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SECTION GENETIQUE (GEN)

IL EST IMPORTANT D'IDENTIFIER LES GENES SPECIFIQUES ET LES VARIANTS GENETIQUES
QUI CONTRIBUENT AU DEVELOPPEMENT DU CANCER POUR PLUSIEURS RAISONS, NOTAM-
MENT POUR COMPRENDRE EN PROFONDEUR LES VOIES BIOLOGIQUES IMPLIQUEES DANS
LE CANCER, ELUCIDER LA FACON DONT LES FACTEURS ENVIRONNEMENTAUX PEUVENT
EXERCER LEURS EFFETS SUR LE DEVELOPPEMENT DU CANCER EN INTERACTION AVEC LES
GENES, ET IDENTIFIER LES INDIVIDUS AYANT UN RISQUE SUFFISAMMENT ELEVE POUR
ETRE SUSCEPTIBLES DE BENEFICIER DES STRATEGIES DE REDUCTION DU RISQUE.

La Section Génétique réunit deux grou-
pes ayant pour mission générale d’iden-
tifier les génes impliqués dans le cancer,
de caractériser le spectre des variants
de séquence pathogénes qu’ils portent,
et de comprendre comment ils interagis-
sent avec les facteurs non génétiques.
Il s'agit des Groupes Epidémiologie gé-
nétique (GEP) et Prédispositions géné-
tiques au cancer (GCS). Le Groupe GEP
participe essentiellement a la coordina-
tion de vastes études épidémiologiques
au sein de la population et a I'analyse de
multiples variants génétiques fréquents,
afin d’identifier de nouveaux locus de
prédisposition au cancer, en s’intéres-
sant tout particulierement aux cancers
du poumon, des voies aérodigestives su-
périeures (VADS, notamment du rhino-
pharynx), du rein et aux cancers plus
rares de I'enfant. De son c6té, le Groupe
GCS travaille principalement a l'identifi-
cation de variants ou de mutations rares,
dans des locus de prédisposition au can-
cer connus ou fortement candidats, qui
conferent un risque de cancer important.
L'accent est mis sur le cancer du sein, en
particulier sur les tumeurs mammaires
de type basal, avec également un inté-
rét grandissant pour les mélanomes. Les
résultats du Groupe GCS peuvent avoir

des implications directes en matiére de
prévention, dans la mesure ou ils appor-
tent une analyse plus précise des don-
nées de criblage mutationnel dans des
génes de prédisposition conférant un
risque élevé de cancer, tels que BRCA1,
BRCA2, MLH1 et MSH2. Le Groupe
GCS assure également des services de
génotypage aux deux Groupes, grace a
sa plate-forme génétique.
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EPIDEMIOLOGIE GENETIQUE ET MOLECU-
LAIRE DES CANCERS LIES AU TABAC ET A
LALCOOL

Le Groupe GEP a actuellement entre-
pris de grandes études multipartenaires
d’épidémiologie génétique, concernant
les cancers fortement liés au tabac et a
I'alcool — principalement les cancers du
poumon et des voies aérodigestives su-
périeures (VADS), mais aussi le cancer
du rein. Ceci suppose I'étude de génes
candidats et de plus en plus d’études
d’association pangénomique.

Une série de grandes études cas-té-
moins multicentres des cancers du pou-
mon, des VADS et du rein s’est achevée
en Europe et en Amérique latine. Cette
série d’études rassemblait plus de 15
000 personnes. Les études d’association
pangénomique sont en cours, en colla-
boration avec le Centre National de Gé-
notypage (Evry, France), afin d’identifier
de nouveaux génes de prédisposition
pour ces cancers. Les premiers résultats
ont été publiés pour le cancer du pou-
mon (Hung et coll., Nature 2008 ; Mc Kay
et coll., Nature Genetics, 2008).

Le Groupe participe également au Con-
sortium international d’études du cancer
du poumon (ILCCO) et au Consortium
international d’études épidémiologiques
des cancers de la téte et du cou (IN-
HANCE), pour rassembler l'information
et les résultats de toutes les grandes
études des cancers du poumon et des
voies aérodigestives.

Une grande étude d’association pange-
nomique sur le cancer du rein est égale-
ment en cours, en collaboration avec le
Centre National de Génotypage et le US
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Locus 15925 de prédisposition au cancer du poumon identifié lors de I’étude d’association pangénomique du CIRC sur le cancer du poumon.
Ce locus contient trois génes codant pour des récepteurs nicotiniques de 'acétylcholine, CHRNA5, CHRNA3 et CHRNB4. a) Degré de signi-
fication (p) de I’'association de chacun des SNP génotypés dans la région 1525 (entre 76,4 et 76,8mB) avec le cancer du poumon. La courbe
bleue indique le seuil p<5X10-" a partir duquel les résultats sont jugés significatifs sur ’ensemble du génome. Les points marqués d’un
nombre précédé de rs ont une valeur de p<1X10-°. Les points en rouge ont été génotypés grace a la plate-forme lllumina équipée de la puce
317K ; les points en bleu indiquent les SNP supplémentaires génotypés (Tagman). b), c) La région génomique a fort déséquilibre de liaison,
située approximativement entre rs4887053 (76,49 mB) et rs12594247 (76,73 mB), contient les SNP fortement associés au risque de cancer du
poumon. b) Positions des 6 génes connus. c) Estimations de la distance entre les paires de locus (r2) pour les 46 SNP courants entre 76,49mB
et 76,73mB, chez les témoins de I’étude du CIRC en Europe centrale. Plus la couleur grise s’intensifie, plus les valeurs de r2 sont élevées. La
majorité des estimations D’ pour ces SNP est supérieure a 0,8.
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National Cancer Institute. Des résultats
complets devraient étre obtenus avant fin
2009. Nous avons aussi établi une colla-
boration avec le Centre International de
Génotypage pour un projet de séquen-
cage a grande échelle des tumeurs du
rein (projet CAGEKID).

ETUDE DE COHORTE EN RUSSIE

Nous coordonnons une vaste étude de
cohorte en Russie, avec des collégues
du Centre de Recherche sur le Cancer
de Moscou et du Clinical Trials Service
Unit de I'Université d’Oxford. Plus de
200 000 adultes ont déja été recrutés
dans 3 villes de Sibérie occidentale
(Barnaul, Biysk et Tomsk), avec recueil
détaillé des données par questionnaire
et prélevement d’ADN. Le suivi en cours
permettra d’identifier l'issue des can-
cers et d’autres maladies chroniques.
Les prochaines analyses s’attacheront
a comprendre les causes des taux de
mortalité extrémement élevés enregis-
trés chez les adultes d’age moyen dans
cette région. Les premiéres analyses
réalisées sur plus de 50 000 personnes
de cette cohorte, décédées pour di-
verses raisons, ont déja montré que I'al-
cool était responsable de plus de la moi-
tié des décés en Russie, entre 15 et 54
ans, et qu'il était a I'origine de la plupart
des fortes fluctuations de la mortalité
russe récemment observées (Zaridze et
coll., Lancet 2009).

CANCER DU RHINOPHARYNX

Le cancer du rhinopharynx (CRP) est
une pathologie maligne dont les taux
d’'incidence varient énormément dans
le monde. Dans la plupart des régions,
il s’agit d’un cancer rare (0,5 cas pour
100 000 par an au RU), mais dans cer-
taines régions, il survient sous forme en-
démique avec une incidence 10 a 40 fois
plus élevée. C’est le cas en Chine méri-
dionale, dans d’autres parties du Sud-Est
asiatique et au Maghreb (Maroc, Algérie
et Tunisie). Avec nos partenaires en Ma-
laisie et en Thailande, nous menons
actuellement une étude sur le réle des
geénes et des facteurs environnementaux
dans l'étiologie du CRP en Asie du Sud-
Est. Cette étude vise a étre I'une des
plus grandes études mondiales sur le
CRP, avec au moins 1000 paires de cas-
témoins et des familles a cas multiples.
Actuellement, les sites d’étude reposent

sur un ensemble d’efforts a I'échelle na-
tionale, coordonnés en Thailande par
I'Institut national du Cancer a Bangkok, et
dans la région du Sarawak en Malaisie,
par le Kuching General Hospital. Une fois
le recrutement terminé, nous réaliserons
des études d’association pangénomique
sur le CRP pour rechercher les génes as-
sociés a l'apparition de ce cancer et a la
survie.

CANCERS DE LENFANT
ET DU JEUNE ADULTE

Nous apportons notre aide a la prépa-
ration d’études pilotes sur les tumeurs
embryonnaires du systéme nerveux
périphérique qui touchent les enfants
et les jeunes adultes. Excepté pour les
cancers les plus fréquents a ces ages
(leucémies et tumeurs du systeme ner-
veux central), il existe trés peu d’études
étiologiques a grande échelle des diffé-
rents types de cancers de I'enfant, et les
données concernant les causes et les
mécanismes sont trés limitées. Dans le
cadre d’'une grande étude internationale,
nous avons donc entrepris d'étudier : i)
le réle de I'exposition a des facteurs de
risque présumés, et ce a différentes pé-
riodes clés (préconception, prénatale
et postnatale), ii) les facteurs de prédis-
position génétique, iii) les interactions
génes-environnement et iv) de nouveaux
marqueurs moléculaires (méthylation de
I’ADN et capacité de réparation). Létude
concernera le rétinoblastome, la tumeur
de Wilms, le rhabdomyosarcome, le neu-
roblastome et I'hépatoblastome.
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(GROUPE PREDISPOSITIONS
GENETIQUES AU CANCER (GCS)

AU COURS DE LA PERIODE BIENNALE 2008-2009, LES ACTIVITES DU GROUPE GCS SE
SONT CONCENTREES SUR QUATRE DOMAINES : ANALYSE DE VARIANTS NON CLASSES DE
GENES DE PREDISPOSITION DE RISQUE ELEVE POUR LE CANCER, CRIBLAGE MUTATIONNEL
CAS-TEMOINS DE GENES DE PREDISPOSITION DE RISQUE MODERE AU CANCER DU SEIN,
GENETIQUE DE LA PREDISPOSITION AU MELANOME, ET DEVELOPPEMENT DE LA PLATE-
FORME DE SERVICES POUR APPUYER LES PROJETS COLLABORATIFS MULTI-GROUPES.

ANALYSE DES VARIANTS NON CLASSES

En Amérique du Nord, en Europe, en
Australie et au Japon, l'analyse géné-
tique des génes de prédisposition a haut
risque pour le cancer devient un élément
de plus en plus important de la prise en
charge médicale des patients a risque
et de leurs proches parents. La grande
majorité de ces analyses concerne es-
sentiellement des génes de prédisposi-
tion élevée bien établis pour les cancers
du sein et du colon, notamment BRCA1,
BRCA2, MLH1 et MSH2. Lanalyse de
novo d’un patient a risque consiste géné-
ralement a réaliser un criblage mutation-
nel des exons codants et des jonctions
d’épissage proximales du(des) géne(s)
de prédisposition sous-jacent(s), sou-
vent complété par une recherche des
duplications ou des délétions d’exons in-
dividuels (*Tavtigian et Le Calvez-Kelm,
2007). Par conséquent, ces analyses
sont souvent exigeantes du point de vue
technologique et assez colteuses.

Parallelement aux mutations parinsertion-
délétion et autres variants de séquence
aboutissant a une protéine tronquée, dont
la fonction est trés probablement altérée,
et qui sont donc généralement classés
comme pathogenes a priori, le criblage
mutationnel révele souvent la présence

de substitutions d’'un seul nucléotide et
de variants dont les effets sur la fonc-
tion du gene et le risque de maladie ne
sont pas prédictibles dans l'immédiat.
On parle alors de variants non classés
(VNC). Depuis plusieurs années, nous
participons a un consortium d’études des
VNC de BRCA1 et BRCA2. Ce consor-
tium a abouti a trois résultats notables :
1) la création d’'une méthode bayésienne
d’évaluation des VNC qui combine les
données issues de plusieurs types de
sources indépendantes, afin de calculer
une probabilité intégrée ultérieure pour
gu’un variant de séquence soit pathogéene
(*Goldgar et coll., 2004, *Easton et coll.,
2007 ; *Goldgar et coll., 2008 ; *Tavti-
gian et coll., 2008) ; 2) 'organisation d’'un
Groupe de travail du CIRC sur les VNC
qui a produit des directives applicables au
plan médical pour la classification de ces
VNC (*Plon et coll., 2008) (Tableaux 1 et
2) et qui a commencé a diffuser notre mé-
thode bayésienne d’évaluation intégrée
au-dela de la communauté s'intéressant
exclusivement a la génétique du cancer
du sein ; et 3) la réunion, en février 2009,
d'un Groupe de travail du CIRC sur les
VNC dans les genes de réparation des
mésappariements, afin d’adapter la mé-
thode bayésienne d’évaluation intégrée
aux géenes de prédisposition pour le can-
cer du cdlon.
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Tableau 1. Projet de systéme de classification des variants de séquence identifiés par test génétique

Classe Description Probabilité d'étre pathogéne
5 Certainement pathogéne >0,99

4 Probablement pathogéne 0,95-0,99

3 Incertain 0,05-0,949

2 Probablement pas pathogene ou d'importance clinique négligeable 0,001-0,049

1 Non pathogéne ou sans importance clinique <0,001

Tableau 2. Tests recommandés pour chaque classe de variants

. Recommandations de surveillance Tests de recherche chez les
Classe Tests cliniques .1 PR Cen .
si lapparenté a risque est positif apparentés
Rechercher des variants chez les Directives complétes de surveillance s
5 o a s . Non indiqués
apparentés a risque en matiére de haut risque
4 Rechercher des variants chez les Directives complétes de surveillance Peut étre indiqué de mieux classifier le
apparentés a risquea en matiére de haut risque variant
3 Ne pas pratiquer de tests prédicteurs Sur la base des antécédents familiaux Peut étre indiqué de mieux classifier le
chez les apparentés a risquea (et autres facteurs de rsique) variant
2 Ne pas pratiquer de tests prédicteurs Traiter comme “aucune mutation Peut étre indiqué de mieux classifier le
chez les apparentés a risquea détectée” pour ce trouble variant
Ne pas pratiquer de tests prédicteurs Traiter comme “aucune mutation S
1 x . o Non indiqués
chez les apparentés a risquea détectée” pour ce trouble

aRecommander la poursuite de tests chez les probandes pour toutes les modalités de test disponibles pour le trouble en question : recherche de réar-

rangements par ex.

CRIBLAGE CAS-TEMOINS

DES GENES DE PREDISPOSITION DE RISQUE

MUTATIONNEL
MODERE POUR LE CANCER DU SEIN

Les génes de prédisposition de risque
élevé connus pour le cancer du sein
expliquent environ 25% du risque relatif
familial pour ce cancer, et les SNP cou-
rants associés au risque, détectés par
de récentes études d’association pangé-
nomique, ne sont pas responsables de
plus de 10% de ce risque relatif familial.
Par conséquent, en ce qui concerne la
génétique du cancer du sein (de méme
que pour les cancers du colon et de la
prostate) il existe un probléme émer-
geant d’«héritabilité manquante» (Maher,
2008 ; Easton et Eeles, 2008). Il serait
possible que des variants peu fréquents,
voire rares, de génes de prédisposition
de risque modéré, typiquement repré-
sentés par ATM et CHEK?2, soient res-
ponsables d’'une composante essentielle
de I'héritabilit¢ manquante. Nous termi-
nons tout juste la deuxiéme année d'un
projet de 5 ans financé par les NIH pour
examiner cette hypothése. La principale
approche de ce projet consiste a réa-
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liser un criblage mutationnel du cadre
de lecture complet de génes candidats
soigneusement sélectionnés a partir
de 1250 cas de cancer du sein et d’'un
nombre similaire de témoins appariés
sur l'origine ethnique. Les génes candi-
dats sont choisis chaque année par un
comité consultatif, et la majorité des cas
et des témoins sont issus des centres
de population couverts par les Registres
des Cancers du Sein Familiaux subven-
tionnés par les NIH. Les résultats pré-
liminaires sont encourageants. Nous
avons publié un article concernant les
méthodes de laboratoire (*Nguyen et
coll.,, 2009). Nous avons également pu-
blié une analyse du géne de prédisposi-
tion de risque modéré ATM (*Tavtigian
et coll., 2009). Ce dernier travail nous a
permis de démontrer l'efficacité de notre
approche bioinformatique pour I'analyse
des rares substitutions faux-sens, tout
en démontrant également 'importance
de celles-ci dans la prédisposition au
cancer du sein lorsqu’elles affectent le
géne ATM. Pendant les trois ans et demi
a venir, cette approche nous permettra
d’analyser un nombre considérable de

genes candidats et d’aller plus loin dans
I'élucidation des bases génétique de la
prédisposition au cancer du sein.

GENETIQUE DE LA PREDISPOSITION AU
MELANOME

Il a été montré que des mutations af-
fectant deux génes codant pour des
protéines régulatrices du cycle cellu-
laire étaient responsables du mélanome
cutané malin (MCM) familial. Environ
20% des familles sujettes au mélanome
étaient porteuses d’une mutation ponc-
tuelle dans le locus CDKN2A sur 9p21,
qui code pour deux protéines indépen-
dantes, p16 (INK4a) et p14 (ARF). Des
mutations rares dans CDK4 ont égale-
ment été associées a la maladie. Bien
qu’il ait été montré que CDKNZ2A était
le principal géne de prédisposition au
mélanome, il reste encore une grande
proportion de mélanomes apparentés,
liés au locus 9p21, dans lesquels au-
cune mutation germinale de CDKN2A
n'a été identifiée par séquencage direct
de I'exon. Pour évaluer la contribution a
la maladie d’'importants réarrangements



dans CDKNZ2A, nous avons réalisé une
MPLA («multiplex ligation-dependent
probe amplification») sur la série fran-
caise de familles sujettes au mélanome.
Dans I'ensemble, nous avons montré que
les délétions génomiques représentaient
21% des mutations totales observées
dans cette série (*Lesueur et coll., 2008).

Chez les familles sujettes au mélanome,
l'effet des mutations dans CDKN2A va-
rie non seulement en fonction du phé-
notype des individus (type de peau,
nombre de naevus, sensibilité au soleil),
mais aussi de la présence de variants
génétiques du géne de la pigmentation,
MC1R, hautement polymorphe. Nous
avons également étudié limpact des
génes GST, impliqués dans la détoxi-
cation des métabolites aprés exposition
aux UV, sur le risque de mélanome dans
des familles sujettes au mélanome sur
plusieurs générations, porteuses de mu-
tations CDKN2A. Nous avons observé
que lalléle nul GSTTT1 modifie le risque
de développer un mélanome chez les
porteurs d’'une mutation CDKN2A confé-
rant un risque élevé, et ce, méme apres
ajustement sur le génotype MC1R et les
facteurs d’héte. Il est donc clair que de
multiples modificateurs génétiques in-
fluencent le risque de mélanome (*Chau-
dru et coll., 2009).

En adoptant une stratégie semblable a
celle développée pour identifier et ana-
lyser les génes de risque modéré pour
le cancer du sein, notre prochain objectif
est d’étudier des génes candidats de pré-
disposition au mélanome dans la voie de
pigmentation, grace a un criblage muta-
tionnel cas-témoins sur des individus de
la cohorte EPIC.

SERVICES

Le Groupe GCS a acquis une plate-
forme lllumina BeadArray reader/Gol-
dengate, en avril 2008. Les flux de tra-
vail pour le génotypage des SNP, les
profilages de méthylation et d’expression
de génes ont été validés et le personnel
du Groupe a été formé en conséquence.
Plusieurs projets ont été réalisés sur la
plate-forme lllumina. En appui a un projet
de GCS sur la génétique du cancer du
sein, nous avons créé et validé une sé-
rie de marqueurs ancestraux informatifs
avec un jeu de 384 SNP. En appui a un
projet du Groupe EGE, nous avons uti-

lisé le kit lllumina Cancer Panel | methy-
lation, pour établir le profil de méthylation
des promoteurs de 807 génes associés
au cancer dans une série de tissus pro-
venant de cancers hépatocellulaires, du
sein et de 'o,esophage, ainsi que dans les
tissus environnants. En appui a un projet
du Groupe MOC, la plate-forme lllumina
a permis de réaliser le profil d’expression
de génes dans des séries de lignées cel-
lulaires de cancer du sein, pour évaluer
de quelle fagon le statut de p53 affecte
la réponse transcriptionnelle de ces cel-
lules a I'cestradiol ou au tamoxiféne, mo-
dulateur sélectif des récepteurs a cestro-
géenes. Des analyses sont en cours et un
manuscrit devrait suivre.
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