu être obtenue et la patiente 
est décédée 6 mois après le diagnostic. Le diagnostic évoqué est celui 
d'une acutisation de S M D associée à une mastocytose systémique. L'asso­
ciation avec une hémopathie maligne non mastocytaire définit le type 
« S M - A H N M D » (Systemic Mastocytosis with Associated clonal Hema-
tological Non-Mast-cell lineage Disease). Bien que la patiente ait été dia­
gnostiquée au stade de LAM, l'absence du gène de fusion AML1/ETO et 
l'évolution sont plus en faveur du sous-type SM-MDS que SM-AML. La 
t(l;17)(p36;q21) a été décrite dans 2 cas de LAM3 et un cas de LAM2. 
Dans notre cas, l'analyse FISH PML-RARA est négative et le locus RARA 
n'est pas réarrangé et centromérique par rapport au point de cassure 17q21 
de la 1(1:17). L'implication du gène PRDM16/MEL1 (MDS/EVIl-Likel) 
situé en lp36 a été démontrée dans des SMD/LAM avec translocation 
t(l ;3)(p36 ;q21), des L A M et L M C avec t(l;21)(p36;q21) ou délétion 
lp36. Dans notre cas l'analyse FISH de PRDM16 montre l'absence de 
réarrangement, le point de cassure situé sur le bras court du chromosome 
1 étant plus télomèrique et l'analyse par RT-PCR ne met pas en évidence 
d'hyperexpression de PRDM16. 

Mots-clés : t(l;17)(p36;q21), mastocytose, myélodysplasie de l'enfant. 
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France ; (8) Service d'Oncogénétique, CRLCC Val d'Aurelle, Montpellier, 
France 
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Le syndrome de Beckwith-Wiedemann (SBW) (OMIM 130650) est un 
syndrome de croissance excessive prédisposant au développement de 
tumeurs dans l'enfance. Les tumeurs les plus fréquemment décrites dans 
ce syndrome sont des tumeurs embryonnaires telles le néphroblastome, 
l'hépatoblastome, le neuroblastome, le rhabdomyosarcome et le cortico-
surrénalome. La variabilité phénotypique de ce syndrome reflète son hété­
rogénéité génétique. Cette dernière implique une dérégulation de gènes 
contrôlant la croissance localisés dans la région llpl5.5, soumise à 
empreinte parentale. La dérégulation de cette région complexe peut être 
secondaire à différents mécanismes : anomalie de l'empreinte, mutations 
délétères du gène CDKN1C (p57KIP2), disomie uniparentale de la région 
llpl5.5 et anomalies chromosomiques structurelles (duplication pater­
nelle, translocation maternelle) de cette même région. Nous rapportons le 
cas d'un enfant de 10 ans atteint du S B W qui a développé une leucémie 
aiguë lymphoblastique de type T. L'étude génétique moléculaire a permis 
d'identifier une anomalie constitutionnelle délétère du gène CDKN1C 
(p57KIP2), d'origine maternelle. A notre connaissance, il s'agit du premier 
cas rapporté de leucémie aiguë lymphoblastique de type T chez un enfant 
atteint du SBW. Nous nous interrogeons sur la possibilité d'une association 
entre cette hémopathie particulière et le S B W et discutons l'éventualité 
d'un tel lien, notamment par le biais de la voie impliquant le Transforming 
Growth Factor bêta, un des régulateurs négatifs bien connu de l'hémato-
poïèse et dépendant de l'expression de CDKN1C (p57KIP2). 
Mots-clés : CDKN1C, leucémie aiguë lymphoblastique de type T, syn­
drome de Beckwith-Wiedemann. 

•P224. R E C H E R C H E D E FACTEURS GÉNÉTIQUES PRÉDISPO­
SANT A U X DYSGLOBULINÉMIES 
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(5) 
(1) Service Hématologie, Hospices Civils de Lyon et LCMT, Lyon, France ; 
(2) LCMT, Lyon, France ; (3) Service des maladies du sang, CHRU Lille, 
France ; (4) Département d'Hématologie, CHU Nantes, France ; (5) Can­
cérologie et Génétique Médicale, Institut Paoli-Calmettes, Marseille, 
France 
Contact : charles.dumontet@chu-lyon.fr 

Le myélome multiple est une hémopathie maligne rare survenant dans la 
grande majorité des cas de façon isolée, sans contexte familial. Les gam-
mapathies monoclonales de signification indéterminée (MGUS) correspon­
dent à l'existence d'un clone plasmocytaire sécrétant une immunoglobuline 
monoclonale et peuvent chez certains patients évoluer vers un authentique 
myélome. Certaines anomalies cytogénétiques spécifiques ont été décrites 
dans les cellules tumorales de patients atteints de myélome multiple, et 
possèdent une forte valeur pronostique. En revanche on ne connaît pas 
actuellement les mécanismes génétiques pouvant contribuer à la myélo-
magénèse. L'identification et l'étude de familles comportant plusieurs cas 
offrent la possibilité d'identifier certains facteurs génétiques prédisposant 
à la survenue de myélome multiple. L'objectif de cette étude est d'iden­
tifier les facteurs génétiques prédisposant aux dysglobulinémies familiales 
grâce à la mise en place d'une banque d'ADN. Le sang périphérique est 
prélevé sur les individus atteints d'une dysglobulinémie (myélome mul­
tiple, M G U S ) et les membres sains de leur famille. Des lignées lympho-
blastoides sont établies pour les analyses génétiques. Ce projet est réalisé 
grâce à la participation de l'Intergoupe Francophone du Myélome (IFM) 
et le Myeloma Autograft Group (MAG) et s'intègre dans le Réseau 
National INCa sur la Prédisposition Héréditaire aux Hémopathies Malignes 
par la Société Française d'Hématologie. Cette étude a débuté en Octobre 
2007 et au 30 Juin 2009, 80 familles avec au moins deux cas de dysglo­
bulinémie (moyenne 2, écart 2-5) ont été identifiées. Sur 68 familles en 
cours de participation, 410 inclusions ont été réalisées. Sur 178 cas de dys­
globulinémies, 106 sont des myélomes multiples, 45 des M G U S et le reste 
est réparti entre des amyloses, des maladies de Waldenstrom et des nou­
veaux cas identifiés par le biais de l'étude. La répartition des sexes est de 
57 % pour les hommes et 43 % pour les femmes. L'âge moyen à l'inclusion 
est de 67 ans (écart de 33 à 87 ans). La distribution du type de chaine 
lourde est, de façon attendue, une majorité d'IgG. 37 % correspondent à 
des cas impliquant les parents et les enfants, et 40 % correspondent à des 
cas impliquant des frères et sœurs, 9 % des cas impliquent le mari et la 
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femme. Une fois les 100 familles collectées, une analyse permettant d'iden­
tifier les facteurs génétiques débutera. 
Mots-clés : myélome multiple, MGUS, familial. 

•P226. M U T A T I O N S D E GATAI D A N S LES H É M O P A T H I E S D E 
L'ENFANT TRISOMIQUE 21 
S. Drunit (1), C. Guidal-Giroux (1), J. Aregui (2), Y. Perel (2), H. Cavé 
(D 
f /) Département de Génétique, CHU Robert Debré, APHP, Paris, France ; 
(2) Unité Onco-hématologie Pédiatrique,Hôpital des Enfants, Bordeaux, 
France 
Contacti: severine.drunat@rdb.aphp.fr 

Les études épidémiologiques ont montré que les enfants porteurs d'une 
trisomiê l sont prédisposés au développement de leucémie aiguë (risque 
multiplié par 20) et plus particulièrement de leucémie aiguë megacaryo-
blastiquè (LAM 7, risque multiplié par 500). Dix pourcent des nouveaux 
nés porteurs d'une trisomie 21 développent un syndrome myléoprolifératif 
transitoire (TMD), initié in utero, qui disparaît avant 3 mois de vie. Dans 
30 pourqent des cas, cet épisode néonatal évolue vers une leucémie aiguë 
megacartyoblastique (LAM7) avant l'âge de 3 ans. Le gène GATAI, situé 
sur le chromosome X, code pour un facteur de transcription exprimé dans 
les progéniteurs hématopoïétiques. Son rôle est essentiel dans le dévelop­
pement et la maturation des lignées, notamment erythroïdes et mégacaryo-
cytaires. Récemment, des mutations acquises de GATAI ont été mises en 
évidence dans la quasi totalité des cas de T M D et de L A M 7 et ce, uni­
quement chez les enfants trisomiques 21. Les mutations de GATAI consti­
tuent dope un marqueur moléculaire spécifique et stable du clone (pré)leu-
cémique. Dans le cadre de la mise en place en France d'un protocole de 
prise en charge des L A M de l'enfant trisomique 21, nous avons recherché 
les mutations de GATAI sur les prélèvements blastiques de 20 enfants. 
Nous avons analysé 10 patients présentant une LAM7 néonatale et 10 
patients présentant un TMD. Les mutations de GATAI ont été retrouvées 
chez tous les patients étudiés. Chez les 2 enfants qui ont développé une 
LAM7 secondaire au TMD, la mutation de GATAI initialement détectée 
en période néonatale a été retrouvée dans les blastes leucémiques. Les 
mutations sont majoritairement (18/20) des insertions/délétions situées sur 
l'exon 2(1 seule mutation sur l'exon 3) et 2 mutations modifient un site 
d'épissage. Toutes ces mutations entraînent l'apparition un codon stop pré­
maturé q)ui conduit vraisemblablement, par homologie avec les données de 
la littérature, à la synthèse d'une forme tronquée de GATAI à partir d'un 
site alternatif d'initiation de la transcription. Cette étude préliminaire 
démontre que les mutations de GATAI sont des marqueurs sensibles et 
précoces d'hémopathie chez le trisomique 21 qui pourront permettre de 
prédire qt d'anticiper l'apparition d'une L A M 7 après un TMD. Par ailleurs, 
ce sont des cibles moléculaires stables et spécifiques pour détecter la 
maladie résiduelle permettant ainsi de suivre l'efficacité de la prise en 
charge thérapeutique et de prévenir les rechutes en adaptant le traitement 
au risque. L'étude des mutations GATAI contribuera donc, d'une part, à 
l'amélioration de la prise en charge clinique des patients mais aussi à 
mieux comprendre les étapes de la transformation leucémique dans ce 
modèle biologique spécifique où des mutations somatiques émergent dans 
un contebue de trisomie constitutionnelle. 

Mots-clés : trisomie 21, LAM, GATAI. 

•P227. MISE E N ÉVIDENCE D'UNE TRANSLOCATION RÉCI­
P R O Q U E CRYPTIQUE T(20;21)(Q13.2;Q22.12) INDUISANT U N E 
FUSION DES GÈNES ZFP64 ET RUNX1 
N. Douet-Guilbert (1,2, 3), E. De Braekeleer (1,2, 3), A. Basinko (1,2, 
3), M.J. Le Bris (1), A. Herry (2), F. Morel (1, 2, 3), M. De Braekeleer 
(1, 2, 3) 
( 1 ) Laboratoire de Cytogénétique, Cytologie et Biologie de la Reproduc­
tion, CHU Brest, France ; (2) Laboratoire d'Histologie, d'Embryologie et 
de Cytogénétique, Faculté de Médecine et des Sciences de la Santé, UBO, 
Brest, France ; (3) INSERM U613, Génétique Moléculaire et Génétique 
Epidémiologique, Brest, France 
Contact • nathalie.douet-guilbert@chu-brest.fr 

La leucémie myélomonocytaire chronique (LMMC) est une hémopathie 
myéloïdé chronique incluse dans la catégorie des néoplasmes myélodys-
plasiques/myéloprolifératifs (Organisation Mondiale Santé, 2008). Dans la 
L M M C , les anomalies du chromosome 20 sont majoritairement déséquili­
brées et les remaniements équilibrés du chromosome 20 sont rares. Le but 
de cette étude est d'analyser les points de cassure par hybridation in situ 
fluorescente (FISH) d'une translocation réciproque cryptique t(20;21) 
découverte chez une patiente atteinte d'une L M M C . Une étude en cyto­
génétique conventionnelle à partir d'un prélèvement sanguin a été réalisée. 
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L'étude systématique en FISH des remaniements du gène RUNX1 (AML1) 
avec la sonde locus spécifique TEL-AML1 (Abbott*, Rungis, France) a 
été effectuée. Des investigations complémentaires ont été accomplies avec 
les sondes subtélomèriques du chromosome 20 (Abbott*) et des sondes à 
façon (Bacterial artificial chromosomes référencés sur 
http ://genome.ucsc.edu) situés sur le bras long du chromosome 20. Le 
caryotype standard met en évidence 2 populations cellulaires : 
47,XX,+8[7]/46,XX[12]. L'étude FISH révèle une translocation réciproque 
cryptique t(20;21) dans toutes les métaphases analysées et dans 91 % des 
cellules en interphase. Les points de cassure se situent en 20ql3.2 et en 
21q22.12. Ils sont localisés dans le gène ZFP64 sur le chromosome 20 et 
le gène RUNX1 sur le chromosome 21. Dans la littérature, seulement deux 
cas de t(20;21)(ql3;q22) sont décrits dans les hémopathies myéloïdes 
(Secker-Walker et ai, 1995, Richkind et al., 2000) dont un cas dans un 
syndrome myélodysplasique. Richkind et al. ont défini le point de cassure 
uniquement sur le dérivé du chromosome 21 au niveau de l'oncogène 
RUNX1. Les translocations impliquant le gène RUNX1 sont récurrentes. 
Actuellement 17 gènes partenaires sont identifiés dont certains sont rares. 
Dans notre étude, nous avons mis en évidence un nouveau gène partenaire 
du gène RUNX1, le gène ZFP64. ZFP64 est une protéine qui interviendrait 
dans la régulation de la transcription. Des travaux récents (Sakamoto et 
al., 2008) ont montré que la protéine ZFP64 interagit avec le domaine 
intracellulaire de NOTCH1, protéine de signalisation jouant un rôle impor­
tant dans la différenciation des cellules mésenchymateuses. L'expression 
de ZFP64 est sous le contrôle de RUNX2 (situé en 6p21), facteur de trans­
cription appartenant à la même famille que RUNX1. Des études complé­
mentaires de biologie moléculaire sont nécessaires pour déterminer les 
caractéristiques et le rôle leucémogène de cette fusion entre les gènes 
ZFP64 et RUNX1. Secker-Walker et al. Br J Haematol. 1995 ; 121 : 
490-501. Richkind et al. Cancer Genêt and Cytogenet. 2000 ;91 :141-143. 
Sakamoto et al. J Cell Science. 2008 ; 122 : 1613-23. 

Mots-clés : t(20;21)(ql3.2;q22.12), partenaire de RUNX1, gène ZFP64. 

•P228. U N E MICRODÉLÉTION 3'MLL D É C E L É E PAR FISH, 
T É M O I N D A N S U N E L A M , D'UN G È N E D E FUSION MLL R A R E 
D E D É C O U V E R T E R É C E N T E : MLL-CBL 
M.J. Grégoire (1), E. Lhermey (1), C. Balland (1), N. Pérard (1), B. Léo-
tard (1), M. Béri (1), S. Bologna (2). JF. Lesesve (3), P. Jonveaux (1) 
(l)Laboratoire de génétique-EA 4368, CHU Nancy, France ; (2) Héma­
tologie Médecine interne, CHU Nancy, France ; (3) Service d'hématologie 
biologique, CHU Nancy, France 
Contact : mj.gregoire@chu-nancy.fr 

Les analyses chromosomiques, réalisées à partir d'un prélèvement de moelle 
osseuse, pour un patient de 63 ans présentant une L A M secondaire à une 
polyglobulie de vaquez traitée 8 ans par hydroxyurée, ne décèle aucun rema­
niement dans les 32 mitoses analysées. Cependant, le contrôle par FISH du 
locus MLL, réalisé de façon systématique, montre une délétion partielle cryp­
tique, de la partie 3'de ce gène. Les mécanismes de leucémogénèse ne sont 
pas liés, a priori, à une simple délétion en 3'du gène MLL. Par contre, les 
gènes de fusion impliquant MLL, avec l'un de ces nombreux partenaires 
potentiels responsables de leucémies et en particulier de leucémies secon­
daires, se créent par fusion avec la partie 5'MLL et perte de la partie 3'. 
3 gènes localisés en llq23.3, LARG (ARHGEF12), CBL, BCL9L ont été 
identifiés comme nouveaux partenaires de MLL, ces fusions résultant d'une 
délétion interstitielle : LARG en 2000 (Proc Nat Acad Sci USA, 2000 ; 97 : 
2145-50), CBL en 2003 (Gènes, chromosomes et cancer, 2003 ; 37 : 214-9), 
BCL9L ou encore TIRAP/DCPS en 1 lq24.2 décrits en 2006 (Biotechnol J, 
2006 ; 1 : 656-63). À la lumière des résultats d'hybridation in situ, une RT-
PCR, réalisée à partir de l'ARN extrait des cellules médullaires au diagnostic, 
a effectivement mis en évidence un transcrit de fusion MLL-CBL, dont la 
séquence est identique à celui décrit dans la publication princeps de 2003 ; 
la détection de ce transcrit de fusion offre la possibilité de suivre l'efficacité 
du traitement chez ce patient. Il s'agit donc du 2ème cas décrit de fusion 
MLL-CBL ; CBL est traduit en une protéine cytoplasmique pourvue d'un 
domaine Leucine Zipper ; la conservation de ce domaine dans la protéine 
chimérique, en activant la dimérisation de la partie 5'MLL, concourrait, via 
une dérégulation des gènes HOX, au processus leucémique. 

Mots-clés : MLL-CBL, FISH MLL, L A M secondaire. 

•P229. MISE EN ÉVIDENCE D E TOP3A EN T A N T Q U E NOU­
V E A U G È N E PARTENAIRE D E MLL D A N S U N CAS D E L A M DE 
NOVO PRÉSENTANT U N E T(11;17)(Q23;P12) 
C. Herbaux (1), S. Poulain (2), C. Meyer (3), A. Renneville (4), J. Fer-
nandes (1), M. Simon (1), P. Duthilleul (2), A. Daudignon (2) 
(1) Service d'Hématologie Clinique, CH Valenciennes, France ; (2) Ser­
vice d'Hématologie Immunologie Cytogénétique, CH Valenciennes, 
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France ; (3) Institute of Pharmaceutical Biology, University of Frankfurt, 
Germany ; (4) Centre de Biologie-Pathologie, Laboratoire d'Hématologie, 
CHRU Lille, France 
Contact : charles.herbaux@yahoo.fr 

Introduction : Les remaniements de M L L (Mixed leukemia lineage) sont 
observés dans 5 à 10 % des leucémies aiguës myéloïdes (LAM) de novo 
ou secondaires. La fusion du gène M L L et d'un gène partenaire, le plus 
souvent par un mécanisme de translocation, aboutit à la formation d'une 
protéine de fusion impliquée dans la leucémogénèse. Jusqu'à présent, 
104 réarrangements impliquant M L L ont été décrits dans les leucémies 
aiguës., Parmi ceux-ci, 64 gènes partenaires ont pu être caractérisés sur le 
plan moléculaire. Nous rapportons le cas d'une L A M de novo chez un 
patient de 51 ans, présentant une t(ll;17)(q23;pl2) impliquant le gène 
MLL. Présentation du cas : Le patient est adressé aux urgences pour bilan 
d'une altération de l'état général avec hyperthermie à 40 °C. Une infection 
pulmonaire est diagnostiquée. La numération formule sanguine retrouvait 
une pancytopénie comprenant une anémie normocytaire à 9,3 g/dL, une 
thrombopénie à 19 000 et une leucopénie modérée à 3,7 G/L avec présence 
de 28 % de blastes. Une infiltration par 80 % de blastes de morphologie 
myéloïde est observée au myélogramme. L'immunophénotypage en cyto-
métrie de flux a mis en évidence l'expression de marqueurs myéloïdes 
(myéloperoxydase, CD13, CD33, CD117) et l'absence de marqueurs lym-
phoïdes. Le diagnostic de L A M est posé. Le caryotype médullaire a conclu 
à la présence d'une translocation t(ll;17)(q23;pl2-13) dans 20 méta­
phases. Aucune mutation de CEBPalpha, N P M et/ou duplication de FLT3 
n'a été observée. Il n'est pas retrouvé de duplication du gène MLL, en 
revanche une surexpression de EVI1 et de WT1 est détectée. Sur le plan 
thérapeutique, le patient a bénéficié d'une double induction selon le pro­
tocole CLARA (Daunorubicine de Jl à J3 et J8 J9 et Aracytine Jl à J3 et 
J8 à J10) permettant l'obtention d'une rémission complète à J30. Les cures 
de consolidation sont en cours. Ce réarrangement de MLL, associé à un 
pronostic péjoratif, a conduit à l'indication d'une allogreffe de moelle 
osseuse. Analyse moléculaire de la t(lI;17)(q23;pl2-13) : L'analyse par 
hybridation in situ utilisant la sonde LSI-MLL Dual Color, Break Apart 
Rearrangement (Vysis®) a mis en évidence une dissociation du signal de 
fusion confirmant ainsi le réarrangement du gène M L L par translocation 
du signal 3'MLL sur le chromosome 17 remanié [der(17)] et maintien du 
signal 5'MLL sur le der(ll). La recherche du partenaire potentiel sur le 
chromosome 17 a été effectuée par long-distance inverse PCR puis par 
séquençage et a mis en évidence un nouveau gène partenaire, TOP3A 
localisé en 17p 12.1. Ce gène code pour une D N A topoisomérase qui inte­
ragit avec la protéine BLM, une hélicase de type RecQ impliquée dans le 
syndrome de Bloom. En conclusion, cette observation rapporte le cas d'une 
L A M de novo avec une t(lI;17)(q23;pl2.1) impliquant M L L et un nou­
veau partenaire, TOP3A. 

Mots-clés : MLL, TOP3A, LAM. 

•P230. MISE EN ÉVIDENCE DES A N O M A L I E S CYTOGÉNÉTI­
Q U E S D E LA L E U C E M I E L Y M P H O Ï D E C H R O N I Q U E : A P P O R T 
D E LA M L P A 
L. Véronèse (1), P. Combes (1), J.O. Bay (2), L. Gouas (1), E. Eymard-
Pierre (1), C. Pebrel-Richard (1), C. Goumy (1), P. Vago (1), O. Tour-
nilhac (2), A. Tchirkov (1) 
(7) Univ Clermontl, UFR Médecine, CHU Clermont-Ferrand, Service de 
Cytogénétique Médicale, France; (2) CHU Clermont-Ferrand, Service 
d'Hématologie, Clinique Adulte et Thérapie Cellulaire, Hôtel-Dieu, 
France 
Contact : lveronese@chu-clermontferrand.fr 

Introduction : La leucémie lymphoïde chronique (LLC) est un syndrome 
lymphoprolifératif fréquent dans les pays occidentaux. La mise en évidence 
d'anomalies cytogénétiques récurrentes par FISH interphasique (FISH) est 
indispensable à la prise en charge thérapeutique et à l'évaluation du pronostic 
de cette hémopathie en routine. La MLPA (multiplex ligation-dependent 
probe amplification) est une technique de quantification génique qui permet 
d'explorer simultanément une quarantaine de locus afin de rechercher des 
pertes ou des gains de matériel génomique. Matériel et méthodes : Nous 
avons réalisé la technique de MLPA chez 42 patients atteints de LLC en 
utilisant 2 kits commerciaux permettant d'explorer 55 locus distincts et de 
rechercher entre autre les anomalies récurrentes les plus fréquentes (délétions 
17pl3, 1 lq22, 13ql4 et trisomie 12). Les résultats obtenus ont été comparés 
aux données de FISH. Résultats : Il existe une bonne corrélation entre les 
résultats de MLPA et les résultats de FISH ; 87 % des 47 anomalies mises 
en évidence sont détectées par les 2 approches. Dans 4 cas, la MLPA n'a 
pas mis en évidence de perte ou gain en matériel génomique en raison d'un 
faible nombre de cellules portant l'anomalie clonale. Dans 1 cas, la MLPA 
a permis d'identifier une anomalie non récurrente. Conclusion : Facilement 

applicable en routine, la MLPA est une technique peu onéreuse, à haut débit, 
qui permet la détection simultanée de plusieurs déséquilibres génomiques et 
qui est adaptée aux grandes séries de patients ; à ce titre, la MLPA représente 
une alternative intéressante à la FISH sur noyaux interphasiques. Cette 
approche reste néanmoins complémentaire de la cytogénétique convention­
nelle qui permet la mise en évidence d'anomalies équilibrées ou de désé­
quilibres non ciblés par les kits utilisés. 
Mots-clés : leucémie lymphoïde chronique, MLPA, quantification génique. 
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Des agrégations familiales de malignités hématologiques ont été décrites 
mais les bases génétiques de ces formes restent largement inconnues. Quel­
ques gènes ont été identifiés comme prédisposant aux malignités hémato­
logiques. Parmi lesquels RUNX1 et CEBPA qui prédisposent aux leucé­
mies aiguës myéloïdes (LAM). CEBPA est un facteur de transcription qui 
joue un rôle important dans la différenciation myéloïde. Dans cette étude, 
nous analysons le gène CEBPA à la recherche de mutations germinales 
dans un large panel de familles présentant une agrégation de cancers héma­
tologiques (incluant des leucémies, myéloïdes ou lymphoïdes, chroniques 
ou aiguës ; des lymphomes de Hodgkin ou non Hodgkiniens ; des syn­
dromes myéloprolifératifs ou myélodysplasiques associés ou pas à des 
tumeurs solides). Nous rapportons 2 nouveaux variants, dont le rôle n'est 
pas clairement défini. Il s'agit d'une mutation faux sens (c.724G>A, 
p.Gly242Ser) et d'une substitution silencieuse (c.lllG>A, p.Ala37Ala). 
Ces 2 variants n'ont pas été retrouvés dans une population contrôle de 163 
individus sains. Néanmoins, il faudrait réaliser une étude fonctionnelle afin 
de pouvoir distinguer une mutation causale impliquée dans l'oncogenèse 
ou de pertinence clinique d'un polymorphisme neutre. Par ailleurs, nous 
confirmons que l'insertion c.H75_l 180dup (p.P194_H195dup) est un 
polymorphisme germinal comme le décrivent de récents travaux. 

Mots-clés : hémopathies malignes familiales, CEBPA, mutation germinale. 
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Perforine est une protéine cytolytique exprimée spécifiquement dans les cel­
lules cytotoxiques T et NK. Elle est essentielle pour l'immunosurveillance, 
l'homéostasie lymphocytaire et l'induction de la mort cellulaire indépendante 
de Fas. Des mutations délétères de perforine sont associées à des formes 
héréditaires de Syndromes hémophagocytaires. Dans ce travail, nous 
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recherchions des mutations constitutionnelles du gène perforine chez 89 
patients jd' origines génétiques différentes présentant des hémopathies mali­
gnes familiales. Nous avons identifié 3.37 % de mutations dans la région 
codante du gène perforine. Nous retrouvons 2 mutations qui ont déjà été docu­
mentées! dans ' a littérature: N252S et A91V et décrivons chez 2patients 
cousins germains tunisiens (issus d'une famille consanguine) ayant développé 
un lymphome de Hodgkin, un variant de PRF1 jamais décrit auparavant. La 
mutation est une substitution hétérozygote faux-sens A211V. Nous avons 
étudié sd ségrégation dans la famille en question, sa prévalence dans la popu­
lation tunisienne témoin et ses conséquences fonctionnelles sur la cytotoxicité 
de perfofine vis à vis des cellules cibles. Ce nouveau variant n'a été retrouvé 
chez aucun des témoins analysés. Un test fonctionnel sur un système RBL 
(Rat Basophil leukemia cells) a été réalisé. Nous avons constaté que la pro­
téine PRF recombinante A211V conserve une activité cytolytique normale. 
Une mutation monoallélique de PRF pourrait être considère comme un facteur 
de risqu^ hérité qui interagit avec d'autres événements mutationnels (soma­
tiques ou constitutionnels) pour conduire à une néoplasie hématologique. 
Mots-clés : hémopathies malignes familiales, perforine, mutation 
germinae. 
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Dans les proliférations malignes lymphoïdes B Iglambda+, le locus IGK des 
immunoglobulines est inactivé grâce à un réarrangement délétionnel impli­
quant le segment Kde (kappa deleting élément) et l'un des gènes Vk ou la 
séquence RSS. Ce réarrangement via Kde est détecté dans la majorité des 
leucémies aiguës lymphoblastiques à précurseurs B (LAL-préB) dans 35 à 
50 % des cas. Chez l'adulte, ces délétions IGK concernent exclusivement les 
gènes Vk et jamais l'intron RSS. Le réarrangement Kde étant clonal et stable, 
nous l'utiliserons comme cible moléculaire dans une PCR multiplexe que nous 
mettons au point afin de caractériser génotypiquement une LAL-préB de 
l'adulte. |La leucémie analysée est diagnostiquée chez un homme tunisien de 
68 ans et classée par immunophénotypage comme une LAL-préB. Nous avons 
montré par Southern blot chémiluminescent et grâce aux sondes Ck et Kde, la 
présence d'une délétion bi-allélique du locus IGK. Ces données concordent 
avec le riiarrangement et l'expression en surface de la molécule Iglambda par 
les cellules leucémiques. En présence d'amorces spécifiques des familles de 
gènes Vkll, Vkll, Vkffl, VkTV et des séquences RSS et Kde, la PCR multiplexe 
a permis d'amplifier le réarrangement délétionnel de type intron RSS-Kde sur 
les deux allèles. Des PCR simples l'ont confirmé. Ce modèle de réarrangement 
Kde, décrit pour la première fois dans une LAL-préB, sera investigué dans 
une grarjde série d'échantillons. Il pourrait permettre de définir des sous-
groupes évolutifs différents. Il pourrait être corrélé au pronostic plus sévère 
des LAL B de l'adulte et aux moins bons résultats obtenus avec nos patients 
comparativement aux séries occidentales. Le réarrangement délétionnel Kde 
est un événement unique dans chaque clone tumoral B. Il peut ainsi constituer 
une véritable « empreinte génétique » spécifique à chaque LAL B et pourra 
servir à sa caractérisation moléculaire, à la détermination de facteurs pronos­
tiques et à l'évaluation de la maladie résiduelle. 
Mots-clés : LAL-préB, réarrangement Kde, PCR multiplexe. 
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Le gène k< Mixed Lineage Leukemia » (MLL), situé en 1 lq23, est un gène 
ubiquitaiite qui est réarrangé dans un grand nombre de translocations. U existe 

actuellement plus d'une soixantaine de gènes partenaires du gène M L L qui 
ont été décrits sur un plan moléculaire. Le but de cette étude est de faire une 
revue et d'identifier les gènes partenaires de M L L ainsi que d'étudier l'expres­
sion de ces gènes de fusion. L'étude porte sur 26 patients atteints de leucémie 
aiguë lymphoblastique (70 %) ou de leucémie aiguë myéloblastique (30 %) 
et présentant un réarrangement du chromosome 11 en q23 parmi les prélève­
ments conservés depuis 1995. Pour tous les patients, nous avons réalisé une 
étude cytogénétique conventionnelle et une analyse FISH en utilisant la sonde 
commerciale M L L (Abbott®) afin de déterminer si ce gène est impliqué. 
Ensuite, une analyse par LDI-PCR a été réalisée afin de déterminer le gène 
partenaire. Nous avons confirmé la fusion à l'aide de Chromosomes artificiels 
de bactéries. Enfin, nous avons étudié l'expression des gènes de fusion par 
RT-PCR. Le gène partenaire de M L L est AFF1 (AF4) pour 7 patients, MLLT3 
(AF9) pour 5, ELL pour 3, MLLT6 (AF17) pour 2, EPS 15 pour 2, MLLT1 
(ENL) pour 1, MLLT11 (AF10) pour 1, MLLT4 (AF6) pour 1, SEPT6 pour 
1 et 1 ELL pour 1. Parmi les 26 prélèvements, nous avons mis en évidence 
2 nouveaux gènes partenaires de MLL, les gènes FLNA [ 1 ] et KIAA0284 
[2]. Le gène FLNA est situé en Xq28. La fonction de la protéine est peu 
connue, elle régulerait notamment le cytosquelette d'actine, l'activité des inté-
grines, des récepteurs membranaires et des facteurs de transcription tels que 
les protéines Rho. Le gène KIAA0284 est situé en 14q32.33. En plus de notre 
patient, un autre cas a été rapporté dans la littérature comme ayant ce même 
gène partenaire. La protéine n'a pas de fonction connue et n'apparaît pas dans 
la littérature, impliquée dans une pathologie hématologique. Concernant 
l'expression des gènes de fusion, nous avons mis en évidence une fusion 
MLL/EPS15 après épissage [3], Contrairement aux remaniements classiques 
où les points de cassure sont dans deux gènes différents, ici, un point de 
cassure est situé dans le gène M L L et l'autre en amont d'une dizaine de kb 
d'un gène partenaire. La fusion ne se produit que lors de l'épissage des trans­
crits. Ce phénomène est déjà décrit dans la littérature, 1/3 des points de cassure 
sont localisés en amont du gène EPS 15. Par contre, nous avons décrit pour 
la première fois la fusion après épissage pour le gène partenaire ELL [3]. La 
production d'un transcrit chimérique fonctionnel après épissage est devenue 
une nouvelle propriété de MLL. En conclusion, nous avons mis en évidence 
deux nouveaux gènes partenaires de M L L ainsi qu'un nouveau mécanisme 
de fusion avec le gène partenaire ELL. 
Références 
1. D e B r a e k e l e e r E . , et al, B r J H a e m a t o l , 2 0 0 9 : 1 4 6 ( 6 ) : 6 9 3 - 5 . 
2 . D e B r a e k e l e e r E . , et al. B l o o d C e l l s M o l D i s , 2 0 0 9 : 4 2 ( 3 ) : 2 9 2 - 3 . 
3. M e y e r C , et al, L e u k e m i a . 2 0 0 9 ; 2 3 ( 8 ) : 1 4 9 0 - 9 . 
Mots-clés : gène de fusion, MLL, leucémie aiguë. 
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Les anomalies de structure impliquant le gène M L L sont associées à de nom­
breux types de leucémies, mais rarement aux leucémies aiguës lymphoblas­
tiques à cellules T (LALT). De plus, la cytogénétique conventionnelle ne 
permet pas toujours d'identifier la nature du réarrangement de MLL. Nous 
présentons ici un cas de LALT de l'enfant associée à une délétion intercalaire 
du bras long du chromosome 11 qui s'est avérée être un réarrangement cryp­
tique entraînant la formation d'un gène de fusion MLL-AF6. Un garçon âgé 
de 3 ans et 7 mois a été vu pour la première fois en septembre 1999 pour de 
nombreuses adénopathies cervicales. A l'admission, une hépatosplénomégalie 
était aussi trouvée. À la ponction, la moelle osseuse était très riche et infiltrée 
par 36,5 % de lymphoblastes dont l'immunophénotypage montrait le carac­
tère T. Le traitement d'induction a dû être intensifié à cause de la cortico- et 
de la chimiorésistance. La rémission complète était acquise en novembre 1999 
et maintenue jusqu'en avril 2000, date à laquelle l'enfant reçut une transplan­
tation autologue de cellules souches médullaires. L'enfant a été revu en sep­
tembre 2009 ; il est en rémission complète. Le caryotype en bandes R montrait 
une délétion intercalaire, del(l I)(ql4q24q) dans 15 des 44 métaphases exa­
minées. L'hybridation in situ fluorescente (FISH) avec la sonde LSI M L L 
dual color (Abbott) montrait une délétion partielle de MLL, la partie 5'(signal 
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vert) restant sur le chromosome 11 alors que la partie 3' du gène (signal 
rouge) était délétée. Grâce à la technique de PCR longue distance inverse 
(LDI-PCR), nous avons déterminé que la partie 5' du gène M L L (point de 
cassure dans l'intron 11) fusionnait avec la partie 3' du gène AF6 (MLLT4) 
(point de cassure dans l'intron 1), ce dernier gène étant normalement situé 
dans la bande q27 du chromosome 6. La FISH réalisée avec une sonde sub-
télomérique 6q montre la présence de celle-ci sur le dérivé du chromo­
some 11. Le gène de fusion MLL-AF6 résulte d'une translocation récurrente, 
t(6; 1I)(q27;q23). Elle a été principalement identifiée dans les leucémies aiguës 
myélomonoblastiques (M4) et monoblastiques (M5). Elle a aussi été décrite 
dans 7 cas de LAL dont 5 cas de LALT. Les délétions de la bande 1 lq23 
sont une anomalie récurrente dans les syndromes myelodysplasiques et les 
leucémies aiguës myéloblastiques et lymphoblastiques. Certaines délétions 
apparentes en cytogénétique conventionnelle sont en fait des translocations 
impliquant le gène MLL. Cela semble être le cas pour la t(6;ll)(q27;q23) 
puisque quelques rapports, incluant celui-ci, ont maintenant montré les délé­
tions impliquant 1 lq23 vues en cytogénétique conventionnelle pouvaient en 
fait être des translocations t(6;l I)(q27;q23). Cette étude confirme que toute 
délétion identifiée en cytogénétique conventionnelle devrait faire l'objet d'une 
analyse en cytogénétique moléculaire et en biologie moléculaire pour élucider 
les éventuels réarrangements de M L L sous-jacents. 

Mots-clés : MLL, AF6, LAL-T. 
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La macroglobulinémie de Waldenstrôm est une hémopathie maligne rare cor­
respondant à une prolifération lymphoplasmocytaire associée à une gamma-
pathie monoclonale. Les anomalies cytogénétiques de nombre les plus sou­
vent rencontrées sont les trisomies 3 et 4, les monosomies totales ou partielles 
des chromosomes 13 et 20, la perte de l'Y chez l'homme, d'un X chez la 
femme et la trisomie 12. Les anomalies cytogénétiques de structure les plus 
fréquentes sont les délétions 6q23, 13ql4, llq22 (ATM) et 17pl3 (TP53). 
La fréquence des anomalies de structure à l'origine de trisomies partielles des 
chromosomes 3 et 4 et de délétion partielle 20q- est peut-être sous-estimée 
dans la mesure où les caryotypes comportent des chromosomes marqueurs 
non identifiés. Une patiente de 74 ans, suivie depuis 1997 pour une maladie 
de Waldenstrôm compliquée d'anémie hémolytique auto-immune à aggluti-
nines froides ayant nécessité une splénectomie thérapeutique, est hospitalisée 
en mars 2008 pour épisode fébrile et altération de l'état général. Les diffé­
rentes explorations réalisées mettent en évidence une aggravation de l'hyper-
lymphocytose (200000/mm3) avec 1/3 de lymphocytes de morphologie aty­
pique, persistance de l'anémie (10 g/dl) et légère augmentation du pic d'IgM. 
Devant l'hyperlymphocytose circulante importante et l'aggravation du tableau 
hémolytique auto-immun avec anémie profonde, la patiente reçoit deux cures 
selon le protocole R-Mini CHOP compliquées d'une détresse respiratoire 
associée à un épanchement pleural nécessitant un transfert en réanimation. 
Actuellement, la patiente semble être en rémission complète avec amélioration 
de l'état général (reprise de l'alimentation et de la marche) même si celui-ci 
reste précaire. Le caryotype retrouve une t(3;4)(pl4;pl6) et une monosomie 
X dans 8 cellules. La FISH utilisant la sonde RP11-572017 (couvrant FGFR3 
en 4pl6) montre une délétion dans 85 % des noyaux. Afin de préciser la 
délétion et de détecter d'éventuelles anomalies additionnelles, une CGH-array 
Agilent 44K est réalisée. Elle met en évidence plusieurs anomalies déséqui­
librées : -del Ip36.11p35.1 (6,2 Mb) qui emporte de nombreux gènes dont 
LCK. - remaniement complexe du chromosome 3 : dup 3p21.1 p 11.1 (38 Mb), 
del 3ql3.33 (2,8 Mb), dup 3q26.33q29 (15,4 Mb). - remaniement complexe 
du chromosome4: del 4pl6.3pl4 (38,6 Mb), dup 4pl4pl3 (4,6 Mb), del 
4pl3pl2 (4,3 Mb), dup 4pl2pll (1 Mb) qui coupe le gène TXK et qui 
emporte le gène TEC. -del 8p21.3pl2 (8 Mb) qui emporte notamment plu­
sieurs gènes de la famille des TNF-R dont TRAIL-R1 et TRAIL-R2, gènes 
suppresseurs de tumeur déjà impliqués dans les lymphomes de type B. -del 
9q32q34.13 (17,8 Mb), -del 13ql2.3ql3.1 (2 Mb) qui emporte le gène sup­
presseur de tumeur BRCA2. Plusieurs gènes codant pour des Tyrosine-kinases 
sont impliqués dans ce remaniement complexe qui illustre la complémentarité 
du caryotype et la fiabilité de la CGH-array pour le diagnostic d'anomalies 
cytogénétiques complexes. 

Mots-clés : Waldenstrôm, CGH-array. 
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Les lymphomes primitifs du système nerveux central (LPSNC) sont des lym­
phomes B de haut grade associés à un mauvais pronostic. Des anomalies 
chromosomiques récurrentes ont été rapportées dans les LPSNC mais ces 
pathologies ont été assez peu décrites. Cette étude a pour but de détecter de 
nouvelles anomalies génomiques et de préciser leur impact pronostic. Une 
analyse multiparamétrique par FISH interphasique de 14 cas de LPSNC a été 
réalisée. Les coupes de tissus fixés par le formol et inclus en paraffine ont 
été analysées avec les sondes spécifiques des loci suivants : lp22 (BCL-10), 
3q27 (BCL-6), llql3 (CCND1), 14q32 (IGH), 18q21 (BCL-2 et MALT-1). 
L'analyse par FISH a été contributive pour 74 % des préparations (62/84). 
Des déséquilibres génomiques (pertes gains) ou des translocations ont été 
retrouvés dans 53 % des cas (33/62). Les anomalies les plus fréquentes concer­
naient les loci des gènes BCL-6 (77 % ; 10/13) et IGH (78 % ; 7/9). Les 
déséquilibres génomiques étaient toujours représentés par des gains (trisomie, 
tetrasomie,...) sauf pour 2 loci présentant une délétion : lp22 (BCL-10 ;N = 2) 
et 18q21 (MALT1 ; N = 1). Les gains les plus souvent observés impliquaient 
les loci des gènes BCL-6 (54 % ; 7/13), BCL-2 (36 % ; 5/14), M A L T 1 (37 % ; 
4/11) et CCND1 (31 % ; 4/13). Des translocations impliquant les loci 3q27 
(BCL-6 ; N = 3) et 14q32 (IGH ; N = 4) ont été mises en évidence par FISH. 
Elles concernaient 3 patients avec probablement un réarrangement IGH-
BCL-6 d'une t(3 ;14)(q27 ;q32) et 1 patient avec 1 réarrangement impliquant 
le gène IGH sans partenaire identifié. Les cas porteurs d'une translocation ne 
présentaient pas d'anomalie des autres loci analysés. Nos résultats sont en 
accord avec les rares publications sur les LPSNC qui ont montré des trans­
locations fréquentes impliquant les gènes IGH et BCL-6 ainsi que des gains 
récurrents sur le bras long du chromosome 3 (BCL-6) et du chromosome 18 
(BCL-2, MALT-1). Nous rapportons en plus des gains impliquant le gène 
CCND1 en llql3. La corrélation de ces données avec l'évolution clinique 
des patients montre dans la limite de la petite taille de notre série que la survie 
des patients est plus courte en cas d'anomalies génomiques multiples. 

Mots-clés : FISH, lymphome, CCND1. 

•P238. R É C U R R E N C E FAMILIALE D'HÉPATOBLASTOME ET 
D E C A R C I N O M E HÉPATOCELLULAIRE C H E Z DES ENFANTS 
RÉUNIONNAIS : H Y P O T H È S E D'UNE TRANSMISSION AUTO­
S O M I Q U E RÉCESSIVE 
M. Girard (1, 2), B. Aulagne (1, 3), F. Lacaille (2), F. Sauvât (4), I. Aerts 
(5), V. Verkarre (6), M. Fabre (7), A. Munnich (1, 8), F. Cartault (9), 
S. Lyonnet (1, 8), A. Henrion-Caude (1) 
(1) Inserm U781, Hôpital Necker-Enfants Malades, Paris, France; (2) 
Département de Gastroentérologie, Hôpital Necker-Enfants Malades, 
Paris, France ; (3) Service de Chirurgie, Hôpital Félix-Guyon, La Réu­
nion, France ; (4) Service de Chirurgie, Hôpital Necker-Enfants Malades, 
Paris, France ; France ; (5) Service d'Oncologie Pédiatrique, Institut 
Curie, Paris, France ; (6) Service d'Anatomopathologie, Hôpital Necker-
Enfants Malades, Paris, France ; (7) Service d'Anatomopathologie, 
Hôpital Kremlin-Bicètre, Paris-Sud 11 Le Kremlin-Bicètre, France ; (8) 
Département de Génétique, Hôpital Necker-Enfants Malades, AP-HP, Uni­
versité Paris-Descartes, Paris, France ; (9) Service de Génétique, Hôpital 
Félix-Guyon, La Réunion, France 
Contact : alexandra.caude@inserm.fr 

Aucune récurrence familiale d'hépatoblastome (HB) et de carcinome hépa-
tocellulaire (CHC) n'est connue à ce jour. Nous rapportons le cas de 
3 enfants issus de la même famille et de parents consanguins ayant eu soit 
un hépatoblastome soit un hépatocarcinome dans un contexte d'hépatopa-
thie chronique sous-jacente. Deux enfants sont d'une même fratrie tandis 
que le troisième enfant est un cousin du second degré. Le fait que tous les 
patients soient originaires de l'île de La Réunion permet d'envisager un 
effet fondateur. Le fonds génétique commun ainsi que l'existence de 
l'hépatopathie sous-jacente chez les 3 cas permettent d'envisager l'exis­
tence d'un trait récessif de prédisposition aux tumeurs du foie de l'enfant. 
L'interrogatoire de toute la famille n'a mis en évidence aucun cas de polya-
dénomatose. De même, aucune cause habituelle de cirrhose n'a pu être 
mise en évidence. L'ADN génomique des patients, de leurs frères sains, 
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France ; (. 
(4) Réseau 
Contact 

et de leurs parents a été analysé par puce Affymetrix 250K Nspl. La car­
tographie i par autozygotie permet de délimiter une région de 1,2 M b 
comprenant des gènes candidates, en cours d'analyse. Cette description 
d'une récurrence d'hépatoblastome et de carcinome hépatocellulaire au 
sein d'unej même famille devrait permettre d'identifier un facteur de pré­
disposition génétique aux tumeurs de l'enfant, associées à une hépatopathie 
chronique 
Mots-clés : hépatoblastome, isolât, consanguinité. 

•P239. M L P A E T D H P L C : D E U X M É T H O D E S C O M P L É M E N ­
TAIRES P O U R L'ANALYSE D U G È N E NFl 
S. Pinson (1,3, 4), A. Toussaint (1), B. Chambe (1), P. Combemale (2, 3, 
4), S. Lefevre (1), S. Giraud (1), A. Calender (1) 
(7) Service: de Génétique Clinique et Moléculaire, Hôpital Édouart Herriot, 
Hospices Civils de Lyon, France ; (2) Service de Dermatologie, CLB, Lyon, 

:') Centre de compétence Neurofibromatose Rhône-Alpes Auvergne ; 
de soin national pour les neurofibromatoses NF, France 
stephane.pinson@chu-lyon.fr 

L'identifiéation de mutations du gène NFl responsable de la neurofibro­
matose de type 1 (NFl - O M I M 162200) reste un travail difficile qui est 
principalement expliqué par la grande taille du gène (350 kb - 60 exons) 
et le nombre restreint de mutations récurrentes. La prévalence importante 
de la NFll qui touche un individu sur 3 500, a orienté notre laboratoire à 
choisir depx méthodes complémentaires pour l'analyse du gène NFl : -
La MLPA (multiplex ligation-dependant probe amplification) pour la 
détection fies grands réarrangements (P081 et P082 - P122C1/MRC Hol-
land) - et la dHPLC (Chromatographie liquide à haute pression en condi­
tion dénaturante) comme méthode de criblage des mutations du gène NFl. 
L'analyse par M L P A a été validée en détectant 19 grandes délétions déjà 
connues eu gène NFl. Nous avons également testé 39 mutations ponc­
tuelles différentes capables d'interférer avec les résultats de la MLPA (loca­
lisation à proximité des sites de ligature des sondes). Nous avons détecté 
une diminution anormale (0,5 à 0,6) de la surface normalisée du pic 
d'intérêt pour la moitié de ces mutations. L'analyse par dHPLC a été opti­
misée pour permettre un criblage rapide de l'ensemble des 60 exons 
codants at des régions introniques flanquantes comprenant les sites 
consensus d'épissage du gène NFl. La méthode a été validée par l'analyse, 
dans un second temps, 260 variants connus localisés dans les deux tiers 
des exonsl Nous avons aussi évalué la sensibilité de la dHPLC pour la 
détection de mosaïcisme NFl. La sensibilité de l'analyse MLPA/dHPLC 
a été évalié lors de l'analyse de 150 patients NFl dont le diagnostic était 
certain (Présence d'au moins deux critères diagnostiques de Bethesda) et 
qui appartenaient à des familles indépendantes. Sept grandes délétions ont 
d'abord été détectées par l'analyse M L P A P081/P082 (6 délétions 
complètes du gène NFl et 1 partielle). Nous avons utilisé le kit MLPA/ 
P122C1 paur caractériser la taille et les limites des délétions complètes. 

143 patients restants, des mutations ont été identifiées chez 136 Parmi les 
d'entre eux permettant d'atteindre un taux global de détection de mutation 
de 9 6 % dans cette série [IC95 % : 91-98]. Nos résultats confirment 
l'intérêt d utiliser les deux méthodes complémentaires que sont la M L P A 
et la dHPLC pour l'identification de mutations NFl. Le taux de détection 
trouvé daî s notre série montre une nouvelle fois la nécessité d'un recueil 
précis des informations cliniques pour poser la diagnostic. 
Mots-clés : neurofibromatose, MLPA, DHPLC. 

•P240. S C H W A N N O M A T O S E : É T U D E RÉTROSPECTIVE D E 32 
PATIENTS 
E. Cartier (1), P. Combemale (2, 4, 5), S. Pinson (3, 4, 5) 
(/) Service de Dermatologie, Hôpital Nord, CHU de Saint Etienne, 
France ; (2) Service de Dermatologie, CLB, Lyon, France ; (3) Service de 
Génétique] Clinique et Moléculaire, Hôpital Edouart Herriot, Hospices 
Civils de Lyon, France ; (4) Centre de compétence Neurofibromatose 
Rhône-Alpes Auvergne, France ; (5) Réseau de soin national pour les neu­
rofibromatoses NF, France 
Contact : stephane.pinson@chu-lyon.fr 

La schwannomatose appartient au groupe des neurofibromatoses et a 
récemment été distinguée des neurofibromatoses de type 1 et 2. Elle se 
caractérisé principalement par la présence de schwannomes multiples sans 
atteinte vestibulaire, et, sur le plan moléculaire, par des mutations du gène 
INI1, principalement détectées dans des formes familiales de schwanno­
matose. Cette étude rétrospective propose de préciser les caractéristiques 
cliniques, jgénétiques et thérapeutiques de la schwannomatose. Méthodes : 
Entre 1986 et 2009, 32 patients ont été pris en charge dans les consultations 
multidiscijîlinaires du réseau NF France devant la présence de schwan­
nomes multiples sans atteinte vestibulaire. Les informations cliniques, les 

éléments histologiques et thérapeutiques ont été relevés de manière rétros­
pective et un séquençage du gène INI1 a été pratiqué chez (pour) 
16 patients. Résultats: 32 patients, 16 hommes et 16 femmes, ont été 
inclus. L'âge médian de début de la maladie était de 29 ans. L'apparition 
d'une tumeur et/ou la survenue d'une douleur étaient les symptômes inau­
guraux prédominants. La localisation prédominante des schwannomes était 
sous-cutanée. L'atteinte vestibulaire était constamment absente. La pré­
sence de tâches café-au-lait était notée dans 41 % des cas. Les formes 
sporadiques sont nettement majoritaires. Aucune mutation du gène INI1 
n'a été détectée chez les 12 patients sporadiques analysés alors que 4 indi­
vidus d'une même famille étaient porteurs d'une substitution intronique 
(c.IVS4-25A>T) non décrite antérieurement. La revue de la littérature 
montre que l'expression phénotypique de la schwannomatose est tardive. 
Il est dominé par la découverte de schwannomes sous-cutanés associée à 
une surfréquence de tâches-café-au-lait. L'atteinte vestibulaire est constam­
ment absente mais une surveillance attentive est nécessaire avant 30 ans 
afin d'éliminer le diagnostic de NF2 avec certitude. La présence de ménin-
giomes chez ces patients est possible, mais avec une fréquence plus faible 
que dans la NF2. Le risque de dégénérescence maligne des schwannomes 
est non négligeable. Les formes familiales sont minoritaires, une anomalie 
du gène INI 1 étant alors mise en évidence dans 68 % des cas. Conclusion : 
La schwannomatose représente la troisième forme majeure de neurofibro­
matose. Il n'existe pas actuellement de recommandations pour la prise en 
charge de ces patients. Le pronostic est généralement favorable et la prin­
cipale complication grave clairement établie est le risque de survenue d'un 
schwannosarcome. 

•P241. INTÉRÊT D E L'ANALYSE D U G È N E SPRED1 D A N S LES 
N E U R O F I B R O M A T O S E S ATYPIQUES 
A. Putoux (1), P. Combemale (2, 3, 4), S. Pinson (1, 3, 4) 
(/) Service de Génétique Clinique et Moléculaire, Hôpital Edouart-Her-
riot, Hospices Civils de Lyon, France ; (2) Service de Dermatologie, CLB, 
Lyon, France ; (3) Centre de compétence Neurofibromatose Rhône-Alpes 
Auvergne, France ; (4) Réseau de soin national pour les neurofibroma­
toses NF, France 

Contact : stephane.pinson@chu-lyon.fr 

La neurofibromatose de type 1 ou maladie de Recklinghausen (NFl) est une 
pathologie neuro-cutanée liée à des mutations hétérozygotes du gène NFl. 
Le diagnostic repose sur une association de critères cliniques comprenant en 
particulier des signes cutanés : tâches café-au-lait, lentigines, neurofibromes 
en nombre suffisants. Un nouveau syndrome, proche de la NFl, a été récem­
ment décrit et se caractérise par la présence de tâches café-au-lait multiples, 
d'éphélides axillaires et/ou d'une macrocéphalie et de l'absence de neurofi­
brome. Ce syndrome (Syndrome de Legius) est lié à des mutations perte de 
fonction du gène SPRED1 qui, comme le gène NFl, appartient à une famille 
de protéines intervenant comme régulateur négatif de la voie RAS. Ce syn­
drome reste mal connu et la littérature ne rapporte actuellement que 23 patients 
ou familles pour lesquels une mutation du gène SPRED1 a été détectée. Nous 
avons séquence le gène SPRED1 dans une cohorte de 16 patients présentant 
des critères cliniques de NFl dont l'analyse du gène NFl était négative. Deux 
mutations ont été retrouvées chez deux patients non apparentés et qui appar­
tiennent, chacun, à des familles dont plusieurs membres sont porteurs de 
nombreuses taches café-au-lait. Chez la première patiente, présentant unique­
ment des tâches café-au-lait (>6), a été détectée une délétion de deux paires 
de bases dans l'exon 8. Cette délétion entraîne théoriquement l'apparition 
prématurée d'un codon STOP trois acides aminés plus loin (c.980-981delAA ; 
p.Lys327fsX330). Chez le second patient, qui associe des tâches café-au-lait 
(>6) et quelques lentigines axillaires, a été trouvée une mutation non-sens 
dans l'exon 8 (cl 175C>A ; p.Ser392X). Cette mutation a été retrouvée éga­
lement chez la mère et le fils du proposant, qui présentent un tableau clinique 
similaire. Ces 2 mutations n'ont, à notre connaissance, pas été décrites dans 
la littérature. Conclusion : la découverte de mutations du gène SPRED 1 chez 
2 patients, parmi les 16 étudiés dans notre cohorte présentant un tableau cli­
nique NFl-like sans mutation dans le gène NFl, est compatible avec les 
données de la littérature. Nous soulignons l'intérêt diagnostique majeur de 
l'étude de ce gène puisque les données cliniques actuelles n'associent pas les 
mutations SPRED 1 à des prédispositions particulièrement graves comme 
celles rencontrées dans la neurofibromatose de type 1. Ces résultats suggèrent 
l'importance d'étudier ce gène en cas de négativité de l'analyse de NFl, en 
particulier lorsque les critères cliniques et familiaux sont compatibles. Une 
étude plus systématique du gène SPRED1 permettra d'améliorer notre 
connaissance concernant le phénotype de ces patients, d'évaluer la nécessité 
ou pas d'une surveillance régulière, et d'affiner les indications pour l'analyse 
moléculaire du gène SPRED 1. 

Mots-clés : neurofibromatose, syndrome de Legius, SPRED 1. 
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•P242. TYROSINASE VARIANTS A N D M U T A T I O N S A R E ASSO­
CIATED T O PIGMENTATION CHARACTERISTICS A N D SKIN 
C A N C E R RISK IN T H E F R E N C H POPULATION 
H.H. Hu (1), M. Guedj (2), V. Descamps (3), A. Bourillon (1), P. Dieude 
(4), B. Grandchamp (1), N. Basset-Segin (5), N. Soufir (1) 
(1) Laboratoire de Biochimie Hormonale et Génétique, Hôpital Bichat 
Claude-Bernard, APHP, IFR02, Université Paris 7, Paris, France ; (2) 
Programme CIT, Ligue Nationale Contre le Cancer, Paris, France ; (3) 
Service de Dermatologie, Hôpital Bichat Claude Bernard, APHP, Univer­
sité Paris 7, Paris, France ; (4) Service de Rhumatologie, Hôpital Bichat 
Claude-Bernard, APHP, Université Paris 7, Paris, France ; (5) Service de 
Dermatologie, Hôpital Saint-Louis, APHP, Université Paris 7, Paris, 
France 
Contact : andrea.hul712@gmail.com 

Background: Tyrosinase is the key enzyme involved in melanin synthesis, 
and is mutated in occulocutaneous type I albinism. A functional variant in 
the exon 4 of TYR (rsl 126809, R402Q) has been shown to be associated 
to melanoma and basai cell carcinoma risks in European populations. In 
this study, we investigated whether this variant was also associated to 
pigmentation characteristics and skin cancer risk in the French population, 
and whether other TYR mutations were also implicated in skin cancer risk. 
Patients and methods : Nine hundred and ninety seven patients with cuta-
neous melanoma, 216 patients with BCC (multiple and/or familial and < 
40 year old) and 925 ethnie Caucasian controls skin cancer free were 
genotyped for this TYR variant (Infinium Illumina, Bead express). Statis-
tical analysis was performed by the R computer package (version 2.7.1). 
Conformity of génotype to Hardy-Weinberg equilibrium was tested in 
controls. The effect of rsl 126809 on melanoma risk and on pigmentation 
characteristics were assessed using Fisher exact test and Odds Ratio (OR) 
calculations, and logistic régression was also performed taking into account 
potential confounders. The TYR coding séquence was entirely sequenced 
in 73 patients having a familial melanoma, and 216 patients with BCC 
(multiple and/or familial and < 40 year old). Results : The SNP rsl 1126809 
was strongly associated with skin type (P value = 9.32E-08 ; OR = 1.50), 
and moderately associated with nevus count (P value = 0.016 ; OR = 1.23) 
and eye color (P value = 0.023). This SNP was also associated to skin 
cancer risk (P value = 0.023, OR = 1.57) for the homozygous R402Q allele. 
Furthermore, rsl 1126809 was also associated to multiple melanoma (P 
value = 1E-03, OR = 1.76) and to familial melanoma (P value = 5E-03, 
O R = 1.46). Six rare non-synonymous TYR variants were identified in 1 
melanoma and 6 BCC patients, but 4 non-synonymous TYR variants were 
also identified in 5 controls (P value>0.05). However, 1 none sensé muta­
tion (Y85X) and two variants affecting m R N A splicing (c. 1037-7 T>A, 
cl366+4 A>G) were identified in 1 familial melanoma patient and 2 BCC 
patients. Conclusion : In this study, we confirm that the SNP rsl 1126809 
is associated to skin cancer in the French population, and also strongly 
associated to skin type and eye color. In addition, we show for the first 
time that it is particular associated to multiple melanoma and to familial 
melanoma. This SNP therefore adds to the growing list of low pénétrant 
alleles associated to pigmentation and melanoma susceptibility. Besides, 
multiple rare deleterious TYR mutations may be also play a rôle in skin 
cancer prédisposition. 

Mots-clés : tyrosinase variants, skin cancer risk, pigmentation 
characteristics. 

•P243. K É R A T O - A C A N T H O M E S MULTIPLES HÉRÉDITAIRES : 
S Y N D R O M E D E FERGUSON-SMITH EN F R A N C E 
A. Ervais-Wakosa (1, 4), C. Thauvin-Robinet (2), M. D'alessandro (3), 
J. Friedel (1), L. Faivre (2), D. Goudie (5), F. Corgibet (6), P. Vabres (4) 
(/) Unité de dermatologie, CH William-Morey, France; (2) Centre de 
génétique. Hôpital d'Enfants, Dijon, France ; (3) Cancer Research UK 
Cell Structure Research Group, Dundee University School ofLife Sciences, 
United Kingdom ; (4) Service de Dermatologie, CHU du Bocage, Dijon, 
Chalon-sur-Saône, France ; (5) Ninewells Hospital, Dundee, United 
Kingdom ; (6) 5 av Mar Foch, Dijon, France 
Contact : jean.friedel@ch-chalon71.fr 

Les kérato-acanthomes ou carcinomes spino-cellulaires auto-involutifs sont 
des cancers cutanés épithéliaux évoluant spontanément vers la régression. 
Lorsqu'elles sont multiples et qu'il existe plusieurs cas familiaux, ces 
tumeurs définissent le syndrome de Ferguson-Smith (SFS), syndrome très 
rare de prédisposition héréditaire aux cancers, de transmission autoso­
mique dominante. Le gène impliqué demeure inconnu mais a été localisé 
sur le chromosome 9q22-q31. Le SFS a été initialement décrit en Ecosse. 
Deux associations familiales ont été décrites en France. Nous rapportons 
l'observation d'une famille française dont l'analyse des marqueurs poly­
morphes est compatible avec la localisation en 9q22-q31 précédemment 

rapportée. Nous avons examiné quatre frères atteints, âgés de 70 à 82 ans. 
Chez le proband, examiné à l'âge de 80 ans, les premières tumeurs sont 
apparues à l'âge de 73 ans. Elles étaient situées sur les oreilles et les mem­
bres supérieurs ou inférieurs. Certaines ont involué spontanément ; d'autres 
ont été traitées par chirurgie ou acitrétine. Ses trois frères âgés de 70 à 
79 ans, ont présenté le même type de tumeurs multiples, de localisation 
cutanée ubiquitaire, sans complication particulière. Deux des trois sœurs 
de la même fratrie (non examinées) seraient atteintes. Leur mère, d'origine 
britannique, avait vraisemblablement elle aussi présenté des kérato-acan­
thomes ou des carcinomes spino-cellulaires multiples. Aucun autre cancer 
ou manifestation cutanée associée n'ont été observés dans la famille. Aucun 
autre facteur de risque de cancer cutané n'a été identifié à l'exception d'un 
séjour prolongé en Afrique équatoriale chez l'un des frères. L'étude des 
marqueurs A D N microsatellites de la région 9q22-q31 a montré un haplo-
type commun chez les trois frères étudiés, sans cependant d'événement de 
recombinaison permettant de réduire l'intervalle génétique. Cet haplotype 
est différent de celui des patients écossais rapportés, permettant d'exclure 
un ancêtre commun initialement suspecté devant l'origine britannique de 
la famille. L'étude du quatrième frère et des sœurs indemnes est en cours. 
Dans le SFS, les tumeurs sont exclusivement cutanées, sans autre cancer 
ou anomalie du développement. Elles se situent en général sur les régions 
exposées aux U V mais pas exclusivement. Il n'existe aucune explication 
actuellement pour leur caractère auto-involutif. Le SFS se différencie net­
tement du xeroderma pigmentosum, où s'observent aussi des kérato-acan­
thomes, par son âge tardif d'apparition et l'absence d'autres cancers 
cutanés. Il ne comporte pas de carcinomes baso-cellulaires comme les syn­
dromes de Gorlin ou de Bazex-Dupré-Christol ni de prolifération sébacée 
comme dans le syndrome de Muir et Torre. La survenue séquentielle se 
distingue des kératoacanthomes éruptifs miliaires de Grzybowski ou de 
Witten-Zak. Cette famille française pourrait peut-être contribuer à la réduc­
tion de l'intervalle génétique et l'identification du gène en cause. 

Mots-clés : kératoacanthome, Ferguson-Smith, chromosome 9. 
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5, Paris, France ; (6) Centre Hospitalier de Dijon, France ; (7) Institut 
Curie, Paris, France 
Contact : eve.maubec@bch.aphp.fr 
Le gène CDKN2A est le principal gène de prédisposition héréditaire au 
mélanome. Les facteurs associés à une fréquence plus élevée de mutations 
germinales de CDKN2A ont été identifiés dans des familles de différents 
continents, avec au moins 3 sujets ayant un mélanome cutané (MC). Ces 
facteurs incluent un nombre élevé de cas de M C dans la même famille, la 
survenue de plusieurs mélanomes primitifs multiples (MPM) chez un 
même sujet, un âge précoce au diagnostic, et la survenue de cancer du 
pancréas (CP) dans la famille. Notre objectif a été de déterminer les fac­
teurs associés à la présence de mutations de CDKN2A dans des familles 
à cas multiples de mélanomes en fonction du nombre de sujets atteints 
dans les familles : 2 cas (Fam_2cas) versus 3 cas ou plus (Fam_3+cas). 
Cette étude porte sur un échantillon de 625 familles françaises (500 Fam_ 
2cas et 125 Fam_3+cas) avec au moins 2 cas de M C confirmés histologi-
quement, et génotypes pour CDKN2A. Les facteurs recueillis par famille 
sont : le nombre de sujets ayant un M C , l'âge de diagnostic du premier 
M C , la survenue de MPM, la survenue de CP chez les patients et leurs 
apparentés du 1 " degré. Une association entre chaque facteur et la présence 
de mutations de CDKN2A a été recherchée dans tout l'échantillon, puis 
dans les groupes Fam_2cas et Fam_3+cas à l'aide du test de Khi-2 ou du 
test exact de Fisher. L'effet conjoint de ces facteurs a été investigué par 
une analyse de régression logistique pas à pas. Une hétérogénéité selon le 
type de famille a été recherchée par le test de Cochran. Résultats : Au 
total, 105 familles (16.8 %) présentent des mutations germinales de 
CDKN2A. La fréquence des mutations est plus élevée dans les Fam_3+cas 
(32.8 %) que dans les Fam_2cas (12.8 % ) , p = 9x10-8. Dans l'échantillon 
total, les facteurs significativement associés aux mutations de CDKN2A 
sont: présence de M P M (OR = 3,77 [2,44-5,83]), présence de CP 
(OR = 4,86 [2,57-9,19]), âge médian au diagnostic <40 ans (OR = 2,60 
[1,65-4,08]). Tous ces facteurs restent significativement associés aux 
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mutations de CDKN2A lorsque les familles Fam_2cas et Fam_3+ cas sont 
analysées séparément. L'analyse multivariée montre que les facteurs pré­
dictifs dq mutations sont: les M P M (OR = 2,95 [1,63-5,34]) et l'âge 
médian aù diagnostic < 40 ans (OR = 2,73 [1,52-4,91]) dans les Fam_2cas, 
tandis que ce sont les M P M (OR = 3,08 [1,27-7,46]) et le CP (OR = 9,92 
[2,70-36,̂ 8)]) dans les Fam_3+cas. La présence de CP dans la famille est 
plus fortement associée à l'existence de mutations de CDKN2A dans les 
Fam_3+cas que les Fam_2cas bien que le test d'hétérogénéité ne soit pas 
significatif (p = 0.07). Conclusion : Cette étude, réalisée dans une large 
série de familles françaises, a permis d'identifier des facteurs prédictifs de 
mutations dans les Fam_2cas. De façon intéressante la survenue de CP 
dans la fijmille n'est un facteur prédictif de mutations de CDKN2A que 
dans les J3am_3+cas suggérant que cette association pourrait résulter de 
mutations spécifiques. 
Mots-clés : mélanome familial, CDKN2A, cancer du pancréas. 

•P245. ADHÉSION DES APPARENTÉS À LA D E M A R C H E D E 
TESTS P R É S Y M P T O M A T I Q U E S E N O N C O G É N É T I Q U E : BILAN 
À PARTIR D E 122 FAMILLES A V E C U N E ALTÉRATION DES 
GÈNES BRCA1/BRCA2 IDENTIFIÉE A U C R L C C P. STRAUSS 
C. Degermann, D. Muller, I. Schultz, S. Casalanguida, J.P. Fricker 
Unité d'Oncogénétique, CRLCC P. Strauss, Strasbourg, France 
Contact : CDegermann@strasbourg.fnclcc.fr 

Depuis l'identification en 1994 et 1995 des gènes BRCA1 et BRCA2 pré­
disposant laux cancers du sein et de l'ovaire, une mutation constitutionnelle 
a été identifiée chez 148 familles au CRLCC Paul Strauss (période de 1995 
à janvier 2009). Le résultat informatif (mutation délétère confirmée) a été 
remis au probant dans 122 familles. Les apparentés, personnes susceptibles 
de porter la même mutation et d'être ainsi à haut risque de développer un 
cancer peuvent dès lors accéder, en théorie, à un test génétique orienté 
« présymptomatique ». Dans notre série, la découverte d'une mutation 
constitutionnelle familiale implique en moyenne 12 apparentés des 1er et 
2nd degrés tous âges et sexes confondus. Nous avons étudié cette popu­
lation pottr estimer l'impact réel chez les apparentés en vie : dans quelle 
proportion sont-ils effectivement testés et quel lien de parenté les unissent 
avec la personne index (période de 1995 à septembre 2009). Nous consta­
tons : a/ 39 % des apparentés au 1er degré du cas index ont fait une demande 
de test gépétique présymptomatique. b/ les ascendants en vie sont testés à 
hauteur dé 56 %, pour un sex-ratio = 0,6 (sex-ratio de référence = 0,9 pour 
cet échantillon), cl 39 % des collatéraux ont souhaité réalisé l'analyse géné­
tique pour un sex-ratio = 0,4 (sex-ratio de référence = 1,0). àl Les descen­
dants sonti mineurs pour 18 % et majeurs pour 82 % dans notre série. Parmi 
ces derniers seuls autorisés à accéder au test 32 % ont choisi d'effectuer 
l'analyse pour un sex-ratio = 0,3 (sex-ratio de référence = 1,2). e/ Si nous 
considérons l'ensemble des proches des 1er et 2nd degrés chez qui le test 
génétiqueiserait indiqué (majeurs et dont le lien de parenté avec la personne 
index n'est pas interrompu par un proche pour lequel le résultat du test 
génétique!est négatif) 28 % ont réalisé l'analyse génétique présymptoma­
tique, pour un sex-ratio de 0,3 (sex-ratio de référence = 1,0). En conclu­
sion, lorsqu'un résultat informatif d'une primo analyse génétique est rendu 
à la personne index, cela induit en moyenne une consultation chez 2 appa­
rentés sur 5 appartenant au 1er degré, ou 3 proches sur 10 des 1er et 
2nd degrés. Nous constatons également la très forte prédominance d'adhé­
sions féminines à ces tests génétiques ciblés quel que soit le lien de parenté 
avec la personne index. L'exploitation familiale de l'information génétique 
délivrée à la personne index est donc sub-optimale. Elle pourrait être impu­
table aux difficultés de communication au sein de la famille ainsi qu'à des 
motifs de [nature psychologique et/ou sociale qui sont des freins possibles 
d'adhésion des apparentés à la démarche, au moment où des stratégies 
efficaces ;n terme de prévention et de suivi, de prophylaxie et voire de 
traitements spécifiques peuvent ou pourront être proposés à ces personnes 
à risque élevé de développer un cancer du sein et/ou de l'ovaire. 

Mots-clés : gènes BRCA1/2, consultation, présymptomatique. 

•P246. F E M M E S PORTEUSES D'UN S Y N D R O M E H N P C C : 
CONNAISSANCE DES RISQUES D E CANCERS, SUIVI ET ACCEP­
TABILITÉ D'UNE CHIRURGIE PELVIENNE PROPHYLACTIQUE 
A. Saleyrèn (1), F. Coulet (1), A. Beaufils (1), F. Soubrier (1), Y. Ansquer 
(2), C. Calas (1) 
(/) Laboratoire d'Oncogénétique et d'Angiogénétique, Groupe Hospitalier 
Pitié-Salpêtrière, AP-HP, Paris, France ; (2) Service de Gynécologie, 
Hôpital Saint-Antoine, AP-HP, Paris, France 
Contact : chrystelle.colas@psl.aphp.fr 

Le syndre me HNPCC est une prédisposition héréditaire aux cancers tant 
colorectaux qu'extra-coliques. Si la surveillance colorectale est bien 

établie, le suivi gynécologique, les modalités de prise en charge et l'indi­
cation d'une chirurgie prophylactique restent encore mal étudiés. Ce tra­
vail a évalué le suivi digestif et gynécologique de 24 patientes atteintes 
de ce syndrome, la perception de leur risque de cancers et l'acceptabilité 
d'une chirurgie gynécologique prophylactique. Les patientes ont un suivi 
digestif en adéquation avec les recommandations (21 sur 24 ont des 
coloscopies au moins tous les 2 ans), lmais le suivi gynécologique est 
moins systématique (seules 14 sur 24 ont un suivi). Lors du suivi elles 
ont le plus souvent une échographie pelvienne mais elles sont moins de 
50 % à bénéficier d'une biopsie de l'endomètre avec ou sans hystéros-
copie. Les patientes évaluent au plus juste leur risque de cancer colo-
rectal dans 47 % des cas mais elles ne sont que 33 % à évaluer justement 
leur risque de cancer de l'endomètre et 8 % celui du cancer de l'ovaire. 
Elles seraient 63 % à envisager une chirurgie gynécologique prophylac­
tique si elle leur était proposée mais seulement après la ménopause. Par 
ailleurs, 83 % des patientes se sont dites satisfaites par les informations 
reçues sur ce syndrome. Le généticien est parmi les médecins qui a le 
plus répondu à leurs attentes, tout comme le gastro-entérologue pour 
58 % d'entre elles. Mais seulement 37,5 % des patientes se sont dites 
satisfaites des informations apportées par le gynécologue. Les tendances 
dégagées dans notre étude mériteraient d'être confirmées par des études 
à plus grande échelle et nous sommes intéressés par des collaborations 
pour étendre ce questionnaire à plus de femmes. Il apparaît d'ors et déjà 
important d'encourager la diffusion des informations concernant les ris­
ques de cancer auprès des différents acteurs de santé et d'améliorer les 
connaissances des patientes de leur prédisposition afin d'améliorer leur 
prise en charge. 

Mots-clés : syndrome de Lynch, chirurgie prophylactique, gynécologie. 

•P247. R Ô L E D U CONSEILLER E N GÉNÉTIQUE D A N S LA 
COORDINATION D U SUIVI ET L'AIDE À LA PRISE EN C H A R G E 
G L O B A L E DES PATIENTS À H A U T RISQUE GÉNÉTIQUE 
A. Contrain, L. Huiart, F. Eisinger, S. Olschwang, H. Sobol 
Département d'oncologie-génétique, de prévention et de dépistage, Institut 
Paoli Calmettes, Marseille, France 

Contact : contraina@marseiIle.fnclcc.fr 

En 2005, le métier de conseiller en génétique a été créé en France pour 
pallier au manque de généticien et pour assurer les activités standardisées 
ne nécessitant pas une expertise médicale. Grâce à sa disponibilité, le 
conseiller en génétique apporte une aide et un soutien aux patients dans 
leur démarche en génétique et joue un rôle essentiel dans la relation 
patients-médecins. En oncogénétique, le conseiller en génétique améliore 
la prise en charge globale des personnes à haut risque de cancer, notam­
ment en coordonnant leur suivi. En effet, afin d'optimiser l'adhésion des 
personnes à haut risque de cancer aux recommandations nationales de prise 
en charge, nous avons établi des cohortes de personnes et mis en place un 
suivi régulier. Le conseiller en génétique assure une prise de contact régu­
lière avec les patients et la mise à jour des données cliniques. Ceci permet 
de diminuer les « perdus de vue » et d'assurer une information régulière 
sur l'évolution des connaissances en oncogénétique. Le conseiller en géné­
tique permet également de gérer et de coordonner la réalisation des exa­
mens de dépistage des patients nécessitant une surveillance fréquente et 
régulière. Ainsi, pour les mutations BRCA1/2, une file active des patients 
a été créé et le suivi des porteurs a été formalisé et structuré. Cette file 
active comprend actuellement 318 porteurs, parmi lesquelles 252 femmes 
sont éligibles à un suivi. Nous avons pu obtenir des dernières nouvelles 
datant de moins de deux ans pour 91 % d'entre elles (N = 229). Sur ces 
252 femmes, 58 ont bénéficié d'une mastectomie bilatérale et n'ont donc 
pas de surveillance mammaire, 79 ont une surveillance mammaire organisé 
dans notre centre, 104 ont une surveillance mammaire à l'extérieur de notre 
centre. Les patientes nous transmettent alors les résultats de leurs bilans 
de surveillance. Le conseiller en génétique participe également aux nom­
breuses activités rattachées à l'oncogénétique en aidant à la mise en place 
de groupe de parole ou de réunion d'information dédiées aux personnes 
porteuses de mutation ou en gérant le suivi des études de recherche cli­
nique. Au travers de ce travail, nous décrivons les fonctions du conseiller 
en génétique dans le domaine de l'oncogénétique, et notamment son rôle 
dans le suivi et la prise en charge globale des patientes BRCA1/2 en sou­
lignant l'intérêt à la fois « clinique » et scientifique d'un tel suivi. Ce 
travail permet de montrer une autre facette du métier de conseiller en 
génétique et son extension à des activités variées en fonction du domaine 
d'application. La formation au métier de conseiller en génétique est très 
complète et permet à chaque professionnel de s'adapter aux besoins spé­
cifiques de l'équipe dans lequel il travaille. 
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•P248. C A N C E R D U SEIN ET D E L'OVAIRE, LES M U T A T I O N S 
BRCA1 ET BRCA2 : LA PRISE E N C H A R G E P S Y C H O L O G I Q U E 
N. Prodromou (1), P. Ben Soussan (1), H. Sobol (2) 
(1) Département de Psychologie Clinique, Institut Paoli-Calmettes, Mar­
seille, France ; (2) Département d'Oncologie Génétique, Prévention et 
Dépistage, Institut Paoli-Calmettes, Marseille, France 
Contact : prodromoun@marseille.fnclcc.fr 

Cancer du sein et de l'ovaire, les mutations BRCA1 et BRCA2 et la prise 
en charge psychologique. Généticiens et chercheurs « scrutent » l'origine 
des maladies « héritables » et « transmissibles », mais quels sont les reten­
tissements de ces pratiques, de ces nouveaux savoirs, sur le fonctionnement 
psychique des consultants, des patients et de leurs proches ? L'objectif des 
consultations d'oncogénétique est de répondre aux patientes qui compte 
tenu de leur histoire médicale familiale s'interrogent sur le risque qu'elles 
ont de développer à leur tour un cancer du sein ou de l'ovaire et de les 
informer sur les modalités de prévention et de dépistage adaptées. Pour 
celles déjà atteintes il s'agit de savoir si le cancer est « dû ou hasard ou à 
l'hérédité ». En quoi cette médecine du risque génétique, en cancérologie, 
encourage-t-elle la collaboration entre « psys » et généticiens, dans le 
champ de la clinique et tout autant dans la réflexion qu'elle suscite ? Quel 
est le devenir de l'information génétique ? Qu'est ce que cette information 
vient « révéler », activer ou réactiver dans l'histoire familiale et person­
nelle de celui qui la reçoit ? Comment, dès lors, aborder la chirurgie pro­
phylactique ? Autant de questions qui seront abordées ici à partir de notre 
travail de psychologues associés aux consultations d'oncogénétique. 

Mots-clés : mutation BRCA1 BRCA2, Information génétique, prise en 
charge psychologique. 

•P249. Q U A N D PROPOSER U N E A N A L Y S E CONSTITUTION­
NELLE DES GÈNES BRCA1 ET BRCA2 D E V A N T U N CAS SPO-
RADIQUE D E C A N C E R D U SEIN ? 
A. Remenieras (1), V. Byrde (2), E. Consolino (2), S. Delaloge (2), 
G.M. Lenoir (2), B. Bressac-de-Paillerets (1), O. Caron (2) 
(I) Service de Génétique, Institut Gustave-Roussy, Villejuif, France; (2) 
Département de Médecine, Institut Gustave-Roussy, Villejuif, France 
Contact : olivier.caron@igr.fr 

Introduction : Un cancer du sein survenant à un âge précoce est évocateur 
d'une prédisposition, a fortiori lorsqu'il existe des antécédents familiaux. 
Dans le cas particulier des formes sporadiques, les recommandations du 
groupe d'experts INSERM-FNCLCC de 2004 définissaient l'indication de 
test génétique pour les femmes présentant un cancer du sein uniquement 
si celles-ci avaient moins de 30 ans. Nous avons évalué la fréquence des 
mutations de BRCA1 et BRCA2 dans une population plus âgée, de femmes 
atteintes avant 40 ans. Méthode : Au cours des 4 dernières années, 
76 patientes non sélectionnées ayant présenté un cancer du sein avant 40 
ans ont été vues en consultation d'oncogénétique à 1TGR. L'interrogatoire 
ne retrouvait aucun antécédent familial de cancer du sein ou de l'ovaire. 
Les gènes BRCA1 et BRCA2 ont été analysés par séquençage direct et 
MLPA. Résultats : La série se composait de 5 femmes ayant moins de 
25 ans (7 % ) , 13 entre 26 et 30 ans (17 % ) , 32 entre 31 et 35 ans (42 %) 
et 26 plus de 35 ans (34 % ) . Deux femmes étaient porteuses d'un cancer 
du sein bilatéral et une avait présenté à la fois un cancer du sein et un 
cancer de l'ovaire. 10 mutations constitutionnelles (13 %) ont été identi­
fiées (7 dans BRCA1 (9 %) et 3 dans BRCA2 (4 %)). Par classe d'âge, on 
retrouve pour les mutations délétères de BRCA1 et BRCA2 : - < 25 ans : 
0 % (0/5) - 26-30 ans : 23 % (3/13) - 31-35 ans : 9 % (3/32) - 36-39 ans : 
15 % (4/26, dont un cas dans une forme bilatérale) Aucune mutation n'a 
été identifiée chez la patiente atteinte de cancer du sein et de l'ovaire. 
Dans 58 cas, le statut des récepteurs hormonaux et de Her2 étaient connus. 
12 tumeurs étaient triple-négatives (TN) : 1 dans la classe [26-30 ans], 4 
dans la classe [31-35], 7 dans la classe [36-39]. Dans la classe [36-39 ans], 
parmi les 7 tumeurs TN, 2 concernaient des patientes avec mutation 
BRCA1 (28 % ) . Parmi les 19 tumeurs Her2 positives, seules 2 étaient en 
rapport avec une mutation ; 1 de BRCA1 (carcinome canalaire à inflexion 
épidermoïde diagnostiqué à 29 ans) et 1 de BRCA2 (carcinome canalaire 
« triple positif » à 39 ans). Conclusion : Cette étude permet d'objectiver 
l'intérêt de l'analyse des gènes BRCA chez les femmes atteintes de cancer 
du sein avant l'âge de 40 ans en dehors de tout contexte familial. En par­
ticulier, sur 58 patientes atteintes entre 31 et 39 ans d'un cancer du sein 
d'apparence sporadique, nous avons identifié 7 mutations délétères de 
BRCA1 ou BRCA2 (12 % ) . Le caractère « triple-négatif », associé à l'âge, 
est en faveur d'une mutation BRCA1. Le statut Her2 positif ne permet pas 
d'exclure une mutation que ce soit de BRCA1 ou de BRCA2. Notre étude 
montre que l'âge limite de 30 ans des recommandations nationales de 2004 
est probablement trop restrictif ; une confirmation sur une population plus 

vaste pourrait ensuite conduire à modifier les recommandations de tests 
BRCA chez les femmes jeunes. 
Mots-clés : BRCA1 et BRCA2, Critère d'analyse, cancer sporadique du 
sein. 

•P250. L'EFFET W A R B U R G EST G É N É T I Q U E M E N T DÉTER­
M I N E D A N S LES P H É O C H R O M O C Y T O M E S HÉRÉDITAIRES 
J. Favier (1, 2), J.J. Brière (3), N. Burnichon (1, 2), L. Vescovo (4), 
P.F. Plouin (5), X. Jeunemaitre( 1, 2, 6), P. Rustin (3), A.P. Gimenez-
Roqueplo (1, 2, 6) 
(I) INSERM, U970, Paris, France ; (2) Université Paris Descartes, Faculté 
de Médecine, Paris, France ; (3) INSERM, U676, Hôpital Robert-Debré, 
Paris, France ; (4) Programme Cartes d'Identité des Tumeurs, Ligue 
Nationale Contre Le Cancer, Paris, France ; (5) Service d'Hypertension 
artérielle, AP-HP, Hôpital Européen Georges-Pompidou, Paris, France ; 
(6) Département de Génétique, AP-HP, Hôpital Européen Georges-Pom­
pidou, Paris, France 
Contact : judith.favier@inserm.fr 

Le terme d'effet Warburg décrit la particularité qu'ont les cellules cancé­
reuses de réguler leur respiration aérobie et d'utiliser préférentiellement la 
glycolyse anaérobie pour produire de l'énergie. Afin de déterminer les 
mécanismes moléculaires qui déterminent l'effet Warburg, nous avons 
étudié l'hypoxie, le transport d'électrons mitochondrial, l'angiogenèse et 
la glycolyse dans les phéochromocytomes induits par des mutations ger­
minales des gènes VHL, RET, NFl et SDH. Les mutations des gènes SDH 
et V H L conduisent à la pseudohypoxie, c'est-à-dire à la stabilisation anor­
male des facteurs de réponse à l'hypoxie, les HIF, même en conditions 
normoxiques. Nous avons observé une diminution de l'expression et de 
l'activité des protéines de la chaîne respiratoire mitochondriale, associée 
à une augmentation de l'angiogenèse dans les tumeurs porteuses de muta­
tions des gènes SDH et VHL, alors que la stimulation de la glycolyse a 
uniquement été observée dans les tumeurs VHL. En outre, une analyse du 
transcriptome de 68 phéochromocytomes héréditaires a révélé que 
l'expression des gènes impliqués dans ces voies métaboliques permet la 
classification des tumeurs en fonction du gène de prédisposition muté. Nos 
données suggèrent une association inattendue entre la pseudohypoxie et la 
perte de p53, qui conduit à un effet Warburg dans les phéochromocytomes 
liés à VHL. 

Mots-clés : cancer, métabolisme, transcriptome. 

•P251. INTÉRÊT D U CHIEN C O M M E M O D È L E SPONTANÉ E N 
C A N C É R O L O G I E C H E Z L ' H O M M E : E X E M P L E D U S A R C O M E 
HISTIOCYTAIRE ET DES M É L A N O M E S 
M. Gillard (1)*, M. Le Gallo (1)*, B. Hédan (1), C. De Brito (1), J. Abadie 
(2), P. Devauchelle (3), E. Cadieu (1), C. Hitte (1), F. Galibert (1), 
C.André (1) 
(1) Institut de Génétique et Développement, UMR 6061 CNRS/Université 
de Rennesl, France; (2) Unité d'Anatomie Pathologique, UMR INRA-
ENVN 703, École Nationale Vétérinaire de Nantes, France ; (3) Centre 
Anticancéreux Vétérinaire, École Nationale Vétérinaire d'Alfort, France 
* les 2 auteurs ont également contribué 
Contact : catherine.andre@univ.rennesl.fr 

Depuis la domestication du chien, l'homme a sélectionné de nombreux 
phénotypes pour répondre à des critères très variés : beauté, performances, 
comportements... Cette sélection artificielle s'est accompagnée de la sélec­
tion de variants génétiques spécifiques, fixés dans chacune des races 
canines. Compte tenu de la structure génétique de la population canine, 
avec quelques 400 races, correspondant chacune à un isolât génétique, le 
chien constitue un excellent modèle en cancérologie : de physiologie plus 
proche de l'homme que la souris, et partageant le même environnement 
que nous, il développe spontanément de nombreux cancers, homologues 
aux cancers humains sur les plans cliniques histologiques et thérapeutiques. 
Ainsi, des cancers rares et sporadiques comme le sarcome histiocytaire 
chez l'homme sont retrouvés spécifiquement dans certaines races canines 
et peuvent se transmettre de façon héréditaire et avec des fréquences très 
élevées. Le chien permet donc plus facilement que chez l'Homme d'iden­
tifier des gènes de prédisposition et des altérations somatiques, potentiels 
marqueurs pronostiques et cibles thérapeutiques. Forts de ces arguments, 
des analyses génétiques visant à identifier des gènes de prédisposition et 
des mutations somatiques impliqués dans le sarcome histiocytaire, les 
mélanomes, gliomes et ostéosarcomes ont été entreprises dans les races 
canines prédisposées, en collaboration avec les réseaux de clinique 
humaine. Concernant le sarcome histiocytaire, nous avons collecté 
1 000 prélèvements d'ADN de Bouviers Bernois, race fortement prédis­
posée. L'étude d'une famille de 300 chiens comportant 120 chiens atteints 
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a permis de proposer un mode de transmission oligogénique. Des études 
génétiques complémentaires d'analyse de liaison et d'association (puce 
Affymetmx 50K) ont convergé vers l'identification de trois locus chromo­
somiques, en cours d'analyse pour rechercher les mutations impliquées. 
Concernant le mélanome, il touche toutes les races canines, mais certaines 
avec des facteurs de risque très élevés. Chaque race présente des types de 
mélanomes (cutané ou muqueux), un degré de malignité et une capacité à 
métastaser bien spécifiques. Nous avons collecté près de 200 échantillons 
sanguins et 150 prélèvements tissulaires de plusieurs races prédisposées, 
dans le put de réaliser des études d'association et de transcriptome. Le 
séquençage de gènes candidats est aussi en cours chez le chien sur les 
gènes BRAF, NRAS, CKIT, CDKN2A, PTEN, MC1R et CDK4, fréquem­
ment impliqués dans les formes sporadiques et familiales chez l'homme. 
Pour les deux cancers, l'analyse des profils d'expression est effectuée sur 
puces pa(igénomiques (Agilent 4x44K) à partir des A R N extraits de tissus 
tumorau* et de tissus sains du même chien. Pour les gliomes et l'ostéo-
sarcome, le travail en est à la phase de collecte des échantillons dans les 
races prédisposées. 
Mots-clés : modèle canin, mélanome, histiocytose. 
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Le récepteur du SCF, C-KIT, est une protéine kinase jouant un rôle majeur 
dans la différenciation et la migration des mélanocytes. Des mutations 
germinales activatrices de c-kit prédisposent à la survenue de mastocytoses 
cutanées : et de tumeurs gastro-intestinales indifférenciées (GIST). Des 
mutations perte de fonction sont responsables du piébaldisme. L'hypothèse 
de ce travail était de déterminer l'implication dé variants rares de ckit dans 
la prédisposition au mélanome. Nous avons séquence tous les exons et 
jonctions intron-exons de c-kit chez 143 patients atteints de mélanomes 
familiaux! et/ou multiples, sans mutation des gènes majeurs (CDKN2A et 
CDK4), et chez 189 témoins caucasiens. Les variants non synonymes iden­
tifiés ont été analysés in silico avec Sift, Polyphen, Panther, SNPs3D et le 
logiciel Pymol (3D). Les variants silencieux et introniques ont été analysés 
avec SSF (Splicing Séquences Finder) afin de détecter des modifications 
d'épissage. Une analyse statistique a été réalisée pour comparer les variants 
entre les 2 groupes (Test exact de Fisher). Dix nouveaux variants faux sens 
ont été I trouvés chez 5 patients (3,5%) et 5 témoins (2,5%) (P 
value = 0L684). Ils étaient localisés dans les domaines extracellulaire, trans-
membramaire et kinasique. Les variants non synonymes prédits fonction­
nels ont été comparés entre les 2 groupes. Chez les patients atteints de 
mélanome, tous les variants ont été prédits délétères in silico par au moins 
2 sites dej prédictions, contre aucun des variants observés dans la popula­
tion contrôle. (Test exact de Fisher = 0.01). Ces résultats ont été consolidés 
par l'étude en 3D avec le logiciel Pymol. Ces résultats préliminaires sug­
gèrent que les variants faux sens de c-kit ont un rôle dans la prédisposition 
génétique multifactorielle au mélanome. Des études fonctionnelles complé­
mentairê  sont en cours, ayant montré que ces variants étaient exprimés 
dans les rnélanocytes et que la voie de signalisation activée par KIT en 
réponse au SCF pouvait être activée, mais son niveau d'activation pourrait 
être affecté. Ces variants pourraient générer une perte potentielle de fonc­
tion de KIT, causant un déficit dans la différenciation des mélanocytes, 
promouvant une transformation de ces derniers. 

Mots-clés : mélanome, ckit, prédisposition génétique. 
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AndrogeOs that act through androgen receptors (ARs) are required for 
normal prostate growth and function. ARs are important for development 

and progression of prostate cancer. AR gene contains C A G repeats and it 
has been hypothesized that, shorter allèles of the C A G repeat are associated 
with an Increased Risk of Prostate Cancer. Ethnie Variation in C A G repeat 
length may contribute to prostate cancer risks vary in différent populations. 
Genetic polymorphism of metabolic enzymes such as glutathione S-trans-
ferases is involved in metabolism of numerous potential prostate carcino-
gens. The frequencies of homozygous carriers of GSTM1, GSTT1 délé­
tions Significantly vary within ethnie groups and may be contributed to 
prostate cancer risk. To Evaluate Whether thèse polymorphisms are asso­
ciated with an Increased Risk in Iranian prostate cancer patients, D N A 
from 110 Pathologically-confirmed prostate cancer patients and 96 age-
matched BPH patients was extracted and Subjected to Polymerase Chain 
Reaction (PCR). PCR products were examined by electrophoresis, sequen-
cing. Statistical analysis of results was carried out using t-test and chi2 
methods. The mean number of C A G repeat in prostate cancer patients was 
significantly smaller than BPH groups (19.9 vs. 21.9 P <0.001)). Présence 
of GSTM1 null génotype were significantly higher in cancer and BPH 
group vs. normal individuals (both pValue <0.001). GSTT1 polymorphism 
Had not an association with occurrence of cancer and BPH comparing with 
the normal group. Also with the risk of prostate cancer and BPH associated 
with GSTM1 positive group was 0,141 (95 % CI : 0.063-0.314) and 0.125 
(95 % CI : 0.055-0.285), respectively. Our results showed that C A G repeat 
polymorphism in AR gene is Significantly Associated with higher prostate 
cancer risk, suggesting that it may act as a risk to cancer patients change 
in Iranian population. GSTM1 null génotypes may also be contributed to 
prostate cancer susceptibility in Iranian patients. 

Mots-clés : prostate cancer, benign prostatic hyperplasia, Glutathione 
S-transferase. 
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Les liposarcomes, tumeurs du tissu graisseux, sont les sarcomes les plus 
fréquents chez l'adulte. Leur localisation préférentielle se situe dans la 
région rétro péritonéale alors qu'ils ne sont rencontrés que dans 3 à 8 % 
des cas au niveau de la tête et du cou. On pense cependant que leur fré­
quence est sous-estimée du fait de leur latence clinique et d'un diagnostic 
souvent tardif. Le pronostic des liposarcomes et leur évolution sont condi­
tionnés par la qualité de l'exérèse et la variété histologique. La classifica­
tion O M S reconnaît 5 types : liposarcome bien différencié, dédifférencié, 
myxoïde, pléïomorphe et mixte. Les formes bien différenciées, majori­
taires, sont des tumeurs malignes d'agressivité locale qui surexpriment la 
protéine M D M 2 ; elles regroupent les sous-types lipoma-like, sclérosant, 
inflammatoire et à cellules fusiformes. En revanche, les formes différen­
ciées pléïmorphes et à cellules rondes ont un potentiel métastatique élevé 
s'accompagnant d'un pronostic moins favorable. D'un point de vue molé­
culaire, plusieurs gènes ont été mis en évidence dans le processus de can-
cérogenèse des sarcomes tels que M D M 2 (rôle anti-apoptotique), CDK4 
(activateur de la division cellulaire), ASK1 et JUN dont la surexpression 
entraîne un blocage de l'adipogenèse. Au cours de ce travail, nous avons 
étudié cinq liposarcomes bien différenciés dont quatre dans la région rétro 
péritonéale (avec notamment un échantillon prélevé au diagnostic et en 
récidive) et le dernier issu de la région rétro pharyngée. Ils ont été explorés 
par la technique de BAC-array dans le but d'établir un profil génétique 
plus précis des tumeurs étudiées. En complément, la PCR quantitative en 
temps réel a permis d'évaluer le taux d'amplification de gènes ciblés pou­
vant être impliqués dans la tumorogenèse. Par cette approche, nous vali­
dons l'implication récurrente de la région 12q dont le taux d'amplification 
est très variable suivant les gènes testés et l'agressivité de la tumeur. Par 
ailleurs, la région 6q21-q23.3 comprenant les gènes ASK1, TRAF3IP2 et 
FYN, protagonistes des voies de signalisation impliquant JUN, apparaît 
amplifiée au cours de la rechute uniquement. Le recours à la quantification 
relative des gènes d'intérêt complète de façon pertinente les données immu-
nohistochimiques dont l'évaluation de l'expression d'un nombre limité de 
protéines reste échantillon dépendante. L'approche technique mise en place 
au cours de ce travail devrait constituer une démarche intéressante dans 
l'élaboration de la carte d'identité des liposarcomes et permettre d'affiner 
leur classification pour une meilleure prise en charge des patients. 

Mots-clés : liposarcome, CGH-ARRAY, profil génétique. 
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Le sarcome d'Ewing est la 2nde tumeur primitive de l'os survenant chez 
l'enfant et lejeune adulte. Il est caractérisé par la présence d'une translo­
cation spécifique récurrente qui implique systématiquement le gène E W S 
situé en 22ql2 et l'un des membres de la famille ETS : FLI-1 dans 85 % 
des cas ou plus rarement ERG, ETV1, E1AF ou FEV. La mise en évidence 
par biologie moléculaire de ces transcrits de fusion constitue un outil dia­
gnostique fiable et spécifique. Afin d'optimiser la détection simultanée de 
l'ensemble des transcrits décrits, une RT-PCR multiplex en temps réel a 
été mise en place. Depuis 1997, une collection de plus de 1 100 tumeurs 
adressées pour suspicion de sarcome d'Ewing a ainsi pu être constituée, 
et chaque translocation spécifique caractérisée. Parfois, alors que le patient 
présente un tableau clinique et anatomopathologique compatibles avec une 
tumeur d'Ewing, aucun des réarrangements spécifiques ne peut être mis 
en évidence par RT-PCR. Ce travail illustre la démarche suivie pour 4 de 
ces cas, qui ont retenu notre attention. Les conditions expérimentales ne 
pouvant garantir une détection exhaustive des variants rares non encore 
décrits (exon cryptique, point de cassure inhabituel), un premier niveau 
d'analyse vise à vérifier l'intégrité du locus EWSR1. Un éventuel rema­
niement du gène EWSR1 est alors recherché par FISH. Une fission de la 
sonde EWSR1 LSI (22ql2) est mise en évidence pour tous nos patients 
avec un profil de fission atypique dans 3 cas sur 4. Cette observation 
confirme l'existence d'une altération ciblant le locus contenant le gène 
EWSR1. Cependant, cette approche cytogénétique ne permet pas d'iden­
tifier les partenaires impliqués dans ces remaniements chromosomiques. 
Une analyse globale par CGH-array haute résolution est réalisée et permet 
d'appréhender l'ensemble des déséquilibres chromosomiques tumoraux et 
leurs statuts alléliques associés. Une étude plus précise du chromosome 22 
confirme le résultat obtenu en FISH révélant un point de cassure dans le 
gène EWSR1 pour chacun des cas. Un examen approfondi, du profil de 
chaque tumeur, est mené à la recherche d'un autre événement génomique 
récurrent. Un seul locus réarrangé, situé sur le chromosome 20, se dis­
tingue de façon claire pour 3 des 4 patients. Ce remaniement cible le seul 
gène présent dans cette région : NFATc2. Une étude par RT-PCR est réa­
lisée et révèle, dans les 3 cas, la présence d'un transcrit de fusion EWS-
NFATc2. Ce réarrangement est également retrouvé au niveau génomique. 
Bien que rare, cette fusion semble signer les tumeurs d'Ewing au même 
titre que ETV1, E1AF ou FEV. Le suivi clinique attentif de ces patients 
permettra d'évaluer leur réponse au traitement et éventuellement d'adapter 
leur prise en charge. Par ailleurs, une étude plus fondamentale du rôle du 
transcrit et de la protéine de fusion EWS-NATc2 devrait permettre de 
mieux comprendre la biologie des tumeurs d'Ewing et à terme d'envisager 
de nouvelles voies d'investigation thérapeutique. 

Mots-clés : sarcome Ewing, translocation, diagnostic. 
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Le dermatofibrosarcoma protuberans (DFSP) est une tumeur cutanée rare 
qui accepte de nombreux variants cliniques et histologiques ayant en 
commun la présence spécifique de la translocation t(17;22) à l'origine du 
gène de fusion COL1A1-PDGFB. Le gène de fusion COL1A1-PDGFB 
peut être détecté par hybridation in situ avec des sondes fluorescentes 
(FISH) ou par réaction en chaîne par la polymérase après transcription 
inverse (RT-PCR). Il est composé d'une portion de COL1A1 de taille très 
variable, le point de cassure pouvant être situé de l'exon 6 à l'exon 49. A 
l'inverse, le point de cassure situé sur PDGFB est remarquablement 
constant, toujours situé dans l'intron 1. Trente cinq nouveaux cas de DFSP 
adressés à notre laboratoire pour analyse du gène de fusion 
COL1 Al-PDGFB de 2002 à 2006 et dont le point de cassure du gène de 
fusion COL1 Al-PDGFB avait été caractérisé par RT-PCR et séquençage 
ont été étudiés de façon rétrospective. Nous avons ajouté à cette étude 
22 cas de DFSP avec caractérisation par RT-PCR du point de cassure situé 
dans COL1A1 précédemment publiés par notre équipe. Cent quinze cas 
de la littérature publiés entre 1997 et 2008 avec suffisamment de données 
cliniques et moléculaires ont également été inclus. Notre objectif était de 
mettre en évidence une association statistiquement significative entre un 
point de cassure donné dans le gène COL1A1 et une forme clinique ou 
histologique particulière de DFSP. Sur un total de 172 cas, ce qui repré­
sente la plus grande série de DFSP rapportée à ce jour, il y avait 83 femmes 
et 87 hommes d'âge moyen de 33 ans. Dix sept lésions étaient congéni­
tales. La tumeur mesurait en moyenne 4,2 cm de long par 3,6 cm de large 
et siégeait sur le tronc dans 54 % des cas. Il s'agissait d'une tumeur métas-
tatique dans 1,7 % des cas (n = 3). Sur le plan génétique, 38 exons diffé­
rents de COL1A1 participaient au gène de fusion COL1A1-PDGFB. Les 
exons 25, 29, 32, 40, 46 et 47 étaient les plus fréquemment détectés 
(n > 10). Parmi les 35 nouveaux cas analysés, 4 exons inédits ont été iden­
tifiés : les exons 9, 14, 39 et 43. Nous avons montré que, dans cette série, 
il n'existait pas d'association statistiquement significative (analyse de 
variance) entre le type moléculaire de la fusion COLl Al-PDGFB et un 
des paramètres cliniques ou histologiques étudiés. Ainsi, nous concluons 
que la détection du gène de fusion COL1A1-PDGFB peut être préférable-
ment réalisée par analyse FISH en routine diagnostique. En effet, l'analyse 
par FISH ne détecte pas la localisation précise de la cassure dans COL1A1, 
mais notre étude montre que cette précision n'est pas indispensable. En 
revanche, l'analyse par FISH.est plus simple, plus rapide et plus adaptée 
dans ce type de tumeurs que la multiplexe RT-PCR. 
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BRCA1 et BRCA2 sont les deux plus importants gènes associés à la pré­
disposition de développer un cancer du sein et/ou des ovaires. De ce fait leur 
étude est primordiale. Nous avons donc développé une base de données 
nationale française, recensant tous les variants BRCA1-BRCA2 collectés 
depuis janvier 1995: UMD-BRCA1 /BRCA2. UMD-BRCA1 /BRCA2 
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compte aujourd'hui 3158 variants BRCA1 et 3486 variants BRCA2. Pour 
UMD-BRCA1,447 mutations délétères différentes sont retrouvées dans 1732 
familles et 434 variants non-classés (UV) différents dans 700 familles. Ces 
familles peuvent présenter une mutation délétère avec un ou plusieurs UV, 
ou une mtitation délétère ou UV, ou plusieurs UV. Il existe une seule famille 
avec 2 mutations délétères pour BRCA1. UMD-BRCA2 réunit, quand à elle, 
1 120 familles avec 444 mutations délétères différentes et 720 variants non-
classés différents dans 1462 familles. Ces mutations sont réparties de la 
même façon que pour UMD-BRCA 1. UMD-BRCA2 présente aussi une seule 
et uniqueifamille avec 2 mutations délétères BRCA2. UMD-BRCA1/2 pré­
sente également 3 familles avec 1 mutation délétère BRCA1 et 1 mutation 
délétère fiRCA2. Mais quand est-il des UVs, ces variants encore non-
classés ? Une approche ARN a été développée dans beaucoup de laboratoires 
et certain? variants affectant l'épissage ont pu être classés. Il reste encore de 
nombreux variants pouvant affecter l'épissage mais aussi la fonction de la 
protéine. I Par exemple, nous avons une délétion pour BRCA2 : 
c.7795>7797delGAA qui entraîne la perte de Glu2599. Cette mutation est 
classée délétère suite à des études de linkage. Nous avons positionné Glu2599 
(Glu2520 souris) sur la structure tridimensionnelle existante de la région 
C-termin̂ le de BRCA2 souris [1], Ce résidu est localisé dans le domaine 
hélical el interagit avec plusieurs acides aminés, tous communs entre 
l'humain st la souris. Cette délétion pourrait donc déstabiliser la structure de 
ce domaine. Nous abordons maintenant ce problème des variants non-classés 
par une ppproche structurale, sur des structures tridimensionnelles déjà 
résolues. 
Références 
1. Y a n g . 

BRCA2 
H . , et al., B R C A 2 f u n c t i o n in D N A b i n d i n g a n d r e c o m b i n a t i o n f r o m a 

D S S l - s s D N A structure S c i e n c e 2 0 0 2 : 2 9 7 ( 5 5 8 8 ) : 1 8 3 7 - 4 8 . 
Mots-clés : BRCA1, BRCA2, variant. 
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BRCA1 et BRCA2 sont des gènes majeurs de prédisposition aux cancers 
du sein et de l'ovaire. Leur pénétrance incomplète et leur expressivité 
variable compliquent la prédiction du risque de cancers chez les porteuses 
d'une mujtation de ces gènes. Pour améliorer la prédiction du risque chez 
les porteuses et établir de nouvel es méthodes de prévention de ces cancers, 
nous voulions identifier les événements associés à l'hétérozygotie pour une 
mutation de l'un de ces gènes dans les cellules non tumorales ovariennes 
de l'épithélium de surface de l'ovaire (NOSE). Nous nous sommes fixés 
pour objectif d'identifier les profils d'expression différentielle signatures 
de la présence d'une mutation de BRCA1 ou de BRCA2 dans les cellules 
NOSEs e d'identifier les régiors chromosomiques comportant des gènes 
corégulés (RCCs) associés à ces mutations. Nous avons étudié le trans-
criptome de neuf échantillons d'ARN extraits de cultures primaires de 
NOSEs provenant de quatre donneuses non porteuses de mutation, deux 
mutées sUr BRCA1 et trois sur BRCA2, ainsi que de quatre échantillons 
d'ARN extraits de cultures primaires de cellules tumorales de l'ovaire 
(TOVs) provenant de trois donneuses porteuses d'une mutation sur BRCA1 
et une sui( BRCA2. Nous avons identifié, pour la première fois, les signa­
tures moléculaires associées à la présence d'une mutation de BRCA1 et 
de BRCA2 dans les cellules NOSEs ainsi que la signature associée à la 
transformation tumorale des NOSEs en TOVs chez les porteuses d'une 
mutation de BRCA1. Nous avors mis en évidence des régions chromoso­
miques co-régulées dans les échantillons des porteuses d'une mutation de 
BRCA1, localisées dans des régions où avaient été identifiées antérieure­
ment des délétions ou des amplifications dans des tumeurs. Nous avons 
observé eue les 2 allèles (sauvage et muté) de BRCA2 étaient exprimés 
dans les cellules TOVs provenant de porteuses de la mutation 8765delAG 
sur BRC\2. Le niveau d'exp-ession des transcrits de BRCA2 et la 

contribution du transcrit muté était plus élevé dans les cellules provenant 
de la tumeur ovarienne la plus agressive. Nos résultats suggèrent que l'hété­
rozygotie pour une mutation de BRCA2 pourrait suffire à permettre l'ini­
tiation de la carcinogenèse ovarienne. Nous avons observé une concor­
dance entre le profil d'expression de certains des gènes différentiellement 
exprimés et celui de BRCA2 dans les échantillons mutés pour ce gène, 
nous orientant vers de nouveaux partenaires putatifs de BRCA2. En conclu­
sion, une activité régulatrice de certains gènes et/ou des phénomènes épi­
génétiques pourraient modifier le transcriptome de BRCA 1/2. L'allèle 
muté de BRCA2 lui-même, par un effet de dosage, pourrait être respon­
sable des différences interindividuelles observées dans les phénotypes cli­
niques chez les porteurs d'une même mutation. 
Mots-clés : transcriptome, Cellules non tumorales de l'épithélium de sur­
face, gènes BRCA1, BRCA2. 
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Entre octobre 2000 et juin 2003, 488 femmes opérées au CLCC Paul 
Strauss pour cancer du sein ont répondu à un court questionnaire orienté 
sur leurs antécédents familiaux. Un cas de cancer du sein survenu chez un 
\" degré (mère, sœur, ou fille) était rapporté par 15,2 % des femmes, et 
dans 1 7 % des cas chez un 2e degré (tante, grand-mère). Au total, des 
antécédents familiaux étaient présents dans 34,8 % des cas. Exprimé en 
nombre de cas rapportés, un antécédent familial unique de cancer du sein 
était signalé par 118 femmes (24,2%), deux antécédents par 39 femmes 
(8,0 % ) , trois et plus par 13 femmes (2,6 % ) . 415 des 488 femmes (85 %) 
ont accepté de participer à une étude pour évaluer l'incidence de mutations 
fréquentes dans la population du Nord-Est de la France: 3600delll et 
G1710X. La mutation 3600delll a été détectée 4 fois. Chaque fois que 
l'histoire familiale et/ou individuelle le justifiait (CSF : 7 familles ; CSOF : 
3 familles), un criblage complet de BRCA 1/2 a été réalisé : 8 mutations 
ont été identifiées ( 1,9 % ) , incluant 3 des 4 mutations 3600dell 1 détectées. 
La mutation 3600del 11 est retrouvée chez 1 % des cas. Elle a été détectée 
une seule fois grâce à la recherche ciblée de mutations récurrentes. Compte 
tenu de la précocité (34 ans) et du type pathologique « triple négatif », ce 
cas serait analysé avec les critères actuels. Dans les 3 autres cas, le criblage 
mutationnel réalisé en raison de l'histoire familiale aurait conduit à leur 
identification. La recherche systématique de mutations récurrentes a un 
rendement faible, et ne paraît pas une stratégie efficace dans cette popu­
lation. Cette cohorte a été actualisée en 2009, avec un recul compris entre 
9 et 6 ans (recul médian 7 ans). En raison d'événements carcinologiques 
nouveaux, une mutation de BRCA1/BRCA2 a été identifiée dans 9 cas 
additionnels (2,2 % ) . En données actualisées, une mutation délétère de 
BRCA1 est identifiée chez 11 femmes/415 (2,7 % ) , et une mutation délé­
tère de BRCA2 chez 6 femmes (1,4%), soient dans 4,1 % de cas non 
sélectionnés. Un variant est identifié dans 1,4 % des cas (BRCA1 : 0,4 % ; 
BRCA2 : 1,0 % ) . Cette étude permet d'estimer que les mutations délétères 
de BRCA1/2 sont impliquées dans 4,1 % des cas au moins de cette cohorte 
non sélectionnée de femmes opérées pour cancer du sein. Le suivi des 
personnes a permis, avec un recul médian de 7 ans, d'identifier 9 nouvelles 
femmes mutées, pour porter le total à 17. Même avec les critères courants 
en 2009, la plupart des cas incidents ne seraient pas analysés au vu de leur 
présentation initiale. Cette étude souligne ainsi l'intérêt du suivi et de 
l'actualisation des données familiales, qui ont permis d'identifier secon­
dairement une majorité des mutations insoupçonnables au moment de la 
consultation initiale. 

Mots-clés : cancer du sein, gènes BRCA1/BRCA2, incidence. 
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INTRODUCTION : L'existence d'un effet fondateur bien caractérisé dans 
la population canadienne-française (CF) du Québec, a permis l'identifica­
tion de mutations communes dans certains gènes. Ainsi, dans les gènes de 
prédisposition héréditaire aux cancers du sein et de l'ovaire, BRCA1 et 
BRCA2, un panel de mutations CF est utilisé comme stratégie d'analyse 
moléculaire initiale. OBJECTIFS : Évaluer le taux de détection obtenu 
avec le panel CF de 9 mutations actuellement utilisé dans le laboratoire 
de diagnostic moléculaire du service de génétique du Centre hospitalier de 
l'Université de Montréal (CHUM) sur la population CF recrutée en consul­
tation. Déterminer l'amélioration du taux de détection observée en incluant 
dans ce panel les mutations rapportées dans au moins 2 familles CF dis­
tinctes. MÉTHODES : Analyse rétrospective des résultats obtenus pour les 
familles CF testées à la clinique de médecine génique du CHUM. Les 
cas-index inclus dans notre analyse sont ceux pour lesquels la branche 
d'hérédité correspondant à la prédisposition est d'origine CF. Ces échan­
tillons ont été testés par séquençage ciblé pour la présence des 9 mutations 
du panel CF. En l'absence de mutation, un séquençage extensif des gènes 
BRCA 1 et BRCA2 a été effectué, ainsi que la recherche de 5 réarrange­
ments fréquents de BRCA1. RÉSULTATS : Dans la période de janvier 
2005 à décembre 2008, 408 individus CF ont été testés via le panel de 
9 mutations CF (R1443X, 2953del3+C, 3768insA, W321X pour BRCA1 
et 8765delAG, E1953X, 3398del5, 2816insA, 6503delTT pour BRCA2). 
Des 301 cas-index correspondants à nos critères d'inclusion, 69 étaient 
porteurs d'une mutation. Parmi ces 69 porteurs, 57 portaient une mutation 
du panel CF (82,6 % ) . Les mutations des 12 autres porteurs ont été iden­
tifiées par séquençage extensif (17,4 % ) . Cinq de ces mutations (2080insA, 
2244insA, 2800delAA pour BRCA1 et 3773delTT, R2336H pour BRCA2) 
ont été rapportées dans au moins 2 familles CF distinctes. En incluant ces 
nouvelles mutations dans notre panel CF, notre taux de détection atteindrait 
97,1 % (67/69). CONCLUSION : Cette étude rétrospective indique que 
notre panel CF actuel de 9 mutations assure un taux de détection de 82,6 %. 
En ajoutant 5 nouvelles mutations, ce taux de détection atteindrait 97,1 %. 
Ces données préliminaires indiquent que l'utilisation du panel CF continue 
d'être un moyen efficace et économique en tant que stratégie initiale de 
diagnostic moléculaire et que l'inclusion de 5 nouvelles mutations permet­
trait d'en augmenter l'efficacité. Ces données sont insuffisantes pour 
exclure le séquençage extensif des cas-index des familles CF négatives 
pour ce nouveau panel étendu. Une revue périodique des mutations iden­
tifiées par séquençage dans les familles CF s'avère donc importante afin 
d'en améliorer et valider l'efficacité. 

Mots-clés : cancer sein-ovaire, BRCA1 et BRCA2, effet fondateur. 
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Le cancer du sein est le cancer le plus fréquent chez la femme. Plus de 
49 000 nouveaux cas par an sont diagnostiqués en France, dont 5 à 10 % 
chez des patientes ayant des antécédents familiaux. Un des gènes majeurs 
de prédisposition est le gène BRCA1. Les porteuses de mutations germi­
nales, en majorité des mutations tronquantes, ont un risque compris entre 
35 et 87 % de développer un cancer du sein, et un risque compris entre 
26 et 63 % de développer un cancer de l'ovaire. Les mutations BRCA1 
somatiques sont très rares, mais ce gène est sous-exprimé dans une fraction 
importante de tumeurs mammaires sporadiques. Afin d'identifier de nou­
veaux mécanismes pouvant expliquer cette sous-expression, nous nous 
intéressons aux microARNs (miRs). Par une approche bioinformatique, 
nous avons identifié plusieurs miRs susceptibles de se fixer sur la 3'UTR 
de BRCA1, dont miR-146a et miR-146b-5p. Nous avons montrés que ces 
miRs se fixent spécifiquement sur la 3'UTR de BRCA1 grâce à un système 
de gène rapporteur luciférase, et que leur expression diminue l'expression 
endogène de BRCA1. À l'inverse, l'inhibition de l'expression de miR-
146a/b-5p induit une augmentation de l'expression de BRCA1. Ainsi, nos 
résultats montrent que l'expression du gène BRCA1 est régulée par des 
miRs. Tout en poursuivant ce travail par une analyse de tumeurs mam­
maires sporadiques, nous nous sommes demandé si des miRs pourraient 
être impliqués dans la prédisposition au cancer du sein. Nous nous sommes 

tout d'abord intéressés à un SNP de fréquence élevée identifié dans le gène 
codant pour miR-146a. Il a été montré sur une petite série que le génotype 
pour ce SNP influençait l'âge de diagnostic des patientes atteintes de cancer 
du sein ou de l'ovaire familial. Afin de confirmer l'effet de ce variant, 
nous avons génotype 1 166 et 560 porteuses de mutations BRCA1 ou 
BRCA2 respectivement, dans le cadre de l'étude G E M O (Genetic Modi-
fiers of Cancer Risk in BRCA 1/2 Mutation Carriers). Cependant, nous 
n'avons pas trouvé que ce SNP avait un effet sur le risque tumoral. Par 
ailleurs, nous avons analysé si la présence de mutations germinales dans 
la 3'UTR de BRCA1 pourrait conduire à l'apparition de nouveaux sites 
de fixation pour des microARNs exprimés dans les tissus mammaires et/ou 
ovariens ou au renforcement de sites déjà présents et ainsi diminuer 
l'expression de BRCA1. Nous avons analysé cette région chez plus de 600 
patientes appartenant à des familles de risque élevé, de risque intermédiaire 
ou faible. Nous avons trouvé que la 3'UTR de BRCA1 (1,4 kb) est éton-
nement conservée, puisque seulement trois variants rares ont été identifiés. 
Ces variants ne semblent par modifier de site de fixation de microARNs 
d'après une analyse bioinformatique. Nous avons ainsi montré que bien 
que l'expression du gène BRCA1 semble régulée par des microARNs, 
ceux-ci ne jouent visiblement pas un rôle important dans l'inactivation 
héréditaire de ce gène. 

Mots-clés : BRCA1, microARN, cancer du sein. 
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BRCA1 (OMIM 113705) et BRCA2 (OMIM 600185) sont les seuls gènes 
de prédispositions majeures aux cancers du sein et de l'ovaire. Sur 100 
familles avec une histoire évocatrice de prédisposition, seules 10 à 20 
auront une mutation délétère. Puisque ces gènes restent les principaux 
candidats, il est nécessaire de rechercher d'autres mécanismes moléculaires 
les impliquant pour expliquer cette prédisposition familiale. Plusieurs labo­
ratoires ont mis en évidence l'intérêt de l'utilisation des puces CGH-array 
comme outil de caractérisation des grands réarrangements. À ce jour, 
aucune étude n'a encore été réalisée pour évaluer l'intérêt des puces dédiées 
en routine pour la détection des réarrangements. Cette approche, 10 à 
20 fois plus coûteuse que les techniques M L P A ou QMPSF, pourrait néan­
moins apporter des informations complémentaires et permettre de mettre 
en évidence de nouveaux réarrangements moléculaires mal explorés 
(régions promotrices, régulatrices, introniques, au centre des grands exons 
comme l'exon 11). Nous proposons d'appréhender l'intérêt d'une puce 
CGH-array dédiée BRCA 1/BRCA2 dans une étude rétrospective de 
377 cas index testés négatifs pour BRCA1 et BRCA2 en mutation ponc­
tuelle et grand réarrangement. Les patients ont été sélectionnés selon les 
critères habituels des consultations d'oncogénétique avec un consentement 
pour réaliser cette analyse. Les échantillons ont été partagés entre les deux 
plateformes. Neuf contrôles positifs ont été sélectionnés avec un grand 
réarrangement sur BRCA1 ou BRCA2. Les contrôles positifs et 5 échan­
tillons communs ont été hybrides sur les deux sites. La puce utilisée 
comportait 2 810 oligonucléotides pour BRCA1, 2427 pour BRCA2 
répartis sur le gène et à au moins lOOkb dans les régions flanquantes. 
Aucun nouveau grand réarrangement impliquant un exon n'a été identifié 
sur les 377 cas index sélectionnés. Tous les réarrangements contrôles ont 
été détectés par les deux plateformes avec une taille de 510 pb à 36 kb. 
Deux événements ont été identifiés en 5' du gène pour deux cas index et 
en 3' du gène pour un cas index. Les bornes de ces trois réarrangements 
ont été caractérisées par qPCR et PCR. Leur impact respectif sur la trans­
cription est en cours d'étude. Aucun faux positif n'a été mis en évidence. 
Au final, nous avons pu montrer l'application et la faisabilité en routine 
clinique de la CGH-array dédiée au gène BRC A1 et BRCA2 sur une grande 
série de patients. Dans cette série, les contrôles positifs et les réarrange­
ments observés représentaient respectivement 2 % et 0.7 % des échantil­
lons. Étant donné qu'il est recherché des événements moléculaires rares, 
des études complémentaires pourraient être proposées avec un plus grand 
nombre de patients ou des critères de sélection plus stringents. 

Mots-clés : CGH-array, BRCA1, BRCA2. 
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De nombreux variants de signification inconnue (VSI) sont identifiés au 
niveau des| gènes de prédisposition au cancer. L'interprétation des variants 
dits faux-sens, en tant que polymorphismes neutres ou mutations causales, 
est particulièrement problématique puisque ces variations exoniques peu­
vent, soit affecter la fonction même de la protéine du fait du changement 
d'acide antiné, soit altérer, en amont, le processus d'épissage de l'ARN, 
en modifiant des séquences régulatrices de l'épissage dites « Exonic Spli­
cing Enhâ icer » (ESE) ou « Exonic Splicing Silencer » (ESS). À ce jour, 
dans le gène de prédisposition au cancer du sein et de l'ovaire, BRCA1, 
des mutations exoniques affectant ces éléments de régulation ont été 
décrites seulement dans l'exon 18. Nous avons étudié un variant considéré 
initialement comme faux-sens dans l'exon 23 de BRCA1 c.5434C>G 
(p.Prol812Ala), identifié chez une patiente atteinte d'un cancer de l'ovaire. 
Il avait été) initialement suggéré que cette variation pourrait interférer avec 
l'activité de la protéine BRCA1, étant donné sa localisation dans le 
domaine fonctionnel BRCT (BRCA1 carboxyl terminal). Cependant, il a 
été montra que ce variant BRCA1 p.Prol812Ala conserve son activité de 
transactiva|tion transcriptionelle. Par conséquent, ces données divergentes 
ne permettent pas de statuer sur la nature pathogène de ce variant et nous 
ont conduits à examiner l'effet de cette variation sur l'épissage. L'analyse 
de l'ARN de la patiente et un test fonctionnel d'épissage ex vivo utilisant 
un minigèfle ont révélé que ce variant induit un défaut majeur d'épissage, 
avec un saut complet de l'exon 23. La mutation BRCA1 c.5434C>G est 
localisée au centre de cet exon, à distance des sites canoniques d'épissage. 
Un second̂  t e s t fonctionnel de type minigène, permettant de détecter des 
sites exoniques de régulation de l'épissage, a montré que le segment 
c.5420-5449 de l'exon 23 du gène BRCA1 comprend des séquences pré­
sentant des propriétés stimulatrices de l'épissage de type « Enhancer ». 
Ces propriétés sont abolies par la mutation c.5434C>G, ce qui démontre 
que le changement nucléotidique modifie un ou des éléments de régulation 
de l'épissage. Ces résultats présentent un intérêt direct pour le diagnostic 
moléculaire puisqu'ils permettent d'établir la nature délétère du variant 
BRCA1 c.5434C>G, de proposer un conseil génétique basé sur l'analyse 
moléculaire à tous les patients porteurs de la mutation et de caractériser 
une séquence de type ESE dans l'exon 23 du gène BRCA1. Cette étude 
montre que les tests fonctionnels d'épissage permettent de démontrer que 
certaines Variations considérées faux-sens sont en fait des mutations 
d'épissage 

Mots-clés : BRCA 1, épissage, variant faux-sens. 

•P264. EXPLORATION D E LA RÉGION 3'UTR D U G È N E BRCA1 
C H E Z 70 CAS INDEX D E FAMILLES SÉLECTIONNÉES D E 
CANCERJ D U SEIN ET/OU OVAIRE N O N M U T É S B R C A 
S. Lheureix (1, 2, 3), A. Legros (2), B.Lambert (3), C. Denoyelle (3), 
S. Krieger (2), D. Vaur (2), L. Poulain (3), P. Berthet (4), A. Hardouin (2) 
(1) Unité c è recherche clinique, CLCC François Baclesse, Caen, France ; 
(2) Laboratoire de biologie clinique et oncologique, CLCC François-
Baclesse, Caen, France ; (3) Unité « Biologie et Thérapies Innovantes des 
Cancers localement Agressifs » du Groupe Régional d'Etudes sur le 
Cancer (GRECAN), EA 1772 de l'Université de Caen, France ; (4) Consul­
tation d'oncogénétique, CLCC François Baclesse, Caen, France 
Contact : r.lheureux@baclesse.fr 

Deux gènes suppresseurs de tumeur BRCA1 et BRCA2 de transmission 
autosomal* dominante sont connus pour être impliqués dans la prédispo­
sition héréditaire au cancer du sein et/ou de l'ovaire. À l'heure actuelle, 
une mutatjon délétère dans l'un de ces deux gènes n'est mise en évidence 
que dans 14 % des cas index adressés par les consultations d'oncogéné­
tique (Rapport InCA 2008). Ainsi le rendu génétique reste négatif dans 
environ 83 % des cas. Les techniques actuelles n'explorent généralement 
que la sérjuence codante, ignorant les parties non traduites de ces deux 
gènes. Des petits A R N non codants, appelés miRNA, ont été récemment 
décrits corhme régulant négativement l'expression génique au niveau post 
transcriptiônnel en se fixant principalement au niveau de la région 3'UTR 
de l'ARN messager. Une mutation dans cette région peut alors créer une 

séquence permettant la fixation d'un autre miRNA diminuant ainsi 
l'expression du gène. L'objectif de cette étude est donc d'étudier la 
séquence 3'UTR du gène BRCA1, afin de rechercher d'éventuelles muta­
tions pouvant être impliquées dans la prédisposition héréditaire au cancer 
du sein et/ou de l'ovaire. Une étude a été menée chez des patientes cas 
index non informatives après criblage des gènes BRCA, atteintes d'un 
cancer du sein ou de l'ovaire avant 50 ans. Chaque patiente a également 
été sélectionnée par son histoire familiale, sur au moins deux générations, 
avec au moins 3 cancers du sein apparentés au premier degré dont un avant 
40 ans, ou un cancer de l'ovaire lié au premier degré à un cancer du sein 
survenu avant 40 ans. Au total 70 proposantes ont été retenues pour l'ana­
lyse. La région 3'UTR du gène BRCA1 a été explorée par séquençage à 
l'aide de 4 couples d'amorces chevauchantes. Trois polymorphismes ont 
été retrouvés dont deux (c.*421G>T et c.*1287C>T) chez 25 cas index 
(35.7 %) et un (c.*1332G>A) chez deux cas index (2,9 % ) . Les polymor­
phismes c.*421G>T et c.*1287C>T sont en complet déséquilibre de liaison 
avec l'haplotype majeur déjà identifié dans cette population 
(c.548-58delT ; c.2311T>C; c.2612C>T; c.3113A>G; c.3548A>G ; 
c.4308T>C; c.4837A>G, c.5152+66G>A). Deux variants jamais décrits 
ont été mis en évidence: c.*750A>G et c.*1286C>A. Le variant 
c.*750A>G a été détecté chez deux patientes dont l'une présente également 
le c.*1286C>A. La présence de 2 mutations délétères en trans dans le gène 
BRCA1 n'ayant jamais été décrite, ces deux variants c.*750A>G et 
c.*1286C>A ont été recherchés respectivement par H R M et par séquen­
çage dans une population contrôle de 210 femmes mutées BRCA1. Le 
variant c.*750A>G a été mis en évidence dans 3 cas mais le variant 
c.*1286C>A n'a pas été retrouvé sur les 210 allèles sauvages. Pour déter­
miner l'impact de ces deux variants sur l'expression du gène BRCA1, 
plusieurs lignées cellulaires seront transfectées à l'aide de constructions 
plasmidiques dans lesquelles les régions 3'UTR de ces différents variants 
auront été clonées en aval du gène rapporteur luciférase. 

Mots-clés : BRCA1, 3' UTR, miRNA. 

•P265. CARACTÉRISATION D'UNE N O U V E L L E DÉLÉTION 
INCLUANT LE G È N E NBR2 ET LES 22 PREMIERS E X O N S D U 
G È N E BRCA1 DANS U N E FAMILLE D E LA MARTINIQUE 
O. Béra (1), A. Rousselin (2), E. Rouleau (3), J.J. Baumann (2), A. Char­
pentier (1), S. Krieger (2), D. Vaur (2), A. Hardouin (2) 
(/) Unité d'Oncogénétique, CHU de Fort de France, Martinique, France ; 
(2) Laboratoire de Biologie clinique et Oncologique, CRLCC François-
Baclesse, Caen, France ; (3) Laboratoire d'oncogénétique, INSERM 0017, 
CRLCC René-Huguenin, Saint-Cloud, France 
Contact : odile.bera@chu-fortdefrance.fr 

La Martinique, département Français d'Amérique située à 7 000 kms de la 
France Métropolitaine, fait partie des petites Antilles. Sa population 
façonnée par l'histoire est composée majoritairement des descendants 
métissés d'esclaves noirs africains et de colons français. Des populations 
indiennes et asiatiques sont arrivées après l'abolition de l'esclavage et ont 
contribué à la diversité, la population d'origine caucasienne constituant 
une minorité. Depuis janvier 2006, plus de 500 consultations d'oncogéné­
tique ont été réalisées sur l'île dont 65 % pour recherche d'une prédispo­
sition au cancer du sein et/ou de l'ovaire. Des collaborations étroites exis­
tent, en particulier avec le laboratoire de Génétique Moléculaire du C H U 
de Rouen et avec le laboratoire de Biologie Clinique et Oncologique du 
Centre François Baclesse de Caen. Ce dernier réalise l'analyse des gènes 
BRCA pour les patients reçus en consultation d'oncogénétique à la Mar­
tinique ou de façon délocalisée en Guyane Française. Le cas index, fille 
d'une mère Martiniquaise et d'un père originaire de l'Ardèche, a développé 
successivement un cancer lobulaire du sein gauche à 47 ans, un cancer 
intra-canalaire du sein droit à 50 ans puis un fibrosarcome de la cuisse à 
52 ans. Dans la branche paternelle, sa grand-mère, son unique tante ainsi 
qu'une de ses 2 cousines germaines, ont également développé une tumeur 
mammaire. Le père est décédé à 69 ans, apparemment indemne de toute 
pathologie cancéreuse. Aucun cancer n'a été décrit dans la branche mater­
nelle. Le criblage des gènes BRCA1 et BRCA2 a été effectué par DHPLC 
sur A D N génomique extrait à partir du sang, suivi d'une étude systéma­
tique des réarrangements de grande taille. Les techniques MLPA (Multi­
plex Ligation PCR Amplification) et QMPSF (Quantitative Multiplex PCR 
of short Fluorescent fragments) ont mis en évidence une délétion à l'état 
hétérozygote, du gène NBR2 (Next to BRCA1 gene 2) et d'une grande 
partie du gène BRCA1 ayant emporté des exons 1 à 22. Une étude a été 
réalisée sur une puce C G H dédiée BRCA 1/2, et a révélé une délétion 
comprise entre 75 et 85 kb encore jamais décrite dans la littérature. Le 
bornage précis de cette délétion est en cours de réalisation. Nous avons pu 
mettre en évidence l'existence d'une nouvelle mutation qui s'avère être 
également le premier réarrangement génomique de grande taille du gène 
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BRCA1 rapporté par la consultation de Fort de France en Martinique alors 
qu'il s'agit vraisemblablement d'une mutation d'origine ardéchoise. 
Mots-clés: BRCA1, NBR2, réarrangement génomique de grande taille 
(RGT). 

•P266. RÉSULTATS PRÉLIMINAIRES D U CRIBLAGE D U G È N E 
BRCA1 D A N S U N E POPULATION FÉMININE ALGÉRIENNE 
A. Chikouche (1), M. Ait Abdallah (2), H. Boumaza (2), K. Sbahi (2), 
Y. Oukaci (2), L. Griene (1) 
(1) Laboratoire d'Hormonologie, Centre Pierre-et-Marie-Curie, Alger, 
Algérie ; (2) Laboratoire de Biochimie, Centre Pierre-et-Marie-Curie, 
Alger, Algérie 
Contact : chikouchea@hotmail.fr 

Le cancer du sein est la première cause de mortalité par cancer chez la 
femme dans les pays développés. Ces cancers sont en majorité sporadi-
ques ; on estime cependant que 5 à 10 % des cancers du sein ont une 
origine génétique, liée principalement à des altérations constitutionnelles 
des gènes BRCA1 et BRCA2. En Algérie, le nombre croissant de nou­
veaux cas de cancer du sein par an (4 000 cas en moyenne) et l'endo-
gamie élevée, nous a incité à développer l'analyse moléculaire des gènes 
de prédisposition BRCA1 et BRCA2, afin de proposer un diagnostic 
génétique aux femmes ayant une histoire familiale de cancer du sein 
et/ou de l'ovaire. Les objectifs de notre travail sont : 1/ d'évaluer les 
performances d'une technique de criblage par la méthode de détection 
des variants du gène BRCA1 en utilisant la méthode dHPLC (denaturing 
high performance liquid chromatography) en condition dénaturante, 21 
de connaître le profil des polymorphismes SNP de BRCA 1, présents dans 
notre population. Notre étude a été réalisée sur l'ADN génomique extraits 
à partir du sang de 80 femmes (5 cancers du sein familiaux, 5 cancers 
du sein sporadiques et 68 volontaires indemnes de tout cancer ou autres 
affections). La mise au point du criblage par dHPLC a été effectuée à 
partir d'échantillons d'ADN connus et séquences, pour servir de réfé­
rence et apprécier la sensibilité de cette technique. Tous les polymor­
phismes et variants hétérozygotes identifiés par séquençage ont été 
détectés par dHPLC, sous forme de profils d'élution particuliers. Le 
séquençage des A D N de notre série nous a également permis de carac­
tériser les polymorphismes SNP de BRCA1 présents dans notre popula­
tion, ainsi que leur fréquence d'hétérozygotie. Les variants Arg841Trp 
et Metl008Ile, décrits dans les bases de données avec une fréquence 
inférieure à 1 %, ont été retrouvés dans notre série avec une fréquence 
respectivement de 7,2 et 3,8 %. Nous n'avons pas retrouvé, pour les 05 
cas de cancers familiaux de variations de séquences de BRCA1, connues 
pour être responsables de la prédisposition au cancer du sein. Notre étude 
se poursuit par le criblage de BRCA2. 

Mots-clés : BRCA1/BRCA2, dHPLC, cancer familial. 

•P267. IDENTIFICATION D'UNE N É O M U T A T I O N DANS LE 
G È N E BRCA2 
F. Airaud (1), D. Leroux (1), V. Guibert (1), S. Bezieau (1), P. Gesta (2), 
C. Delnatte (1,3) 
(/) Laboratoire de Génétique Moléculaire, Service de Génétique Médicale, 
CHU Nantes, Institut de Biologie, Nantes, France ; (2) Oncologie Géné­
tique Poitou-Charentes, Pôle Oncologie, CH Georges Renon, Niort, 
France ; (3) Oncogénétique, Service d'Oncologie Médicale, Centre René 
Gauducheau, Nantes Saint Herblain, France 
Contact : fabrice.airaud@chu-nantes.fr 

Dans le cadre des prédispositions familiales aux cancers du sein et de 
l'ovaire, le laboratoire d'Oncogénétique du C H U de Nantes est amené à 
rechercher des mutations dans les gènes BRCA1 et BRCA2 chez plus de 
500 cas index par an. Dans la quasi-totalité des cas, les mutations identi­
fiées chez les cas index apparaissent héritées de l'un des deux parents. 
Dans la littérature, les mutations de novo dans les gènes BRCA 1 et BRCA2 
ont été rapportées respectivement une et trois fois (Hansen et ai, 2008). 
Nous avons cependant récemment identifié la mutation c.6082_6086del-
G A A G A (p.Glu2028LysfsX19) dans l'exon 11 du gène BRCA2, chez une 
patiente ayant un antécédent personnel de cancer du sein bilatéral aux âges 
de 40 ans et 48 ans et dont la fille a développé un cancer du sein à l'âge 
de 30 ans. Nous n'avons pas retrouvé cette mutation ni chez son père ni 
chez sa mère. Après confirmation des résultats et de la paternité, nous 
avons conclu à une néomutation. Une mosaïque chez un des parents a été 
partiellement écartée par la recherche de la mutation sur deux types de 
tissus (sang périphérique et cellules buccales). Afin de rechercher l'origine 
parentale du chromosome porteur de la mutation ainsi qu'une explication 
mécanistique moléculaire, nous avons réalisé une étude d'haplotypage à 
l'aide de marqueurs microsatellites et de SNPs. Cette étude a permis de 

mettre en évidence une recombinaison chez la proposante ou chez sa sœur 
mais doit être élargie à d'autres membres de la famille pour permettre de 
répondre en totalité à ces questions. 
Mots-clés : BRCA2, néomutation, cancer du sein. 

•P268. R E C H E R C H E D E LA M U T A T I O N C.516_517INSALU 
D A N S L'EXON 3 D U G È N E BRCA2 DANS LA POPULATION D E 
L'OUEST D E LA F R A N C E 
D. Leroux (1), E. Arnaud (1), F. Airaud (1), V. Guibert (1), P. Gesta (2), 
O. Ingster (3), A. Lortholary (4), M.E. Morin-Meschin (5), I. Morte-
mousque (6), P. Parent (7), S. Bezieau (1), C. Delnatte (1, 8) 
(/) Laboratoire de Génétique Moléculaire, CHU Nantes, France; (2) 
Oncologie Génétique Poitou-Charentes, CH Georges-Renon, Niort, 
France ; (3) Service de Génétique, CHU Angers, France ; (4) Oncologie 
Médicale, Centre Catherine-de-Sienne, Nantes, France; (5) Service de 
Gastroentérologie, Centre Paul Papin, Angers, France ; (6) Service de 
Génétique, CHU Tours, France ; (7) Service de Pédiatrie et de Génétique 
Médicale, CHU Brest, France ; (8) Oncogénétique, CLCC, Nantes, France 
Contact : capucine.delnatte@chu-nantes.fr 

L'insertion d'une séquence Alu en position c.516_517 de l'exon 3 du gène 
BRCA2 a été décrite pour la première fois chez une femme d'origine 
Portugaise par Teugels et al. en 2005. Cette patiente avait développé un 
cancer du sein à l'âge de 46 ans, dans un contexte familial évocateur de 
l'existence d'une prédisposition héréditaire au cancer du sein et de l'ovaire. 
En 2007, Machado et al. identifient cette mutation dans 8 % de leurs 
familles prédisposées. L'étude haplotypique conclue qu'il s'agit d'une 
mutation fondatrice d'origine Portugaise. En 2008, Peixoto et al. démon­
trent que l'insertion de la séquence Alu entraîne une exclusion complète 
de l'exon 3 du gène BRCA2. Même si différents arguments plaident pour 
le caractère délétère de cette mutation, celui-ci n'a pas été encore formel­
lement démontré. Cette mutation n'est pas identifiable par les techniques 
utilisées en routine pour l'étude du gène BRCA2 (dHPLC, HRM, séquen­
çage, QMPSF, MLPA). En dehors de la population Portugaise, la présence 
éventuelle de cette insertion dans d'autres populations, en particulier celles 
pour lesquelles une immigration Portugaise a existé, n'est pas connue. 
Dans l'Ouest de la France et selon le rapport 2004 de l'INSEE (Atlas des 
populations immigrées), la population Portugaise représente la seconde 
population immigrée dans les Pays de la Loire et en Bretagne. L'objectif 
de notre travail a été de rechercher cette insertion chez 340 cas index pré­
sentant une histoire personnelle +/- familiale évocatrice d'une prédisposi­
tion génétique au cancer du sein. Ces cas index ont été recrutés à partir 
des consultations d'Oncogénétique de l'Ouest de la France. Chez ces der­
niers une étude des gènes BRCA1 et BRCA2 a été réalisée par notre 
approche de routine (dHPLC, HRM, séquençage, MLPA) et aucune muta­
tion délétère n'a été identifiée. Afin de rechercher la présence de l'insertion 
de la séquence Alu, nous avons mis au point une PCR allèle spécifique 
multiplex. Un témoin positif, transmis par le Dr Vaz, a été utilisé. L'inser­
tion de la séquence Alu n'a été retrouvée chez aucun des cas index étudiés. 
Dans la population issue des consultations d'Oncogénétique de l'Ouest de 
la France, cette mutation ne semble donc pas représenter un événement 
mutationnel fréquent. Cette étude nous conduit à rechercher uniquement 
cette insertion lorsque nous avons connaissance de l'origine portugaise des 
patients. 

Mots-clés : BRCA2, mutation, séquence Alu. 

•P269. IDENTIFICATION D'UNE N O U V E L L E M U T A T I O N 
AFFECTANT LE D O M A I N E KINASE D E C H E K 2 DANS U N E 
FAMILLE D U SUD-OUEST D E LA F R A N C E PRÉSENTANT U N E 
PRÉDISPOSITION HÉRÉDITAIRE A U C A N C E R D U 
SEIN/OVAIRE 
P. Escudie (1), S. Monteil-Onteniente (1), L. Gladieff (2), V. Feillel (2), 
R. Guimbaud (2, 3, 4, 5), G. Favre (1, 4, 5), C. Toulas (1, 5) 
(I) Institut Claudius Regaud, Laboratoire d'Oncogénétique, Toulouse, 
France; (2) Institut Claudius-Regaud, Département d'Oncologie Médi­
cale, Toulouse, France ; (3) CHU Toulouse, Pôle Digestif, Toulouse, 
France ; (4) Université Toulouse III Paul-Sabatier, UPS, Toulouse, 
France ; (S) INSERM, U563, Toulouse, Centre de Physiopathologie de 
Toulouse Purpan, France 
Contact : toulas.christine@claudiusregaud.fr 

Objectifs : Environ 5 % des cancers du sein et/ou de l'ovaire ont une ori­
gine génétique. Les mutations des deux gènes principaux BRCA1 et 
BRCA2 sont responsables de la majorité de ces cancers à composante 
héréditaires. À côté de ces gènes à forte pénétrance, le risque accru de 
cancer du sein a également été relié à des anomalies sur d'autres gènes de 
faible pénétrance, comme la mutation c.HOODelC de CHEK2. Afin de 
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compléter le screening pour nos patientes présentant un fort risque de 
cancer du sein/ovaire, nous avons recherché la présence de cette mutation 
dans une population de 392 cas index originaires du Sud-Ouest, vues en 
consultation d'Oncogénétique, pour lesquelles aucune mutation des gènes 
BRCA oulde grand réarrangements du gène BRCA1 n'ont été identifiés 
(BRCA-). Résultats : La mutation cl lOODelC sur CHEK2 a été identifiée 
chez une seule patiente de cette population qui a été atteinte d'un carci­
nome lobiflaire invasif à 45 ans. Cette fréquence de mutation (0,25 %) est 
identique i celles précédemment retrouvée dans des populations issues du 
sud de l'Europe. Ce screening nous a permis de mettre en évidence une 
autre mutation localisée dans le domaine kinase de CHEK2 chez une 
patiente qui a présenté un cancer du sein inflammatoire, RH+, grade 2 à 
l'âge de 42 ans Cette mutation, cl 140-1141DelTC génère un décalage de 
phase avec l'apparition d'un codon stop en position 393 (p.L380FsX393), 
tronquant le domaine kinase de CHEK2 et inactivant donc probablement 
l'activité kinase de CHEK2. Conclusion : Cette étude nous a permis de 
révéler la présence de mutations tronquant l'activité kinase de CHEK2 
chez 2 cas|index au sein d'une population de 392 cas index BRCA-). Nos 
résultats suggèrent donc fortement que l'analyse du rôle de CHEK2 dans 
le risque de cancer du sein/ovaire devrait être menée en recherchant non 
plus uniquement la présence de la mutation c.HOODelC, mais de toutes 
les mutations affectant le domaine kinase de CHEK2. 
Mots-clés : cancer du sein, CHEK2 c.HOODelC, nouvelle mutation tron­
quant le domaine kinase. 

•P270. LES C A N C E R S D U SEIN S U R V E N A N T D A N S LE C A D R E 
D'UNE M A L A D I E D E C O W D E N PRÉSENTENT F R É Q U E M M E N T 
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Reynies (2), R. Iggo (1), N. Sevenet (1, 10), F. Bonnet (1, 10), Michel 
Longy (1, 10) 
(/) INSERAI U916-VINCO, Institut Bergonié, Université Victor-Segalen-
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Institut Bergonié, Bordeaux, France 
Contact : longy@bergonie.org 

Le cancer du sein est la principale complication de la maladie de Cowden, 
un syndrome héréditaire prédisposant à divers types de tumeurs et causé 
par une mutation germinale du gène suppresseur de tumeur PTEN. Afin 
de caractériser ce type de tumeurs mammaires, nous avons réalisé une 
étude tranScriptomique portant sur une série de 74 cancers du sein fami­
liaux, dont 3 survenus dans le cadre d'une maladie de Cowden. L'analyse 
non-superyisée des transcriptomes obtenus aboutit à une « clusterisation » 
qui reproduit la classification de Sorlie des cancers du sein, à l'exception 
d'un groupe de 5 tumeurs incluant les 3 tumeurs sur maladie de Cowden. 
La signattjire transcriptomique spécifique de ces 5 tumeurs montre une 
grande concordance avec une signature précédemment publiée, caractéris­
tique d'un! sous-type moléculaire appelé carcinome moléculaire apocrine 
et soupçonné d'être lié à une augmentation de la signalisation androgé­
nique. Un; étude histologique et immuno-histochimique réalisée par la 
suite sur lji cas supplémentaires de cancers du sein survenus dans le cadre 
d'une maladie de Cowden montre une forte corrélation entre ces tumeurs 
et des caractéristiques apocrines telles que la surexpression de GGT1, un 
marqueur spécifique des carcinomes apocrines du sein. 
Mots-clés : PTEN, Cowden, apocrine. 

•P271. E M M A , U N E N O U V E L L E TECHNIQUE HAUT-DÉBIT D E 
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ET D E R É A R R A N G E M E N T S D E G R A N D E TAILLE : APPLICA­
TION À tyRCAl ET BRCA2 
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D. MichavJx (1), M.A. Remon (1), J.L. Viovy (2), D. Stoppa-Lyonnet (1, 
3) 
(1) Service de Génétique Oncologique, Institut Curie, Paris, France ; (2) 
Laboratoire de Physicochimie-Curie, UMR/CNRS, Institut Curie, Paris, 
France ; (?) Université Paris Descartes, France 
Contact : nrginie.moncoutier@curie.net 

Afin de répondre à l'élargissement des critères de recherche de mutations 
des gènes BRCA1 et BRCA2, nous avons développé, en collaboration avec 
le laboratoire de Physicochimie de l'Institut Curie, une nouvelle technique 
de détection haut-débit de mutations, appelée E M M A pour Enhanced Mis-
match Mutation Analysis®. Cette nouvelle méthode est basée sur la sépa­
ration des fragments d'ADN par électrophorèse capillaire grâce à un poly­
mère innovant incluant des nucléosides. En effet, cette matrice permet 
d'accroître les différences de mobilité électrophorétique entre les homo-
duplex et les hétéroduplex, les nucléosides majorant ces différences par 
leur interaction avec la bulle de mésappariement des hétéroduplex. En 
conditions de PCR semi-quantitatives, E M M A est capable de détecter 
simultanément les mutations ponctuelles et les réarrangements de grande 
taille en une seule migration. Aujourd'hui cette technique est commercia­
lisée par la société Fluigent, qui propose un jeu d'amorces optimisé pour 
le criblage des mutations BRCA1 et BRCA2. L'ensemble des séquences 
codantes et des jonctions intron-exon de ces 2 gènes (soit 81 fragments de 
250 à 550 pb) sont amplifiés en 24 multiplex avec des conditions de PCR 
uniques. Un amplicon contrôle pour l'analyse des réarrangements de 
grande taille est intégré dans chaque PCR. L'électrophorèse est réalisée 
sur un ABI 3100 en condition unique. Les données sont analysées grâce 
à un logiciel dédié (Emmalys). Pour valider la méthode, nous avons ana­
lysé en aveugle une série de 402 patients en E M M A et DHPLC, pour la 
recherche de mutations BRCA1 et BRCA2. Nous avons détecté 133 
variants en E M M A contre 132 en DHPLC, polymorphismes exclus, mon­
trant une sensibilité équivalente des 2 techniques. La grande reproductibi-
lité et la spécificité de cette méthode nous a incité à interpréter les poly­
morphismes selon leur profil. Afin de valider cette attitude, 1200 profils 
variants interprétés comme polymorphismes ont été séquences. Pour tous 
les cas nous avons confirmé la présence du polymorphisme seul, sans autre 
variation. L'ensemble de ces résultats nous a permis de valider l'EMMA 
en routine diagnostique. L'étude des gènes BRCA1 et BRCA2 est réalisée 
par séries de 30 patients. E M M A nous permet un débit de criblage d'une 
série en 1 semaine, par un technicien. E M M A nous a permis de tripler 
notre débit d'analyse en passant d'une DHPLC (Wave 35O0HT) à un ABI 
3100 (16 capillaires), pour un personnel constant. La grande force de cette 
technique est sa simplicité d'utilisation (conditions de PCR et d'analyse 
uniques) pour le criblage des gènes BRCA. Contrairement à la DHPLC 
ou à la HRM, la prise en compte des domaines de fusion des séquences 
explorées n'est pas nécessaire. Enfin elle permet la détection simultanée 
des mutations ponctuelles et des réarrangements de grande taille. E M M A 
apparaît donc une bonne solution pour les laboratoires voulant augmenter 
leur débit d'analyse par une technique simple, avec des coûts maîtrisés. 

Mots-clés : BRCA, détection de mutations, haut-débit. 

•P272. QPCR-HRM-SONDES FROIDES : U N E TECHNIQUE D E 
PRÉCRIBLAGE 3 EN 1 P O U R U N E A N A L Y S E EXHAUSTIVE DES 
GÈNES BRCA1 ET BRCA2 
A. Minière (1), M. Eyries (1), F. Soubrier (1,2), F. Coulet (1, 2) 
(1) Laboratoire d'Oncogénétique et d'Angiogénétique Moléculaire, 
Groupe hospitalier Pitié-Salpêtrière, Paris, France ; (2) Université Pierre-
et-Marie-Curie UPMC, Paris, France 
Contact : florence.coulet@psl.aphp.fr 

Le précriblage des gènes BRCA1 et BRCA2 par la technique de 
qPCR-HRM permet la détection des mutations ponctuelles et des réarran-
gements de grande taille. Cependant à cause des nombreux polymor­
phismes (single nucleotide polymorphism SNP) présents dans la séquence 
codante des gènes BRCA1 et BRCA2, environ 15 % des amplicons restent 
à séquencer après qPCR-HRM, afin de s'assurer des génotypes prédits par 
l'analyse de fusion haute résolution (HRM) et de l'absence d'une mutation 
masquée par un polymorphisme. Pour diminuer la charge de séquençage, 
nous avons mis au point une méthode de génotypage de 5 SNPs fréquents 
par sondes froides: c.l067A>G ; c.2311T>C; c.3548A>G sur le gène 
BRCA1 ; c.l-26G>A et c.7242A>G sur le gène BRCA2. En complément 
de la qPCR-HRM, une PCR asymétrique est effectuée sur le LightCycler 
480, pour chacun des 5 SNPs, en présence du marqueur fluorescent satu­
rant (Resolight dye) et d'un excès d'une des amorces. Un oligonucléotide 
correspondant au génotype muté, complémentaire du brin produit en excès 
et bloqué en 3'par un phosphate, est utilisé comme sonde. Après l'ampli­
fication, les échantillons sont dénaturés et soumis à un cycle de fusion 
favorisant la formation des hétéroduplex. Le génotypage est obtenu grâce 
à l'analyse Melt curve genotyping du logiciel LightCycler® 480 soft-
warel.5 par l'évaluation de la fusion des duplex sonde-cible de post PCR. 
Nous avons testé les sondes en utilisant les génotypes hétérozygotes, homo­
zygotes et sauvages ainsi que des variants distincts du SNP et présents sur 
le même amplicon. Cette analyse a permis d'identifier des profils différents 
pour chacun des génotypes, et de distinguer 7 variants des SNPs ; par 
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exemple la mutation c.2415_2416del sur le gène BRCA1 qui était 
confondue avec le SNP c.2311C>T lors de l'analyse primaire HRM. Nous 
avons pu distinguer le variant c.2312T>C associé à ce SNP touchant le 
nucléotide suivant. Le profil de fusion du variant c.l-HC>T, situé dans 
la sonde, se différencie également du SNP c.l-26G>A. Puis, nous avons 
réalisé des tests en aveugle sur 92 patients précédemment génotypes en 
H R M puis séquençage, et confronté le résultat des génotypes. Grâce au 
génotypage par sondes froides nous avons identifié tous les hétérozygotes, 
ainsi que tous les homozygotes. Ceux ci n'étaient pas toujours mis en 
évidence par l'analyse primaire HRM. Nous avons démontré que l'utili­
sation des sondes froides est réalisable sur le LightCycler 480 et permet 
de diminuer le nombre de séquences après la technique de précriblage 
qPCR-HRM, restreignant les coûts et le temps de manipulation. La qPCR-
HRM-sondes froides présente l'avantage de ne nécessiter aucune manipu­
lation de post-PCR et de pouvoir coupler la recherche de mutation ponc­
tuelle, de grand réarrangement et le génotypage exact des SNPs. 
L'utilisation des sondes froides permet de distinguer avec fiabilité les poly­
morphismes de tout autre variant présent sur le même amplicon, en asso­
ciation ou indépendamment. 
Mots-clés : BRCA1, high resolution melting, sonde froide. 

•P273. E M M A : N O U V E L L E A P P R O C H E D E CRIBLAGE DES 
M U T A T I O N S ET DES G R A N D S R É A R R A N G E M E N T S ; APPLI­
CATION A U X GÈNES D E PRÉDISPOSITION A U C A N C E R D U 
SEIN/OVAIRE BRCA1 ET BRCA2 
I. Schultz, C. Degermann, J.P. Fricker, J. Abecassis, D. Muller 
Unité d'oncogénétique, CRLCC P. Strauss, Strasbourg, France 
Contact : dmuller@strasbourg.fnclcc.fr 

Les mutations constitutionnelles affectant les gènes BRCA1 ou BRCA2 
constituent une prédisposition au cancer du sein et/ou des ovaires. Les tests 
de prédisposition génétique au cancer sont proposés aux femmes présentant 
une probabilité d'être porteuse à priori, supérieure à 10 %. Cette probabilité 
est d'autant plus élevée que la patiente est jeune à l'âge du diagnostic et 
l'histoire familiale chargée en nombre de cancers. Les mutations sont répar­
ties sur l'ensemble du gène, et l'analyse nécessite le criblage de la séquence 
codante complète. Une quinzaine de laboratoires référents en France effec­
tuent ces tests diagnostiques selon la stratégie du séquençage direct ou du 
criblage par DHPLC (Chromatographie liquide haute définition, en condi­
tion dénaturante) suivi de séquençage des variants détectés. L'augmenta­
tion du nombre de demandes d'analyses (doublée en 2 ans) et les impératifs 
économiques nécessitent une remise en cause de la procédure dans le cadre 
d'un diagnostic effectué en routine. La technique E M M A , Enhanced Mis-
match Mutation Analysis (Société Fluigent, France) représente l'une de 
ces alternatives, alliant simplicité, rapidité et coût moindre. La procédure 
E M M A consiste en PCRs multiplexes fluorescentes (9 PCR pour 29 frag­
ments pour BRCA1, 15 PCR pour 49 fragments pour BRCA2) et sépara­
tion d'hétéroduplexes par électrophorèse multi-capillaires en milieu non 
dénaturant. Un logiciel d'analyse dédié (Emmalys) permet une visualisa­
tion conviviale des profils. Nous rapportons les résultats de la validation 
de cette technique au regard : (a) de l'analyse de 144 cas index préalable­
ment analysés par la technique de référence du laboratoire (pré-criblage 
DHPLC et/ou séquençage direct), (b) passage de tous les variants (>300) 
détectés au laboratoire depuis 2000 permettant d'évaluer la sensibilité de 
la méthode supérieure à 97 %. D'autre part, l'analyse de réarrangements 
de grande taille détectés au laboratoire par M L P A et/ou QMPSF montre 
que cette technique est parfaitement adaptée à une détection simultanée 
des altérations touchant un seul nucléotide ou plusieurs exons. Cette 
méthode simple et rapide permet l'analyse complète des gènes BRCA1 et 
BRCA2 pour 25 patients en 15 jours (hors séquençage de contrôle) et 
s'avère une technique de choix, de sensibilité au moins égale à celle de la 
DHPLC. Plusieurs séries de patients sont analysées en aveugle et les résul­
tats obtenus seront rapportés. 

Mots-clés : prédisposition au cancer, BRCAs, mutation. 

•P274. MISE A U POINT ET EXPÉRIMENTATIONS D E LA TECH­
NIQUE H R M (HIGH RESOLUTION MELTING) SUR ROTOR-
G È N E À PARTIR D E 3 GÈNES DIFFÉRENTS : VHL, MEN1 ET 
NFl 
S. Lefebvre, C. Tellini, J.P. Klein, F. Touret, M. Marrocco, S. Pinson, 
S. Giraud, A. Calender 
Laboratoire de génétique moléculaire et médicale. Hôpital Edouard-Her-
riot, Lyon, France 
Contact : sylvain.lefebvre@chu-lyon.fr 

La recherche de mutations ponctuelles et de petite taille est principalement 
réalisée par le séquençage direct. Pour diminuer le nombre de séquences 

réalisées, une méthode de criblage telle que la technique H R M (High Reso­
lution Melting curve) peut être utilisée au préalable. Cette technique est 
basée sur la mise en évidence de différences dans les courbes de fusion 
entre les hétéroduplexes et les homoduplexes. La courbe de fusion de 
l'ADN double brin en A D N simple brin obtenue par dénaturation est 
mesurée à l'aide d'un fluorophore saturant (LC-Green+) dans un appareil 
de PCR en temps réel (RotorGene). Ensuite, l'analyse des résultats se fait 
par comparaison des profils obtenus avec un profil d'ADN connu non muté 
(= témoin négatif). Seuls les profils différents sont alors séquences. La 
technique H R M a été évaluée dans notre laboratoire par l'analyse de 
38 exons répartis sur 3 gènes différents : MEN1, V H L et NFl. Cette éva­
luation a été réalisée en trois étapes : - Détermination des conditions 
d'amplification et d'analyse H R M à partir de 16 témoins négatifs. -Vali­
dation de ces conditions par les passages de témoins négatifs ( 1 341 ampli-
cons analysés) et d'ADN possédant un variant connu (322 variants diffé­
rents testés). - Confirmation de cette technique par une étude à l'aveugle 
de 207 patients déjà séquences : 96 pour le gène V H L et 111 pour le gène 
MEN1. La validation de cette technique par l'analyse de 1 663 profils 
H R M de témoins connus met en évidence 315 variants sur les 322 testés : 
7 variants sont donc rendus comme négatifs alors qu'ils sont positifs (= 
faux négatifs) ; 1166 analyses sont bien négatives en H R M et en séquence 
tandis que 175 A D N considérés comme positifs en H R M sont négatifs en 
séquences (= faux positifs). Ainsi, nous obtenons une sensibilité et une 
spécificité pour cette technique de 0,98 et 0,87 respectivement. Les 1638 
analyses H R M réalisées pour tester les 207 patients et confirmer cette tech­
nique mettent en évidence 29 variants délétères sur 30 détectés par séquen­
çage direct (1 faux négatif obtenu sur le gène MEN1). Cela permet la 
détermination pour nos séries de patients des valeurs prédictives négatives 
suivantes : 0,99 pour MEN1 et 1,00 pour VHL. La mise au point de la 
PCR a été délicate car l'ajout du fluorophore déstabilise la fixation des 
amorces. L'analyse H R M en elle-même nécessite une certaine expérimen­
tation de l'opérateur mais reste rapide et économique par rapport au séquen­
çage. Des optimisations sont encore nécessaires pour comprendre l'origine 
des 8 faux négatifs observés et des essais avec de nouveaux amplicons 
plus courts ou plus centrés sur le variant sont envisagés. Nos résultats 
montrent cependant l'efficacité de la technique H R M et prouvent que cette 
technique de criblage rapide et économique peut être utilisée en routine 
pour le diagnostique génétique. 

Mots-clés : High Resolution Melting, méthode de Screening, VHL, M E N 1, 
NFl. 

•P275. DÉTECTION DES M U T A T I O N S E N M O S A Ï Q U E PAR 
E N H A N C E D M I S M A T C H M U T A T I O N ANALYSIS® ( E M M A ) 
D. Michaux (1), C. Dehainault (1), L. Castera (1), D. Stoppa-Lyonnet (1, 
2), M. Gauthier-Villars (1), C. Houdayer (1,2) 
(/) Service de Génétique Oncologique, Institut Curie, Paris, France ; (2) 
Université Paris-Descartes, France 
Contact : dorothee.michaux@curie.net 

Depuis 2008, le laboratoire de Génétique de l'Institut Curie est équipé 
d'une nouvelle technique de détection des mutations appelée E M M A 
(Enhanced Mismatch Mutation Analysis®, Fluigent), désormais utilisée en 
routine diagnostique pour le criblage des gènes BRCA1 et BRCA2 de 
prédisposition au cancer du sein et de l'ovaire. Cette méthode est basée 
sur l'analyse d'hétéroduplexes en électrophorèse capillaire à l'aide d'un 
polymère innovant, et permet de détecter simultanément les mutations 
ponctuelles et les réarrangements de grande taille. Nous avons décidé 
d'élargir l'application de l'EMMA à l'analyse du gène RB1 dont les muta­
tions constitutionnelles sont responsables de la prédisposition au rétino­
blastome. Le rétinoblastome est une pathologie avec un taux élevé de néo­
mutations et les patients atteints peuvent ainsi être porteurs d'une mutation 
en mosaïque. Aucune étude de détection des mutations en mosaïque n'avait 
été réalisée en E M M A . C'est pourquoi nous voulions nous assurer que 
cette technique présente une sensibilité à la détection des mutations en 
mosaïque au moins équivalente à la DHPLC (Wave 3500HT, Transge-
nomic), actuellement utilisée en routine diagnostique pour RB1. Un panel 
de variants représentant l'ensemble des transitions et transversions possi­
bles a été constitué. Pour chaque cas nous avons réalisé une gamme de 
dilution s'étendant d'un ratio 1/2 (mutation à l'état hétérozygote) à 1/50 
afin de définir la sensibilité de la technique en faisant varier le ratio entre 
l'allèle muté et l'allèle sauvage. En parallèle, nous avons sélectionné un 
panel de 6 patients portant une mutation en mosaïque sur RB 1, préalable­
ment détectée en DHPLC. Les PCR ont été réalisées avec une Taq clas­
sique (Thermoprime Plus D N A Polymerase, Thermo Electron) et avec le 
kit QIAGEN multiplex PCR, puis ont été révélées par électrophorèse capil­
laire sur un ABI 3100 (Applied Biosystems). Les données ont ensuite été 
analysées avec le logiciel dédié, Emmalys (Kenium), et ont été interprétées 
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par comparaison à des profils de témoins normaux. L'ensemble des profils 
variants a été détecté jusqu'à une dilution de 1/8, et certains jusqu'à une 
dilution de 1/16. Les 6 mutations en mosaïque ont été mises en évidence. 
Ces résultats montrent que l'EMMA est capable de détecter les mutations 
en mosaïque avec une sensibilité au moins égale à la DHPLC, et nous 
autorisent à débuter la mise au point du criblage diagnostique de RB 1 en 
E M M A . Ce travail préliminaire permet aussi d'envisager une application 
pour la récherche des mutations somatiques. 
Mots-clés : mutation, mosaïque, rétinoblastome. 

•P276. A N A L Y S E DES GÈNES BRCA1 ET BRCA2 EN PYROSÉ-
Q U E N Ç A G E ROCHE-454 : C O M P A R A I S O N A V E C LE TECH­
NIQUE D E S A N G E R 
N. Uhrhaimmer, Y. Bidet, L. Lafarge, Y.J. Bignon 
Laboratoire d'Oncologie Moléculaire, Centre Jean Perrin, France 
Contact .\ nancy.uhrhammer@cjp.fr 

L'analyse moléculaire des gènes BRCA1 et BRCA2 est de plus en plus 
demandée pour le conseil génétique des personnes à risque de cancer du 
sein et/ou de l'ovaire. De nouvelles technologies sont actuellement déve­
loppées afin de rendre cette analyse plus abordable en augmentant le débit 
d'analysé et réduisant les coûts. Parmi elles, le pyroséquençage développé 
par 454 et mis en oeuvre sur le GS-FLX de Roche permet le séquençage 
de produits PCR à moindre coût. Afin de mener à bien une analyse simul­
tanée de$ deux gènes BRCA, 40 amplicons pour BRCA1 et 44 pour 
BRCA2, couvrant toute la séquence codante ainsi que les sites d'épissage, 
ont été produits et mélangés pour chaque échantillon. Le traitement de ces 
« libraries » a été réalisé selon les indications de Roche. Une couverture 
théorique moyenne de 133X par amplicon était attendue. Les sujets pré­
sentent un risque héréditaire de cancer du sein ou de l'ovaire validé par 
une consultation oncogénétique. L'ADN a été extrait à partir de sang de 
manière Standard. L'étude a porté à la fois sur des échantillons connus et 
sur des sujets pour lesquels l'analyse Sanger n'a été menée qu'a posteriori. 
4 runs dej 16 échantillons nous ont permis de valider la séquence de 82 à 
92 % des amplicons du gène BRCA1. Deux amplicons n'ont jamais été 
validés du fait d'imprécisions de lecture sur des homopolymères apparais­
sant systématiquement mutés. Cinq mutations délétères ont été confirmées 
en Sangej-. Pour les 48 échantillons dont l'analyse en Sanger est complète, 
234 variations ont été observées en pyroséquence contre 239 en Sanger. 
Les différences étaient dues soit à la non-notation de polymorphismes à 
l'analyse!Sanger, soit au nombre -ou au %- de lectures inférieurs au seuil 
fixé pour leur détection. Les paramètres pour la validation d'une analyse 
ont donc été modifiés à un minimum de 40 lectures et de 20 % des lectures 
portant lé variant. Pour le gène BRCA2, environ 1/4 des séquences n'a 
pas pu être validé à cause d'amplicons trop longs. En effet leurs extrémités, 
lues dans un seul sens, peuvent difficilement être conclues. De plus, quatre 
amplicons ont été invalidés du fait d'imprécisions de lecture systématiques 
sur des homopolymères. Malgré l'analyse partielle de ce gène, huit muta­
tions délétères ont été confirmées en Sanger. Le taux de désaccord des 
polymorphismes observés en pyroséquence vs Sanger était similaire à 
BRCA 1. Nous avons retrouvé une très bonne correspondance entre les 
résultats des deux méthodes de séquençage. Dans notre configuration 
actuelle, avec 16 échantillons de 84 amplicons par run, le coût et le temps 
nécessaire pour les deux méthodes sont comparables. La disponibilité fin 
2009 de la chimie GS-Titanium pour l'analyse d'amplicons permettra un 
allongement des séquences exploitables, une augmentation du nombre total 
de lectures, et offrira la possibilité de multiplexer les échantillons. Ces 
améliorations devraient lever l'essentiel des obstacles observés tout en 
diminuant le coût de réalisation. 

Mots-clés : BRCA, séquençage haut débit. 

•P277. IMPACT D U N O U V E A U S É Q U E N C E U R CE-IVD 3500XL 
D X GENETIC A N A L Y S E R D A N S LA R E C H E R C H E D E RÉAR­
R A N G E M E N T S D E G R A N D E TAILLE D E BRCA2 
T. Noguchi (1), V. Bourdon (1), L. Démange (4), H.Dreyfus (5), 
F. Eisingir (1), L. Faivre (7), M. Frenay (2), P. Gesta (3), L. Huiart (1), 
S. Olschwang (1), X. Tchiknavorian (8), H. Zattara (6), R. Sauvan (1), 
H. Sobol |(1, 9) 
(/) Département d'Oncologie Génétique, de Prévention et Dépistage, IPC, 
Marseille. France 
(2) Centre Antoine-Lacassagne, Nice, France ; (3) CHG Niort, France ; 
(4) Polyclinique de Courlancy, Reims, France ; (5) Institut Ste Catherine, 
Avignon, \France ; (6) Département de Génétique, Hôpital de la Timone, 
Marseille France; (7) Hôpital d'Enfants, CHU de Dijon, France; (8) 
Hôpital Font Pré, Toulon, France ; (9) Université d'Aix Marseille-Il, Mar­
seille, France 
Contact : noguchit@marseille.fnclcc.fr 

Dans le cadre du réseau régional oncogénétique PACA (HerMION), le 
laboratoire de l'Institut Paoli-Calmettes réalise principalement les analyses 
des gènes prédisposant aux cancers du sein et de l'ovaire et ceux associés 
aux tumeurs digestives pour toutes les consultations d'oncogénétique de 
la région. Des réarrangements complexes ont été décrits pour de nombreux 
gènes de prédisposition. Nous avons un intérêt tout particulier pour le gène 
BRCA2, car les trois premiers cas de RGT identifiés en France, l'avaient 
été dans le cadre de notre réseau. Cependant, l'exploration de ces altéra­
tions n'est pas possible avec les approches standards, et plusieurs techni­
ques et stratégies ont été développées à cet effet. Dans notre expériences, 
les RGT de BRCA2 semblent beaucoup plus rares que ceux de BRCA1 
(Casili et ai, J. Med Genêt, 2006 Sep ;43(9) :e49). Avec pour objectif 
d'améliorer la sensibilité, nous avons réalisé des analyses comparatives de 
recherche de RGT de BRCA2 sur deux plateformes différentes : 3130xL 
Genetic Analyser et 3500xL Dx Genetic Analyser, selon la technique 
QMPSF. Nous avons été le premier laboratoire français a pouvoir tester 
avant sa commercialisation le 3500xL Dx Genetic Analyser. Il s'agit de 
la dernière évolution d'un séquenceur capillaire (24 capillaires) de la 
société Applied Biosystems-Life Technologie. L'appareil est labellisé 
CE-IVD et se différencie de ses prédécesseurs par le conditionnement de 
ses consommables en cassette avec des codes-barres et une capacité accrue 
du contrôle qualité, de la validation d'expériences et de la traçabilité. Au 
total, 177 échantillons ont été analysés. La réaction de QMPSF a été réa­
lisée comme décrite précédemment (Casili et ai, J. Med Genêt, 2006 Sep ; 
43(9) : e49). Le marqueur utilisé est GS600 LIZ Size Standard (ABI).Les 
mêmes plaques d'échantillons ont été chargées et analysées sur les deux 
plateformes successivement en changeant uniquement les supports de 
plaque et les « septa » et en respectant les conditions standards de chaque 
appareil : 16 capillaires de 36 cm et le POP6 pour 3130xL, 24 capillaires 
de 50 cm et le POP7 pour 3500xL Dx. Les résultats d'analyse et les par­
ticularités du 3500xL Dx, ainsi qu'un aperçu concernant la transition du 
3130 vers le 3500 seront discutés. Ces éléments pourraient avoir un impact 
important dans le cadre de l'évolution de l'organisation générale de nos 
laboratoires d'Oncogénétique, en ces périodes d'Accréditation ISO 15189 
et de réforme de la biologie. 

Mots-clés : CE-IVD, QMPSF, BRCA2. 

•P278. ÉVALUATION PAR LE TEST MINIGÈNE DES PRÉDIC­
TIONS INFORMATIQUES DES M U T A T I O N S D'ÉPISSAGE DES 
GÈNES BRCA1 ET BRCA2 
J.C. Thery (1,2), S. Krieger (2, 3), F. Revillon (2, 4), P. Gaildrat (1,2), 
A. Killian (1,2), A. Rousselin (3), P. Berthet (2,5), A. Chevrier (6), T. Fre­
bourg (1,2, 6), A. Martins (1), M. Tosi (1,2), A. Hardouin (2, 3) 
(1) Inserm U6I4, Faculté de Médecine, Institut Hospitalo-Universitaire, 
Université de Rouen, France ; (2) Cancéropôle Nord-Ouest, France ; (3) 
Laboratoire de Biologie Clinique et Oncologique, Centre François-
Baclesse, Caen, France ; (4) Laboratoire d'Oncologie Moléculaire, Centre 
Oscar-Lambret, Lille, France ; (5) Consultation d'Oncogénétique, Centre 
François-Baclesse, Caen, France; (6) Service de Génétique, CHU de 
Rouen, France 
Contact : mario.tosi@univ-rouen.fr 

Considérant l'importance de reclasser certains variants de signification 
inconnue (VSI) des gènes BRCA1 et BRCA2, il est essentiel de définir la 
stratégie diagnostique la plus appropriée en intégrant prédiction informa­
tique, tests d'épissage ex vivo basés sur des minigènes et analyse de 
l'ARNm des patientes. Dans ce contexte nous avons déterminé la perti­
nence des différents algorithmes développés (GenSplicer, MaxEntScan, 
Splice Site Finder, NNsplice, Human Splicing Finder, NetGene 2, ESE-
Finder et Rescue-ESE) en confrontant les prédictions aux analyses biolo­
giques. Nous avons dans un premier temps analysé 53 VSI de BRCA1 ou 
BRCA2 dans le test ex vivo d'épissage. Douze de ces VSI induisaient une 
anomalie de l'épissage, 5 ayant un effet fort (défini comme la perte totale 
ou supérieure à 50 % de l'expression du transcrit normal dans le test mini­
gène) et 7 un effet faible. Trois de ces effets forts ont été confirmés par 
l'étude de l'ARNm des patientes et les VSI correspondants ont donc été 
reclassés en mutation d'épissage, l'ARN étant indisponible pour les 2 
autres. Sur les 53 VSI, 24 ont par ailleurs pu être analysés au niveau de 
l'ARNm des patientes. Les résultats du test minigène ont été confirmés 
dans 18 cas et les 6 VSI discordants concernaient des effets faibles sur 
l'épissage. Concernant les prédictions bioinformatiques, nous avons défini 
les critères suivants : variations de score des sites d'épissage supérieures 
à 10 % prédites par au moins 2 algorithmes, création de nouveau site 
d'épissage, activation de sites cryptiques et altérations des motifs ESE/ESS 
dans les exons courts ou caractérisés sur le plan fonctionnel. Nous avons 
ainsi identifié 15 VSI répondant à ces critères sur les 53 analysés. Pour 8 
de ces VSI prédits comme altérant l'épissage selon nos critères, nous avons 
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observé une altération de l'épissage dans le test minigène (sensibilité 
67 % ) . Dans le groupe des 38 VSI ne répondant pas à ces critères, seuls 
4 avait un effet sur l'épissage dans le test minigène (Spécificité 83 % ) . 
Cette confrontation des prédictions informatiques et des résultats du test 
d'épissage ex vivo permet ainsi de proposer des critères bioinformatiques 
offrant une sensibilité et une spécificité adaptées pour établir les priorités 
d'analyses des VSI dans des tests fonctionnels. 
Mots-clés : BRCA 1/2, test minigène d'épissage, prédictions informatiques. 

•P279. INTÉRÊT D E LA C G H A R R A Y H A U T E RÉSOLUTION 
UTILISANT LES PUCES À F A Ç O N ENRICHIES SUR DES 
RÉGIONS CIBLÉES P O U R LA DÉTECTION D E CNVS D E PETITE 
TAILLE D A N S LES F O R M E S HÉRÉDITAIRES D E C A N C E R : 
APPLICATION A U S Y N D R O M E D E LI-FRAUMENI 
J.M. Flaman (1), G. Bougeard (1), T. Frebourg (1,2) 
(1) Inserm U614, Faculté de Médecine et de Pharmacie, Institut Hospi­
talo-Universitaire, Université de Rouen, France; (2) Service de Géné­
tique, CHU de Rouen, France 
Contact : jean-michel.flaman@univ-rouen.fr 

Le syndrome de Li-Fraumeni (LFS) représente l'une des formes mendé-
liennes de cancer les plus graves, compte-tenu du large spectre tumoral 
(sarcomes, tumeurs cérébrales, corticosurrénalomes, cancers du sein pré-
ménopausiques...) et de la précocité de survenue des tumeurs. Ce syndrome 
résulte d'altérations constitutionnelles du gène suppresseur de tumeur 
TP53. Cependant ces altérations de TP53 ne sont retrouvées que dans 29 % 
des familles répondant aux critères dits de Chompret élaborés par le groupe 
français d'étude sur le LFS, critères validés aujourd'hui sur le plan inter­
national. Afin d'améliorer la compréhension des bases physiopathologi-
ques du LFS et d'optimiser son diagnostic moléculaire, nous avons initié 
la recherche de CNVs (Copy Number Variations) dans les familles fran­
çaises évocatrices de LFS, sans mutation détectable de TP53. Dans ce but, 
nous avons développé une approche originale de C G H array enrichie uti­
lisant la puissance de puces à A D N à façon pour détecter des CNVs de 
petite taille intra- ou intergéniques non détectables avec les lames Agilent 
catalogues. Cette puce comprend notamment 4 000 sondes réparties sur 
une région de 400 kb englobant le locus TP53, 20 000 sondes ciblant des 
gènes de la voie p53 et 150 000 sondes couvrant le reste du génome. Cette 
approche a été validée par la détection rapide de remaniements délétères 
intragéniques de TP53, initialement mis en évidence par QMPSF dans 
5 familles atteintes de LFS, altérations qui n'auraient pas été détectables 
par des lames catalogues Agilent 4 x 180K. D'autre part, l'excellente réso­
lution de ces puces à façon nous a permis une cartographie très précise de 
ces remaniements. Ces travaux montrent que les puces à façon enrichies 
sur des régions ciblées permettent à la fois d'assurer une résolution suffi­
sante pour détecter et cartographier de petits CNVs délétères dans les gènes 
connus de prédisposition aux cancers ou dans des gènes candidats et une 
analyse pangénomique de bonne résolution. 
Mots-clés : C G H array, Li-Fraumeni, CNV. 

•P280. CRIBLAGE DES M U T A T I O N S D E L'EXON 2 D U G È N E 
KRAS ET D E LA M U T A T I O N V600E D U G È N E BRAF PAR ANA­
LYSE DES C O U R B E S D E FUSION H A U T E RÉSOLUTION 
F. Coulet (1, 2), I. Boyer (1), F. Soubrier (1, 2) 
(1) Laboratoire d'Oncogénétique et d'Angiogénétique Moléculaire, 
Groupe hospitalier Pitié-Salpêtrière, Paris, France ; (2) Université Pierre-
et-Marie-Curie UPMC, Paris, France 
Contact ; florence.coulet@psl.aphp.fr 

La voie EGFR est devenue une cible thérapeutique dans le traitement des 
cancers en particulier colorectaux. L'EGF se fixe sur le récepteur à l'EGF 
(EGFR), récepteur de type « tyrosine kinase ». La fixation du ligand à son 
récepteur entraîne alors une phosphorylation du récepteur et une cascade 
d'événements transductionnels en faveur de la prolifération tumorale impli­
quant notamment la protéine RAS. La protéine K-ras fonctionne en alternant 
d'un état actif lorsque la protéine est liée au GTP à un état inactif lorsqu'elle 
est liée au GDP. Les mutations somatiques du gène KRAS en empêchant le 
retour à la forme inactivée de la protéine K-ras entraînent une activation 
constitutive de la voie EGFR et sont des marqueurs de résistance aux anticorps 
monoclonaux anti-EGFR tels que cetuximab (Erbitux®) ou panitumumab 
(Vectibix®). Les mutations ponctuelles qui peuvent être dépistées sont, dans 
plus de 90 % des cas, situées sur l'exon 2 du gène KRAS au niveau des 
codons 12 et 13. La présence d'une mutation sur le codon 600 du gène BRAF 
(V600E) est également un marqueur de résistance à ces traitements. L'ADN 
tumoral est extrait à partir de coupes en paraffine de tissu sur lequel le pour­
centage de cellules tumorales a été estimé à un minimum de 50 %. Nous 
rapportons l'analyse de 173 génotypes KRAS et de 40 génotypes BRAF, par 

courbe de fusion haute résolution (High Resolution Melting Curve ou HRM). 
Cette méthode est basée sur la dénaturation des amplicons double brin en 
présence de molécules fluorescentes de nouvelle génération (Resolight dye) 
s'incorporant uniformément dans la molécule d'ADN double brin. Des dif­
férences de la diminution de la fluorescence pendant la dénaturation par la 
chaleur sont mises en évidence chez un hétérodimère comparativement à un 
homodimère. Nous avons réalisé ces tests sur le LightCycler 480 (Roche) et 
montré une limite de détection de la technique correspondant à 5 % d'allèles 
mutants. Lorsque le profil de fusion est anormal, nous poursuivons par du 
séquençage pour caractériser la mutation. Nous avons identifié 57 mutations 
sur le gène KRAS (27 mutations G12A, 12 mutations G12V, 4 mutations 
G12A, 4 mutations G12C, 4 mutations G12S et 6 mutations G13D). Aucune 
autre mutation n'a été mise en évidence sur l'exon 2 du gène KRAS. 
L'ensemble de ces mutations a été identifié sur une majorité de tissus coliques, 
sur 4 biopsies, sur 8 métastases hépatiques et sur 8 tissus d'origine rectale. 
Une seule mutation V600E du gène BRAF a été identifiée sur les 40 tumeurs 
testées. L'analyse des mutations de l'exon 2 de KRAS et de la mutation 
V600E du gène BRAF par fusion haute résolution est une méthode ne néces­
sitant aucune manipulation de post-PCR. C'est une méthode rapide, sensible, 
automatisable et peu coûteuse qui répond aux exigences de fiabilité et de 
rapidité de la médecine individualisée ayant pour but d'optimiser le traitement 
de chaque patient. 
Mots-clés : KRAS, BRAF, HRM. 

•P281. CARACTÉRISATION DES M U T A T I O N S D U PROTO-
O N C O G È N E RET D A N S LE C A N C E R M É D U L L A I R E D E LA THY­
ROÏDE E N ALGÉRIE 
A. Chikouche (1), M. Ait Abdallah (2), M. Boudissa (3), H. Boumaza (2), 
K. Sbahi (2), Y. Oukaci (2), L. Griene (1) 
(/) Laboratoire d'Hormonologie, Centre Pierre-et-Marie-Curie, Alger, 
Algérie; (2) Laboratoire de Biochimie, Centre Pierre-et-Marie-Curie, 
Alger, Algérie; (3) Service d'Endocrinologie, Centre Pierre-et-Marie-
Curie, Alger, Algérie 
Contact : chikouchea@hotmail.fr 

Les Néoplasies Endocriniennes Multiples de type 2 (ou NEM2) sont des 
affections héréditaires rares, transmises selon le mode autosomique domi­
nant ; elles sont liées aux mutations du proto-oncogène RET. Ces muta­
tions prédisposent au développement des NEM2, affections qui peuvent 
s'exprimer phénotypiquement en 1/ NEM2A, forme la plus courante (65 % 
des cas), qui correspond à la présence d'un carcinome médullaire de la 
thyroïde (CMT) associé à un phéochromocytome et/ou une hyperparathy-
roïdie, en 21 NEM2B, forme plus agressive et plus rare (5 % ) , qui corres­
pond à un CMT, associé dans 50 % des cas à un phéochromocytome et/ou 
à des anomalies musculo-squelettiques dans 15 à 20 % des cas, ou en 3/ 
un C M T isolé (CMTF), dans 30 % des cas. Le diagnostic de N E M 2 repose 
sur la mise en évidence de mutations du gène RET, au niveau des exons 
8, 10, 11, 13, 14, 15 et 16, qui sont les plus fréquemment atteints et qu'il 
convient d'explorer en première intention. L'identification d'une mutation 
chez un cas index permet 1/ de confirmer le diagnostic clinico-biologique 
de N E M 2 et 21 de lui assurer une surveillance adaptée, 3/ de dépister de 
manière très précoce, chez les apparentés, ceux qui portent l'anomalie 
génétique familiale et qui devraient bénéficier d'une surveillance étroite, 
avant toute manifestation clinique et biologique et d'une thyroïdectomie 
prophylactique. Notre étude a concerné 82 sujets : 6 témoins et 76 CMT. 
Dans notre série, les C M T se répartissent en 57 C M T sporadiques et 
19 C M T familiaux, qui se subdivisent en 10NEM2A, 01 NEM2B et 08 
CMTF. 9 mutations différentes, décrites dans la littérature, ont été retrou­
vées chez 18/19 patients de nos C M T familiaux. Aucune mutation connue 
n'a été retrouvée dans 01 cas de NEM2A, lequel présente la variation de 
séquence C515S, qui pour de nombreux auteurs représente un variant sans 
liaison avec les NEM2. L'étude familiale a permis de retrouvé ce variant 
chez deux apparentés cliniquement sains. Cette étude génétique a permis 
d'identifier chez les apparentés (35 cas) de certains cas index, appartenant 
à 8 familles différentes, 14 porteurs de la mutation familiale, dont 4 ont 
pu bénéficier d'une thyroïdectomie prophylactique. 

Mots-clés : NEM2, CMT, RET. 

•P282. APPEL À PROJET : C A N C E R D E L'ENFANT ET M A L A ­
DIES D U D É V E L O P P E M E N T : D E N O U V E A U X S Y N D R O M E S À 
CARACTÉRISER 
F. Bourdeaut (1), C. Crétolle (2), P. Landais (3), J. Amiel (4, 5), L. de Pon-
tual (4), I. Janoueix (1), G. Schleiermacher (1, 6), S. Lyonnet (4, 5), 
D. Stoppa-Lyonnet (7), M. Gauthier-Villars (7), O. Delattre (1), S. Sar-
nacki (2, 8) 
(/) INSERM U830, Centre de recherche, Institut Curie, Paris, France ; 
(2) Centre de références des malformations anorectales, Hôpital Necker, 
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Paris, Ftance ; (3) Service d'informatique biomédicale et biostatistiques, 
Hôpital Necker, Paris, France ; (4) INSERM UMR_S 781, Hôpital Necker, 
Paris, France; (5) Département de génétique, Hôpital Necker, Paris, 
France ;\(6) Département de pédiatrie. Institut Curie, Paris, France ; (7) 
Département d'oncogénétique, Institut Curie, Paris, France ; (8) Service 
de chirurgie Infantile, Hôpital Necker, Paris, France 
Contact. franck.bourdeaut@curie.fr 

Appel à projets : Cancers pédiatriques et anomalies du développement : de 
nouveau). syndromes à caractériser. Les causes génétiques des cancers de 
l'enfant testent peu connues. Des syndromes malformatifs augmentant le 
risque dé cancer ont permis historiquement d'identifier des gènes de pré­
disposition (délétion 13q et RB1, W A G R et WT1...). Les malformations 
et maladies du développement sont plus fréquentes dans la population 
d'enfants atteints de cancer que dans la population générale, suggérant 
qu'une cause génétique unique puisse occasionnellement expliquer 
l'ensemble du phénotype. Les cancers syndromiques sont néanmoins peu 
recensés, et les association fortuites peu distinguées des associations signi­
ficatives. Notre projet consiste à recenser rétrospectivement et prospecti-
vement auprès des oncologues pédiatres de la SFCE toutes les observations 
de cancefs pédiatriques syndromiques. Ces cas seront recensés sur la base 
de données CEMARA, en y précisant les échantillons biologiques dispo­
nibles. Une consultation de génétique sera fortement recommandée et un 
consentement pour étude de l'ADN obtenu. Les échantillons biologiques 
constituti|onnels et tumoraux conservés feront l'objet d'études spécifiques, 
orientées par des associations syndromiques découvertes comme récur­
rentes ou par des associations semblant hautement significatives. Cette 
étude coopérative est impulsée par des équipes d'oncopédiatres, chirur­
giens de l'enfant, biologistes et généticiens de l'Institut Curie et de l'hôpital 
Necker. Le projet biologique a vocation à s'étendre à toute équipe de 
recherche impliquée dans les thématique « oncogénétique » et/ou « maladie 
du développement ». Le projet se construira autour d'un consortium scien­
tifique réunissant les équipes ainsi identifiées. 

Mots-clés : cancer, malformation, pédiatrie. 

Génétique des populations, évolution 
•P283. E T U D E D E LA PSEUDODEFICIENCE E N ARYLSULFA-
TASE À (PD-ASA) DANS LA POPULATION TUNISIENNE : GRA­
DIENT G É O G R A P H I Q U E NORD-SUD 
I. Dorboz (1, 2), N. Ben-Halim (3), R. Kefi (3), E. Eymard-Pierre (2, 4), 
S. Chakrèun (3), S. Ben-Fadhel (3), S. Abdelhak (3), N. MILADI (1), 
O. Boesppug-Tanguy (2, 5) 
(/) Maladies Neurologiques de l'Enfant, Faculté de Médecine de Tunis, 
Tunisie ; (2) INSERM UMR 931 CNRS 6647, Université de Clermont, 
GReD, C'ermont-Ferrand, France ; (3) Exploration Moléculaire de Mala­
dies Orphelines d'Origine Génétique, Institut Pasteur de Tunis, Tunisie ; 
(4) CHIA de Clermont-Ferrand, Génétique Médicale et Cytogénétique 
Médicale Clermont-Ferrand, France ; (5) Service de Neuropédiatrie, 
Robert-Debré, Paris, France 
Contact : dorboz@yahoo.fr 

L'Arylsuiphafatase A (ASA) est une enzyme de dégradation des sulfatides 
dont le j déficit est responsable de la leucodystrophie métachroma-
tique(LDM), maladie récessive autosomique caractérisée par une accumu­
lation des! sulfatides. Le niveau élevé des sulfatides dans les oligodendro-
cytes a comme conséquence une destruction progressive de la myéline. Un 
certain nombre de sujets en bonne santé peuvent présenter une activité 
arylsulfatase A très faible mais pas de L D M on parle de pseudodéficience 
en arylsulfatase (PD-ASA). Deux mutations sont responsables de la majo­
rité des allèles de la PD. La mutation N350S au niveau de l'exon 6 et la 
mutation |(1524+95A->G) qui touche le site de la polyadénylation. La fré­
quence dé ces deux allèles est de 7 à 15 % dans la plupart des populations, 
la fréquence la plus élevée (22,7 %) étant retrouvée chez les Yéménites. 
Dans le présent travail, nous avons déterminé les fréquences alléliques et 
haplotypiques de la pseudodéficience dans la population tunisienne à partir 
de 129 individus non apparentés de différentes régions de la Tunisie : 57 
du Nord, 53 du Sud et 19 du centre. Dans la population tunisienne, la 
fréquence de la PD-ASA (18,7 %) est plus élevée que dans les pays euro­
péens, poche de celle retrouvée au Yémen. Des variations notables de 
répartitioti géographique ont été constatées, montrant un gradient Nord-Sud 
(25 % aujNord et 9 % au Sud). Ces résultats confirment des études sug­
gérant que les rencontres et les échanges entre les populations locales et 
migrantes n'ont donc pas été les mêmes au Nord et au Sud de la Tunisie. 
La comparaison avec d'autres populations, devrait permettre de 

M/S hors série n" 1, vol. 26, janvier 2010 

comprendre comment cette diversité a pu se mettre en place en rapport 
avec les divers mouvements de populations. 
Mots-clés : arylsulfatase A, population, pseudodéficience 

•P284. DIFFÉRENTES ORIGINES ET HISTOIRES NATURELLES 
D E LA M U T A T I O N G2019S D U G È N E LRRK2 ASSOCIÉE À LA 
M A L A D I E D E PARKINSON 
S. Lesage (1, 2), E. Patin (3), C. Condroyer (1,2), AL. Leutenegger (4, 5), 
E. Lohmann (1, 2), N. Giladi (6, 7), A. Bar-Shira (8), S. Belarbi (9), 
N. Hecham (9), P. Pollak (10), A.M. Ouvrard-Hernandez (10), S. Bardien 
(11), J. Carr (11), T. Benhassine (12), H. Tomiyama (13), C. Pirkevi (14), 
T. Hamadouche (15), C. Cazeneuve (16), N. Basak (14), N. Hattori (13), 
A. Durr (1,2, 16), M. Tazir (9), A. Orr-Urtreger (7, 8), L. Quitana-Murci 
(3), A. Brice (1, 2, 16) et le groupe PDG 
(/) INSERM, UMR_S975 (anciennement UMR_S679), Paris, France ; (2) 
Université Pierre-et-Marie-Curie Parisô, UMR_S975 CRicm, Hôpital 
Pitié-Salpêtrière, Paris, France ; (3) Institut Pasteur, Human Evolutionary 
Genetics, CNRS URA3012, Paris, France ; (4) INSERM U535, Villejuif, 
France ; (5) Université Paris-Sud, IFR69, UMR_S535, Villejuif, France ; 
(6) Movement Disorders Unit Parkinson Center Department of Neurology, 
Tel Aviv Sourasky, Médical Center, Tel Aviv, Israël ; (7) The Sackler 
Faculty of Medicine, Tel Aviv University, Tel Aviv, Israël ; (8) Genetic 
Institute, Tel-Aviv Sourasky Médical Center, Tel-Aviv, Israël ; (9) Service 
de Neurologie, CHU Mustapha, Alger, Algérie ; ( 10) Service de Neuro­
logie, CHU de Grenoble, Grenoble, France ; (II) Division of Neurology, 
University of Stellenbosch, Cape Town, South Africa ; (12) Laboratoire de 
biologie moléculaire, Université de Bab Ezzouar, Alger, Algérie ; (13) 
Department of Neurology, Juntendo University School of Medicine, Tokyo, 
Japan ; (14) Bogaziçi University, Molecular Biology and Genetics Depart­
ment, Neurodegeneration Research Laboratory, Istanbul, Turkey ; ( 15) 
Laboratoire de biologie moléculaire, Université M'hamed Bougara, Bou-
merdes, Algérie ; ( 16) AP-HP, Hôpital Pitié-Salpêtrière, Département de 
Génétique et Cytogénétique, Paris, France 
Contact : alexis.brice@upmc.fr 

INTRODUCTION : Des mutations dans le gène LRRK2 pour Leucine-
Rich-Repeat Kinase 2 ont été identifiées dans des formes autosomiques 
dominantes de la maladie de Parkinson (MP) et chez des cas isolés. Parmi 
elles, la mutation G2019S est la plus commune, avec une fréquence qui 
varie selon l'origine géographique et ethnique : cette mutation est très rare 
en Asie (<0,1 % au Japon), représente - 2 % en Europe et augmente consi­
dérablement chez les Juifs Ashkénazes (-15 %) et en Afrique du Nord 
(-40 % ) . Des études antérieures ont montré que les patients porteurs de 
G2019S, dans ces différentes populations, partageaient au moins 3 haplo-
types communs. BUT D U TRAVAIL : Déterminer les histoires naturelles 
de la mutation G2019S du gène LRRK2 dans un groupe multi-ethnique de 
patients atteints de MP. PATIENTS ET MÉTHODES : Nous avons géno­
type 74 marqueurs (20 STR pour Short Tandem Repeat et 54 SNP pour 
Single Nucleotide Polymorphism), s'étendant sur une région génomique 
de 16 M b chez 191 individus provenant de 126 familles avec G2019S (121 
hétérozygotes and 5 homozygotes). Parmi elles, 67 sont d'origine nord-
africaine, 18 d'Europe, 37 d'origine juive, une famille japonaise, une autre 
turque et deux autres d'origine mixte. Les haplotypes sont reconstruits par 
le programme Phase v.2.1.1. L'âge de la mutation G2019S est estimé par 
2 méthodes de maximum de vraisemblance. Les réseaux haplotypiques 
chez les porteurs et les non-porteurs sont déterminés par le programme 
Network v.4.5. RÉSULTATS : -Nous avons identifié 3 haplotypes diffé­
rents : Haplotype 1 partagé par 95 % des porteurs de G2019S, Haplotype 
2, initialement identifié chez 3 familles américaines d'origine européenne, 
est également retrouvé chez 2 familles françaises et Haplotype 3, spéci­
fique de la population japonaise, est partagé par une famille turque. - Les 
analyses de réseaux haplotypiques montrent que Haplotype 1 et Haplo­
types 2 et 3 sont placés à chaque extrémité du réseau, suggérant que la 
mutation G20I9S est apparue indépendamment, au cours d'au moins 2 évé­
nements mutationnels chez l'Homme. - La distribution de la diversité intra-
allélique dans les différentes populations étudiées portant le plus commun 
Haplotype 1, conjointement à l'estimation de l'âge de G2019S, dans ces 
populations, suggèrent que cet événement mutationnel est apparu au 
Moyen-Orient, il y a à peu près 4000 ans. CONCLUSION : En utilisant 
un groupe multi-ethnique de patients atteints de MP, nous avons montré 
que la mutation G2019S dans le gène LRRK2, associée à M P est apparue 
indépendamment chez l'Homme, au cours d'au moins 2 événements muta­
tionnels. L'un des événements le plus fréquent est apparu au Moyen-
Orient, il y a à peu près 4 000 ans. 

Mots-clés : mutation G2019S du gène LRRK2, maladie de parkinson, 
haplotype. 
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