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INTRODUCTION

Le développement des différentes techniques de biologie moléculaire a permis
l'identification de la plupart des génes impliqués dans les grands syndromes de
prédisposition héréditaire aux cancers. Les principaux génes responsables de cancers
héréditaires et répondant a un déterminisme Mendélien sont désormais accessibles a un
diagnostic moléculaire et a une prise en charge médicale. Cependant, de nombreuses

agrégations familiales de cancers restent inexpliquées a ce jour.

Le syndrome de Li-Fraumeni constitue un exemple de ces syndromes de
prédisposition héréditaire aux cancers. Il est lié¢ a la mutation constitutionnelle du gene TP53
et prédispose a de nombreux types de cancers, notamment a certains sarcomes des tissus
mous. Dans le cadre du diagnostic moléculaire du syndrome de Li-Fraumeni pour lequel le
laboratoire de Génétique moléculaire de Rouen est centre de référence, nous disposons d'un
recrutement national exceptionnel de familles présentant une agrégation de cancers rares.
Nous avons ainsi noté la survenue dans certaines familles de plusieurs cas de
dermatofibrosarcome de Darier et Ferrand ou son agrégation avec de multiples cas de

cancers dans ces familles.

Le DFS est une tumeur cutanée de bas grade de malignité appartenant a la classe
des sarcomes des tissus mous et il n'a jamais été retrouvé associé dans le laboratoire a une
mutation constitutionnelle du géne TP53. Le DFS se caractérise par des anomalies
génétiques récurrentes a type de translocation chromosomique t(17;22) ou d’anneau
chromosomique surnuméraire aboutissant chacune au méme geéne de fusion
COL1A1/PDGFB. Ces anomalies sont retrouvées dans plus de 95% des cas, cependant
elles n'expliquent pas lI'ensemble des DFS et ne peuvent expliquer la survenue dans une
méme famille de plusieurs cas de DFS chez différents individus ni I'existence de nombreux
cancers associés. Cela nous a amené a suspecter l'existence d'une mutation d'un unique
geéne qui rendrait compte d’'une prédisposition héréditaire aux cancers observés dans ces
familles. Suivant cette hypothése et en raison de leurs implications démontrées dans le
développement des DFS sporadiques, nous avons décidé d'étudier deux génes candidats :
PDGFB et PDGFRB.



Cette thése a eu pour objet la recherche de mutations constitutionnelles des génes
PDGFB et PDGFRB dans des familles affectées par un ou plusieurs Dermatofibrosarcome
de Darier et Ferrand (DFS) et/ou de multiples cancers. Nous avons réalisé cette étude au
cours d'une année de stage d'interne de Biologie Médicale dans le laboratoire de Génétique

Moléculaire du CHU de Rouen, dirigé par le Professeur T.Frébourg.

La premiére partie sera consacrée a la revue du déterminisme génétique aux cancers
avec comme exemple, le syndrome de Li-Fraumeni. Puis nous présenterons le DFS et
insisterons sur les bases génétiques de ce cancer nous ayant amenées a étudier ces deux
génes. Dans la seconde partie, nous présenterons les patients que nous avons étudiés et les
méthodes que nous avons personnellement utilisées ou mises au point pour I'étude de ces
deux génes. Nous présenterons également dans ce chapitre les outils bioinformatiques pour
I'analyse des résultats et les criteres de qualités que nous nous sommes imposés. Ces
critéres correspondent aux exigences nécessaires au dépistage de mutations dans des
genes a haut risque génétique de cancer et diagnostiqués dans le laboratoire de Génétique
Moléculaire du CHU de Rouen. Les troisiemes et quatriemes parties seront respectivement

consacrées a la présentation et a la discussion des résultats.



. GENETIQUE MENDELIENNE DES CANCERS

|.1 Bases moléculaires des cancers

| 1 1. Les cancers : des maladies génétiques somatigues

Les cancers sont des proliférations clonales pathologiques causées par de multiples
événements moléculaires (altérations génétiques et épigénétiques) d'une cellule de
l'organisme. Le processus de transformation d'une cellule normale en une cellule tumorale
consiste en une accumulation successive et séquentielle de mutations somatiques et permet
de définir la majorité des cancers comme étant des maladies génétiques acquises. Il est
ainsi possible de dénombrer ainsi au sein d'une cellule tumorale parfois plus d'une centaine
de mutations [1-3]. De plus, il existe dans une méme tumeur une hétérogénéité dans le
nombre et le type de mutations somatiques retrouvées [4]. Parmi toutes les mutations
retrouvées dans une cellule tumorale, se distinguent deux grands types de mutations
somatiques. Les driver mutations qui interviennent dans les différents processus de
transformation maligne, de progression tumorale et de survie de la tumeur. Elles conférent
un avantage de croissance et ont été sélectionnées lors du développement des cellules
tumorales. Ce sont également les driver mutations qui conférent aux cellules tumorales leur
phénotype particulier défini par un potentiel de prolifération illimité (immortalisation), un
échappement a la mort cellulaire programmée, une autosuffisance en signaux de croissance
contrastant avec une insensibilité aux signaux inhibiteurs de la croissance, l'induction de
I'angiogénése, la capacité d'invasion tissulaire et de développer des métastases [5]. Ces
mutations sont présentes en petit nombre, généralement moins de quinze et sont les
mutations responsables de I'oncogenése. Toutefois, ces driver mutations sont noyées dans
la masse des autres mutations somatiques que sont les passenger mutations. Ces derniéres
ont un effet biologique neutre, ne conféerent pas d’avantage de croissance aux cellules
tumorales et ne sont que le reflet de linstabilité génétique de la cellule tumorale. Toute la
difficulté de la recherche des génes impliqués dans 'oncogenése consiste donc a distinguer

les driver mutations des passenger mutations.



| 1 2. Proto-oncogénes, génes suppresseurs de tumeur et génes de réparation

A ce jour, plus de 350 génes impliqués dans le développement de cancers ont été
identifiés [6] et ces génes de cancer peuvent étre schématiquement classés en trois grandes
catégories : les proto-oncogénes, les génes suppresseurs de tumeurs et les génes de
réparation ou care-takers.

La catégorie des proto-oncogénes a été la premiere a étre identifiée. Il s’agit de
génes impliqués dans la transduction des différents signaux recus par la cellule et qui ont
pour réle de réguler positivement la prolifération et le cycle cellulaire. Leur altération dans les
cellules tumorales active les proto-oncogénes en oncogénes, les rendant hyperactifs,
favorisant ainsi la croissance cellulaire et diminuant la mort cellulaire programmée. Les
proto-oncogénes ont été découverts initialement selon trois grandes voies historiques de
recherche que sont I'analogie avec des oncogénes viraux, les études de transfection de ces
génes dans des modéles cellulaires comme les cellules NIH3T3, et I'étude des génes
impliqués dans les translocations observées dans les leucémies ou les lymphomes.
L’activation des proto-oncogénes en oncogénes peut résulter d'une mutation ponctuelle avec
un gain de fonction délétére de la protéine (mutations des génes RAS dans de nombreux
cancers), d'une amplification génique (amplification du géne ERBBZ2 dans 25% des cancers
du sein), de translocations chromosomiques dérégulant I'expression du géne (translocation
juxtaposant le proto-oncogene MYC avec un géne codant une immunoglobuline) ou créant
un géne de fusion codant pour une nouvelle protéine avec une fonction aberrante
(translocation récurrente 1(9;22)(q34;911) du chromosome Philadelphie de la leucémie
myéloide chronique, aboutissant a la création d'un géne de fusion entre les génes BCR et
ABL). Un seul événement moléculaire mutant un seul des deux alléles d'un proto-oncogéne
est nécessaire a leur activation, ce qui se traduit par un effet dominant des mutations
activant les oncogénes.

La seconde catégorie correspond aux genes suppresseurs de tumeurs qui possédent
des propriétés inverses aux proto-oncogénes puisqu'ils sont des régulateurs négatifs de la
prolifération cellulaire et qu'ils favorisent I'apoptose. Ces génes sont également appelés
gate-keepers car ils sont responsables de la formation des points de contrdle ou checkpoints
entre les différentes phases du cycle cellulaire. Ces checkpoints permettent aux cellules en
division de prévenir et de réparer les anomalies de I'ADN survenues lors de la mitose ou
lorsque ces anomalies sont trop importantes d'orienter la cellule vers I'apoptose.

La troisiéme catégorie correspond aux génes impliqués dans la réparation de 'ADN
ou care-takers. Ces génes ont pour réle de maintenir l'intégrité de I'ADN et de réparer les
anomalies génétiques susceptibles d'activer les proto-oncogénes et d'inactiver les

gate-keepers.
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A linverse des proto-oncogénes, les génes suppresseurs de tumeurs et les génes de
réparation sont inactivés dans les cellules tumorales. Cette perte de fonction peut également
faire intervenir différents mécanismes. Il peut s'agir de délétions d'une région du
chromosome contenant le géne suppresseur de tumeur, de mutations ponctuelles qui
altérent sa fonction, d'une interaction avec un oncogéne viral ou encore d'altérations
épigénétiques qui vont diminuer I'expression du géne (hyperméthylation du promoteur du
géne MLH1 dans les cancers du colon). De plus, pour que la fonction d’'un géne suppresseur
soit perdue, il est généralement nécessaire que les deux copies du géne soient inactivées ce
qui explique le caractére récessif des anomalies moléculaires des suppresseurs de tumeurs
au niveau cellulaire.

Les altérations a la fois des proto-oncogénes et des génes suppresseurs de tumeurs
sont nécessaires pour la dérégulation de la croissance cellulaire. De plus, I'emballement du
cycle cellulaire en l'absence de controle est responsable d'une instabilité génétique des
cellules qui favorise la progression de la cellule vers le cancer et I'acquisition par la cellule
tumorale de nouvelles propriétés comme la néo-angiogénése, la capacité d'invasion

tissulaire ou la résistance a une chimiothérapie.

| 2. Formes héréditaires de cancers

| 2 1. Génétigue Mendélienne des cancers

Si 'ensemble des cancers résultent d’'une séquence d'anomalies génétiques et
épigénétiques, moins de 5% de tous les cancers correspondent a des formes héréditaires de
cancers et répondant a un déterminisme Mendélien. Ces cancers héréditaires sont liés a une
anomalie constitutionnelle de I'ADN correspondant fréquemment a la mutation d’'un géne
suppresseur de tumeur ou de réparation de 'ADN, plus rarement d’'un oncogéne. En effet,
chez les individus porteurs a I'état hétérozygote d'une mutation d'un géne suppresseur de
tumeur, le premier événement moléculaire conduisant a la transformation maligne est déja
présent dans I'ensemble des cellules de I'organisme (sauf trés rares cas de mosaique). Il
suffit alors d'un seul événement moléculaire inactivant le second alléle pour perdre la
fonction de la protéine, contre deux événements moléculaires dans une seule et méme
cellule dans le cas des cancers sporadiques. La présence chez un individu donné d’'une
mutation constitutionnelle d’un géne suppresseur de tumeur le prédispose donc a

développer des tumeurs plus fréquemment et plus précocement que dans la population
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générale. Cette prédisposition aux cancers liée a une mutation d'un géne suppresseur de
tumeur (premier "événement génétique"), suivie d'une deuxieme mutation somatique de
I'alléle sain (second "événement génétique") correspond au two-hit model émis en 1971 par
Knudson [7] (figure 1). Ce modéle dit de Knudson et Comings [8, 9] explique ainsi la
survenue chez plus de 90% des porteurs d'une mutation constitutionnelle du géne RB7 de
rétinoblastome, un cancer de I'ceil de I'enfant et dont l'incidence dans la population générale
est de 1 naissance sur 20000. RB1 fut ainsi le premier géne suppresseur de tumeur a étre

caractérisé [10-12].

Figure 1. lllustration du two-hit model de Knudson et Comings

Image issue de l'article de Knudson, 2001 [13].
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Cette premiére mutation d’'un géne suppresseur de tumeur ou de réparation de 'ADN
peut étre de survenue de novo, ce qui signifie que la mutation est apparue chez l'individu
sans qu’elle ne soit héritée d’'un des deux parents. Cependant, la mutation peut également
étre héritée d’'un des deux parents et est alors présente dans I'ensemble des cellules de
individu. La transmission a la descendance des ces mutations conduit a des tableaux
familiaux avec de nombreux cancers dans la famille définissant ainsi les syndromes de
prédisposition héréditaires aux cancers. Les cancers observés dans ces syndromes sont de
survenues précoces avec une anticipation des ages de survenue des cancers dans ces
familles par rapport a la population générale pour un méme type de cancer. De plus, il est
parfois possible d’'observer de multiples cas de cancers chez un méme individu porteur. Les
mutations dans ces syndromes de cancer héréditaire se caractérisent également par une
pénétrance importante, parfois méme compléte. Enfin, ces mutations constitutionnelles se
transmettent selon un mode qui apparait sur le plan clinique comme autosomique dominant
et qui respecte les lois de Mendel.

Le modele de Knudson et Comings ne doit toutefois pas étre érigé en dogme, car
pour les mutations inactivatrices tout dépend de la tolérance biologique de la protéine
impactée par les variations quantitatives. Ce modéle, basé sur des données
épidémiologiques, doit donc étre pondéré a la lumiére des connaissances des différents
mécanismes de I'oncogenése. Mais il constitue une étape importante dans la compréhension
du déterminisme génétique des cancers et a permis l'identification de plusieurs génes
suppresseurs de tumeurs majeurs comme les génes APC [14, 15] ou VHL [16]. Enfin, il reste
encore d'actualité pour un grand nombre de syndromes de prédisposition héréditaire aux
cancers de déterminisme Mendélien qui sont actuellement les seuls a faire I'objet d'un réel
dépistage et d'une prise en charge médicale. En effet, la présence d’'une prédisposition
Mendélienne aux cancers implique une prise en charge spécifique des familles, afin de
prévenir, de dépister précocement les tumeurs et parfois adapter les thérapeutiques. Enfin,
la suspicion sur le plan clinique d’une prédisposition Mendélienne aux cancers doit amener a
une consultation d’oncogénétique afin d’affirmer ou non ce diagnostic et si possible afin de
documenter la mutation familiale permettant ainsi la réalisation d’'un conseil génétique dans

cette famille.

| 2 2. Exemple du syndrome de Li-Faumeni

Les principaux syndromes de prédisposition héréditaire aux cancers sont le

syndrome de prédisposition aux cancers du sein et de l'ovaire, lié aux génes BRCAT et
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BRCAZ ; la polypose adénomateuse familiale de transmission autosomique dominante liée
au gene APC; et le syndrome de Lynch, également nommé syndrome HNPCC pour
Hereditary Non Polyposis Colorectal Cancer, lié a une altération d'un des genes de
réparation des mésappariements de 'ADN du systeme MMR ou MisMatch Repair (MLH1,
MSH2, MSH6 et PMS2). Mais de nombreux autres génes ont été impliqués dans différents
syndromes de prédisposition aux cancers [17].

Nous citerons comme exemple le syndrome de Li-Fraumeni (LFS, MIM #151623), lié
a une mutation constitutionnelle du géne TP53 [18, 19]. Ce syndrome est une affection rare
prédisposant a de nombreux types de cancers avec un risque important pour un méme
individu affecté de développer plusieurs cas de cancers durant la vie. Ces cancers
apparaissent dés I'enfance mais peuvent concerner les adultes jusqu’a un age élevé ce qui
rend la prévalence de cette affection difficile a évaluer. Les tumeurs les plus caractéristiques
sont les sarcomes des tissus mous, les ostéosarcomes, les tumeurs cérébrales, les cancers
du sein du sujet jeune, les corticosurrénalomes, les tumeurs des plexus choroides, les
hémopathies malignes a type de leucémies ou de lymphomes et le cancer du poumon
[20-22]. Le LFS est définit cliniquement par les critetres de Chompret révisés [22-26]
(Tableau 1). Il se transmet sur le mode autosomique dominant avec la mise en évidence
d’'une mutation constitutionnelle du géne TP53 dans environ 70% des familles. La
pénétrance des mutations délétéres du géne TP53 est forte avec un risque de développer un
cancer de 15% a 15 ans, puis de 80% a 50 ans pour les femmes contre 40% au méme age
pour les hommes. Cette différence de pénétrance entre les deux sexes étant essentiellement
expliquée par le cancer du sein. Le conseil génétique est délicat en raison du large spectre
des tumeurs et de leur survenue a tout age, surtout dans l'enfance. Il existe dans ce
syndrome un risque important de cancers radio-induits ce qui peut amener a des
modifications dans la prise en charge thérapeutique [27, 28]. De plus, il n’existe pas de
mesure de surveillance efficace, a I'exception de celle pour le cancer du sein chez les
femmes, bien que des études de surveillance par IRM corps entier chez les patients
asymptomatiques porteurs d'une mutation délétére du géne TP53 soient en [29].

Le diagnostic moléculaire du syndrome de Li-Fraumeni en France est quasiment
exclusivement réalisé au laboratoire de Génétique Moléculaire de Rouen. En raison de cette
position comme centre de référence, nous bénéficions ainsi au laboratoire d’'un important
recrutement de familles atteintes de multiples cancers et/ou de cancers rares comme le
dermatofibrosarcome de Darier et Ferrand, un sarcome des tissus mous et pour lequel il n’a

jamais été retrouvé de mutation constitutionnelle du géne TP53.
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Tableau 1. Critéres de Chompret révisés de 2009 pour le dépistage de mutation germinale
du géne TP53

Critéres

I. Cas index avec une tumeur appartenant au spectre tumoral du LFS (sarcome des tissus mous,
ostéosarcome, tumeur cérébrale,cancer du sein prémeénauposique, leucémie,
corticosurrénalome, cancer bronchoalvéolaire du poumon) avant I'dge de 46 ans
ET au moins un apparenté au premier ou au second degre avec une tumeur du spectre
(a l'exception du cancer du sein si le proband présentait lui méme un cancer du sein)
avant I'age de 56 ans ou avec de multiples tumeurs

ou

Il. Cas index avec de multiples tumeurs (a I'exception de cancers du sein multiples),
dont deux appartiennent au spectre tumoral du LFS et la premiére tumeur avant 46 ans

ou

Ill. Patient avec un corticosurrénalome ou une tumeur des plexus choroide, quelque soit I'histoire familiale

Abréviation utiliseées : LFS, syndrome de Li-Fraumeni

Tableau issu de I'article de Tinat et al., 2009 [25].
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Il. DERMATOFIBROSARCOME DE DARIER ET FERRAND

Il 1. Présentation du dermatofibrosarcome de Darier et Ferrand

[ 11. Epidémiologie

Le dermatofibrosarcome de Darier et Ferrand (DFS), également appelé
Dermatofibromatosarcoma Protuberans est un sarcome des tissus mous, généralement de
bas grade de malignité et d’évolution lente, développé a partir du derme. Rare, le DFS
représenterait approximativement 0,1% de I'ensemble des cancers. Sa prévalence est
estimée entre 0,8 et 5 par million [30, 31] et son incidence a 4,2 par million [32]. Selon
I'étude de Kransdorf ayant répertorié les cancers des tissus mous sur une période de 10 ans,
il représenterait seulement 6 % des 12 000 cas de tumeurs malignes des tissus mous
diagnostiqués, entre 1980 et 1990 [33]. Le sex-ratio du DFS est de trois hommes pour deux
femmes [34, 35]. De plus, le DFS serait presque deux fois plus fréquent chez les individus de
peaux noires [36, 37]. D'évolution lente, il est difficile de déterminer la date de son apparition.
Il est diagnostiqué a tout age, méme en période néonatale [38, 39] mais il apparait plus
fréquemment entre 30 et 50 ans [34, 40, 41].

Il 1 2. Diagnostic clinique

Initialement décris en 1924 par les deux dermatologues frangais Darier et Ferrand, le
DFS se présente sous la forme de Iésions cutanées localisées sur n'importe quelle partie du
corps, débutant par des plaques cutanées fibreuses rosées ou violettes-rouges surélevées et
indurées qui s’étendent progressivement (figure 2A), puis évoluent lentement en un ou
plusieurs nodules dermiques de consistance ferme et pouvant atteindre plusieurs
centimetres (figure 2B). Le diagnostic du DFS est souvent tardif et retardé parfois de
plusieurs années en raison de la progression trés lente des lésions et I'aspect peu spécifique
au stade initial de plaques cutanées, il est par contre de diagnostic facile au stade

multinodulaire.
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Figure 2. Lésions cutanées observées dans le DFS
A. Plaque localisée au niveau du dos. B. Plaque avec évolution nodulaire localisée au

niveau inguinal. Images issues de l'article de Bianchini et al., 2007 [42].
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Il 1 3. Diagnostic anatomopathologigue

Le diagnostic de DFS est porté par 'examen histologique d’'une biopsie de la Iésion.
Cet examen retrouve une prolifération tumorale monomorphe de cellules bien différenciées a
point de départ dermique. Les cellules sont d’aspect fibroblastique, généralement fusiformes
et se disposant parfois selon des structures tournoyantes en rayons de roue ou en panier
d’osier. La tumeur respecte I'épiderme, mais infiltre le derme et I'hypoderme dissociant les
lobules adipeux hypodermiques en suivant les axes vasculaires donnant parfois un aspect
caractéristique de nid d’abeille. Cette infiltration le long des axes vasculo-nerveux et des
plans aponévrotiques se fait souvent bien plus loin que ne le laisse supposer la clinique ou
l'aspect macroscopique. C’est pourquoi 'examen anatomopathologique est essentiel lors du
traitement chirurgical afin de déterminer les marges d’exérése et limiter les récidives. Enfin,
contrairement au fibrosarcome, 'examen histologique ne met pas en évidence d’anomalies
nucléaires ni d'élévation de I'index mitotique dans le DFS. L'aspect du DFS lors de I'examen
anatomopathologique est illustré sur la figure 3. Il s’agit de I'examen macroscopique et
microscopique d'un DFS de la fesse survenu chez un homme d’une trentaine d’années et

diagnostiqué au CHU de Rouen.
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Figure 3. Examen anatomopathologique de DFS

A. Examen macroscopique d’'un lambeau cutané avec au centre un dermatofibrosarcome se
présentant comme un nodule cutané pigmenté mesurant 1,8 x 1,7 cm. B. Examen
microscopique en coloration HES du DFS. Vue au grossissement X4 permettant d’observer
a gauche la peau saine et a droite une tumeur cutanée bien définie, a bords réguliers,
développée au dépend du derme, respectant I'épiderme et envahissant I’hypoderme. C. Vue
au grossissement X10, révélant une prolifération cellulaire monomorphe de cellules
fusiformes sans aucun pléomorphisme apparent qui infilire le derme avec une dissociation
des lobules adipeux. D. Vue au grossissement X20, révélant des cellules d’aspect
fibroblastique réalisant des structures tournoyantes.

Ces images ont été aimablement communiquées par le laboratoire d'anatomopathologie du
CHU de Rouen.
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L'origine histogénétique, c’est-a-dire le type de cellule a l'origine de la transformation
maligne, est encore incertaine a ce jour, mais elle serait probablement d'origine
fibroblastique ce qui pourrait expliquer I'aspect histologique et immunohistochimique des
cellules du DFS. Bien que plutét peu spécifique, I'immunohistochimie peut aider a
différencier le DFS d’autres tumeurs de méme localisation. En effet, le DFS présente des
marquages positifs a l'antigéne CD34, au hyaluronate, et a la vimentine tandis que le
marquage est négatif pour la protéine S100 et le facteur Xllla. Ce marquage CD34+ est
assez sensible et permet de faire la différence avec un dermatofibrome. De plus, il est
possible d’observer une disparition du marquage CD34 dans certaines régions de la tumeur,
ce qui doit faire suspecter un contingent fibrosarcomateux associé [36]. Les tumeurs des
gaines nerveuses présentent pour leur part un marquage positif pour S100.

Le DFS se caractérise par des anomalies génétiques récurrentes a type de
translocation chromosomique t(17;22) ou d’anneau chromosomique surnumeéraire issu du
réarrangement des deux méme chromosomes [43]. C’est pourquoi, il est possible dans les
cas douteux de confirmer le diagnostic avec une analyse cytogénétique des cellules
tumorales recherchant ces anomalies génétiques. Cet examen peut étre également
complété par une analyse par hybridation in situ fluorescente (FISH) permettant d’objectiver
sur coupes tissulaires la cassure du chromosome 22 et de la fusion de deux chromosomes
anormaux (Figure 4). Cependant, I'examen histologique et I'immunohistochimie étant
suffisants pour poser le diagnostic, ces deux examens de cytogénétique ne sont pas réalisés
dans la pratique courante.

Le diagnostic différentiel inclut le fibrosarcome, le dermatofibrome, le neurofibrome et
d'autres tumeurs du tissu mou. L’histologie, 'immunohistochimie et le caractére plus délimité

du DFS permet de faire la différence.
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Chromosome 17 normal : un signal vert

COL1A1

Chromosome 22 normal : un signal rouge

PDGFB

Translocation t(17;22) ou anneau : un signal vert + un signal rouge = un signal jaune

COL1A1/PDGFB

Figure 4. Analyse par FISH sur noyaux interphasiques de DFS

A. Localisation schématique des sondes de FISH. B. Réarrangement chromosomique au
locus du géne PDGFB détectée par FISH, comme en témoigne dans les cellules tumorales
la présence de plusieurs signaux jaunes visualisés par les fleches et signant la présence de
plusieurs génes de fusion COL1A1/PDGFB. Images issues de l'article de Bianchini et al.,
2007 [42].

-0 -



Il 1 4. Evolution naturelle

Dans la grande maijorité des cas, les DFS présente un bas grade de malignité avec
une évolution indolente sur plusieurs années, de trés rares métastases [44], mais un risque
trés élevé de récurrence et une infiltration locale des tissus. Dans ces cas, le DFS ne met
pas en jeu le pronostic vital. Le pronostic est uniquement lié a la qualité de son exérése
chirurgicale qui doit étre suffisante pour limiter le risque de récidive. Dans 10 a 15% des cas,
parfois aprés de nombreuses années d’évolution ou au décours de multiples récidives, le
DFS peut se transformer en tumeurs fibrosarcomateuses de malignité intermédiaire ou de
haut grade de malignité. Le pronostic est alors plus réservé dans ces variantes
fibrosarcomateuses en raison de leur plus grand risque de récidive et de métastases

[45, 46]. Globalement, le taux de mortalité est faible (<3% a 10 ans).

Il 1 5. Prise en charge

La prise en charge du DFS est avant tout chirurgicale avec examen
anatomopathologique extemporané. Une imagerie par IRM ou scanner est réalisée afin
d'estimer la profondeur de l'invasion tumorale et lors du bilan d’extension a la recherche
d’éventuelles métastases. L’exérése chirurgicale est suffisante pour guérir dans plus de 90%
des cas, mais elle nécessite des marges d'exérése en tissu sain larges a plusieurs
centimétres des bords de la tumeur selon la technique de chirurgie afin de supprimer tout
risque de récidive locale. Ces marges d’exérése larges influent sur les conséquences,
notamment esthétiques, de la chirurgie, surtout en cas de tumeur de grande taille. En cas
d’excision incompléte de la tumeur, il est souvent nécessaire de renouveler la chirurgie, mais
une radiothérapie postopératoire peut aussi étre proposée. Pour reprendre I'exemple du
patient ayant été diagnostiqué au CHU de Rouen, la tumeur qui mesurait 1,8 cm de grand
axe a nécessité I'excision d’'un lambeau cutané de 6 cm de diamétre.

Il existe dans le DFS une hyperproduction du facteur de croissance dérivé des
plaquettes de type B (PDGFB) et une hyperstimulation du récepteur au PDGF qui serait a
I'origine de la transformation maligne [43, 47]. Ce récepteur au PDGFB n’est pas surexprimé
dans ces cancers, mais il appartient a la classe des récepteurs a activité tyrosine kinase au
méme titre que le récepteur ABL impliqué dans la leucémie myéloide chronique ou encore c-
KIT impliqué dans les formes sporadiques et certaines formes familiales de tumeurs
stromales gastro-intestinales (GIST) [48]. Or il existe pour ces deux types de cancer une

chimiothérapie efficace ciblant les récepteurs tyrosine kinase : le mésylate d'imatinib ou
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simplement imatinib, commercialisé sous le nom de Glivec®. Cette molécule inhibe I'activité
de ces deux récepteurs mais également le récepteur du PDGFB [49]. C’est pourquoi
l'imatinib constitue actuellement le traitement de référence des DFS métastatiques ou non
réséquables sur la base des hauts taux de réponse tumorale dans différents essais cliniques
prospectifs [50, 51]. Plusieurs essais thérapeutiques ont aussi été réalisés afin de tester
I'efficacité de I'imatinib en préopératoire afin de limiter les conséquences de la chirurgie [52]
et en postopératoire pour limiter les récidives [53]. Cette utilisation, bien que prometteuse,
doit encore démontrer son efficacité dans de plus grandes études et se heurte aux fréquents
effets secondaires liés a l'utilisation de ce médicament. Pour finir, d’autres thérapies ciblées
pourraient voir le jour pour le traitement du DFS avec un prochain essai thérapeutique de
phase Il utilisant le pazopanib, un inhibiteur de plusieurs récepteurs a activité tyrosine kinase
comme les récepteurs du VEGF, du PDGF et c-KIT.

Il 2. Bases génétiques du dermatofibrosarcome de Darier et Ferrand

Il 2 1. Anomalies génétiques récurrentes

Dans plus de 95% des DFS, sont observées deux anomalies génétiques récurrentes
correspondant soit en une translocation des bras longs des chromosomes 17 et 22 t(17;22)
(921.33;913.1), soit plus souvent encore en la formation d’'un anneau chromosomique
surnuméraire. Ces anomalies génétiques ont été découvertes en 1997 [43] et aboutissent
toutes les deux a la fusion des génes COL7A1 situé sur chromosome 17(17g21.33) et
PDGFB situé sur chromosome 22(22q13.1) (Figure 5). Il a d'ailleurs été émis I'hypothése
quavec le temps ces translocations t(17;22) se transformeraient en anneaux
chromosomiques surnuméraires et seraient sélectionnées dans les cellules cancéreuses
dont elles favoriseraient la prolifération [42]. Suivant 'exemple canonique des translocations
chromosomiques dans les leucémies et les lymphomes, ces deux anomalies génétiques
récurrentes activent le proto-oncogéne PDGFB avec la création d’'un géne de fusion
COL1A1/PDGFB. Ce géne de fusion a pour conséquences une surexpression de la protéine
PDGFB et une hyperstimulation de la voie du PDGFB aboutissant a la transformation
maligne. Le point de cassure chromosomique dans ces anomalies génétiques est trés
variable pour le géne COL1A1, mais il est constamment situé dans le premier intron du géne
PDGFB [43, 54, 55]. Dans les trés rares formes de DFS ne présentant pas la translocation

t(17;22) ont été retrouvées plusieurs autres translocations impliquant le plus souvent le géne
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PDGFB [56, 57]. Cela tend a conforter le réle de proto-oncogéne du PDGFB et a limiter
I'implication du géne COL1A1 dans cette pathologie.

COL1A1 (17q22)
Exons |1 10 20 30 40 50 52
5 ——
¥ —3—+ ] o
Exons | 1A 2 3 45 67
PDGFB (22p13.1)
t(17; 22) (q21.33 ; q13.1) ou anneau chromosomique
5’ {]—Iﬂi—!ﬂﬁ—ﬁﬁﬂ'ﬁfﬁm—ﬂﬂ-ﬂﬂ—mﬁﬁwif—k*‘*—F:— ¥
A\ n'

1

Région des différents points de cassurede COL1IA1
(exons 6 a 47)

Geéne de fusion COL1A1/PDGFB

Figure 5. Représentation schématique de la formation du géne de fusion COL1A1/PDGFB
Schéma issu de l'article de Rutkowski et al., 2011 [58].
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Il 2 2. Présentation du PDGF

Le facteur de croissance dérivé des plaquettes (PDGF) a été identifie en 1974
comme une protéine localisée dans les granules alpha des plaquettes humaines ayant la
capacité a favoriser la croissance et la division des fibroblastes, des cellules musculaires
lisses et des cellules gliales [59-61]. Le PDGF appartient a la méme famille de facteur de
croissance que le VEGF et posséde une puissante activité mitogéne et de chimiotactisme
pour les cellules exprimant des récepteurs au PDGF, typiquement des cellules d'origine
mésenchymateuse. Il joue un role important dans la réparation des tissus et la cicatrisation
des plaies [62], mais il est également impliqué dans I'angiogenése et dans la croissance et le
développement de nombreux organes comme le cerveau durant 'embryogénése. |l joue un
réle important dans différents processus physiopathologiques des cellules cancéreuses
comme la néoangiogénése [63] et la formation de métastases [64]. Enfin, il a également été
impliqué dans la formation de la plaque d’artériosclérose [65]. Il consiste en homodimeéres ou
hétérodiméres issus de quatre chaines protéiques distinctes et étroitement reliées par des
ponts disulfures. Il existe cinq isoformes différentes de PDGF avec quatre homodiméres de
chaine A (PDGFA), B (PDGFB), C (PDGFC) et D (PDGFD), ainsi qu'un hétérodimere
constitué des chaines A et B. Les quatre chaines ont des expressions différentes selon les

tissus, les stades de développement ou les différents états physiopathologiques.

12 3. PDGFB

Le gene PDGFB impliqué dans le DFS code pour la chaine B du PDGF et est situé
sur le chromosome 22 en 22q13.1. Il posséde 8 exons avec notamment un premier exon
alternatif permettant au géne de coder deux protéines qui sont secrétées dans le milieu
extracellulaire sous la forme de précurseurs de 241 et 226 acides aminés avec notamment
un peptide signal codé par les premiers exons alternatifs. L'expression du PDGFB est
régulée a la fois au niveau de la transcription et de la traduction. Plusieurs études ont montré
que la région 5UTR de I'ARNm, codée par le premier exon du géne, inhibe fortement la
traduction et donc I'expression de la chaine protéique de PDGFB [66-69]. Or les anomalies
chromosomiques observées dans le DFS séparent TARNmM du premier exon inhibiteur.

La biosynthése et la maturation du PDGF sont contrélées a plusieurs niveaux et
différent selon les isoformes de PDGF. La synthése de 'homodimére de PDGFB nécessite

tout d'abord une étape de ligation de deux précurseurs par des ponts disulfures, puis une
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étape de maturation intracellulaire avec la protéolyse du pro-domaine N-terminal par la furine
ou d’autres proprotéines convertases ayant une activité enzymatique similaire [70, 71]. Cette
étape de maturation serait probablement nécessaire au PDGFB pour acquérir la capacité de
liaison aux récepteurs et donc devenir actif [70, 72]. Enfin, il peut exister une derniere étape
intracellulaire de protéolyse du domaine C-terminal. Ce domaine consiste en motif de
rétention du ligand a la surface externe de la cellule et sa protéolyse permet ainsi la
sécrétion dans le milieu extracellulaire du ligand actif et soluble.

Le géne PDGFB constitue I'un des premiers proto-oncogénes humain décrits. Il fut
identifieé et cloné par Dalla-Favera et collaborateurs en 1981 lors des premiéres études
d’analogie avec des oncogénes viraux [73]. En effet, le PDGFB présente de nombreuses
similitudes avec un géne de rétrovirus animal : le gene v-sis du virus du sarcome simien
(SSV) [74, 75]. Ce rétrovirus est responsable du développement de cancer a type de
fiborosarcome chez le singe et c'est ce méme géne v-sis qui est responsable de la
transformation maligne chez les singes infectés. C’est pourquoi PDGFB a été initialement
dénommé C-SIS et ce n’est que deux années plus tard que le géne fut identifié comme le
gene codant la chaine B du PDGF. Sa similitude est bien plus importante avec le géne
PDGFB que PDGFA [76], de plus plusieurs expériences sur des modéeles de cellules NIH3T3
ont montré qu’a la fois I'oncogéne viral v-sis, mais aussi le géne humain C-SIS (PDGFB)
sont capables, lorsque leur expression est sous la dépendance du promoteur viral, d’'induire
une transformation des cellules [77].

Lorsqu’il est secrété dans le milieu extracellulaire le PDGFB est capable de stimuler
les cellules proches portant son récepteur selon un mode paracrine. Mais il a également été
décrit I'existence d’autostimulation autocrine par le PDGFB [78]. La co-expression de
PDGFB et de son récepteur dans certaines tumeurs humaines comme le DFS et certaines
leucémies suggerent un réle du PDGFB de stimulation autocrine de la croissance
néoplasique [79]. Par la suite, plusieurs études démontrérent la capacit¢é du PDGFB a
induire la prolifération, a inhiber 'apoptose et a réguler le cycle cellulaire [72]. L’expression
du PDGFB a également été mise en évidence dans de nombreux types de cancers humains
tandis que les cellules normales n’exprimaient pas ou trés peu la protéine [80]. Plus
récemment, PDGFB a été décrit comme impliqué dans la transition mésenchymo-épithéliale
[81], dans la néoangiogénése tumorale et la perméabilisation des vaisseaux favorisant les
métastases [64].

L’implication dans de nombreux processus physiopathologiques des cancers font du
PDGF un théme de recherche important pour le développement de nouvelles thérapies
ciblées. En plus, des inhibiteurs de récepteurs tyrosine kinase comme [imatinib,
précédemment décrit, les autres grands mécanismes pharmacologiques en cours d’études

sont des molécules piégeant le PDGF comme des anticorps anti-PDGF, des aptaméres ou
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des récepteurs solubles bloquant le ligand PDGF, mais aussi des inhibiteurs de la fixation du

ligand sur le récepteur avec des anticorps anti-PDGFR ou des inhibiteurs compétitifs.

[124. COL1A1

Le gene COL1A1 code pour la chaine alpha 1 du collagéne de type | qui est exprimé
par les fibroblastes a un niveau élevé. Le collagéne de type | est d'ailleurs la plus abondante
des protéines du corps humain. Les mutations constitutionnelles du géne COL71A1 sont
impliquées dans certaines formes d’ostéogénése imparfaite et du syndrome d’Elher-Danlos.
Il présente 51 exons et code pour une protéine qui est secrétée dans le milieu extracellulaire
sous la forme d’un précurseur de 1464 acides aminés avec notamment un peptide signal
formé par les 22 premiers acides aminés. Le géne COL1A1 ne jouerait pas un réle important
dans l'oncogénése comme latteste I'existence de translocation impliquant le PDGFB et
d'autres partenaires que COL1A1 [56, 57]. De plus, les translocations t(17;22) ne concernent
que le premier intron du géne PDGFB, tandis qu'il existe de multiples points de cassures
introniques pour le géne COL1A1 [43, 54, 55]. Par conséquent, les différentes portions de
séquences codantes apportées par COL1A71 dans le géne de fusion COL1A1/PDGFB ont
probablement peu d'importance dans 'oncogenése. La fusion avec le géne COL1A1 apporte
comme avantages sélectifs (i) un promoteur fort et des régions régulatrices favorisant
I'expression de la protéine de fusion dans les cellules cancéreuses ; (ii) le remplacement du
peptide signal du PDGFB permettant ainsi la sécrétion de la protéine de fusion ; (iii) avec un

respect du cadre de lecture du géne PDGFB.

Il 2 5. Effet transformant du géne de fusion COL1A1/PDGFB

La capacité de transformation de la protéine chimérique COL1A1/PDGFB a été
décrite en 1998 lors d’étude transfection du géne de fusion dans des cellules NIH3T3 [47].
Par la suite, il a été démontré que le produit du géne de fusion subissait la méme protéolyse
activatrice que la chaine protéique normale de PDGFB [82]. En effet, le site de clivage est
codé par I'exon 3 du géne PDFGB et permet a la protéine chimérique d’aboutir a la formation
d’'une protéine PDGFB activée parfaitement normale. |l s’agit donc d'un exemple
d’événement moléculaire activant un proto-oncogéne qui ne consiste ni en une translocation

chromosomique dérégulant I'expression d’'un géne ni en un géne de fusion codant pour une
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nouvelle protéine avec une fonction aberrante, mais en un géne de fusion aboutissant a la
surexpression d’'une protéine normale.

En résumé, la translocation t(17;22) ou l'anneau chromosomique surnuméraire
responsable de DFS place le géne PDGFB sous la dépendance du promoteur et des régions
régulatrices du gene COL71A17 qui est fortement exprimé, notamment dans les fibroblastes.
Cette anomalie génétique libére également TARNm du PDGFB de son premier exon et donc
de son contréle négatif de la traduction. La protéine de fusion COL1A1-PDGFB est secrétée
sous la forme d'un précurseur et subit une protéolyse produisant une protéine PDGFB
pleinement fonctionnelle. L’anomalie génétique observée dans le DFS aboutit donc a une
augmentation de I'expression du PDGFB a la fois au niveau transcriptionnel et au niveau
traductionnel. Cette hyperproduction de PDGFB aboutirait ensuite a une hyperstimulation
autocrine et paracrine des cellules possédant des récepteurs au PDGFB et c'est cette

hyperstimulation de la voie du PDGFB qui causerait la formation de dermatofibrosarcome.

Il 2 6. Récepteurs de la voie du PDGFB

Le PDGF exerce son action au travers de deux récepteurs tyrosine kinase situés sur
la surface des cellules cibles et structurellement trés similaires. Le récepteur alpha
(PDGFRA) et le récepteur béta (PDGFRB) vont ainsi lier le PDGF, permettant
I'hnomodimérisation ou [I'hétérodimérisation des récepteurs et leur activation par
autophosphorylation des domaines intracellulaires tyrosine kinase. Cette
autophosphorylation entraine un changement de conformation des récepteurs et permet
l'interaction avec d'autres protéines intracellulaires assurant la transduction du signal comme
les protéines SH2 (SRC Homology 2), PI3K (Phosphoinositide 3 Kinase) ou PLC® (isotype
gamma de la Phospholipase C).

PDGFRA et PDGFRB sont tous les deux des proto-oncogénes et ont été impliqués
dans plusieurs types de cancers. Des amplifications du géne PDGFRA ont été rapportées
dans les glioblastomes [83, 84] et des mutations ponctuelles de ce géene PDGFRA sont
impliquées dans certaines formes sporadiques ou héréditaires de GIST [85]. Le géne
PDGFRB a également été impliqué dans la leucémie myélomonocytaire chronique et dans
des syndromes myéloprolifératifs avec hyperéosinophilie (MIM #131440). En effet, au cours
de cette derniére hémopathie se produit une translocation créant un géne de fusion entre le
PDGFRB et un autre géne, généralement ETV6. Ce géne de fusion donne naissance a une
protéine chimére possédant le domaine tyrosine kinase du PDGFRB qui devient ainsi

constitutivement actif, indépendamment de la fixation du ligand [86].
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L'existence de cinq isoformes de PDGF et de 3 diméres de récepteurs différents
procure en théorie de nombreuses combinaisons possibles pour la signalisation du PDGF.
Cependant, il n'existe des preuves in vivo que pour un nombre limité de couples ligands-
récepteurs. Le ligand PDGFB n'a ainsi pour seul récepteur que le récepteur béta au PDGF
(PDGFRB). Le PDGFRB apparaitrait donc comme le récepteur permettant I'hyperstimulation
autocrine et paracrine des cellules par le PDGFB et leur transformation maligne dans le
DFS.

Le géne PDGFRB posséde 23 exons et code pour un récepteur transmembranaire de
1106 acides aminés localisé a la surface des cellules. Les régions codant la protéine
correspondent aux exons 2 a 23. La protéine PDGFRB est composée d'un peptide signal
formé par les 32 premiers acides aminés, d'un domaine extracellulaire de 500 acides
aminés, comprenant 5 domaines successifs immunoglobulin-like de type C2. C'est cette
portion extracellulaire de la protéine qui reconnait le ligand PDGF avec le site de fixation du
ligand composé du deuxiéme et troisitme domaine immunoglobulin-like. La protéine
comprend également une hélice alpha transmembranaire de 21 acides aminés et un
domaine intracellulaire de 553 acides aminés. Cette portion intracellulaire du récepteur
comprend les régions effectrices et permet la transduction du signal avec notamment un
domaine tyrosine kinase de 363 acides aminés. Des mutations somatiques concernant la
portion intracellulaire du PDGFRB ont d'ailleurs été décrites en 2007 par Greenman dans
des tumeurs de type GIST et cancer du sein. De nombreuses mutations somatiques faux-
sens ou pouvant impliquer I'épissage du géne PDGFRB sont également rapportées dans la
base de données COSMIC (Catalogue of Somatic Mutation In Cancer) [87] dans des
cancers de la peau, de I'estomac, du sein, de I'ovaire, du colon, du poumon, de la prostate et

des tumeurs du systéme nerveux central.
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MATERIEL ET METHODES

I. PATIENTS ETUDIES

Huit patients avec une histoire personnelle et familiale associant de multiples cas de
cancer dont un dermatofibrosarcome de Darier et Ferrand ont été étudiés. Deux patients
(patients 1 et 6) avaient également un apparenté lié au second degré atteint de DFS
constituant une présentation familiale de cette tumeur. Sept patients ont été adressés pour le
diagnostic moléculaire d'un syndrome de Li-Fraumeni et parmi ces sept patients, cinq d'entre
eux avaient des antécédents familiaux répondant strictement a la définition de ce syndrome
selon les critéres révisés de Chompret [25]. Pour chacun de ces sept patients, le criblage du
géne TP53 par séquencage et QMPSF s'était révélé négatif. Le patient 4 avait été adressé
pour le diagnostic moléculaire d'un syndrome de Lynch mais présentait également un
dermatofibrosarcome et un criblage des genes MLH1, MSH2 et MSH6 par séquengage et
QMPSF qui s'était révélé négatif. Nous disposions également de prélévements d'apparentés
pour deux des patients testés afin de rechercher une ségrégation des éventuelles anomalies
observées avec la pathologie. Pour chaque famille étudiée, le cas-index était un patient
ayant présenté un dermatofibrosarcome de Darier et Ferrand. Toutefois, chez un patient
(patient 5), le diagnostic de DFS a été reclassé comme fibrosarcome bien que le diagnostic
de DFS était trés fortement suspecté par le clinicien ayant fait I'observation de ce patient. En
parallele a ces huit patients, nous avons étudié une femme de 52 ans indemne de tout
cancer comme témoin lors de nos manipulations.

L'analyse des génes PDGFRB et PDGFB a été réalisée a partir de sang total recueilli
sur des tubes EDTA. L'ensemble de ces prélévements a été collecté dans six centres de
Génétique clinique de France et un centre suisse. Les huit patients et le témoin
appartiennent a des familles indépendantes et sont tous d'origine caucasienne, sauf le
patient 3 qui est d'origine nord-africaine. Un consentement éclairé pour la réalisation
d'analyses de génétique a été recueilli pour chacun des patients et pour le témoin.

Les difféerentes analyses de génétique déja realisées, les cancers, leur age de
survenu ainsi que la présentation sporadique ou familiale de DFS pour les huit patients
étudiés sont résumés dans le tableau 2. Les histoires familiales de cancer des huit patients

étudiés sont résumées dans le tableau 3.
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Tableau 2. Patients étudiés

. Analyses génétiques Tumeur® Présentation
Patient Sexe s R . . -
réalisées (&ge au diagnostic) familiale
1 masculin TP53 DFS (30) DF niece (10)
. TP53 .
2 masculin Caryotype haute resolution DFS (27), TE (44), P (52) sporadique
3 féminin TP53 DFS (32), S (32) sporadique
4 féminin MLH1 | MSH2 | MSH6 DFS (28), C (38) sporadique
5 féminin TP53 F (11), S (39) sporadique
6 masculin TP53 DFS (30), LALT (30) DF oncle (53)
. TP53 .
7 féminin BRCA1 | BRCA2 DFS (31), S (39) sporadique
8 féminin TP53 DFS (22) sporadique
*Abréviations utilisées:
C: Cancer du colon
DFS : Dermatofibrosarcome de Darrier et Ferrand
F: Fibrosarcome
LALT : Leucémie aiglie lymphocytaire T
P: Adénocarcinome bronchopulmonaire
S: Cancer du sein
SCF : Sarcome a cellules fusiformes
TE: Tumeur neuroendocrine de I'ethmoide
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Tableau 3. Antécédents familiaux de cancer des huit patients étudiés

Familles Tumeur* Prélevements Critéres de Chompret
(&4ge au diagnostic) disponibles pour le syndrome de Li-Faumeni
Patient 1 DFS (30) sang
Sceur C (36), S (39), PK (57) sang (x2)
Sceur S (46 et 53) sang
Mere S (54)
Pere R (69) oui
Niece DFS (10)
Grand-mére maternelle LA (39)
Grand-tante maternelle S (68)
Arriére grand-oncle maternel C (66) sang
Patient 2 DFS (27), TE (44), P (52) sang (x2)
Pere L (26), PR (>60)
Tante paternelle S (50) oui
Cousine maternelle TC (?)
Petit cousin marternel R (?)
Patient 3 DFS (32), S (32) sang
Mére C (61) oui
Pere PR (82)
Patient 4 DFS (28), C (38) sang (x2), salive non
Patient 5 F (11), S (39) sang (x2)
Mere V(?)TI(?)
Grand-mére maternelle TI (50) oui
Grand-tante maternelle U (46) Tl (50)
Grand-tante maternelle S (>70)
Patient 6 DFS (30), LALT (30) sang
Oncle paternel DFS (53)
Oncle paternel P (58) oui
Grand-pére paternelle O (77)
Grand-meére paternelle TC (39)
Patient 7 DFS (31), S (39) sang, salive
Sceur S (26) ADN
Sceur S (44)
Pere PR (65)
Meére S (63) oui
Grand-pére paternel PR (?)
Tante maternelle S (45)
Oncle maternel SCF (54)
Grand-mére maternelle TC (76)
Patient 8 DFS (22) sang, salive
Mere S (39) oui
Grand-mére maternelle L (60)

*Abréviations utilisées:

C: Adénocarcinome du colon

DFS : Dermatofibrosarcome de Darrier et Ferrand
F: Fibrosarcome

LA : Cancer du larynx

L: Leucémie, sans précicion

LALT : Leucémie aiglie lymphocytaire T

O: Cancer de l'oesophage

P : Adénocarcinome bronchopulmonaire

PK : Cancer du pancréas, sans précision

PR : Adénocarcinome de prostate

R : Cancer du rein, sans précision

S: Cancer du sein

SCF : Sarcome a cellules fusiformes

TC: Tumeur cérébrale, sans précision

TE : Tumeur neuroendocrine de I'ethmoide

Tl: Tumeur cutanée, sans précision

uU: Adénocarcinome utérin

Vo Tumeur de la vésicule biliaire. sans précision
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Il. EXTRACTION DE L'ADN

L'extraction d'ADN génomique a été effectuée a partir de 2 ml sang total en utilisant le
kit d'extraction FlexiGene® DNA Kit (QIAGEN) selon les recommandations du fournisseur.
La concentration ainsi que la pureté des ADN extraits ont été mesurées a l'aide d'un
spectrophotométre mesurant I'absorbance a 260 nm (NanoDrop®). La concentration des

différents prélévements d'’ADN a ensuite été ajustée par dilution entre 100 et 200 ng/pl.

lll. SEQUENCAGE DU GENE PDGFRB

La recherche de mutations du géne PDGFRB a été réalisée aprés amplification par
PCR en séquencant l'intégralité de la séquence codante correspondant aux exons 2 a 23

ainsi que les régions introniques en amont et en aval des exons sur au moins 50 pb.

Il 1. Modélisation des amorces de PCR-séquencage

La grande majorité des amorces de PCR pour le séquencage du gene PDGFRB a
été modélisée par Cyrille POTTIER (Inserm U1079, Rouen). Toutefois, afin de répondre aux
exigences de qualité pour l'analyse des séquences, deux couples d'amorces ont été
modélisés a nouveau. Les amorces de PCR-séquencgage ont été choisies a l'aide du logiciel
de modélisation informatique d'amorces de PCR Primer3 intput (version 0.4.0)
(http://frodo.wi.mit.edu/), en utilisant les paramétres par défaut du logiciel. Les amorces ont
été commandées avec une purification de qualité désalée au laboratoire Eurogenetec. Les
certificats d'analyse fournis a la livraison attestent de leur qualité.

Nous avons Vvérifié que chacun des couples d'amorces permettaient une amplification
sélective d'une unique région du génome humain en réalisant une PCR in silico a I'aide du
logiciel @BIOTEC In Silico PCR (http://www4a.biotec.or.th/cgi-bin/webPcr). Nous avons
également vérifié qu'aucun des sites de reconnaissance des amorces ne contenait de SNP
décrit dans les bases de données.

La séquence des amorces utilisées pour le PCR-séquencage du géne PDGFRB, leur

localisation dans le géne et la taille des ampliméres sont présentées dans le tableau 4.
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Tableau 4. Séquence et localisation des amorces pour le séquencage du géne PDGFRB

Exon?

Amorce sens

Amorce antisens

Taille des produits
de PCR (pb)

4bis
5et6
7
8
9
10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23

5' - GACGTGGTGGCTTTTGACTT -3
5'- GACCTGAGGGCTGTGCATAC - 3'
5' - GAGACAGAGGGCCAGAGATG - 3'
5'- TATTCACGGCTCCACTCCTG - 3'
5'-TTTCCCTCTCTAGCCCCCTA - 3'
5'- GGCCCCAGCATCCATATTAG - 3'
5'- CCTGTGGGTGAGGATTTACG - 3'
5'- GAACCCATCGGTTTTCACAC - 3'
5'- TGACCAGTAGAGGGAGCACA - 3'
5' - CCTAGAGCGAGATGCTGAGG - 3'
5'- ATATGCCCCTGCCCCTCT - 3'

5'- AGTGGCTCTTTCCCCTCACT - 3'
5'- CCTGGGTCTTGCAGCACA - 3'
5'- ACCACAGAGGCAGGAAAAGA - 3'

5' - TGGGATAGACTGAAGGAAGATGA - 3'
5' - AAGCAGGAGAACTTTGAGTTTGA - 3'

5'- ATCCTCCAAGAGCACACCAG - 3'
5'- ATGGACATGGGAACTGTGCT - 3'
5'- AGCATGGCTCTCCTTGTCCT - 3'
5'- ATACACCCAGCCACCACTTC -3
5'- GCAGCGGGGGTCTTATTTAT - 3'
5'- GCAGGCCTTGCATAGTTTTC - 3'

5'- GATCCACCAGACCGAGGATA - 3'
5'- GAACACACTCCCCGACTGAG - 3'
5'- CTGAGCATCAGGCCAGAAAG - 3'
5'- GGCTGTGGTGAGAATCCACT - 3'
5'- CTCTGCACCCAGCAAAGTG - 3'
5'- GCCTAGGTTTGTGGCTGAAA - 3'
5'- GACAGTGCAGGAAGGGAGAG - 3'
5'- CTATGCCCGGAACAATATGC - 3'
5'- TTCACAATGCTCCTGTTTGC - 3'
5'- CACAAGTCCCCACCTGAGTT - 3'
5'- CTGGGACCAGACCTCAGAGA - 3'
5'- CCCAAACCAGACCCAGACT - 3'
5'- TAAACCCCACCGCCCTCT -3

5' - GACAAAAGGAGGGGAAGGAG - 3'
5'- CATCTATGAAATGGGCACGA - 3'
5'- ACTGCCCATGTGCGAGAG - 3'

5'- AGCCCCACACAGATTTCCTA - 3'
5'- TATCAGGGCTCGTCCCATAG - 3'

5' - TGGTTTAAGCCAGTAGAGTTGGA - 3'

5'- AAAGGGTGGTCCCCTAAATG - 3'

5'- CTTACCCTACGTAACTTACCTCTGA - 3'

5'- CACAACACGTCAGGAGCAGA - 3'

499
580
398
410
591
480
364
394
500
394
333
397
389
393
400
399
361
375
264
352
472
483

#Les nombres correspondent aux numéros des exons.
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111 2. Amplification du geéne PDGFRB

Les réactions de PCR ont été réalisées dans un volume final de 25 pl contenant 1 pl
de chaque amorce a 10mM, 200 uM de dNTP(s), 2 mM de MgCl,, 1,5U de Taqg DNA
Polymérase (ThermoPrime Tag DNA polymerase, Thermo Scientific, ABgene®) et 200 ng
d'ADN génomique. Pour I'exon 14 riche en GC, la réaction de PCR a nécessité I'ajout de
10% de DMSO. La réaction a été incubée dans un thermocycler GeneAmp® PCR System
9700 (Applied Biosystems®) selon les conditions suivantes : aprés 3 minutes de
dénaturation a 94°C, la PCR a consisté en 9 cycles de 15 secondes a 94°C, 20 secondes a
65°C (avec une diminution de 1°C par cycle), 30 secondes a 72°C, puis 25 cycles de 15
secondes a 94°C, 20 secondes a 55°C, 40 secondes a 72°C et une extension finale de 5
minutes a 72°C.

Aprés purification des produits de PCR sur plaque Multiscreen® PCRu96 Filter Plate,
5 pl de produit de PCR ont été déposés sur un gel d'agarose a 2% pour chaque
amplification. Cela a permis aprés migration par électrophorése de s'assurer de l'efficacité de

la PCR, de la bonne taille des produits amplifiés et de la spécificité des amplifications.

Il 3. Réaction de séquence

Les réactions de séquences ont été effectuées par la méthode de Sanger utilisant
des didésoxynucléotides fluorescents suivies d'une nouvelle purification par centrifugation en
gel de polymére. Enfin, ces produits ont été analysés sur le séquenceur Applied Biosystem®

3130x/ Genetic Analyzer.

Il 4. Lecture des séquences

Les séquences obtenues par le séquenceur ont ensuite été analysées a l'aide du
logiciel de lecture de séquence Variant Reporter™ en comparaison avec la séquence du
transcrit de référence NM_002609.3 comprenant 23 exons et 1106 acides aminés (GRCh37,
hg19). Les séquences ne répondant pas aux exigences de qualité ou ne pouvant étre lues
que dans un seul sens, mais aussi toutes variations de signification inconnue ou mutations

ont été imprimées, annotées et relues manuellement.
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[l 4.1. Exigence de qualité des séquences avant passage sur Variant Reporter™

Une premiére analyse de la qualité des séquences obtenues aprés migration sur le
séquenceur Applied Biosystem® 3130x/ Genetic Analyzer est réalisée avec l'étude des
données brutes fournies par le logiciel du séquenceur Sequencing Analysis 5.3.1 (Applied
Biosystem®).

Nous avons analysé l'intensité globale de la séquence visualisée par les données
brutes collectées par le séquenceur automatique (Raw data) afin de s'assurer que les
séquences étaient d'une intensité suffisante pour permettre l'interprétation et que le signal
restait homogeéne et ne décroissait pas au cours de la migration. De plus, le signal devait
présenter un démarrage et un arrét net et ne devait pas présenter d'artéfacts liés a un défaut
d'incorporation des ddNTPs (ou blobs) génant la lecture des séquences. Enfin, la ligne de
base des quatre fluorophores devait étre a zéro. Nous avons aussi étudié les
électrophorégrammes fournis par le logiciel Sequencing Analysis 5.3.1 (Applied Biosystem®)
nous permettant d'éliminer les séquences ayant un bruit de fond trop intense par rapport a la
séquence d'intérét. Si les Raw data ou les électrophorégrammes évoquaient une séquence

de mauvaise qualité alors celle-ci n'était pas importée dans le logiciel Variant Reporter™.

11 4.2. Analyse des séquences par le logiciel Variant Reporter™

Les séquences présélectionnées sont ensuite importées dans le logiciel de lecture de
séquence Variant Reporter™. Dans un premier temps, le logiciel réalise une comparaison de
ces séquences par rapport a une séquence de référence prédéfinie par l'utilisateur. Aprés
vérification de I'allocation exacte des séquences par le logiciel et élimination des séquences
de qualité insuffisante, le logiciel compare les résultats obtenus chez un individu pour un
méme amplimére dans les deux sens de lecture afin de détecter la présence ou I'absence de
variations nucléotidiques. Les différentes variations nucléotidiques détectées par le logiciel
sont enfin annotées et comparées a une liste de variations génomique connue également
définie par I'utilisateur. Nous avons ainsi référencé dans Variant Reporter™ toutes les SNP
présents chez plus de 1% des individus d’origine caucasienne et décrits dans la base de
données dbSNP (version 135), regroupant notamment les données de HapMap
(International HapMap Consortium. 2005) [88] du 1000 Genomes Project [89] et de 'Exome
Sequencing Project (http://evs.gs.washington.edu/EVS/ ).

Les filtres utilisés pour I'analyse de la qualité des séquences et les seuils de détection

des mutations du logiciel Variant Reporter™ sont les mémes que ceux utilisés en routine au
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titre du diagnostic moléculaire dans le laboratoire de Génétique Moléculaire du CHU de
Rouen.

Concernant les filtres de qualité imposés au logiciel pour I'acceptation et I'analyse des
séquences, nous avons défini que la valeur de Trace Score (paramétre correspondant a la
moyenne des valeurs de qualité allouée par le logiciel pour l'identification de chacune des
bases de la séquence analysée) devait étre supérieure a 30. La taille de la séquence allouée
et lue par le logiciel par rapport a la taille de la séquence théoriquement obtenue par PCR
représentée par la valeur du TRL% devait étre supérieure a 50%. La valeur de Peak under
Peak (PUP score), représentant le ratio entre l'intensité de fluorescence du bruit de fond par
rapport a l'intensité de la séquence d'intérét, devait étre inférieure a 4%. Enfin, la taille
minimale de séquence allouée et lue devait étre supérieure a 50 pb. Concernant les
paramétres de détection des mutations, le seuil minimal de base mixée pour la détection de
variation nucléotidique hétérozygote était de 15%.

Nous avons vérifié I'allocation exacte des séquences et que la couverture de l'analyse
par le logiciel était suffisante. En effet, la lecture des séquences par Variant Reporter™
devait étre réalisée pour chaque amplimére sur la totalité de la séquence codante et les
50 pb en amont et en aval des sites canoniques d'épissage. Toute séquence insuffisamment
couverte était relue manuellement. Enfin, nous avons également relu chacune des variations

détectées par le logiciel afin d'éliminer les faux-positifs liés a des artéfacts de séquence.

111 5. Analyse des variations

Dans l'optiqgue d’'une recherche de facteurs Mendéliens de prédisposition au
dermatofibrosarcome de Darier et Ferrand et en raison de la rareté de ce type de cancer,
nous n'avons pas considéré les SNP ne modifiant pas la séquence protéique, ni I'épissage
selon les prédictions bioinformatiques et étant décrits dans les bases de données avec une
fréquence de l'allele mineur supérieure ou égale a 1% chez les individus d’origine
caucasienne.

L'analyse des nouvelles variations retrouvées a été réalisée a l'aide de linterface
Alamut (Interactive Biosoftware©) qui réalise I'annotation des variations et fournit des liens
vers différents logiciels ou sites internet permettant I'analyse bioinformatique de I'effet de ces
variations. Les variations nucléotidiques retrouvées ont ainsi été annotées selon les
derniéres recommandations pour la nomenclature de 'HGVS 2.0. Nous avons également
testé, avec l'aide de l'interface Alamut (version 2.2), I'effet éventuel de ces variations sur la

protéine en utilisant les logiciels Align GVGD, PolyPhen2, SIFT Aligned Sequences et

-38 -



MutationTaster. L'analyse des variations faux-sens a été complétée par une étude plus
approfondie des acides aminés modifiés en fonction de leur contexte protéique a l'aide de la
base de données Uniprot (http://www.uniprot.org/). Nous avons ainsi vérifié si les acides
aminés modifiés n'étaient pas situés dans une structure secondaire conservée, un motif
protéique ou un domaine fonctionnel important de la protéine. Enfin, nous avons recherché si
les éventuelles variations faux-sens retrouvées ne changeaient pas un acide aminé portant
une modification post traductionnelle qui pourrait modifier I'activité ou la structure de la
protéine.

Nous avons systématiquement recherché un éventuel effet sur I'épissage pour toutes
nouvelles variations du géne PDGFRB modifiant ou non la séquence protéique. Cette
analyse a été réalisée a l'aide de linterface logiciel Alamut (Interactive Biosoftware)
résumant les prédictions des logiciels SpliceSiteFinder-like, MaxEntScan, NNSPLICE,
GeneSplicer et Human Splicing Finder. Une variation était considérée comme suspecte
d'avoir un effet sur I'épissage lorsque au moins deux logiciels sur les cing retrouvaient soit
une modification d'un site accepteur ou donneur d'épissage déja décrit, soit la création d'un
site cryptique d'épissage.

Enfin, nous avons recherché dans les bases de données si les variations retrouvées
étaient déja décrites et a quelle fréquence dans les différentes populations. Nous avons

également réalisé une étude de la littérature pour chacune des variations.

IV. QMPSF DES GENES PDGFRB ET PDGFB

IV 1. Principe de la QMPSF

De maniére a dépister d'éventuels remaniements de grande taille intéressant les
génes PDGFB ou PDGFRB, nous avons modélisé une PCR multiplex semi-quantitative
amplifiant de courts fragments fluorescents (QMPSF, Quantitative Multiplex of Short
Fluorescent fragments). Cette technique de QMPSF a été développée dans le laboratoire de
Génétique moléculaire du CHU de Rouen et a depuis été largement diffusée de part le
monde au titre de la recherche ou du diagnostic. Elle permet une détection simple et rapide
de remaniements génomiques hétérozygotes a type de délétions ou duplications a I'échelle
d'un géne entier ou méme d'un unique exon.

Le principe de la QMPSF consiste en une PCR multiplex de plusieurs fragments

d'ADN génomique de courte taille, générés pour une ou plusieurs régions issues d'un ou de
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plusieurs génes cibles grace a deux amorces dont I'une est marquée par un fluorochrome.
Les amorces possédent également a leur extrémité 5' une queue de 10 nucléotides choisis
de maniére a ce qu'ils aient le moins de chance possible d'étre complémentaires d'une
région du génome humain. L'ajout de ces queues de nucléotides permet aux amorces d'avoir
une spécificité accrue et d'obtenir une efficacité d'amplification de ces différents couples
d'amorces qui soit la plus proche possible. Les amorces sont choisies en fonction des
différentes contraintes liées a la séquence génomique d'intérét et de maniére a avoir des Tm
similaires pour I'ensemble des amorces. De plus, les fragments d'ADN générés doivent étre
de petite taille (<500 pb) et doivent différer en taille d'au moins 20 pb afin d'étre bien
différenciables lors de la migration sur le séquenceur. La PCR est réalisée avec un nombre
de cycles limité, habituellement d'environ 25 cycles, ce qui situe la réaction dans la phase
exponentielle et quantitative de la PCR. En plus des ampliméres du ou des génes a étudier,
sont amplifiés simultanément dans le méme tube un ou deux ampliméres témoin qui
permettront de fournir un étalon pour comparer les électrophorégrammes et de s'assurer de
I'aspect semi-quantitatif de la technique. Aprés amplification, les produits de PCR multiplex
sont séparés en fonction de leur taille lors de la migration sur un séquenceur automatique a

capillaire.

IV 2. Modélisation des amorces de QMPSF

Le choix des amorces de QMPSF a été réalisé selon les recommandations issues
des articles de Charbonnier et al., 2000 [90] et Saugier-Veber et al., 2006 [91], mais aussi
selon le mode opératoire du laboratoire de Génétique Moléculaire de Rouen, décrivant la

modélisation de nouvelles QMPSF a visée diagnostique.

IV 2.1. Travail bioinformatique préalable a la modélisation des amorces

Pour la modélisation de chaque couple d'amorce, nous avons sélectionné sur le site
internet SNPper (http://snpper.chip.org/) chaque séquence du géne d'intérét avec les
annotations des SNP issus de dbSNP et HapMap et sauvegardé ces séquences sur
informatique. Puis, nous avons Vvérifié que ces séquences sélectionnées n'étaient pas
présentes en de multiples copies sur le génome humain en utilisant I'application BLAST sur

le site internet du NCBI (http://blast.ncbi.nim.nih.gov/). Si la séquence n'était pas présente en
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une copie unique, alors cette séquence n'était pas utilisée et une autre région du gene
d'intérét était sélectionnée. Nous avons ensuite recherché et masqué les éventuelles
séquences répétées dans les séquences d'intérét ayant passé le BLAST avec succes a

I'aide du programme RepeatMasker (http://www.repeatmasker.org/).

IV 2.2. Modélisation des amorces de PCR multiplex

Aprés ces différentes manipulations informatiques des séquences des geénes
d'intérét, nous avons modélisé les amorces grace au logiciel Primer Premier 5.0 (PREMIER
Biosoft) en utilisant les paramétres par défaut du logiciel. Parmi la liste de couples d'amorce
proposés par le logiciel, nous avons sélectionné les couples d'amorces combinant les
meilleurs scores de qualité (rating score), avec une taille entre 15 et 25 nucléotides et dont le
Tm était compris entre 58 et 62°C. De plus, les amorces ne devaient pouvoir se lier que sur
un unique site de la séquence d'intérét. En effet, si 'amorce se liait autre part que sur son
site cible dans la séquence d'intérét (false-priming), alors I'amplification correspondant a ce
couple d'amorces perdrait en efficacité et en spécificité avec le risque de créer des
amplifications avec une taille différente de la taille attendue [92]. Ces amplifications parasites
créeraient des pics supplémentaires sur I'électrophorégramme qui pourraient s'ajouter aux
autres pics et fausser l'analyse de la QMPSF. Nous avons ensuite vérifié que les sites de
reconnaissance des amorces ne contenaient pas de SNP qui pourrait altérer la fixation de
I'amorce. Enfin, nous avons réalisé une PCR in silico a I'aide du logiciel @BIOTEC In Silico
PCR (http://www4a.biotec.or.th/cgi-bin/webPcr).

Aprés avoir passé tous ces filtres, nous nous sommes assurés que les éventuelles
hybridations intra-amorces (annealing) et inter-amorces (diméres de primers et cross
diméres) n'étaient pas incompatibles avec un multiplexage lors de la réaction de PCR. Pour
cela, nous avons mesuré a l'aide du logiciel Primer Premier 5.0 I'enthalpie de la PCR
multiplex, soit I'énergie nécessaire pour que se réalise la réaction chimique. Afin d'éviter que
ces hybridations parasites des amorces n'empéchent le déroulement de la PCR multiplex,
nous n'avons considéré que les combinaisons d’amorces présentant une enthalpie AG

inférieure a -14 kcals/mol.
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IV 2.3. Ampliméres témoins

Nous avons adjoint a la QMPSF un couple d’amorces ciblant le géne HMBS et un
couple d’amorces ciblant le géne MECP2. Ces deux génes présentent lintérét d’étre
rarement mutés et d’étre responsables en cas d’altération constitutionnelle de maladie
génétiques caractérisées par un phénotype caractéristique et ne correspondant pas a la
pathologie que nous étudions. En effet, les mutations du géne HMBS sont retrouvées lors de
porphyrie aigué intermittente (MIM #176000), tandis que les mutations du géne MECPZ2 sont
responsables du syndrome de Rett (MIM #312750).

Le couple d’amorces amplifiant I'exon 14 du géne HMBS, localisé en 11q23.3, est
fréquemment choisi lors des modélisations de nouvelles QMPSF car présentant trés peu
d’homologie avec le restant du génome humain. Cet amplimére permet d’obtenir une
amplification correspondant a deux copies du géne et qui servira d’étalon pour superposer et
comparer les pics des électrophorégrammes de différents individus.

L’amplimére correspondant a I'exon 4 du géne MECP2 localisé en Xq28 nous permet
de s’assurer de I'aspect semi-quantitatif de la manipulation. En effet, ce géne étant situé sur
le chromosome X, nous observons pour I'amplimére correspondant, une ou deux copies de
'exon 4 de MECP2 sur I'électrophorégramme selon que le patient étudié est respectivement
de sexe masculin ou féminin.

Les amorces de QMPSF ont été commandées au laboratoire Eurogenetec. Les
amorces sens étaient marquées par fluorophore 6-FAM et étaient purifiées en qualité HPLC-
RP, tandis que les amorces reverse étaient commandées en qualité de purification RP-
Cartridge. Les certificats d'analyse fournis a la livraison attestent de leur qualité. La
séquence des amorces utilisées pour la QMPSF des géenes PDGFRB et PDGFB, ainsi que
les amorces utilisées pour les deux amplifications témoins sont présentées dans le tableau 5

avec leur localisation dans les génes et la taille des ampliméres.
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Tableau 5. Séquence et localisation des amorces utilisées pour la QMPSF des génes

PDGFRB et PDGFB
. Localisation Taille du fragment
Geéne Amorce sens
dans le gene de QMPSF (pb)
Amorce sens 5 - CGTTAGATAG-CAGTGATTGCCGTGGTTGC - 3@
PDGFB Intron 1 182
Amorce antisens 5 - GATAGGGTTA-CCCTTCTTTATTGCTCTTGGGAC - 3
Amorce sens 5' - CGTTAGATAG-ATCGACTGCCGTGTTCCTTT - 3@
PDGFB Exon 1 286
Amorce antisens 5'- GATAGGGTTA-GGCGATCAGGCGCTCA - ¥
Amorce sens 5 - CGTTAGATAG-GTTGAGGGTGCAGGGACTGA - 32
PDGFB Exon 2 299
Amorce antisens 5 - GATAGGGTTA-AGGAGCGGATCGAGTGGTC - 3
Amorce sens 5 - CGTTAGATAG-AAGGGCAAGCACCGGAAAT - 3
PDGFB Exon 6 242
Amorce antisens 5 - GATAGGGTTA-ACAGGGAGGACCAAGGCTCA - &
Amorce sens 5 - CGTTAGATAG-CCAACCTCACTGGGCTAGACAC - 32
PDGFRB Exon 3 130
Amorce antisens 5 - GATAGGGTTA-GCCCTTACCTGGCACAAAGAT - 3
Amorce sens 5 - CGTTAGATAG-CCAATGGCATGGAGTTICTG - 3@
PDGFRB Exons 17 et 18 256
Amorce antisens 5 - GATAGGGTTA-CTGTGGACGCACTGGGTIT - 3’
Amorce sens 5' - CGTTAGATAG-TTTCGCTCTAAAGTGGAGTTGAT - 32
MECP2 Exon 4 155
Amorce antisens 5'- GATAGGGTTA-GGGCTTCTTAGGTGGTTTICTG - 3’
Amorce sens 5' - CGTTAGATAG-TAGACGGCTCAGATAGCATACAAG - 3'®
HMBS Exon 14 208

Amorce antisens

5' - GATAGGGTTA-ATGCCTACCAACTGTGGGTCA - 3

& Amorce marquée avec le fluorophore 6-FAM.
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IV 3. Amplification

La concentration des différents couples d’amorces de PCR multiplex a été ajustée de
maniere a obtenir sur I'electrophorégramme des pics présentant des intensités suffisamment
importantes pour étre analysées, mais aussi avec des intensités similaires afin d’obtenir un
profil de QMPSF qui soit plus aisé d’interprétation.

Les réactions de PCR multiplex semi-quantitatives ont été réalisées dans un volume
final de 25 pl contenant 0,8 a 1,3 pl de chaque amorce a 10mM, 200 uM de dNTP(s),
1,5 mM de MgCl,, 10% de DMSO, 1,5 U de Taqg DNA Polymérase (ThermoPrime Tag DNA
polymerase, Thermo Scientific, ABgene®) et 100 ng d'ADN génomique. La réaction a été
incubée dans un thermocycler PTC-100® Thermal Cycler, bloc or (Bior-Rad®) selon les
conditions suivantes : aprés 5 minutes de dénaturation a 94°C, la QMPSF a consisté en 25
cycles de 10 secondes a 94°C, 15 secondes a 50°C, 15 secondes a 72°C, puis une
extension finale de 15 minutes a 72°C.

Aprés purification sur colonne de silice QUIAquick® Gel Extraction Kit (Quiagen), 1 ul de
produit de PCR dilué dans 9 pl de formamide est passé sur séquenceur Applied Biosystem®
3130x/ Genetic Analyzer, en utilisant la fonction d'analyse de fragments.

Afin de s'assurer que les 25 cycles PCR situaient bien la QMPSF dans la phase
exponentielle et quantitative de la PCR, nous avons réalisé deux autres QMPSF dans les
mémes conditions précédemment décrites, mais en changeant le nombre de cycle de PCR.
La premiere QMPSF était ainsi réalisée avec un cycle de moins (24 cycles) et la seconde
QMSF en comptait un de plus (26 cycles). Nous avons ensuite regardé si les trois QMPSF
permettaient une analyse semi-quantitative. Si I'une de ces QMPSF ne présentait pas un

aspect semi-quantitatif, alors nous modifions le nombre de cycle de PCR.

V 4. Analyse des résultats

L'analyse des résultats de QMPSF est basée sur la comparaison de la hauteur du
méme pic avec I'échantillon de notre témoin aprés superposition informatique des
chromatogrammes a l'aide du logiciel GeneMapper®. Cette derniére étape permet de
s'affranchir des différences d'efficacité de chaque amplification, inéluctables malgré le choix
d'ampliméres courts et d'amorces de Tm voisin. Afin de ne pas comparer des prélévements

présentant une trop grande différence d'intensité, nous avons migré a nouveau les produits
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de QMPSF ayant une intensité 2 fois moindre ou supérieure par rapport au résultat du
témoin.

Nous avons également comparé les aires sous la courbe de chacun des pics afin de
pouvoir analyser des données chiffrées, comme cela est réalisé dans le cadre d'autres
techniques semi-quantitatives que sont la MLPA [93] et la QMPSU [94]. Pour cela, nous
avons calculé pour chaque amplimere le rapport R en pourcentage des aires sous la courbe
étalonnées par rapport a la valeur de l'aire sous la courbe de HMBS du témoin. Nous avons

utilisé la formule suivante :

ASCn du patient

ASCn du témoin
Rn % = X100
ASChwmss du patient

ASCHwss du témoin

Rn% : Rapport R en pourcentage pour un amplimére donné n
ASCn : Aire sous la courbe de I'amplimére n
ASCHMmBs :  Aire sous la courbe de I'amplimére HMBS

Nous avons veérifié sur les électrophorégrammes la présence des huit pics
correspondant aux huit ampliméres d'intérét. Nous avons également vérifié que les tailles de
ces ampliméres correspondaient bien aux tailles attendues. Enfin, les intensités de
fluorescence des pics devaient étre compatibles avec l'interprétation avec un seuil minimal
empirique utilisé au laboratoire de 100 unités de fluorescence. Nous avons ensuite vérifié
I'aspect semi-quantitatif de la QMPSF en comparant les intensités des pics de 'amplimére
correspondant a I'exon 4 du géne MECPZ2 situé sur le chromosome X, en dehors des régions
pseudo-autosomiques. Un sujet de sexe masculin ne posséde donc qu'une seule copie du
géne MECP2 et devrait alors présenter un pic sur I'électrophorégramme pour I'amplimére
MECP2 qui serait deux fois moins important qu'un sujet de sexe féminin possédant deux
copies du géne. Cela signifie également que le rapport pour I'amplimére MECP2 (RmMeEcP2%)
entre un patient de sexe féminin et le témoin également de sexe féminin doit étre égal a
100% +/- 10. Par contre, lorsqu'on compare un patient de sexe masculin au témoin alors le
rapport attendu Rvecr2% = 50% +/- 10. L'amplimére de I'exon 4 du géne MECP2 constitue

ainsi un témoin interne de l'aspect semi-quantitatif de la QMPSF.
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La QMPSF a été réalisée trois fois pour les huit individus testés et le témoin, puis
nous avons analysé les moyennes des rapports Rn% de chaque amplimére. Nous avons
considéré qu’un patient ne présentait pas de remaniement de grande taille détectable pour
un géne testé, lorsque tous les ampliméres de ce géne présentaient une intensité sur
I'électrophorégramme similaire a celle des ampliméres correspondant chez le témoin. Selon
notre formule, nous avons considéré qu'un correspondait a un rapport R% = 100% +/- 10
pour chaque pic. Si le rapport Rn% = 0, cela signait alors une délétion homozygote de la
région correspondante, soit 0 copie de la région cible. Si Rn% = 50% +/- 10, cela signait
alors une délétion hétérozygote, soit une copie de la région cible. Si Rn% = 150% +/- 10,
cela signait alors une duplication, soit trois copies de la région cible. Si Rn% = 200% +/- 10,
cela signait alors une triplication, soit quatre copies de la région cible. Si un ou plusieurs
ampliméres présentaient un rapport Rn% en dehors des intervalles de confiance

précédemment décrites, la QMPSF n’était pas analysée et réalisée a nouveau.
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RESULTATS

. RESULTAT DU SEQUENCAGE DU GENE PDGFRB

La recherche de mutations constitutionnelles chez les huit patients et le témoin a été
effectuée par séquengage double brin de l'intégralité de la partie codante du géne PDGFRB

(exon 2 a 23). Cette étude a ainsi nécessité prés de 400 réactions de séquence.

| 1. Qualité des séguences

Les séquences obtenues pour le géne PDGFRB respectaient les critéeres de qualité
précédemment définis pour 369 des 396 séquences réalisées.

Les séquences correspondant aux exons 4, 21 et 22 ont d( étre imprimées et relues
manuellement car ne pouvant étre lues que dans un seul sens par le logiciel Variant
Reporter™ en raison d'un bruit de fond trop important. En effet, il existe pour les ampliméres
4 et 22 des régions répétées respectivement en amont et en aval de I'exon probablement
responsables d'un dérapage de la Taq polymérase ou d'hybridations parasites de l'une des
amorces. Cette lecture sur un seul brin d'/ADN de I'amplimére 4 a également nécessité une
nouvelle modélisation des amorces avec I'ajout d'un nouveau couple d'amorce "4bis" afin de

couvrir I'ensemble de la séquence codante et les 50 pb en amont et en aval de I'exon 4.

| 2. Recherche de variations génomiques

Le séquencage du géne PDGFRB n'a pas permis de retrouver de mutation délétére
du géne. Nous avons retrouvé une variation de signification inconnue silencieuse
c.3138-78C>T, p.?, située dans lintron 22 du géne PDGFRB chez le patient 7. Cette
variation n'est décrite dans aucune base de données, ni dans la littérature. Cependant,
I'absence d'effet sur la protéine et I'absence d'effet sur I'épissage selon les prédictions

bioinformatiques est en défaveur d'une éventuelle pathogénicité de cette variation. Nous
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avons également retrouvé deux SNP non synonymes a I'état hétérozygote : c.1033C>T,
p.Pro345Ser, situé dans I'exon 7 chez le patient 2 et ¢.1453G>A, p.Glu485Lys, situé dans
I'exon 10 chez le patient 7. La variation ¢.1033C>T touche un nucléotide faiblement conservé
au cours de I'évolution phylogénique. Cette variation modifie un acide aminé moyennement
conservé et situé dans le quatrieme domaine protéique immunoglobulin-like type C2, avec
un écart physico-chimique entre Proline et Sérine important (Distance de Grantham : 74 [0-
215]). L'ensemble des prédictions bioinformatiques de I'effet de cette variation sur la protéine
et sur I'épissage ne sont pas en faveur d'un effet délétére. De plus, cette variation a été
rapportée avec une fréquence de 1,09% chez les Caucasiens et référencée dans la base de
données dbSNP sous le numéro rs2229558.

La variation ¢.1453G>A touche un nucléotide faiblement conservé au cours de
I'évolution phylogénique. Cette variation modifie un acide aminé trés conservé et situé dans
le cinquiéme domaine protéique immunoglobulin-like type C2, avec un écart physico-
chimique entre Glutamate et Lysine peu important (Distance de Grantham : 56 [0-215]). Les
prédictions bioinformatiques de l'effet de cette variation sur la protéine sont discordantes,
tandis que les prédictions bioinformatiques sur I'épissage ne sont pas en faveur d'un effet
délétere. De plus, cette variation a été rapportée avec une fréquence de 2,6% chez les
Caucasiens et référencée dans la base de données dbSNP sous le numéro rs41287110.

L'analyse de ces deux SNP n'est donc pas en faveur d'un effet délétére de ces deux
variations. De plus, la fréquence des individus hétérozygotes pour ces deux SNP dans la
population générale, bien que faible, est trop importante pour expliquer la survenue des
dermatofibrosarcomes et des autres cancers chez les patients étudiés et leurs familles.

Les différentes variations non synonymes ou de signification inconnue du géne

PDGFRB ainsi que leur analyse bioinformatique sont résumées dans le tableau 6.

Tableau 6. Liste des variations nucléotidique analysées du géne PDGFRB

Variation nucléotidique Localisation Effet prédit Effet prédit MAF (%) Fréquence allélique
du géne PDGFRB dans le géne sur la protéine sur l'épissage chez les patients
c.1033C>T, p.Pro345Ser Exon 7 bénin pas d'effet 1,09 1 sur 16
C.1453G>A, p.Glu485Lys  Exon 10 Co%rtfg;gf;rses pas d'effet 2,6 1sur 16
c.3138-78C>T, p.? Intron 22 pas d'effet pas d'effet ND 1 sur 16

ND : Non décrit

_48 -



Il. RESULTAT DE LA QMPSF DES GENES PDGFRB ET PDGFB

Il 1. Choix des régions génomiques d'intérét

Dans I'hypothése d’'une amplification génique, le géne PDGFB ou PDGFRB serait
entiérement dupliqué et fonctionnel et aboutirait 8 une hyperexpression de 'une des deux
protéines et a I'hyperstimulation de la voie du PDGFB. C’est pourquoi, afin de détecter une
eventuelle amplification génique, nous avons choisi d'analyser une région génomique en
début et une région génomique en fin de ces deux génes. De plus, nous avons choisi nos
amorces de maniére a cibler dans leur totalité ou au moins en partie des exons portant la
séquence codante. Nous avons donc modélisé un couple d’amorce ciblant I'exon 3 du géne
PDGFRB codant pour le premier domaine immunoglobulin-like de type C2 du récepteur,
localisé dans la région extracellulaire du récepteur. Nous avons également choisi un couple
d’amorce ciblant les exons 17 et 18 codant une partie de la région tyrosine kinase, localisée
dans la région intracellulaire de la protéine. Pour le géne PDGFB, nous avons choisi deux
couples d’amorce ciblant les exons 1 et 6 du géne et qui sont respectivement le premier et le
dernier exon du géne portant la séquence codant pour la protéine PDGFB.

Nous avons également choisi le couple d’amorce de I'exon 1 du géne PDGFB de
maniére a pouvoir rechercher un éventuel réarrangement de grande taille impliquant la
région 5’UTR du géne. Le couple d’amorce a donc été choisi afin de cibler plusieurs régions
régulatrices situées entre les nucléotides -118 a -153 et -241 a -269 en amont du site
d’initiation de la traduction et décrites pour inhiber la traduction des ARNm [68].

Les différentes régions d'intérét ciblées par la QMPSF pour les deux génes testés

sont représentées sur la figure 6.
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Figure 6. Régions d'intérét ciblées par la QMPSF

Représentation schématique des génes PDGFB et PDGFRB. Les rectangles représentent
les exons avec en noir les séquences codantes et en gris les régions 5’ et 3’UTR. Les introns
sont représentés par les lignes horizontales entre les exons. Les régions des deux génes

amplifiées par QMIPSF sont représentées par les doubles fléches bleues.
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Il 2. Qualité de la QMPSF

Les QMPSF réalisées avec 24 et 26 cycles permettaient une analyse semi-
quantitative (données non présentées). Nous pouvons ainsi valider les 25 cycles PCR
utilisés pour les autres QMPSF situant bien la technique dans la phase exponentielle et
quantitative de la PCR. L’étude du profil sur I'électrophorégramme de la QMPSF permet
d’observer huit pics correspondant aux huit fragments fluorescents. Les pics sont aux tailles
attendues et bien séparés les uns des autres. De plus, nous n’observons pas de pics
parasites ce qui nous permet de considérer les amplifications comme étant spécifiques.
Enfin, les intensités de fluorescence sont suffisantes pour permettre la lecture des pics sur
I'électrophorégramme et ne pas étre géné par le bruit de fond.

L’aspect semi-quantitatif de la QMPSF est confirmé par la superposition des
électrophorégrammes et la mesure des rapports des aires sous la courbe du pic
correspondant a I'amplimére du géne MECP2. Le rapport moyen RMEcP2% est ainsi compris
entre 48,86 et 54,31% pour les trois sujets de sexe masculin et entre 96,36 et 105,28% pour
les cing sujets de sexe féminin. Le profil sur I'électrophorégramme de la QMPSF des génes
PDGFB et PDGFRB ainsi que l'aspect semi-quantitatif de la QMPSF sont illustrés sur la
figure 7 avec la superposition a l'aide du logiciel Variant Reporter™ des
électrophorégrammes du témoin et du patient 2. Nous observons que les différents
ampliméres présentent la méme hauteur de pic entre le patient et le témoin hormis pour le
pic correspondant a I'exon 4 du géne MECP2. En effet, nous visualisons un profil de QMPSF
avec une seule copie du gene MECP2 pour le patient 2, de sexe masculin, contre deux

copies du géne pour le témoin, de sexe féminin.
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Figure 7. Profil de la QMPSF des génes PDGFB et PDGFRB
L’axe des abscisses représente la taille en pb des fragments fluorescents, tandis que I'axe
des ordonnées correspond aux fluorescences mesurées en unités de fluorescence. Le

témoin est représenté par le tracé rouge et le patient 2 par le tracé bleu.
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Il 3. Recherche de réarrangements de grande taille

Nous avons retrouvé chez les huit patients et pour tous les ampliméres testés une
intensité sur I'électrophorégramme similaire a celle des ampliméres correspondant chez le
témoin. Les moyennes des rapports Rn% des amplimeéres des génes PDGFB et PDGDFRB
étaient toutes comprises entre 90 et 110% pour chaque pic. Nous n'avons par ailleurs pas
retrouvé de discordance entre les trois QMPSF réalisées. La QMPSF des génes PDGFB et
PDGFRB n'a donc pas permis de détecter de remaniement de grande taille pour aucun de
ces deux genes.

Les moyennes des rapports Rn% de chaque amplimére sont résumées dans le
tableau 7. La figure 8 représente les rapports moyens de la QMPSF du patient 1 sous forme

d'histogramme.
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Tableau 7. Rapports d'aires sous la courbe des ampliméres de la QMPSF

Amplimére Patient 1 Patient 2 Patient 3 Patient 4

Géne Région ciblee masculin masculin féminin féminin
MECP2 Exon 4 5085 +/- 179 4886 +/- 270 9636 +/- 348 101,63 +/- 422
Intron 1 100,83 +/- 3,98 105,64 +/- 6,42 109,40 +/- 277 107,25 +/- 5,39
PDGFB Exon 1 100,37 +/- 1,37 97,90 +/- 3,41 9492 +/- 458 104,69 +/- 0,58
Exon 2 101,12 +/- 4,75 98,38 +/- 442 9799 +/- 3,94 101,24 +/- 1,89
Exon 6 98,98 +/- 405 9920 +/- 3,75 9992 +/- 444 104,35 +/- 553
PDGFRB Exon 3 97,97 +/- 3,10 97,04 +/- 276 9449 +/- 2,46 96,67 +/- 3,39
Exons 17 et18 10179 +/- 469 9884 +/- 299 9678 +/- 242 10097 +/- 182

Amplimére Patient 5 Patient 6 Patient 7 Patient 8

Géne Région ciblée féminin masculin féminin féminin
MECP2 Exon 4 9929 +/- 187 5431 +/- 264 101,77 +- 6,09 105,28 +/- 2,29
Intron 1 100,52 +/- 3,87 102,43 +/- 6,14 100,56 +/- 1,29 9564 +/- 2,90
PDGFB Exon 1 105,66 +/- 1,54 9942 +/- 4,00 106,07 +/- 2,84 106,49 +/- 2,60
Exon 2 97.33 +/- 1,16 9293 +/- 3,33 99,10 +/- 4,29 97,02 +/- 1,97
Exon 6 102,58 +/- 4,59 99.09 +/- 7,19 102,44 +/- 293 101,52 +/- 3,60
PDGFRB Exon 3 96,22 +/- 2,84 9969 +/- 1,96 102,29 +/- 5,87 100,06 +/- 6,10
Exons 17 et 18 10063 +/- 313 96.87 +/- 182 99.87 +/- 2.39 100,562 +/- 1.94

Les moyennes des rapports d'aires sous la courbe Rn% des patients pour tous les

ampliméres sont exprimées en pourcentage +/- 'écart-type.
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Figure 8. Histogramme représentant les rapports moyens de la QMPSF du patient 1
L'axe des ordonnées correspond a la valeur des rapports moyens en pourcentage. L'axe des
abscisses correspond aux différents ampliméres testés. Le patient 1, de sexe masculin, ne

posséde qu'une seule copie du gene MECP2, localisé sur le chromosome X.
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DISCUSSION

Les différents syndromes Mendéliens prédisposant aux cancers représentent 5% de
I'ensemble des cancers et la découverte des génes impliqués dans ces syndromes a permis
a de nombreuses familles affectées par ces cancers héréditaires d'accéder a un diagnostic
moléculaire de leur affection, a une meilleure prise en charge médicale et a des mesures de
prévention. La découverte de ces génes a également permis de réaliser des avancées
considérables dans la compréhension des mécanismes génétiques impliqués dans la
cancérogenese et de permettre la mise en place de nouvelles thérapies ciblées contre le
cancer comme l'imatinib dans le traitement des leucémies myéloides chroniques et des
GIST. La recherche de nouveaux génes responsables de cancers héréditaires et la mise au
point des techniques de biologie moléculaires répondant aux exigences pour le diagnostic
moléculaire, pourraient donc beaucoup apporter dans la prise en charge médicale de
familles éprouvées par de multiples cancers. Cette caractérisation des bases moléculaires
permet également un ciblage thérapeutique des thérapies ciblées.

Nous avons testé au cours de cette thése d'exercice de la médecine l'implication des
génes PDGFB et PDGFRB dans le déterminisme Mendélien d'un cancer cutané rare, le
dermatofibrosarcome de Darier et Ferrand. Nous avons choisi d'étudier ces deux génes en
raison de leur implication dans certains types de cancers sporadiques et notamment du
PDGFB impliqué dans plus de 95% des DFS [95]. De plus, ces deux proto-oncogénes
pourraient étre responsables de cancers pour lesquels une thérapie ciblée serait

envisageable.

Les patients étudiés présentaient tous sauf le patient 5 un DFS et de nombreux
antécédents personnels ou familiaux de cancer évocateur d’'une susceptibilité génétique aux
cancers. Le patient ne présentant pas un diagnostic certain de DFS a été classé comme
atteint de fibrosarcome sans précision. Nous n'avons toutefois pas exclu ce patient en raison
de ces antécédents personnels et familiaux de cancers, notamment de tumeurs cutanées
chez sa mére et sa grand-mére maternelle. Les sept patients ayant présenté un DFS avéré
ont été diagnostiqués assez jeunes, avec une moyenne de 28,6 ans et des ages extrémes
de 22 a 32 ans. Cela correspond a des ages de survenue assez jeunes dans la mesure ou le
DFS est en général diagnostiqué entre 30 et 50 ans [34, 40, 41]. Cependant, le DFS peut
étre diagnostiqué a toutes les périodes de la vie et les ages de survenue ne sont donc pas

incompatibles avec ce qui est déja décrit.
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Nous observons également une récurrence de DFS dans deux familles différentes et
a chaque fois chez deux apparentés liés au second degré. Cette récurrence est évocatrice
d'un risque génétique se transmettant selon un mode Mendélien. En effet, I'incidence trés
faible de ces DFS (4,2 par million) rend trés improbable la survenue de plusieurs tumeurs de
ce type dans une méme famille. De plus, l'une de ces apparentées a présenté un DFS
durant l'enfance a I'age de 10 ans. Les DFS de l'enfant peuvent avoir une histologie un peu
différente des DFS de [I'adultes, mais présentent de nombreuses similitudes
immunohistochimiques et génétiques. lls portent parfois le nom de fibroblastome a cellules
géantes mais sont désormais considérés comme une variante pédiatrique du DFS [96]. Or,
ces DFS pédiatriques constituent une entité encore bien plus rare, au point que le DFS a
longtemps été considéré comme une maladie de I'adulte. A ce jour, moins de 200 cas ont été
décrits dans la littérature [97]. Ainsi, les antécédents personnels et familiaux de DFS et
d'autres cancers, le diagnostic précoce, parfois dans I'enfance des DFS et la rareté des DFS
sont de sérieux arguments pour suspecter un déterminisme héréditaire aux cancers de type
Mendélien dans les familles que nous avons étudiées.

Nous avons observé pour les patients testés une agrégation entre DFS et des
leucémies, avec un patient ayant présenté un DFS et une leucémie et trois cas de leucémies
dans I'ensemble des familles étudiées. Mais nous observons surtout une agrégation entre
DFS et des cancers du sein de la femme jeune, avec trois cancers du sein avant 40 ans sur
les cing femmes testées et 15 cancers du sein rapportés dans I'ensemble des huit familles
étudiées. Nous notons également une surreprésentation des femmes dans les patients
étudiés (trois hommes et cinq femmes) alors que le sex-ratio des DFS est proche de I'égalité
ou en faveur d'une survenue plus fréquente chez les hommes avec un sex-ratio de trois
hommes pour deux femmes [34, 35]. Ces observations pourraient correspondre a un biais de
recrutement des patients testés qui pourrait s'expliquer par la porte d'entrée diagnostique du
LFS de ces patients. En effet, le LFS prédispose aux leucémies et aux cancers du sein. Le
cancer du sein est aussi fréquent dans la population générale. De plus la pénétrance des
mutations de TP53 est plus importante chez les femmes (80% a 50 ans) que chez les
hommes (40% a 50 ans), essentiellement en raison du sur-risque de cancer du sein
préménopausique chez les femmes. Mais il nous faut envisager également la possibilité
d'une entité diagnostique responsable d'une susceptibilité héréditaire aux cancers avec un
spectre de tumeurs comprenant le DFS, cancers du sein et leucémies. Cette question d'une
prédisposition Mendélienne aux cancers du sein, aux leucémies et aux DFS est d'autant plus
importante qu'elle pourrait permettre un recours aux thérapies ciblées contre les récepteurs
tyrosine kinase comme l'imatinib dans le cas de ces cancers du sein ou leucémies associés
aux DFS.
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Ces présentations familiales répondaient pour sept des huit patients étudiés aux
criteres de Chompret pour le diagnostic de syndrome de Li-Fraumeni [25]. Le séquencgage et
la recherche de réarrangements de grande taille du géne TP53 n’ont pas révélé d’altération
pour ces sept patients. Cela tend a exclure une implication de ce géne dans les cancers
présentés par ces patients. C'est pourquoi, a l'inverse des autres sarcomes des tissus mous,
le DFS ne devrait pas étre considéré comme faisant partie des cancers appartenant au

spectre du LFS.

Pour rechercher des mutations des génes PDGFRB et PDGFB, nous avons utilisé les
techniques de PCR-séquence selon la méthode de Sanger qui constitue la technique de
référence et la QMPSF. Ces deux techniques sont couramment utilisées dans le cadre du
diagnostic moléculaire de maladies génétiques et permettent de couvrir un éventail important
de type d’altération génétique ce qui était un pré-requis essentiel au vu des différents types
de mutation qui ont été décrits pour ces deux génes (mutation ponctuelle, amplification,
translocation).

Le PDGFRB appartient a la famille des génes codant pour les récepteurs tyrosine
kinase de classe Il et dont font également partie le PDGFRA, KIT, FMS, et FLT3. Ces génes
présentent un spectre étendu de mutations constitutionnelles ou somatiques. Les génes KIT
et PDGFRA ont été impliqués dans des syndromes de prédisposition Mendélienne aux
cancers a type de GIST. La majorité des mutations constitutionnelles activatrices du géne
KIT prédisposant aux GIST sont des mutations ponctuelles ou de petites insertions/délétions
respectant le cadre de lecture et situées dans I'exon 11 du géne codant le domaine
juxtamembranaire, mais des mutations peuvent aussi toucher le domaine tyrosine kinase
[98]. Le domaine juxtamembranaire régule I'activité enzymatique du récepteur et constitue
un point chaud de mutations activatrices de ce géne. Des études de mutagenése dirigée ont
également permis de pointer I'importance du domaine juxta-membranaire du PDGFRB dans
la transduction du signal et comme cible putative a des mutations activatrices [99]. Il est
également possible d'observer des mutations du géne KIT touchant les domaines
intracellulaires tyrosine kinase ou de liaison de I'ATP. Le PDGFRA pour sa part présente
surtout des mutations dans I'exon 18 codant une partie du domaine tyrosine kinase [98]. De
plus, les mutations des génes codant des récepteurs tyrosine kinase d'autres familles
peuvent aussi concerner les régions extracellulaires avec I'exemple des mutations touchant
certains résidus cystéines du géne RET [100, 101]. Enfin, l'analyse des mutations
somatiques du géne PDGFRB a laide de la base de données COSMIC
(http://www.sanger.ac.uk/genetics/CGP/cosmic/) regroupant les mutations somatiques dans
1594 cancers de différents types, permet de mettre en évidence 21 variations faux-sens et

deux variations pouvant altérer I'épissage alternatif, réparties sur le géne PDGFRB, des
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exons 2 a 22. En raison de ce large spectre des mutations observées dans les génes de
récepteurs tyrosine kinase et de la répartition relativement homogéne sur I'ensemble du
géne PDGFRB des mutations somatiques, nous avons donc analysé l'ensemble de la
séquence codante du géne afin de ne pas méconnaitre d’éventuelles mutations activatrices
qui ne se situeraient pas dans les exons codant le domaine juxtamembranaire ou le domaine
tyrosine kinase.

Nous n’avons pas mis au point plusieurs QMPSF qui cibleraient 'ensemble des
exons des deux géenes mais plutét une «mini» QMPSF avec un nombre limité d’amplimeéres.
Ce choix est justifié dans la mesure ou cette stratégie permet de dépister la plupart des
différents mécanismes mutationnels envisagés. En effet, dans le cas d’'une amplification du
géne du PDGFB ou du géne de son récepteur PDGFRB, 'ensemble des exons devaient étre
dupliqués pour produire une protéine fonctionnelle et stimuler en excés la voie du PDGFB et
deux ampliméres sur chaque géne permettent la détection d’'une augmentation du nombre
de copies. Dans I'hypothése d’une délétion de la région régulatrice en 3'UTR de PDGFB,
nous avons ajouté un amplimére dans I'exon 1 qui comprenait une région régulatrice de -165
a —139pb en amont du site d'initiation de la traduction. Une délétion isolée d’'une partie de
cette région pouvait étre détectée par une taille moins importante de 'amplimeére fluorescent
qui aurait abouti a un décalage du pic sur I'électrophorégramme. Une délétion plus
importante aurait pris I'aspect d’'une délétion de 'amplimére de I'exon 1 avec un respect du
nombre de copies des exons ciblés du géne. Cependant nous n'avons pas couvert
I'ensemble des régions régulatrices connues en 5'UTR du géne PDGFB [66-69].

Nous ne pouvons détecter avec nos techniques de PCR séquence et de QMPSF
d'éventuelles translocations chromosomiques qui toucheraient I'un des deux génes testés.
Or il a été décrit dans les DFS sporadiques des translocations qui n'aboutissent pas au géne
de fusion COL1A1/PDGFB mais impliquant toujours le géne PDGFB. Il existe également des
translocations impliquant le géne PDGFB et d'autres génes comme ETV6 ou MYO18A qui
sont décrites dans des syndromes myéloprolifératifs avec hyperéosinophilie (MIM #131440).
Ce type de remaniement reste trés rare dans les syndromes de prédisposition Mendélienne
aux cancers et nous n'avons pas pu réaliser d'analyse de cytogénétique car les
prélévements de ces patients n’avaient pas été collectés pour une analyse de cytogénétique
ou de leurs apparentés. Néanmoins, il aurait été intéressant de compléter nos analyses par
un caryotype de haute résolution plus ou moins associé a une FISH ciblant le locus du géne
PDGFB en 22q13.1.

Il n'existe pas a notre connaissance d'autre étude qui ait recherché des facteurs

Mendéliens prédisposant aux DFS. Cela s'explique par la faible incidence de ce cancer mais

surtout parce qu'il s'agit également d'un cancer qui est expliqué dans plus de 95% des cas
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par deux anomalies chromosomiques récurrentes aboutissant au géne de fusion
COL1A1/PDGFB [95]. La mise en évidence de ce géne de fusion par RT-PCR ou FISH
constitue ainsi un outil pour le diagnostic et il est également proposé par différents auteurs
pour le dépistage des DFS présentant un contingent de fibrosarcome associé. Les
différentes études ont ainsi concerné les différents points de cassures entre COL1A17 et
PDGFB. Ces analyses ont ainsi démontré une remarquable constance dans le point de
cassure de PDGFB qui se situe toujours dans l'intron 1, tandis que les points de cassure de
COL1A1 sont multiples et ne semblent pas modifier la gravité ni I'dge de survenue des DFS
[102].

Pourtant, la littérature décrit quelques cas de DFS faisant suspecter I'existence
d'autres facteurs que les deux anomalies chromosomiques récurrentes. Tout d'abord, il
existe une faible proportion de cas de DFS pour lesquels une recherche exhaustive n'a pas
permis de mettre en évidence ce géne de fusion, tandis que certains DFS présentait d'autres
anomalies chromosomiques que les deux anomalies récurrentes. Au moins un autre cas de
DFS familial a déja été décrit dans la littérature et concernait un pére et son fils ayant débuté
un DFS respectivement a 44 et 15 ans [103]. L'association du DFS avec d'autres cancers a
également déja été rapportée pour le cas d'une famille associant un DFS chez une patiente
de 17 ans et plusieurs autres cancers parfois rares et précoces a type de leucémies, tumeur
de Wilm, myélome, cancer du sein et de l'estomac [104]. De plus, les auteurs avaient
retrouvé dans cette famille une hypersensibilité aux cassures chromosomiques induites par
la bléomycine. Cette derniére étude pourrait faire évoquer la possibilité d'une instabilité
chromosomique qui favoriserait la survenue, dans cette famille ainsi que dans les familles
que nous décrivons, de remaniements chromosomiques a l'origine des cancers observés.

Les remaniements chromosomiques sont responsables de la transformation maligne
dans de nombreux cancers sporadiques et tout particulierement dans les leucémies et les
lymphomes. De plus, cette instabilité chromosomique constitue le mécanisme responsable
de l'oncogenése dans plusieurs syndromes de cancers héréditaires comme le LFS ou les
syndromes de prédisposition aux cancers du sein et de l'ovaire, liés a des mutations des
génes BRCA1 et BRCAZ2 appartenant au systéme de réparation des cassures double brin de
'ADN. C’est également le cas dans certaines maladies génétiques comme I'anémie de
Fanconi, liee a des mutations bialléliques de génes impliqués dans le systéme de réparation
des cassures double brin de 'ADN et qui prédispose a des leucémies.

Un autre argument de poids pour impliquer linstabilité chromosomique dans les
familles que nous avons étudiées consiste en la description trés récente de la fréquence des
DFS chez des enfants atteints de déficit immunitaire combiné sévére (SCID) lié a une
déficience en un enzyme, I'adénosine déaminase (ADA) [105]. Au cours de cette étude, les

auteurs ont réalisé le suivi et le dépistage de douze patients atteints de SCID sur une
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moyenne de 8,9 ans et ont dépisté chez huit d’entre eux au moins un DFS. De plus, sept des
huit patients ont présenté des DFS simultanés en de multiples régions du corps ou a
quelques années d’intervalle. Cet article peut faire évoquer I'existence d’'un facteur
environnemental responsable de la survenue de plusieurs DFS chez un méme patient. Ce
facteur environnemental pourrait d’ailleurs étre infectieux en raison de I'immunodéficience
observée dans cette maladie génétique. Cependant les auteurs n’ont pas a ce jour retrouvé
d’agents infectieux dans ces tumeurs et ils émettent une autre hypothése intéressante. En
effet, 'accumulation de desoxyadénosine et de desoxyadénosine triphosphate liee a la
déficience en ADA responsable de cassures simple brin de 'ADN et d’une inhibition des
systémes de réparation de 'ADN. Cette propension pour les cassures de 'ADN observée
dans cette maladie génétique pourrait alors favoriser le développement des DFS chez ces

patients atteints de SCID.

Ainsi, cette étude n'a pas permis d’identifier les bases moléculaires des
dermatofibrosarcomes et des nombreux cancers retrouvés dans ces familles. Bien qu’il n’ait
jamais été décrit a notre connaissance de mutation faux-sens touchant un géne de facteur
de croissance comme mécanisme d'oncogenése que ce soit au niveau constitutionnel
comme au niveau somatique, il nous apparait nécessaire de s’assurer de l'absence de
mutations activatrices du gene PDGFB. C’est pourquoi, nous poursuivons actuellement cette
étude avec le séquencgage des régions codantes et de la région promotrice du géne PDGFB.
Il pourrait également s’avérer intéressant de cibler d'autres génes parmi les génes situés en
aval de la voie du PDGFB et interagissant avec le récepteur. Nous proposons également de
réaliser chez les patients testés et leurs apparentés ayant présenté un dermatofibrosarcome,
des analyses de cytogénétique (caryotype haute résolution et FISH) sur leur DFS afin de
mettre en évidence le géne de fusion. L’intérét de ces analyses étant de rechercher d’autres
anomalies chromosomiques qui toucheraient d’autres génes que le PDGFB. Il serait
également intéressant de démontrer une éventuelle absence du géne de fusion
COL1A1/PDGFB ce qui nous pousserait a rechercher d'autres facteurs génétiques dans la
survenue de ces DFS.

En raison des multiples cas de DFS observés dans les familles étudiées et leurs
associations avec d’autres cancers ou l'instabilité chromosomique joue un réle prépondérant
comme les leucémies, il apparait licite d’évoquer I'existence d'une prédisposition
Mendélienne a ces cancers touchant un géne maintenant l'intégrité du génome (géne de
réparation ou suppresseur de tumeur). Dans cette optique, il serait intéressant de réaliser
chez les patients testés et leurs apparentés un test de cassures chromosomiques comme
cela est réalisé dans I'anémie de Fanconi afin de mettre en évidence une instabilité

chromosomique dans ces familles. Un résultat positif a ce test nous permettrait d’exclure
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'hypothése d’un facteur environnemental responsable de la récurrence de DFS, mais surtout
il permettrait de donner une explication physiopathologique a cette récurrence de cancers
chez ces familles. La mise en évidence d’'une instabilit¢é chromosomique dans ces familles
permettrait également de préciser le phénotype et de préciser ainsi le spectre des tumeurs
observées. Pour finir, cela permettrait de déterminer les différents membres affectés dans
ces familles ce qui est un préalable essentiel pour pouvoir envisager d’éventuelles études
pangénomiques comme le séquengage d’exome.

En effet, le développement et la mise sur le marché depuis 2005 de plates-formes de
séquencage a de nouvelle génération (NGS), ont permis d'augmenter de significativement
les vitesses et les débits de séquencgage tout en réduisant les colts par rapport a la méthode
classique de Sanger. Avec la venue de techniques couplant capture ciblée et séquencage
massif de I'ADN, il est désormais possible de réaliser le séquencage de tous les exons d'un
génome humain et ainsi de déterminer a moindre co(t la quasi-totalité des variations
présentes sur les séquences codantes. Cette technique appelée séquencgage d'exome est
rapidement devenue une nouvelle approche puissante pour identifier des génes
responsables de maladies génétiques Mendéliennes dans des circonstances ou les
approches conventionnelles d'analyse de liaison ou de géne candidat ont échoué [106]. De
nombreuses variations rares responsables de maladies génétiques orphelines ont ainsi pu
étre découvertes [107, 108]. Ce type d'étude reste encore a ce jour du domaine de la
recherche et nécessite des familles bien caractérisées sur le plan clinique. Mais I'utilisation
du séquencgage d’exome par les laboratoires pour le diagnostic pourrait étre envisagée dans
un avenir proche afin de rechercher une mutation privée chez des familles atteintes de

maladies génétiques rares pour laquelle le géne n’est pas connu [109].
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RESUME

Le dermatofibrosarcome de Darier et Ferrand est un sarcome des tissus mous,
généralement de bas grade de malignité et d’évolution lente, développé a partir du derme. I
s’agit d’'un cancer rare avec une prévalence dans la population générale estimée entre 0,8 et
5 par million. Dans plus de 95% des cas, sont observées deux anomalies génétiques
récurrentes correspondant soit a une translocation réciproque des bras longs des
chromosomes 17 et 22, soit a un anneau chromosomique surnuméraire. Ces anomalies
génétiques somatiques aboutissent toutes les deux a la fusion du géne COL71A7 et du proto-
oncogéne PDGFB. Ce géne de fusion a pour conséquence une hyperproduction de PDGFB
responsable de la transformation maligne des cellules possédant le récepteur adapté : le
PDGFRB. Ce récepteur a activité tyrosine kinase est impliqué dans plusieurs autres types de
cancers et il constitue une cible pour les thérapies ciblées comme I'imatinib. Dans le cadre
du diagnostic moléculaire du syndrome de Li-Fraumeni, nous disposons d'un recrutement
national exceptionnel de familles présentant une agrégation de cancers rares. Nous avons
ainsi noté la survenue dans certaines familles de plusieurs cas de dermatofibrosarcome ou
son agrégation avec de multiples cas de cancers. Cette récurrence de cancers rares est
évocatrice d'un risque génétique se transmettant selon un mode Mendélien.

Nous avons testé, au cours de cette thése d’exercice de médecine, l'implication des
génes PDGFB et PDGFRB dans le déterminisme Mendélien du dermatofibrosarcome de
Darier et Ferrand. Nous avons choisi d'étudier ces deux génes en raison de leur implication
dans de nombreux types de cancers sporadiques. En effet, des mutations somatiques du
géne PDGFB sont impliquées dans plus de 95% des dermatofibrosarcomes. De plus, une
thérapie ciblée serait envisageable pour les cancers auxquels prédisposent ces deux proto-
oncogénes. Nous avons donc recherché des mutations sur la totalité de la séquence
codante du géne PDGFRB par PCR et séquengage. Puis, nous avons recherché des
réarrangements de grande taille de ces deux génes par QMPSF. Ainsi, cette étude n'a pas
permis d’identifier les bases moléculaires des dermatofibrosarcomes et des nombreux
cancers retrouvés dans ces familles. |l sera nécessaire de poursuivre cette étude par le
séquencgage du gene PDGFB et par la recherche d’une instabilité chromosomique dans ces

familles.

MOT-CLES : Dermatofibrosarcome, Cancers héréditaires, Syndrome de Li-Fraumeni,

PDFGB, Proto-oncogéne, Récepteur tyrosine kinase, Thérapie ciblée






RESUME

Le dermatofibrosarcome de Darier et Ferrand est un sarcome des tissus mous,
généralement de bas grade de malignité et d’évolution lente, développé a partir du derme. I
s’agit d’'un cancer rare avec une prévalence dans la population générale estimée entre 0,8 et
5 par million. Dans plus de 95% des cas, sont observées deux anomalies génétiques
récurrentes correspondant soit a une translocation réciproque des bras longs des
chromosomes 17 et 22, soit a un anneau chromosomique surnuméraire. Ces anomalies
génétiques somatiques aboutissent toutes les deux a la fusion du géne COL71A7 et du proto-
oncogéne PDGFB. Ce géene de fusion a pour conséquence une hyperproduction de PDGFB
responsable de la transformation maligne des cellules possédant le récepteur adapté : le
PDGFRB. Ce récepteur a activité tyrosine kinase est impliqué dans plusieurs autres types de
cancers et il constitue une cible pour les thérapies ciblées comme I'imatinib. Dans le cadre
du diagnostic moléculaire du syndrome de Li-Fraumeni, nous disposons d'un recrutement
national exceptionnel de familles présentant une agrégation de cancers rares. Nous avons
ainsi noté la survenue dans certaines familles de plusieurs cas de dermatofibrosarcome ou
son agrégation avec de multiples cas de cancers. Cette récurrence de cancers rares est
évocatrice d'un risque génétique se transmettant selon un mode Mendélien.

Nous avons testé, au cours de cette thése d’exercice de médecine, l'implication des
génes PDGFB et PDGFRB dans le déterminisme Mendélien du dermatofibrosarcome de
Darier et Ferrand. Nous avons choisi d'étudier ces deux génes en raison de leur implication
dans de nombreux types de cancers sporadiques. En effet, des mutations somatiques du
géne PDGFB sont impliquées dans plus de 95% des dermatofibrosarcomes. De plus, une
thérapie ciblée serait envisageable pour les cancers auxquels prédisposent ces deux proto-
oncogénes. Nous avons donc recherché des mutations sur la totalité de la séquence
codante du géne PDGFRB par PCR et séquencgage. Puis, nous avons recherché des
réarrangements de grande taille de ces deux génes par QMPSF. Ainsi, cette étude n'a pas
permis d’identifier les bases moléculaires des dermatofibrosarcomes et des nombreux
cancers retrouvés dans ces familles. |l sera nécessaire de poursuivre cette étude par le
séquencage du gene PDGFB et par la recherche d’une instabilité chromosomique dans ces

familles.

MOT-CLES : Dermatofibrosarcome, Cancers héréditaires, Syndrome de Li-Fraumeni,

PDFGB, Proto-oncogéne, Récepteur tyrosine kinase, Thérapie ciblée



