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I. Préambule 

Certains ne jurent que par leur destinée et se voient emprunter une voie tracée pour eux. Au 
mieux d’autres tracent cette ligne eux-mêmes et s'y accrochent obstinément. Je crois au hasard qui 
provoque des rencontres. 

Ce sont ces rencontres qui ont construit mon parcours jusqu’ici : à l’IUT (pour ne pas m’engager 
dans des études trop longues !), au milieu des analyses visant à caractériser les maladies humaines, 
Arlette Darfeuille-Michaud m’a donné goût à la recherche. Sans pour autant me faire aimer la bactério. 
La discipline qui étincelait pour moi à la même époque, c’était la Biologie Moléculaire de Serge Alziari. 
Au moment de choisir un stage de DEA, c’est donc vers lui que je me suis tourné et j’ai découvert le 
modèle drosophile et sa formule magique : Biologie Moléculaire + Drosophile = Génétique Moléculaire 
(la contrepartie de cette formule étant un sortilège tout aussi puissant, condensé dans une maxime de 
Jean-Louis Couderc : « Drosophiliste Un Jour, Drosophiliste Toujours© »). En thèse l’année d’après, 
Krzysztof Jagla a introduit un nouveau paramètre dans l’équation : la mouche permet d’étudier, de 
comprendre, voire de soigner les pathologies développementales humaines, que je pensais avoir 
quittées en même temps que l’IUT. Son réseau (celui du directeur de thèse, pas de l’insecte) m’a 
permis de creuser ce sillon à travers deux post-docs. Mon recrutement dans l’équipe d’Yves-Jean 
Bignon, pionnier de l’oncogénétique en France, a bouclé la boucle : quitte à rechercher pendant dix ans 
les causes génétiques de pathologies humaines, autant étudier directement la génétique des êtres 
humains. 
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II. Curriculum Vitae 

A. État Civil 
Yannick, Cyril BIDET      Centre Jean Perrin 
Né le 12 Mars 1973 (43 ans) à Vichy (03)   Laboratoire d'Oncologie Moléculaire 
Yannick.Bidet@uca.fr     58 rue Montalembert 
+33 (0)4 73 27 84 89     63011 Clermont-Ferrand Cedex 
 
Maître de Conférences à l'Université Clermont Auvergne, section 65 
Recruté au 1er Septembre 2007 
Composante : Faculté de Médecine 
 

B. Formation Universitaire et à la Recherche 
 DEA 1997-1998 
Université Blaise Pascal option : Physiologie et Génétique Moléculaires 
Équipe Génome Mitochondrial de l’UMR CNRS 6547 Responsable : Serge Alziari 

“mtSSB : un gène potentiellement impliqué dans les remaniements de l’ADN mitochondrial chez la Drosophile. 
Séquence partielle et Expression” 

 
 Thèse d’Université 1998-2002 
Université d’Auvergne option : Biologie du Développement 
 Mention Très Honorable, Félicitations du Jury 
Ladybird Team de l’UMR UdA/INSERM 384 Responsable : Krzysztof Jagla 

“Étude de la régulation des gènes ladybird au cours de la myogenèse et la cardiogenèse chez la Drosophile” 
 
 Stage Post-Doctoral 2003-2006 
University of Sheffield 
Centre for Developmental Genetics Responsable : Phil W. Ingham 

“Structural, molecular and genetic analyses of myoblast fusion in vertebrates, using zebrafish as a model” 
 
 Stage Post-Doctoral 2006-2007 
CNRS Montpellier 
Institut de Génétique Humaine Responsable : Martine Simonelig 

“Nouvelles stratégies thérapeutiques pour la Dystrophie Musculaire Oculo-Pharyngée (OPMD), 
grâce au modèle drosophile” 
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C. Enseignement 

1. Les Origines 

Dès la thèse, et bien que je ne sois pas moniteur, j’ai souhaité expérimenter l’enseignement. 
Doctorant dans un laboratoire de « Biochimie Médicale », ma première expérience a été un TP de 8h 
de Biochimie, consistant à quantifier la liaison de l'acide 3-quinuclidyl benzylique radioactif (QNB*) au 
récepteur cholinergique muscarinique extrait du cœur de rat. Aussi éloigné qu’il puisse être de mes 
préoccupations de thèse, ce TP mené avec 8 groupes d’étudiants de l’IUT a pourtant conquis le 
généticien en devenir que j’étais. J’ai donc reconduit ce TP deux années supplémentaires, en lui créant 
un TD de bioinformatique associé, permettant un traitement plus approfondi des données générées lors 
du TP. 

Cet événement fondateur m’a orienté vers une carrière d’enseignant-chercheur et m’a donc incité 
à conserver une activité d’enseignement tout au long de mon parcours pré-recrutement. En 2004, 
pendant mon premier stage post-doctoral en Angleterre, j’ai ainsi participé aux cours du EMBO 
Practical Course "Animal models for development, physiology and disease". Ces ateliers très 
techniques rassemblent sur quelques jours 10 à 20 chercheurs européens débutants (doctorants, post-
doctorants) sélectionnés sur leur CV, dans un centre de recherche réputé pour son expertise dans le 
domaine. Il s’agit donc d’un TP de 5 jours pour étudiants brillants, à encadrer 18 à 20h par jour 
(personne ne traverse l'Europe aux frais d'EMBO pour aller dormir à Sheffield !). Les plus enseignants 
d’entre vous apprécieront. 

 Lors de mon second stage post-doctoral dans une unité propre du CNRS sans lien avec 
l’Université, je me suis mis en relation avec les enseignants de l’Université Montpellier 2 afin d’assurer 
15h de TD de génétique formelle en première année de Licence. 

2. Enseignement actuel 

Depuis mon recrutement à l’Université d’Auvergne, je suis administrativement attaché à la 
Faculté de Médecine, composante dans laquelle j’interviens pour 2 masters cohabilités avec l’Université 
Blaise Pascal (UBP) en anticipation de la fusion des deux universités  clermontoises : 

• Dans le Master Nutrition Humaine et Santé, je délivre un cours de Nutrigénétique au 3e 
semestre, dans l’Unité d’Enseignement « Génomique, post-génomique et nutrition ». 

• Dans le Master Génétique et Physiologie, Bioinformatique, je participe à plusieurs modules : 
« Nutrition et Cancer », « Contrôle de la prolifération, de la survie et de la mort cellulaire » et 



Figure 1 : Activité d’enseignement 2015-16 
Le tableau présenté est une copie d’écran de l’Espace Numérique de Travail du service validé par 
l’Université. 
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« Génétique Humaine / Oncogénétique » en première année et je coordonne l’UE « Oncologie 
Moléculaire » en deuxième année. 

 
La seconde partie de mon enseignement est réalisée dans les autres composantes de 

l’Université d’Auvergne, et en particulier à l’IUT. 
• Dans la Licence Professionnelle « Techniques diagnostiques spécialisées en biologie 

médicale », j’ai mis en place la première année du module « Techniques de biologie 
moléculaire appliquées à la biologie clinique » avant d’être rejoint par le Pr. I. Creveaux. Ce 
module a été l’occasion de construire un cours, mais également un TP dans les locaux du 
laboratoire au Centre Jean Perrin et un TD de bioinformatique, en lien avec le TP. 

• Dans le Master « Diagnostic Médical », j’interviens pour un cours relatif au Séquençage de 
Nouvelle Génération dans le module de Génétique Biologique de première année. Depuis la 
rentrée 2015, j’assure également des cours et la coordination de l’UE « Anatomie pathologique 
- Cancérologie - Mécanistique et dépistage » en deuxième année. 

Le détail horaire extrait de l’Espace Numérique de Travail est présenté en Figure 1. 
 
Le terme du plan quadriennal d’enseignement coïncidant avec la fusion des deux universités 

clermontoises, les différentes formations auxquelles je participe sont amenées à évoluer. Après les 
premières années en tant que simple intervenant dans des modules établis, je contribue désormais au 
renouvellement de certaines maquettes d’enseignement : 

• Dans le futur Master Biologie-Santé, je participe à la refonte du module « Génétique Humaine 
et Oncogénétique ». Dans ce cadre, je serai co-responsable du module « Différenciation 
Cellulaire » (dont le nom exact reste à définir). 

• Dans l’évolution du Master Diagnostic Médical, je serai responsable d’une nouvelle UE 
« Informatique appliquée à la biologie médicale » du futur Master Ingénierie pour la santé - 
parcours Diagnostic biomédical, dont j’élabore actuellement le contenu. 

 
Bien que dispersé dans un grand nombre de modules inclus à des formations dont les objectifs 

sont assez différents (formations très « professionnalisantes » à l’IUT, très largement orientées 
« Recherche » pour les masters UBP), l’ensemble de ces cours présente tout de même une relative 
cohérence : il me permet d’exposer une description des outils actuels et à venir en génétique humaine. 



Tableau 1: Liste des étudiants encadrés depuis mon recrutement au 
Laboratoire d’Oncologie Moléculaire du Centre Jean Perrin 

Feuille1

Page 1

Nom Prénom Début Fin Formation
Delorme Jessica 01/04/08 01/06/08 IUT Bio

Desrichard Alexis 02/01/09 31/08/09 M2GP
Li Laisheng 01/11/09 01/10/10 Thèse

Dominguez Mev 01/01/10 31/12/11 Post-Doc
Bonhomme Amandine 06/04/10 11/06/10 IUT Bioinfo

Perin Axel 06/04/10 11/06/10 IUT Bioinfo
Meyer Leslie 13/05/10 20/05/10 L3
Gomes Maryline 01/01/12 01/09/12 M2GP
Hours Marilyne 01/03/12 01/09/12 LPro 
Ollier Marie 01/09/12 18/09/15 Thèse

Meunier Chloé 15/04/13 26/06/13 IUT Bio
Décousus Stéphanie 02/05/13 30/10/13 Interne Anapath

Dubois Clémence 03/06/13 26/07/13 Master 1 DiaMed
Cheyroux Sofia 02/02/14 30/06/14 M2GP
Vermorel Fanny 14/04/14 20/06/14 IUT Bio
Ndong Thomas 02/06/14 25/06/14 M1 Bioinfo
Guyon Amaury 01/04/15 22/05/15 Master 1 DiaMed

Sévigné Luc 02/05/15 30/10/15 Interne Anapath
Cavaillé Mathias 02/11/15 30/10/16 M2GP
Cherik Florian 02/11/15 30/04/16 M1 Santé
Bayol Béryl 02/01/16 30/04/16 Master 2 DiaMed
Zekri Yanis 18/04/16 30/06/16 IUT Bio

Al Sayegh Farah 03/01/17 30/06/17 M2GP
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Cette présentation sera simplement plus ou moins détaillée en fonction du public, et orientée au choix 
vers les aspects technologiques, les applications médicales ou la cancérologie. 

D. Encadrement d’étudiants 

Comme pour l’enseignement, c’est au cours de ma thèse que j’ai découvert l’encadrement 
d’étudiants sur ma thématique de recherche. Alexandra Pothier, alors étudiante en deuxième année 
d’IUT, raconte encore parfois notre collaboration sur le criblage de banques génomiques. Alors que, 15 
ans après, la technique n’a plus aucun intérêt sur les espèces modèles dont le génome est séquencé et 
largement annoté, je prends ces rappels d’anecdotes comme une preuve que son stage s'est bien 
passé ! 

Les laboratoires dans lesquels j’ai effectué mes deux stages post-doctoraux n’ayant que peu de 
connexion avec leur université respective, les étudiants stagiaires y étaient rares et je n’ai pas retrouvé 
l’occasion d’en encadrer. 

Dès mon recrutement cependant, je me suis appliqué à favoriser l’accueil des étudiants au 
laboratoire, pratique qui générait une certaine appréhension suite à diverses expériences difficiles. J’ai 
ainsi encadré un Master 2 de Génétique, Physiologie et Bioinformatique un an sur 2, en lien avec les 
projets scientifiques du moment ; tous ont fait une thèse par la suite. J’ai également recruté des 
étudiants de différents niveaux et différentes filières afin de promouvoir l’activité du laboratoire dans 
différentes formations. La liste de ces étudiants est rapportée en Tableau 1. Certaines expériences ont 
été particulièrement bénéfiques puisqu’Axel a été recruté au laboratoire suite à son stage, que les 2 
Mar(y)l(y)ne (quel que soit l'orthographe) ont bénéficié d’un long CDD au Centre Jean Perrin suite à leur 
passage au laboratoire avant de partir l’une en thèse et l’autre pour un CDI hospitalier dans sa Lozère 
d’origine. Après sa thèse terminée en Chine, Laisheng tient à mettre à profit les cours de Français que 
nous lui avons dispensés et il est en train d’organiser un retour parmi nous pour un stage post-doctoral. 
Une mention pour Marie dont j’ai encadré les travaux tout au long de sa thèse et qui m’a poussé à 
entreprendre la rédaction de ce document. 

 
Comme détaillé plus loin dans le paragraphe « Collaborations » (III.B.2), le laboratoire a eu une 

activité de prestation de services et de formation pendant quelques années. Durant cette période, j’ai pu 
former un grand nombre d’étudiants et de techniciens de laboratoires extérieurs à diverses techniques 
de génomique. 



Figure 2 : Dos du T-Shirt du congressiste « Festival de la Mouche 2002 » 
Avec un nom pareil, le congrès annuel des drosophilistes francophones, qui s’est longtemps 
déroulé à Cannes, ne pouvait manquer de célébrer la sortie la même année de l’épisode II 
de la saga Star Wars. D’autant que Georges Lucas avait donné à son film un titre 
d’inspiration très génétique. 
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E. Responsabilités collectives et administratives 

• Durant ma thèse, j’ai eu l’occasion de participer à l’organisation de 2 congrès : 

 Co-organisation de l’une des premières éditions des Journées de l’École Doctorale à Clermont-

Ferrand (en 2000). La participation n’était pas obligatoire à l’époque et il fallait démarcher les 

doctorants pour les convaincre de présenter leurs travaux. Il fallait également convaincre des 

sponsors locaux de leur intérêt à investir (un peu) dans cet événement. Et cet effort 

d’organisation ne dispensait pas encore d’un module de thèse… 

 Co-organisation du Congrès annuel français de la drosophile (2002). Pour cette conférence, les 

chercheurs séniors gèrent traditionnellement la programmation scientifique et leurs étudiants, la 

logistique et les sponsors. 15 ans après, je garde un certain attachement au logo du T-Shirt que 

j’ai créé puis fait sponsoriser et imprimer pour l’occasion… (Figure 2) 

• Plus récemment et comme détaillé plus haut, mes responsabilités ont surtout porté sur 

l’enseignement (Responsable UE Oncologie Moléculaire en M2 Génétique, Physiologie & 

Bioinformatique, Biologie Moléculaire en Licence Pro Tech Bio et Anatomie pathologique – 

Cancérologie en Master DiaMed), et l’organisation de l’offre de formation (Responsable UE 

Bioinfo/NGS du futur Master Ingénierie pour la Santé et Différenciation Cellulaire du futur Master 

Biologie – Santé). 

• Mon implication dans la formation en dehors de l’enseignement à proprement parler consiste aussi 

à l’évaluation des stages réalisés par les étudiants. Je prends en effet part tous les ans aux jurys de 

stages de licence professionnelle Tech Bio. Les années où je n’encadre pas moi-même d’étudiant 

de ce master, je fais partie du jury des stages de Master 2 Génétique, Physiologie et 

Bioinformatique. En alternance, je suis membre de l’un des jurys pour les stagiaires de première 

année du même master. Je suis également régulièrement sollicité pour les soutenances du master 

1 accordé aux (futurs) médecins. 

• À un niveau plus élevé, j’ai également participé aux comités de thèse de Jérémy Denonfoux (EA 

4678 CIDAM, Sept 2011) et Marion Rouzaire (EA 7281 R2D2, Sept 2014, Sept 2015). 

• Je m’attache également à assister tous les ans aux Journées de l’École Doctorale des Sciences de 

la Vie, Santé, Agronomie, Environnement. 

• À l’échelle de l’Université cette fois-ci, j’ai siégé à différents comités de sélection en vue du 

recrutement de Maîtres de conférences, en tant que rapporteur externe pour l’Université Blaise 
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Pascal ou rapporteur interne pour l'Université d'Auvergne (postes de Maître de Conférence 
MCF0355, MCF0372, MCF0943 & MCF1217 en 2009 et MCF0530, MCF0385 en 2011). 

• J'ai également décidé de m'investir dans la vie des structures dans lesquelles je travaille en dehors 
de l'Université. Je suis ainsi élu au conseil de laboratoire de l'UMR lnserm 1240 et membre du 
comité du développement durable du Centre Jean Perrin. 

• Sur le plan de la recherche, je commence à être sollicité pour réaliser des expertises scientifiques. 
En 2016, j’ai évalué 2 PHRC inter-régionaux pour la région Auvergne Rhône-Alpes et un projet 
scientifique déposé auprès du comité de Normandie de La Ligue contre le cancer. 

• Le dernier point à citer dans ce chapitre est ma contribution à la mise en place de la plateforme de 
génétique moléculaire clermontoise. Ce chantier, en gestation depuis de nombreuses années 
malgré le soutien de l'ARS, de la Région, de l'État et de l'Europe, doit mutualiser les outils de 
séquençage clermontois pour tous les utilisateurs du site, qu'ils soient basés au CHU, au Centre 
Jean Perrin ou dans les laboratoires de recherche. Sa vocation est de proposer un ensemble 
d'outils mutualisés pour la préparation de librairies et leur séquençage à haut débit, avec un niveau 
de contrôle suffisant pour permettre de réaliser une activité de diagnostic, tout en restant 
suffisamment flexible pour autoriser une activité de recherche. Cette plateforme doit aussi faire 
travailler ensemble des personnalités fortes habituées aux outils individuels de proximité. Afin de 
contourner cet obstacle sans attendre les décisions majeures sur les statuts de cette plateforme, le 
comité de pilotage a nommé un groupe exécutif chargé des affaires 
courantes. La mission m'a été confiée d'animer ce groupe constitué d'un 
représentant de chaque service hospitalier utilisateur de la future 
plateforme. Ce "Club des 5" a participé à la rédaction et au dépouillement 
des appels d'offre pour l'achat des matériels et a émis ses 
recommandations pour un fonctionnement optimum de la plateforme. 
Ces recommandations sont à l'étude par les directions du CHU et du CJP 
depuis un peu plus d'un an. 
Le Centre Jean Perrin étant le plus avancé des partenaires dans l'utilisation des NGS, j'ai 
coordonné le paramétrage et la validation des matériels reçus, en particulier les divers robots de 
pipetage, afin qu'ils soient à même de répondre aux besoins des différents services hospitaliers.  
La majorité des futurs utilisateurs de la plateforme ne disposant pas de compétences en 
bioinformatique, il est vite apparu indispensable de créer un poste mutualisé sur la plateforme. J'ai 
contribué à la rédaction de la demande de financement, élaboré le profil de poste et assuré le 
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recrutement d'une post-doctorante en bioinformatique que j'ai encadré pendant 18 mois au CJP. 
Après le recueil des besoins de chacun, elle a développé une série d'outils polyvalents désormais 
disponibles sur la plateforme. En collaboration avec certains services, elle a réalisé la validation de 
certains scripts en vue d'une accréditation COFRAC. Depuis la fin du financement initial, elle est 
actuellement salariée du CHU. 

F. Contrats, Prix et Récompenses 

• Prix Jeunes Chercheurs de la Fondation Bettencourt Schueller 2003 

• Financement Ligue contre le Cancer 63 « Investissements » en 2007. 

• Financement IBiSA 2009 et 2011 

• Certification ISO 9001 de la plateforme GENTYANE en 2012, de la plateforme GINA en 2013 

• Financement d’une bourse de thèse, CPER 2016, Défi EPICURE 

• L’affiche présentée au congrès « Next generation sequencing » de San Diego en Mars 2009 
décrivait les premières tentatives d’utilisation du séquenceur 454 de Roche en diagnostic. Elle a été 
saluée par le Prix du meilleur Poster. 

• À titre plus personnel, l’ensemble des activités décrites ici ont été récompensées par une Prime 
d’Encadrement Doctoral et de Recherche (PEDR) accordée en Septembre 2015 pour 4 ans. 



Figure 3 : Structure du génome mitochondrial 
Les génomes mitochondriaux de l’Homme et de la drosophile ont des tailles et des 
compositions très proches. (A) De nombreuses délétions sont décrites chez l’Homme 
comme étant associées à des pathologies spécifiques, en particulier le syndrome de 
Kearns-Sayre (KSS). (B) Organisation du génome mitochodrial de Drosophila suboscura. La 
souche mutante porte une délétion de 5kb incluant entre autre les gènes ND4L, ND4 et 
ND5, délétés également dans le syndrome humain. 

Chen et al., 2011 

B

A
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III. Travaux de Recherche 

Malgré une mobilité aussi géographique que thématique, mes travaux suivent une ligne directrice 
assez marquée : il s’agit de comprendre les bases génétiques de pathologies humaines. Pour autant, 
les différentes géométries non euclidiennes (et la prolifération des GPS) nous ont appris que la ligne 
droite n'est pas forcément le moyen le plus rapide pour atteindre un objectif. Ainsi, après 10 ans de 
travaux sur la génétique du muscle, l'un des tissus les moins touchés par la transformation tumorale, je 
suis recruté dans un laboratoire de génétique du cancer. 

A. Dans ma vie d'avant 

1. D.E.A 

Au moment de mon arrivée, l’équipe Génome Mitochondriale étudiait une souche 
hétéroplasmique de Drosophila subobscura. 80% de ses génomes mitochondriaux présentaient (et 
présentent toujours) une délétion stable de 5kb, comparable à celle observée chez des patients atteints 
du syndrome de Kearns-Sayre (Chen et al., 2011, Figure 3). Dans cette maladie, on retrouve les signes 
communs à toutes les atteintes mitochondriales : ophtalmoplégie et myopathie. S'ajoutent un ptosis 
caractéristique, une cardiomyopathie, et également une rétinopathie pigmentaire (Mancuso et al., 
2015). Les premiers signes surviennent généralement avant 20 ans et s'aggravent au cours du temps. 
Le diagnostic est confirmé par une biopsie musculaire montrant une absence de cytochrome oxydase et 
une délétion de l'ADN mitochondrial (OMIM 53000). Bien que ce syndrome soit le plus souvent 
sporadique, les travaux préliminaires du laboratoire suggéraient une implication du génome nucléaire, 
et plus particulièrement du système de réplication, dans la genèse des molécules mitochondriales 
délétées (Farge et al., 2002; Le Goff et al., 2002).  

Pourquoi cependant vouloir étudier cette maladie chez la drosophile ? Parce que la mouche 
aussi a des muscles, dont la source d'énergie principale provient également des mitochondries et, qu'en 
matière de modèle génétique, on n'a pas fait mieux depuis 100 ans. C'est grâce à elle que Thomas 
Morgan a établi le lien entre les chromosomes et la transmission des caractères phénotypiques 
(Morgan, 1910). À raison de 2 à 5 publications par an dans Sciences, pendant les 4 ans qui ont suivi, il 
a inventé la cartographie génétique sur les 4 chromosomes de son insecte préféré. Il en obtint le prix 



Figure 4 : la rencontre Brel - Ferré - Brassens 
De gauche à droite : Edward B. Lewis, Christiane Nüsslein-Volhard et Eric F. Wieschaus 
Bien que les deux derniers aient longuement collaboré et soient contemporains du 
premier, il n’existe pas de photo disponible des 3 prix Nobel de Médecine 1995 devisant 
éruditement de leur passion commune. 

Figure 5 : Développement de l’embryon de drosophile 
Les 10 photos centrales montrent, de haut en bas, puis de gauche à droite, la transformation 
extérieure de l’embryon de drosophile au cours du temps. Les 6 schémas à l’extérieur présentent 
aux même temps la formation des segments, du mésoderme en vert, puis des cellules cardiaques 
qui en dérivent. 
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Nobel en 1933 et son nom dans l'unité de distance génétique (Morgan, pas la mouche). Un animal qui 
démarre sa carrière scientifique dans de telles conditions laissera forcément sont empreinte sur les 
générations futures (ici, l'ambiguïté peut être laissée entre l'insecte et le scientifique). 

Il m’a donc été confié l’étude de l’un des premiers gènes-candidats possibles : le gène codant 
pour les protéines mitochondriales de liaison à l’ADN simple brin (mtSSB). Mon travail de DEA a porté 
sur 3 volets :  

• l’analyse de l’expression spatio-temporelle des transcrits du gène mtSSB. L’utilisation de ribosondes 
a permis de déceler un ARNm unique d’environ 600 nucléotides dans les mouches entières. Ce 
résultat était inattendu puisque, chez la mouche de référence D. melanogaster, le même gène 
produit un transcrit de 400 nucléotides. 

• des comparaisons de séquence entre la souche hétéroplasmique et 2 souches sauvages n’ont pas 
montré de différence dans la séquence des acides aminés des domaines de liaison à l’ADN et 
d’interaction protéine-protéine. Les techniques et les coûts de séquençage de l’époque n’ont pas 
permis d’analyser le gène entier. 

• Enfin, avant la communication de son génome complet, l’étude du gène mtSSB chez 
D.melanogaster a permis de mettre en évidence un ou plusieurs introns, dans la région 5’ de la zone 
transcrite. 

2. Thèse 

Par un heureux concours de circonstances mêlant mon classement de DEA au pied du podium 
des bourses ministérielles et son installation dans l'UMR 384 à Clermont-Ferrand, ma thèse s’est 
déroulée dans l’équipe de Krzysztof Jagla. Elle consistait en l’Étude de la régulation des gènes ladybird 
(lb) au cours de la myogenèse et la cardiogenèse chez la Drosophile. 

En effet, après avoir permis d'inventer la génétique animale (pour les petits pois, Mendel était 
déjà passé par là 40 ans plus tôt, dans l'indifférence générale (http://www.mendelweb.org/Mendel.html), 
la drosophile s'est progressivement imposée comme un excellent modèle de génétique du 
développement. Dès la fin des années 1970 et avant même de disposer de réels outils de biologie 
moléculaire, Edward Lewis à Caltech, Christiane Nüsslein-Volhard et Eric Wieschaus à l'EMBL 
(European Molecular Biology Laboratory) de Heidelberg (puis respectivement au Max Plank Institue de 
Tübingen et à l'Université de Princeton), entreprennent de cribler de grandes collections de mouches, 
porteuses de mutations aléatoires qu'ils génèrent eux-mêmes à grande échelle (Figures 4). À partir du 
phénotype de leurs mutations, ils décrivent alors des dizaines de gènes responsables de 
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Figure 6 : Modèle de répression croisée entre les gènes d’identité dans l’embryon 
de drosophile 

(A) Le cœur de l’embryon de drosophile se présente sous la forme d’un tube de cellules contractiles 
composé de motifs répétés à l’identique dans chaque segment. On compte 12 cardioblastes et 4 
cellules péricardiaques par segment. Ces cellules ont des identités différentes en fonction de leur 
place dans le segment mais également des gènes qu’elles expriment. Les cellules désignées par des 
couleurs sont celles sur lesquelles l’étude a porté. 
(B) Les signalisations Wingless (Wg, orthologue des Wnt) et Decapentaplegic (Dpp, orthologue des 
BMP) étaient connues pour participer à l’établissement des identités cellulaires de cette région de 
l’embryon. Cependant, ces signalisations ne sont que de courte durée et ne permettent pas de fixer 
définitivement l’identité des cellules. 
(C) Notre travail a montré que chaque gène d’identité exprimé dans un type cellulaire est capable de 
réprimer les autres gènes d’identité, stabilisant ainsi l’identité de la cellule, même après l’extinction des 
signalisations Wg et Dpp. 
(D) La surexpression forcée (par le système UAS-GAL4) de l’un des gènes d’identité de la région 
inhibe l’expression des autres gènes d’identité et change le phénotype des cellules touchées. 
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l'établissement des axes de polarité de l'embryon (antéro-postérieur et dorso-ventral) puis de la 
segmentation. En effet, en plus d'être orienté, l'embryon de drosophile se divise en 14 segments (Figure 
5). Chaque cellule déterminera son identité en fonction du segment dans lequel elle se trouve et de sa 
position à l'intérieur de ce segment. Ces travaux serviront de support à la génétique du développement 
de tous les autres animaux et seront récompensés par le prix Nobel de médecine de 1995. Après avoir 
croisé Ed Lewis à l'occasion d'un congrès aux Etats-Unis, l'image d'un prix Nobel est désormais, pour 
moi, celle d'un petit monsieur en pantalon à carreaux rouges. 

Les gènes ladybird (lb), identifiés dans l'équipe, sont des facteurs de transcription 
exprimés dans des sous-populations de cellules musculaires et cardiaques. Leur nom vient 
de la première observation de leur profil d'expression, montrant des points disséminés 
dans l'embryon. Dès 1999, ce nom m'a permis de promouvoir Gotlib "illustrateur officiel de 
l'équipe". Maintenant que Gai-Luron est orphelin, R.I.P. Marcel et bonjour à Cabu. 

Parmi tous les muscles de l'embryon, lb marque un seul muscle par segment et 4 cellules 
cardiaques par segment (Figure 6 A). Mais les gènes lb sont plus que de simples marqueurs 
moléculaires, ce sont des gènes d’identité. Cela signifie qu’ils participent à la spécification des 
progéniteurs dans lesquels ils sont exprimés, et que leur expression ectopique suffit à recruter de 
nouvelles cellules vers cette identité. 

Mon travail de thèse a consisté en plusieurs approches complémentaires. La première a permis 
de montrer que les gènes d'identité d'une même région se répriment mutuellement. Nous avons mis en 
évidence 3 gènes d’identité exprimés dans des populations de cellules adjacentes mais jamais 
coexprimés. En altérant tour à tour l'expression des 3 gènes, nous avons pu conclure que, dans une 
région donnée de l’embryon, chaque gène d’identité est capable de réprimer l’expression de ses voisins 
(Figure 6). 

Cela présente un avantage majeur au cours du développement car l’activation de ces gènes 
d’identité répond à une combinaison complexe de signaux à la fois ectodermiques et mésodermiques, 
régulés à la fois dans l’espace et dans le temps. Or, en empêchant de manière continue l’expression de 
ses voisins, chaque gène d’identité est capable à lui seul de fixer l’information en place, même quand 
les signaux externes disparaissent ou sont modifiés (Jagla et al., 2002). 

Une seconde approche a consisté à réaliser un crible gain de fonction, visant à forcer la 
surexpression de gènes endogènes grâce au système GAL4/UAS et à observer l'effet de cette 
surexpression sur l'organisation stéréotypée des cellules lb dans le muscle et le cœur. Parmi toutes les 
lignées qui permettent une modification du nombre de cellules lb, j'ai identifié 50 gènes. De manière 



Figure 7 : Développement musculaire du poisson-zèbre 
(A) L’embryon de poisson-zèbre se développe dans un œuf souple et transparent, permettant l’observation 
sans interférer avec le développement (image Ed Hendel). 10-11h après fécondation, les somites 
commencent à se former successivement, de la partie antérieure vers la queue (14-15 somites visibles à 
16h, environ 30 à 24h, flèches noires). Ces somites se différencient en particulier en vertèbres et en 
muscles. (B) 1,3,5 marquage de la ß-caténine en vert (membrane cellulaire) et au DAPI en rouge (noyau) 
au niveau des somites de l’embryon. 2,4,6 : cellules musculaires exprimant la GFP sous contrôle du 
promoteur de la chaine légère de la myosine, dans des embryons mosaïques. 1-2 : stade 17 somites, 3-4 : 
stade 20 somites, 5-6 : stade 26h après fécondation. 
Les cellules acquièrent leur identité musculaire, sous une forme arrondie et mononucléée, puis s’allongent 
avant de recruter les cellules voisines par fusion et former une fibre musculaire fonctionnelle. 
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particulièrement intéressante, plus de la moitié est conservée chez les vertébrés, suggérant une forte 
conservation des mécanismes de régulation de lb. L'étude de 2 membres de la voie de signalisation du 
récepteur à l’EGF a été approfondie pour publication (Bidet et al., 2003). Les résultats montrent que la 
voie EGF favorise l’identité de plusieurs cellules cardiaques au détriment des cellules lb, et que, au 
niveau musculaire, elle participe à la spécification d'un type de cellules lb-positives aux dépens de 
l'autre. 

Ces résultats ont initié un travail en collaboration avec un laboratoire en Californie, dont les 
résultats relient de manière fonctionnelle mes résultats sur la voie EGF et la répression mutuelle des 
gènes lb et even-skipped (Liu et al., 2006). 

 
Ce travail de thèse a été mené grâce à plusieurs allocations qui se sont enchainées. Un 

financement Human Frontier Science Program a assuré les deux premières années de fonctionnement. 
(Novembre 1998 - Mai 2001). Mes premiers résultats m’ont permis de rédiger des demandes de 
financement, que j’ai obtenues auprès de l’Association pour la Recherche sur le Cancer (Juin 2001 - 
Mars 2002) et l’Association Française contre les Myopathies (Avril 2002 - Janv. 2003) 

3. Premier stage Post-Doctoral 

Afin d’élargir mes connaissances en développement musculaire, j’ai réalisé mon stage post-
doctoral dans le laboratoire de Phil Ingham, alors à Sheffiled en Angleterre, où j'ai étudié la fusion des 
myoblastes chez un autre animal modèle, le poisson-zèbre. Comme la drosophile, cet animal présente 
un développement embryonnaire rapide (48h), un temps de génération court (3 mois) et une 
descendance importante (50 à 300 œufs par jour). L'avantage de ce modèle, outre d'être un vertébré et 
d'avoir ainsi un développement plus proche de celui de l'Homme, est que l'œuf, comme l'embryon lui-
même, sont complètement transparents pendant les 24 premières heures de développement. Les 
structures anatomiques peuvent donc être observées aussi souvent que nécessaire, à des stades 
différents, sans interférer avec l'organogenèse en cours ((Kimmel et al., 1995, Figure 7 A). L'embryon 
est également particulièrement robuste et très tolérant aux micro-manipulations, facilitant ainsi toutes 
les approches génétiques. 

La première étape a été de décrire cette fusion des précurseurs musculaires que personne 
n'avait jamais observée chez les vertébrés. J'ai montré qu'elle se réalisait entre 18 et 24h après la 
fertilisation de l'œuf, avec passage de cellules mononuclées arrondies à des cellules allongées à 
plusieurs noyaux (Figure 7 B). 



Figure 9 : Les gènes de la famille Hedgehog 
Les drosophilistes nomment les gènes qu’ils découvrent en fonction du phénotype induit par leur mutation. 
(A) Les soies que porte un embryon de drosophile à sa surface sont normalement alignées du côté 
postérieur de chaque segment (flèche blanche dans un segment délimité par les traits verticaux). 
L’embryon hh- semble hérissé de soies sur toute la surface de chaque segment. 
Au moment de trouver un nom à l’homologue vertébré du gène Hedgehog, c’est Sonic le plus fameux des 
hérissons qui a été choisi (B). Et quand la famille s’est agrandie, Desert Hedgehog (C) et Indian 
Hedgehog (D) ont été retenus car ils étaient respectivement le plus petit-trognon-choupi (C) et rigolo-avec-
ses-oreilles-en-pointes (D). Les biologistes du développement sont des comiques. 
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Figure 8 : Distribution des fibres musculaires chez les poissons 
(A,B,C) Demi-coupe transverse d’un poisson zèbre adulte de 32 jours, marquée par les anticorps S58 
révélé en vert et 12/101 révélé en rouge, respectivement spécifiques des fibres musculaires lentes et 
rapides (Devoto et al., 1996). Les deux types de fibres s’excluent mutuellement avec précision. À l’œil nu, 
les muscles lents apparaissent plus sombres chez la majorité des poissons. À titre d’exemple, le saumon 
possède peu de ces fibres lentes, très périphériques (D, flèches noires) alors que le thon en possède 
beaucoup plus, localisées de manière plus centrale (E, flèches noires. Le persil est hors sujet). 
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Afin d'identifier des facteurs impliqués dans cette fusion, j'ai eu recours à un crible génétique 
inverse: en compilant les données bibliographiques disponibles chez les autres organismes, j'ai choisi 
une batterie de candidats dont j'ai cherché les homologues chez le poisson-zèbre. J'ai ensuite analysé 
l'effet sur la fusion des myoblastes, de l'inactivation de ces homologues par morpholino antisens. En 
remplaçant les désoxyriboses par des cycles morpholines, ces molécules de synthèse acquièrent une 
extrême stabilité. Les antisens s'hybrident à leurs ARN-cibles et bloquent leur traduction pendant 18 à 
24h dans l'embryon de poisson. Mes résultats montrent que plusieurs candidats réduisent la fusion 
sans la bloquer complètement. Le reste de l'étude s'est focalisée sur les familles de protéines DOCK & 
Crk qui bloquent fortement la fusion chez le poisson et qui interagissent entre elles chez la drosophile. 
Ces phénotypes ont été sauvés par injection d'ARN sauvage et font de cette analyse la première étude 
génétique in vivo sur la fusion chez les vertébrés (Moore et al., 2007).(Devoto et al., 1996) 

Contrairement à ce qui est observé chez les mammifères, ce développement musculaire conduit 
à une séparation anatomique nette entre les fibres à contraction rapide et à contraction lente. Si les 
fibres rapides représentent généralement la majorité de la musculature, la disposition des fibres lentes 
et leur quantité varient selon le mode de vie de chaque espèce de poisson (Figure 8). 

 
 Phil W. Ingham a décrit le fonctionnement des gènes de la segmentation de l'embryon de 

drosophile (Ingham, 1983, 1984; Ingham and Martinez-Arias, 1986), découvert le rôle de la voie 
Hedgehog, avant de la mettre en évidence son homologue chez les vertébrés, à l'occasion de 3 articles 
simultanés dans Cell (Echelard et al., 1993; Krauss et al., 1993; Riddle et al., 1993, Figure 9). Travailler 
dans un laboratoire dirigé par un scientifique d’une telle notoriété en biologie du développement offre 
une émulation intellectuelle exceptionnelle et des moyens financiers que je ne soupçonnais pas. Il s’est 
cependant vite avéré que le statut d’expatrié n’est pas très propice à une candidature efficace sur les 
postes universitaires français. Un retour en France pour préparer mon recrutement dans de bonnes 
conditions m’a donc semblé indispensable. 

4. Second stage Post-Doctoral 

Un second stage post-doctoral dans l'équipe de Martine Simonelig à l'Institut de Génétique 
Humaine de Montpellier, m’a permis de travailler à nouveau sur la drosophile, cette fois-ci dans un 
modèle de dystrophie musculaire oculopharyngée (OPMD). Cette maladie neurodégénérative fait partie 
de la famille des maladies à répétitions de triplets, au même titre que le syndrome de l'X fragile, la 
chorée de Huntington ou la dystrophie myotonique de Steinert (Schmidt and Pearson, 2016). Au niveau 
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Figure 10 : Modèle drosophile de dystrophie musculaire oculopharyngée 
et sauvetage par drogue anti-prion 

Les drosophiles modèles d’OPMD sont porteuses d’un gène PABPN1 muté comptant 17 alanines 
consécutives au lieu des 10 présentes dans l’allèle sauvage. La protéine est surexprimée dans les muscles 
de la mouche grâce au système UAS>GAL4, via le promoteur de la chaine lourde de la myosine. 
(A-H) Position des ailes. 
(A,B) Position normale des ailes au repos. (C,D) À la naissance, les mouches modèles positionnent leurs 
ailes normalement. (E,F) Après 5 jours, elles ne sont plus capables de les maintenir à l’horizontale. (G) À 10 
jours, les ailes sont bloquées en position levées et le vol est impossible. (H) L’ajout de la drogue 6AP au 
milieu nutritif de l’insecte réduit de manière dose-dépendante le phénotype de position des ailes à 10 jours. 
(I-Q) Structure musculaire 
(I,J) Schémas des muscles du thorax de la drosophile adulte, présentant l’organisation des muscles dorso-
longitudinaux (DLM, I) et des muscles dorso-ventraux (DVM, J). À la naissance, la structure de tous les 
muscles du thorax est normale chez les mouches OPMD. (M,N) Les premiers défauts apparaissent chez la 
mouche âgée de 5 jours (détachements musculaires, muscles fins (pointillés et flèches blanches). (O,P) À 10 
jours le système musculaire est complètement désorganisé. (Q) À 10 jours, les mouches nourries avec un 
milieu supplémenté en 6AP présentent une réduction significative de cette désorganisation, quels que soient 
les muscles considérés. 
(R-W) Inclusions nucléaires observées en microscopie électronique 
(R) Inclusions nucléaires observées dans la pathologie humaine par (Tomé and Fardeau, 1980). Noter la 
structure filamenteuse des agrégats. (T) Chez la drosophile OPMD, les agrégats peuvent occuper la quasi-
totalité du noyau, repoussant la chromatine contre la membrane nucléaire (flèches blanches). (U,V) Les 
agrégats conservent un aspect filamenteux proche de celui décrit chez l’Homme. (W) Les mouches OPMD 
élevées sur milieu 6AP présentent des inclusions nucléaires de taille significativement réduite (approximation 
de la taille par la surface de la section). Un post-doc en une seule figure, j’ai failli manquer de lettres ! 
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aggregation disease that is distinct from prion-based diseases.

The protective role of 6AP is dose-dependent and the drug also

shows some extent of curative effect.

GA decreases OPMD wing posture phenotypes when fed to

adults

Guanabenz acetate is another antiprion drug which appears to

have the same mode of action as 6AP (i.e. binding to ribosomal

RNA and specific inhibition of its protein folding activity), we

thus tested its potential efficiency in OPMD. GA is known to be

an unstable molecule. It was reported to have a half-live of a few

hours in the human body (Holmes et al, 1983). We therefore

provided GA to OPMD adults only and supplied fresh GA-

supplemented medium at several time points during the

experiment. No toxicity of GA was observed when provided

to adults (94% of survival at day 6 (n¼ 87), when 3mMGAwas

provided fresh every day). In a first experiment, adults were fed

with GA at day 1 and fresh GA-supplemented medium at the

same concentration was provided at days 3 and 5.Wing position

defects were recorded at day 6. A dose-dependent beneficial

effect of GAwas observed, with a decrease to 50% of individuals

showing wing position defects when fed with 3mM of GA

(Fig 3A).We then analyzed the effect of the drug when fresh GA-

supplemented medium was supplied every day and the

treatment started at later stages. Consistent with the short

half-life of the drug, the positive effect of GA was increased in

these conditions with a reduction to 49% of individuals showing

wing position defects at day 6 in the presence of 2mM of GA

(Fig 3B). This effect occurred when GA was provided from
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Figure 2. 6AP reduces the wing position defects resulting from expression

of alanine-expanded PABPN1 in muscles.

A. UAS-PABPN1-17ala/þ; Mhc-Gal4/þ first instar larvae were raised at 188C
on instant Drosophila medium supplemented with increasing concen-

trations of 6AP, 6APi or DMSO alone. The day of birth (day 1), adult males

were transferred onto fresh medium with the same concentration of

drug and scored for wing position at day 6 (n¼ 120–320). Oral admin-

istration of 6AP reduces the percentage of wing position defects in a dose-

dependent manner (left panel), whereas 6APi shows no effect (right panel).

B. Western blot of thorax protein extracts from UAS-PABPN1-17ala/þ;

Mhc-Gal4/þ individuals at day 6, fed from larval stages with 400mM of

6AP or DMSO alone. The blot was probed with anti-PABPN1, a-tubulin

was used as a loading control.

C. UAS-PABPN1-17ala/þ; Mhc-Gal4/þ embryos were raised on regular

Drosophila medium at 188C. The day of birth (day 1), adult males were

transferred onto fresh instant Drosophila medium supplemented with

6AP, 6APi or DMSO alone. Wing position defects were scored at day 6

(n¼ 40–120). Because of the shorter period of exposure to the drug and

the reduced taking of food by adults compared to larvae, concentrations

of 6AP higher than 400mM were found to be non-toxic.

D. UAS-PABPN1-17ala/þ; Mhc-Gal4/þ adults were transferred to 6AP or

DMSO alone-supplemented medium at day 2. Wing position defects were

scored at days 4, 5 and 6 (n¼112–119).

E. UAS-PABPN1-17ala/þ; Mhc-Gal4/þ adults with wing position defects

were selected at day 3 and transferred immediately to 6AP or DMSO

alone-supplemented medium, wing position defects were scored at day

4 (n¼ 100). ###p-value <10$4, ##p-value<0.01 and #p-value< 0.05 using

the x2 test.

38 ! 2011 EMBO Molecular Medicine EMBO Mol Med 3, 35–49 www.embomolmed.org
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moléculaire, leur point commun est une mutation dominante conduisant à l'expansion du nombre de 
répétitions d'un codon naturellement répété dans une protéine normale. Dans le cas de l'OPMD, le 
gène PABPN1 (Poly(A) Binding Protein, Nuclear 1) code une protéine nucléaire qui se lie à la queue 
poly-adénylée des ARNm afin de participer à leur maturation et à leur export vers le cytoplasme. Sa 
séquence normale compte 6 répétitions du triplet (GCG) à partir de c.4 (juste après le codon d'initiation 
ATG). Des mutations de ce gène qui augmentent le nombre de ces répétitions (+2 à +7 observées chez 
les patients) conduisent à une protéine instable qui s'agrège dans le noyau en inclusions filamenteuses 
caractéristiques (Tomé and Fardeau, 1980) (Figure 10 R). Ces agrégats séquestrent également la 
protéine sauvage, empêchant ainsi toute fonction de la protéine dans la maturation des ARNm. Sur un 
plan clinique, l'OPMD est une maladie à développement tardif, caractérisée par une dégénérescence 
progressive, à partir de 50 ans, des muscles releveurs des paupières, de ceux impliqués dans la 
déglutition, puis de ceux des membres (Trollet et al., 1993). 

Comme chez les patients, la protéine PABPN1 mutée chez la drosophile s'accumule en agrégats 
dans les noyaux des cellules musculaires. Chez la mouche, le phénotype est principalement visible au 
niveau des ailes : perte du positionnement normal au repos et dégradation rapide de la capacité de vol. 
Une dégénérescence des muscles de vol s’observe rapidement en microscopie (Chartier et al., 2006, 
Figure 10). Mon projet a consisté à évaluer plusieurs approches thérapeutiques pour sauver le 
phénotype induit. Un crible de molécules a donc été entrepris, avec observation des phénotypes à 
différents temps et en présence de différentes molécules. Nous avons montré qu'une drogue anti-prion 
est capable de rétablir partiellement les 3 aspects caractéristiques du modèle : position des ailes, 
dégénérescence musculaire et inclusions nucléaires d’agrégats (Figure 10). Son action inhibe les 
capacités de l’ARN ribosomique à replier correctement les protéines (Tribouillard-Tanvier et al., 2008). 
Différents gains et pertes de fonction de cet ARNr confirment son rôle dans l’OPMD et dans les 
maladies à agrégation protéique en général (Barbezier et al., 2011). 

B. Nowadays 

Mon intégration au Département d’Oncologie Moléculaire du Centre Jean Perrin m’a conduit à 
répartir mon activité de recherche dans les différents domaines couverts par le Laboratoire. Au-delà de 
mon travail au sein de l’équipe de recherche ERTICa, j’ai donc établi de nombreux partenariats 
technologiques autour des outils NGS disponibles au laboratoire. J’ai surtout contribué à l’évolution des 
techniques mises en œuvre au laboratoire de diagnostic, et à la mise en place de nouveaux examens. 
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1. Diagnostic 

Depuis les débuts de l’oncogénétique en France à la toute fin des années 1980, la discipline a 
progressivement glissé d’une activité de recherche exploratoire à une activité de diagnostic, encadrée 
par l’ordonnance du 13 Janvier 2010 imposant une accréditation ISO 15189 aux Laboratoires de 
Biologie Médicale (LBM). Afin d’éviter les tâtonnements à chaque évolution de méthode, un petit groupe 
a été créé au sein du LBM OncoGenAuvergne, sous l’acronyme VIP (Validation, Innovation, 
Perspective). Sa mission est d’évaluer la faisabilité de nouvelles approches, de mettre au point les plus 
prometteuses et de préparer le dossier de validation de la méthode optimisée pour le laboratoire. 
Universitaire sans lien administratif avec le Centre Jean Perrin, je ne contribue pas aux analyses de 
routine, mais je suis fortement impliqué dans le groupe VIP. 

Séquençage par la Technologie 454 
Sans trop savoir quel signe lire dans cette coïncidence, je suis arrivé au laboratoire en même 

temps que la première version du séquenceur de technologie 454 vendu par Roche, le GS-20. Le 
laboratoire était alors fier d'être le 4e équipé en France, et le premier à visée médicale. Le manque de 
maturité de la technologie nous a imposé de nombreux mois de domptage, de mises à jours puis 
d’apprivoisement, avant de pouvoir utiliser le GS-FLX pour le diagnostic (Michils et al., 2012). La 
gestion "hasardeuse" des homoplymères par la machine et son logiciel associé nous a d'ailleurs conduit 
à développer un logiciel spécifique pour fiabiliser l'interprétation. Ce logiciel a finalement été publié 
récemment (Poulet et al., 2016). À titre de comparaison, pour le passage récent au MiSeq, 5 runs 
seulement ont été nécessaires pour boucler le dossier de validation soumis au COFRAC en Janvier 
2016. La technologie avait cependant un réel intérêt dans sa capacité à générer de longues séquences 
de bonne qualité, et elle sera largement utilisée dans le cadre de collaborations, détaillées dans le 
paragraphe suivant (III.B.2). 

Analyse constitutionnelle de BRCA par Fluidigm AcessArray™ 
Les promesses de débit des nouveaux séquenceurs ont rapidement imposé le développement de 

nouvelles méthodes d'amplification afin d'alimenter la machine. Une approche long range PCR puis 
fragmentation a été envisagée mais mon choix s'est rapidement porté sur l'AccessArray de Fluidigm, 
qui avait l'avantage de permettre un réel saut de débit sans (trop) perturber la gestion par amplicons 
établie au laboratoire. La technique permet d'amplifier 48 amplicons pour 48 patients, en réalisant 
simultanément les 2304 PCR dans autant de nano-chambres réactionnelles. Elle permet également 
d'étiqueter les PCR de chaque patient lors de cette même étape et donc de multiplexer les individus au 



Tableau 2 : Liste des gènes capturés dans le panel du LBM 
Selon leur niveau d’analyse, les gènes sont classés en 3 catégories : 
• Diagnostic : les gènes sont intégralement analysés et les résultats sont rendus au patient. 
Selon les décisions de RCP, une couverture partielle de ces gènes pourra être complétée 
par PCR et méthode de Sanger 
• Recherche : les gènes sont analysés pour permettre au laboratoire de gagner en 
expérience dans le classement de leurs variants, mais le résultat ne sera pas rendu au 
patient. Selon le consentement signé, ils peuvent être utilisés dans le cadre de projets de 
recherche spécifiques. 

Diagnostic Recherche 
APC BARD1 
ATM EZH2 
BAP1 FAM175A 

BMPR1A FANCM 
BRCA1 MLH3 
BRCA2 MRE11A 
BRIP1 PMS1 
CDH1 RAD50 

CDKN2A RAD51 
CHEK2 RAD51B 
EPCAM RHOA 
FLCN RHOB 
MAX RINT1 

MEN1 SMARCA4 
MLH1 XRCC2 
MSH2   
MSH6   

MUTYH   
NBN   
NF2   

PALB2   
PMS2   

POLD1   
POLE   
PTEN   

RAD51C   
RAD51D   

RET   
SDHA   

SDHAF2   
SDHB   
SDHC   
SDHD   

SMAD4   
STK11   

TMEM127   
TP53   
VHL   
WRN   
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séquençage. Afin d'inclure un maximum des examens du laboratoire dans cette nouvelle approche, 
nous avons d'abord travaillé sur les gènes BRCA1 et BRCA2 dont l'analyse est prescrite dans le cadre 
d'une prédisposition aux cancers du sein et de l'ovaire. Un premier design utilisant une AccessArray par 
gène a rapidement été fonctionnel. Pour chaque passage sur le séquenceur, il permettait d'analyser les 
2 gènes à la fois pour 48 patients ou, selon les besoins du laboratoire d'analyser 96 patients sur 
seulement l'un des deux gènes BRCA. Bien que non recommandé par le fournisseur à l'époque, nous 
avons ensuite tenté de multiplexer les amorces afin que les deux gènes soient amplifiés sur une seule 
puce. Une fois au point, ce design a permis d'abaisser le temps d'analyse de 60 jours pour la méthode 
de Sanger à 34 jours par cette approche, pour les deux gènes BRCA et des groupes de 96 individus 
(Poulet et al., 2016). Le laboratoire a ensuite pu étendre cette technologie à d'autres gènes tels que 
PALB2, RAD50 ou APC. 

Analyse somatique de BRCA par Multiplicom MASTR™  
Spécialiste locorégional des gènes BRCA, le laboratoire a été sollicité pour réaliser l'analyse 

somatique de ces gènes dans le cadre du traitement d'entretien des cancers de l'ovaire par inhibiteurs 
de PARP. La mise au point a été réalisée grâce à un financement spécifique de l'INCa en 2015-2016. 
Les amorces utilisées en constitutionnel dans l'AccessArray ont évidemment été testées en priorité 
mais certains amplicons sont beaucoup trop longs pour fonctionner sur l'ADN très fragmenté issu de 
blocs de paraffine. Différentes solution "fournisseur" ont donc été essayées et le MASTR™ de 
Multiplicom a été retenu pour sa simplicité d'utilisation et sa bonne incorporation aux outils déjà 
présents au laboratoire. Cet examen est donc désormais inscrit au manuel de prélèvement du 
laboratoire et un dossier de validation est en cours. Cette étude nous a également permis de noter une 
grande disparité dans la qualité des ADN selon leur mode et leur lieu de fixation. Malheureusement ce 
paramètre n'est pas maitrisable au laboratoire et les laboratoires de pathologie évolueront -ou non- vers 
les recommandations que nous leur avons envoyées suite à notre étude. 

Analyse constitutionnelle d'un panel de gènes, sélectionnés par capture de 
séquences 
Avec plus de 23% de cas mutés dans ses analyses, le "rendement" du LBM OncoGenAuvergne 

se place correctement au niveau national. Il n'en demeure pas moins que les causes moléculaires de la 
prédisposition héréditaire établie cliniquement ne sont pas identifiées pour près de 77% de nos patients. 
Il est donc indispensable d'analyser d'autres gènes pour ces individus sans mutation mais, hormis les 
gènes testés en première intention, les autres candidats sont nombreux et moins pertinents. Afin 
d'éviter de s'engager dans de longues analyses séquentielles, les séquenceurs de nouvelle génération 



Figure 11 : Procédure d’analyse du panel de gènes au LBM OncoGenAuvergne 
Le logigramme dans la partie droite renvoie aux outils nécessaires à la réalisation de la tâche dans 
la zone grisée et au(x) mode(s) opératoire(s) dans la colonne de gauche 
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(NGS) permettent l'analyse simultanée de l'ensemble des gènes pertinents pour un syndrome donné. 

Du fait des limites parfois floues entre ces syndromes, ou de l'existence des syndromes multiples, s'est 

rapidement imposé le besoin d'un panel unique capable de générer des données pour tous les 

syndromes abordés par la consultation associée au laboratoire. La tâche m'a été confiée de comparer 

les différents outils disponibles, de construire le panel selon les souhaits des prescripteurs, de mettre au 

point et d'optimiser son fonctionnement pour le laboratoire. Nous disposons donc désormais d'un panel 

de 209 kb, couvrant 54 gènes, dont 39 sont rendus dans le cadre du diagnostic (Tableau 2). Notre choix 

s'est porté sur une fragmentation de l'ADN génomique par Bioruptor, suivie d'une préparation des 

fragments grâce au kit Kapa Biosystems et d'une capture à l'aide de sondes Nimblegen. Le 

séquençage sur MiSeq permet de produire les données de 24 individus à la fois et l'analyse est réalisée 

sur un pipeline maison. L'ensemble du processus a fait l'objet d'un dossier de validation clôturé le 

29/09/16, qui permet son application en routine au laboratoire depuis le 3 Octobre 2016 (Figure 11). 

L'évolution de ce panel se profile dans plusieurs directions : 

• Il sera évidemment élargi régulièrement en fonction des besoins des prescripteurs du 

laboratoire, mais son évolution ultime tend vers l'analyse de l'exome entier. Un projet de recherche est 

en cours pour évaluer la pertinence d'une telle approche en routine clinique. Il est détaillé dans le 

chapitre III.B.3. 

• L'efficacité de la technique en constitutionnel suggère qu'elle pourrait également donner de 

bons résultats en somatique, en particulier pour l'analyse des gènes de la réparation de l'ADN dans le 

cancer de l'ovaire voire du sein. Les anti-PARP allongent en effet significativement la survie sans 

rechute des patientes porteuses de mutations BRCA (Audeh et al., 2010; Tutt et al., 2010). Nos 

premiers essais ont consisté à traiter les ADN issus de blocs de paraffine de la même manière que 

ceux issus de sang total. La fragmentation induite par la fixation n'est pas accentuée par le traitement 

au Bioruptor et dans la majorité des cas le kit Kapa Biosystems délivre une librairie utilisable. Les 

séquences obtenues après captures sont cependant assez décevantes pour une utilisation dans le 

cadre d'une administration d'anti-PARP car la couverture des gènes  BRCA est médiocre. Une étude 

préliminaire montre que l'efficacité de capture varie en fonction du pourcentage en G/C de la cible, mais 

surtout que cette variation est elle-même modulée par la qualité des ADN. Les hauts pourcentages de 

G/C sont les plus délétères pour la capture d'ADN issus de sang total alors que l'augmentation de la 

proportion de A/T diminue fortement l'efficacité de capture des ADN issus de blocs paraffine (Figure 

12). Les gènes BRCA étant justement riches en A/T, l'approche par capture ne sera pas retenue à 

cours terme pour l'analyse somatique des cancers de l'ovaire et l'approche Multiplicom décrite plus haut 
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Figure 12 : Profils de capture des séquences cibles en fonction de leur composition 
826 exons ont été analysés. Quelle que soit la méthode de préparation de l’ADN, l’efficacité maximum de 
capture est obtenue pour des séquences avec des proportions équilibrées de A/T et de G/C. (A) La 
capture d'ADN extrait à partir de sang reste efficace dans les régions riches en A/T et ne chute que pour 
les pourcentages élevés de G/C. (B) À l’inverse, les régions riches en A/T sont particulièrement mal 
capturées pour les ADN issus de blocs paraffine, donnant l’illusion que les régions les plus riches en G/C 
fonctionnent bien. Ces profils symétriques ne sont pour l’instant pas expliqués par le fournisseur. (C) Le 
biais n’est pas introduit par un artéfact de séquençage car les profils restent les mêmes quand les 2 types 
d’échantillons sont analysés dans le même run de MiSeq. 
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reste d'actualité. Nous allons cependant continuer de travailler avec Roche pour tenter d'améliorer ce 
point. 

Ces différents pas vers les analyses somatiques m'amènent aux portes de l'autre unité 
fonctionnelle du LBM. Portes franchies en début d'année 2017 en acceptant de participer au choix et à 
la mise au point d'une solution d'analyse par NGS des mutations somatiques recommandées par 
l'INCa. Cet examen restera cependant une prérogative de l'unité fonctionnelle de Pathologie. 

Fouille de la base de données de la consultation d'oncogénétique 
En associant les données générées par le LBM et celles de la consultation d'oncogénétique 

collectées depuis plus de 25 ans, il est possible de mener des travaux en épidémiologie. C'est une 
partie du travail du bio-statisticien du Centre Jean Perrin, que chacun sollicite pour approfondir une idée 
qui lui semble pertinente. Grâce à cette approche, j'ai participé à une étude montrant un lien entre les 
mutations BRCA et la fertilité (Kwiatkowski et al., 2015). Ce point a ensuite été développé en mettant en 
évidence une corrélation entre les gènes prédisposant au cancer et les malformations congénitales. 
Cette étude a nécessité un long travail informatique pour croiser la base de données d'oncogénétique 
du CJP avec le registre consignant toutes les malformations d'enfants nés en Auvergne depuis 1983. 
L'étude statistique montre que les familles à prédisposition héréditaire de cancer du sein ou de l'ovaire 
présentent un risque de naissance avec polymalformation multiplié par 5, et que ce risque augmente 
encore en cas de mutation du gène BRCA1 (Kwiatkowski, soumis). Des résultats similaires sont 
obtenus avec les gènes MMR en cas de prédisposition aux cancers digestifs (Kwiatkowski, en 
rédaction). 

La spécificité des populations étudiées dans ce cadre tient aussi parfois à leur origine ethnique 
ou géographique (Laraqui et al., 2015; Omrane et al., 2014). L'hôpital américain de Beyrouth nous a 
ainsi confié l'analyse de 250 échantillons de libanaises souffrant d'un cancer du sein dans un contexte 
familial. Le taux de mutations trouvées dans les gènes BRCA s'avère relativement bas et suggère que 
d'autres gènes pourraient jouer un rôle plus important dans cette population que dans les populations 
occidentales (El Saghir et al., 2015). 

2. Collaborations technologiques 

À l'arrivée des premiers outils de NGS au laboratoire il a rapidement été décidé qu'ils devaient 
bénéficier aussi largement que possible à l'ensemble des acteurs locaux de la recherche. Cette 
décision a permis d'initier plusieurs collaborations avec des équipes aux thématiques parfois éloignées 
de celles du laboratoire. Ces collaborations étaient principalement basées sur la spécificité technique 
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des pyroséquenceurs Roche dont nous disposions mais elles ont incroyablement élargi ma manière de 
penser. 

Métagénomique des systèmes lacustres 
L'équipe de Didier Debroas au Laboratoire Microorganismes : Génome et Environnement - UMR 

6023 du CNRS (LMGE) étudie la répartition des microorganismes dans les lacs auvergnats afin de 
comprendre les mécanismes de spéciation. Pour ne pas introduire de biais dans l'échantillonnage, il est 
impossible de cultiver les microorganismes en présence (beaucoup ne sont d'ailleurs pas cultivables en 
laboratoire) et la meilleure méthode de quantification est moléculaire. Le gène de l'ARN ribosomique 
18S eucaryote est amplifié par PCR dégénérée et les produits sont séquencés pour identification. Au 
moment de notre collaboration, la technologie 454 était la seule à générer des lectures suffisamment 
longues pour couvrir l'intégralité de l'amplicon 18S, condition indispensable à l'établissement des 
haplotypes corrects. Les résultats ont montré une diversité supérieure à celle attendue et une répartition 
variable en fonction des lacs (Lepère et al., 2013) mais aussi de l'endroit d'un lac donné (différentes 
profondeurs, bord vs centre, Mangot et al., 2013). 
Ce premier contact avec l'extérieur a été mené sous forme d'une prestation de service et aucun 
membre du laboratoire n'apparaît donc dans les articles qui en découlent. Ce point a rapidement été 
revu par la suite. 

Paléogénomique des céréales 
L'équipe de Jérôme Salse au GDEC (Génétique, Diversité, Ecophysiologie des Céréales), UMR 

1095 de l'INRA s'intéresse à l'évolution des génomes des plantes comme moteur de variabilité 
phénotypique. En étudiant les nombreuses duplications partielles ou totales présentes dans les 
génomes des plantes, il retrace leur phylogénie, et en particulier celle des céréales, afin d'expliquer d'où 
viennent les caractères recherchés par les agriculteurs et les semenciers. 
Le génome du blé n'étant pas séquencé, près de 800 amplicons ont été dessinés d'après les 
homologies entre les génomes du riz, du sorgho et du maïs. Comme dans l'exemple précédent, seules 
les longues lectures autorisées par la technologie 454 permettaient de séquencer intégralement 
l'amplicon. Si l'équipe INRA disposait des ressources bioinformatiques pour traiter les données, notre 
contribution technique à la production/manipulation du grand nombre d'amplicons (générés en simplex!) 
a justifié que nous soyons associés à la publication des résultats (Pont et al., 2013). 
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Typage du virus VIH 
Le point de départ de cette étude est la volonté de Roche de montrer l'utilité de son séquenceur 

dans une approche diagnostique. Dans le cadre de patients séropositifs pour le VIH, le suivi de la 
charge virale s'est longtemps fait par PCR quantitative. En cas d'échappement thérapeutique, le 
clonage puis séquençage de différentes régions variables du génome viral mettait en évidence 
l'émergence de sous-types initialement minoritaires, connus pour leur résistance (ou à identifier comme 
tels). Avec une approche voisine de la métagénomique, "l'ultra deep sequencing" (le terme fait sourire 
aujourd'hui) autorisait à répondre à ces deux besoins en une seule technique. Plusieurs laboratoires 
dans le monde ont donc été sollicités pour réaliser en aveugle l'analyse de plusieurs échantillons, 
différemment riches en virus de différents sous-types. Pour conforter le propos du fabricant, le choix de 
ces laboratoires reposait plus sur l'expertise à utiliser la machine que sur les compétences en virologie. 
Les résultats ont montré de très bonnes sensibilité et concordance intra- et inter-laboratoire (Simen et 
al., 2014), mais la complexité de la technique mise en œuvre a empêché un développement à grande 
échelle. Ce projet pilote nous a cependant permis d'entrer en collaboration avec le laboratoire du Pr. 
Fleury à Bordeaux pour un projet visant à corréler la résistance aux tri-thérapies avec la présence de 
certains variants (Vandenhende et al., 2014). 
En plus des deux articles publiés, ces travaux ont été présentés dans plusieurs congrès de virologie. 

Méthylation de promoteurs 
L'approche de référence pour étudier la méthylation consiste à traiter au bisulfite l'ADN à 

analyser afin que ce composé convertisse les cytosines non méthylées en uracile. Après séquençage 
de l'ADN ainsi converti, les cytosines restantes sont celles qui portent une méthylation. Pour obtenir 
cette information, il a fallu, pendant de nombreuses années, cloner les ADN convertis et séquencer par 
la méthode de Sanger quelques dizaines de clones supposés représentatifs de l'ensemble. L'arrivée du 
pyroséquençage au tout début des années 2000 permet d'éviter le clonage tout en analysant un plus 
grand nombre de molécules. Bien que les systèmes successifs (Pyrosequencing AB, Biotage, Qiagen) 
ne permettent de séquencer que quelques dizaines de nucléotides, la technologie est rapidement 
devenue le standard pour l'analyse de la méthylation. Les GS-FLX et Jr du laboratoire étant basés sur 
la même technologie, différents projets nous ont incité à évaluer l'efficacité de notre machine dans ce 
cadre. Une collaboration fructueuse avec Robert Dante à Lyon (UMR INSERM U1052-CNRS 5286, 
Centre Léon Bérard) nous a appris à maîtriser ce séquençage spécifique et l'analyse de ses données, 
et a conduit à montrer deux choses : 
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• La répartition génomique du répresseur de transcription MBD2 varie en fonction du niveau de 
méthylation de la cellule. Cette redistribution est corrélée avec l'activation ou l'inactivation des 
gènes dépendant des promoteurs sur lesquels se fixe MBD2 et avec la transformation tumorale 
(Devailly et al., 2015). 

• Dans certains cancers du sein, les gènes du ligand Netrin-1 (NTN1) et de son effecteur DAPK1 
sont méthylés et réprimés. La déméthylation chimique des cellules issues de ces tumeurs restaure 
l'expression de ces deux gènes. La double inhibition de la méthylation et de NTN1 conduit à une 
restauration de l'apoptose et à une inhibition de la croissance tumorale dans plusieurs animaux 
modèles (Grandin et al., 2016).  

La méthode développée pour ces études a été adaptée pour analyser la méthylation du promoteur 
MGMT (O-6-Methylguanine-DNA Methyltransferase) dans les gliomes. L'inactivation de MGMT est en 
effet un marqueur pronostique et prédictif de ces tumeurs (Chen et al., 2013). Le faible nombre de cas 
recrutés à Clermont-Ferrand n'a cependant pas justifié d'adapter cet examen à la routine au laboratoire. 
Cependant, le possible caractère pronostique de ce marqueur dans le cancer du poumon pourrait 
inciter le LBM à reconsidérer la mise en place de ce test (Chen et al., 2015). 

IBiSA et la certification ISO 9001 
Afin de formaliser la capacité du laboratoire à établir des collaborations telles que les exemples 

cités ci-dessus, il a rapidement été décidé d'individualiser la plateforme au sein du laboratoire afin de lui 
permettre d'accéder à des financements spécifiques, en particulier ceux du label IBiSA, dédiés aux 
plateformes technologiques ouvertes (Infrastructures en Biologie, Santé et Agronomie). J'ai accepté la 
ges(ta)tion de cet outil tourné vers la communauté scientifique locale, baptisé GINA pour Génotypage 
Intensif eN Auvergne. 

Un premier dossier a été déposé dès 2008, mais la multiplicité des candidatures clermontoises a 
été pointée du doigt et il nous a été demandé de structurer l'offre du site. J'ai donc contribué à un 
rapprochement avec l'INRA dont la plateforme GENTYANE de génotypage à haut débit offrait des outils 
complémentaires aux nôtres, et nous avons déposé une réponse commune à l'appel à projets 2009. Le 
succès de ce regroupement a autorisé l'achat de nouveaux matériels (en particulier un robot de 
pipetage et des serveurs de calcul), a jeté les bases d'une collaboration plus étroite, mais a également 
impulsé l'entrée dans une démarche qualité. En effet le label IBiSA impose à ses plateformes qu'elles 
soient ouvertes à 50% minimum aux projets n'émanant pas de leur laboratoire et qu'elles obtiennent 
une certification ISO 9001. Une ingénieure qualité a donc été recrutée pour nous aider à construire ex 

nihilo un système qualité et une approche par processus. L'avancée de la démarche nous a permis de 
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répondre avec succès à l'appel à projets de 2011 et d'obtenir de nouveaux équipements, mais surtout a 
conduit à la certification de la plateforme GENTYANE dans son ensemble en Septembre 2012. La 
plateforme GINA termine son autonomisation en décrochant l'année suivante la certification ISO 
9001:2008 en son nom propre, sous l'intitulé Recherche, Développement et Prestations de Génomique 
dans le domaine de la Génétique (Figure 13). 

La plateforme cesse cependant toute activité dès 2014 afin de réintégrer les compétences 
acquises lors de cette expérience au sein du LBM en cours d'accréditation. 

3. Équipe de recherche ERTICa 

Au delà de son activité de diagnostic, le laboratoire d'oncologie moléculaire émarge dans l'équipe 
ERTICa, EA 4677 de l'UdA. Dans ce cadre, je me suis attaché à attirer régulièrement des étudiants sur 
des projets de recherche. 

Alexis et le rôle de CHEK2 dans la prédisposition héréditaire au cancer mammaire 
Alexis Desrichard a été mon premier étudiant en master 2. Il est arrivé au laboratoire à une 

époque où cela avait encore du sens d'analyser les gènes candidats un par un et nous avons jeté notre 
dévolu sur CHEK2. Des données épidémiologiques montraient un risque de cancer du sein augmenté 
par certaines mutations de ce gène, mais les données étaient focalisées sur les populations 
finlandaises et polonaises (Bell et al., 1999; Kilpivaara et al., 2004; Vahteristo et al., 2001). Il manquait 
une confirmation de ces résultats sur une population différente et une analyse fonctionnelle de ces 
mutations. Le travail de son master 2 a donc d'abord été d'identifier des mutations du gène CHEK2 
présentes en Auvergne puis de mettre au point un test fonctionnel de l'activité kinase des protéines qui 
en découlent. Alexis a donc séquencé la région codante du gène CHEK2 pour environ 500 cas de 
prédisposition héréditaire au cancer mammaire et autant de contrôles. Les cas ont été choisis dans la 
base de données du département d'oncogénétique, parmi les personnes non mutées pour les gènes 
BRCA. Les témoins sont issus d'une étude antérieure au cours de laquelle des femmes sans 
antécédents familiaux de cancers ont été recrutées à l'occasion d'une mammographie de dépistage 
systématique, s'étant révélée normale. L'analyse de ces populations a mis en évidence 16 mutations 
dont 13 sont spécifiques des cas (Figure 14 A). Ces données permettent de calculer un odd-ratio (OR) 
de 5,18 dans notre population et de proposer une analyse plus systématique du gène CHEK2 dans les 
syndromes familiaux de cancers du sein et/ou de l'ovaire (Desrichard et al., 2011). La répartition de ces 
mutations tout au long du gène a également révélé qu'en l'absence d'une mutation fondatrice comme 
observée en Finlande, il était important d'analyser le gène en entier. 
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Mutation Domaine affecté Conclusion in silico Activité in vitro Concordance 
Ser39Phe SQ/TQ Probably deleterious Normale Non 
Pro85Arg Fonction inconnue Probably deleterious Intermédiaire Oui 

Arg137Gln FHA Probably benign Normale Oui 
Arg145Trp FHA Probably deleterious Intermédiaire Oui 
Glu161Del FHA Probably deleterious Nulle Oui 
Arg180His FHA Probably deleterious Intermédiaire Oui 
Lys 224Glu Kinase Probably benign Nulle Non 
Lys244Arg Kinase Probably benign Normale Oui 

Met367fsX13 Kinase Probably deleterious Nulle Oui 
Tyr390Ser Kinase Probably deleterious Nulle Oui 
Thr476Met Kinase Probably deleterious Nulle Oui 

Figure 14 : Activité kinase des variants de la protéine CHEK2 
(A) Position protéique des mutations identifiées dans les populations cas et témoins. La longueur de la 
flèche représente le nombre de cas porteurs du variant, la couleur (noire pour les cas, orange pour les 
témoins) représente la population dans laquelle le variant a été identifié. SQ/TQ : domaine riche en motifs 
Serine-Glutamine et Thréonine-Glutamine, cible de la phosphorylation activatrice par ATM/ATR. FHA : 
Forkhead-associated domain, domaine de reconnaissance des phosphopeptides. (B) Activité kinase in 
vitro des protéines recombinantes CHEK2. Résultats de 5 mesures indépendantes réalisées en triplicats, 
à partir de 1,5µg de protéines totales, la valeur de la protéine sauvage étant normalisée à 1. Les variants 
entre parenthèses sont ceux issus de la littérature mais non retrouvés dans notre étude. (C) Concordance 
des résultats obtenus in vitro et in silico. La conclusion in silico est le consensus des analyses 
PolyPhen-2, SIFT et Align-GVGD. 
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Les mutations identifiées au laboratoire, ainsi que quatre autres mutations rapportées dans la 
littérature, on été clonées dans un vecteur d'expression de la protéine CHEK2 et transfectées en 
bactéries E.coli BL21. Après purification, l'activité kinase des protéines recombinantes a été évaluée 
par le kit Omnia kinase assay d'Invitrogen et le peptide Sox, présenté comme un substrat "universel" 
des Ser/Thr kinases. La mesure de cette activité kinase a permis de classer les variants identifiés en 3 
catégories : activités "normale", "nulle" ou "intermédiaire" (Figure 14 B). 

En parallèle de ces analyses, des prédictions bioinformatiques ont été calculées à l'aide des 
algorithmes PolyPhen-2, SIFT et Align-GVGD. Le caractère délétère de chaque mutation a été retenu 
lorsqu'il a été prédit par au moins 2 des 3 programmes. La comparaison des données bioinformatiques 
et fonctionnelles montre une corrélation assez bonne bien qu'imparfaite (9/11, Figure 14 C). La 
première discordance porte sur un variant situé dans le domaine phosphorylé par les protéines 
ATM/ATR (Traven and Heierhorst, 2005). Un défaut de cette activation peut conduire à une protéine 
déficiente sans altération de son activité kinase. Le second variant discordant se situe en bordure du 
domaine kinase et annule l'activité de kinase de la protéine malgré une prédiction favorable. Bien que 
peu nombreuses, ces discordances confirment la nécessité de recourir à des études fonctionnelles 
(Desrichard et al., 2011). 

Afin d'élargir ce travail durant la thèse qui a suivi, Alexis s'est attaché à caractériser les 17 
tumeurs de patientes porteuses de mutations CHEK2 et à rechercher, chez ces mêmes patientes, des 
facteurs de prédisposition au-delà de CHEK2, afin d'expliquer la pénétrance incomplète des mutations 
de ce gène. 

La première piste l'a conduit à analyser différents aspects du gène CHEK2 au niveau somatique : 
niveau d'expression protéique, perte d'hétérozygotie et méthylation du promoteur. Les résultats 
montrent une forte surreprésentation des tumeurs de type Luminal B pour les porteuses de mutations 
CHEK2 (OR 5,24). L'expression de la protéine CHEK2 n'est pas détectable dans 9 des 10 tumeurs 
analysées, alors que le tissu sain avoisinant montre un marquage normal. Si les mutations délétères 
hétérozygotes peuvent expliquer une diminution du niveau d'expression, une absence complète 
d'expression suggère une extinction du second allèle -sain- par un autre mécanisme. Alexis a analysé 3 
marqueurs polymorphes au locus CHEK2 et a réalisé une expérience de méthyl-Seq par 
pyroséquençage d'ADN traité au bisulfite. Ses résultats montrent des pertes d'hétérozygotie dans 
certaines tumeurs et une méthylation du promoteur CHEK2 dans d'autres qui pourraient expliquer 
l'inactivation totale de la protéine. 



Panel Alexis Panel Marie 
APC 

ATM ATM 
AURAKA AURAKA 

BABAM 
BAP1 BAP1 

BARD1 BARD1 
BLM 

BRAP BRAP 
BRCA1 BRCA1 
BRCA2 BRCA2 
BRCC3 BRCC3 
BRIP1 BRIP1 
CDH1 CDH1 

CHEK2 CHEK2 
COBRA1 COBRA1 

EPCAM 
ERCC1 

FGFR2  FGFR2  
LKB1/STK11 LKB1/STK11 

MLH1 
MLH3 

Mre11 Mre11 
MSH2 
MSH6 

MUTYH 
NBN NBN 

NRIP1 NRIP1 
PALB2 PALB2 

PMS1 
PMS2 
POLB 
PTEN 

Rad50 Rad50 
RAD51D RAD51D 

TP53 
WRN 

Tableau 3 : Liste des gènes étudiés à l’occasion 
des différents projets de recherche du laboratoire 

Le projet de thèse d’Alexis Desrichard, focalisé sur le gène CHEK2, s’est 
attaché aux gènes impliqués dans la réparation de l’ADN. Marie Ollier a élargi 
ce panel à d’autres gènes impliqués dans la prédisposition héréditaire au 
cancer, sans se restreindre au cancer du sein. 
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Pour rechercher un effet coopératif des mutations de CHEK2 avec d'autres gènes, un panel de 
20 gènes (Tableau 3) a été analysé par capture SureSelect et pyroséquençage, chez les 17 individus 
mutés identifiés lors du travail de master 2. L'analyse d'un aussi grand nombre de gènes a nécessité le 
développement de nouveaux outils bioinformatiques prenant en compte les imprécisions de lecture de 
la technologie 454. Les résultats partiels ne démontrent pas d'association avec une ou plusieurs 
mutations délétères dans un autre gène, mais une association avec le variant rs2229742 du gène 
NRIP1 (35% des patientes porteuses de mutations CHEK2 contre 10% dans la population générale). 
Ce résultat a été confirmé par une étude plus large sur 159 cas issus de familles à prédisposition 
héréditaire au cancer du sein et/ou de l'ovaire et 414 contrôles sans histoire familiale. Le variant 
rs2229742 de NRIP1 confère ainsi une légère augmentation du risque héréditaire avec un OR de 1,79. 

Maryline et la méthylation générale des tumeurs du sein triple négatives 
Le projet de master 2 de Maryline Gomez s'inscrivait dans un ensemble plus vaste visant à 

caractériser les diverses facettes moléculaires des tumeurs triple négatives (TN). La justification du 
choix de ces tumeurs, cœur de l'équipe ERTICa, est détaillée dans le paragraphe suivant (III.C.1). Une 
collaboration avec l'Université de Lund, en Suède devait permettre l'analyse de l'exome des tumeurs 
sélectionnées au Centre Jean Perrin. L'équipe de Maud Privat au CJP s'attachait à interpréter leur 
transcriptome en fonction de la présence ou non de mutations BRCA1. Le master de Maryline consistait 
enfin à décrire sans à priori le profil de méthylation des tumeurs du sein triple négatives, au niveau 
pangénomique. L'idée d'étudier leur méthylation vient de la démonstration des importantes 
modifications épigénétiques qui interviennent au niveau tumoral (Costello et al., 2000; Huang et al., 
1999). Une corrélation spécifique de certaines de ces modifications avec le sous-type triple négatif des 
cancers du sein pourrait révéler un nouveau biomarqueur, dont l'utilisation pourrait être diagnostique 
dans un premier temps puis éventuellement thérapeutique si la cible est actionnable. 

Si, depuis le milieu des années 2000, les appareils de pyroséquençage se sont imposés comme 
référence pour l'analyse de courtes séquences ciblées d'ADN méthylé après modification au bisulfite, le 
GS-FLX, basé sur la même technologie, apparaissait comme une évolution capable d'ouvrir le champ 
du haut débit. Le choix a pourtant été fait de ne pas prendre une approche par modification de l'ADN 
total au bisulfite, qui aurait nécessité de séquencer le génome entier de chaque tumeur. La préférence 
a été donnée à la capture des régions méthylées du génome grâce à l'approche MethylCap. Le 
domaine de liaison aux CpG méthylés de la protéine MecP2 (methyl CpG binding protein 2) est 
fusionné à une GST et à un tag 6-histidines. Cette protéine de fusion fixe avec une bonne sensibilité les 
régions méthylées de l'ADN, et les complexes sont récupérés grâce à des billes magnétiques couplées 



Figure 15 : Stratégie de filtrage des variants obtenus par pyroséquençage de 36 gènes 
Les chiffres présentés sont ceux obtenus pour l’ensemble des 50 cas analysés. Les variants ont d’abord été 
triés en fonction de leur effet (intron, exon ou bornes ; changement d’acide aminé ou non, création de 
STOP). Pour chaque catégorie, l’outil bioinformatique le plus pertinent a permis de prédire le caractère 
délétère ou non du variant. L’évaluation des substitutions a été réalisée par PolyPhen-2, SIFT et Align-
GVGD, en conservant la conclusion d’au moins 2 algorithmes concordants. La pertinence de la détection 
des homopolymères a été éprouvée par le logiciel HECTOR (Wirawan, 2014). Le rôle sur l’épissage des 
variants situés aux bornes introns/exons a été prédit grâce aux algorithmes MaxEntScan, Gene Splicer et 
Human Splicing Finder, regroupés dans le logiciel Alamut de Interactive Biosoftware. La réalité des variants 
jugés délétères ou probablement délétères a été confirmée par séquençage Sanger. Seules 25 substitutions 
faux-sens ont été confirmées. Elles ont ensuite été recherchées dans la population contrôle et 8 n’y sont pas 
présentes. 
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au glutathion. Ne sont séquencées ainsi que les régions d'intérêt, de manière semi-quantitative. La 
définition les régions méthylées ou non se fait ensuite par une analyse proche de celle du RNA-Seq, le 
nombre de lectures observées pour une région étant proportionnel à l'intensité de sa méthylation. 

Afin de mettre au point le protocole, les données ont d'abord été produites sur des lignées 
cellulaires triple négatives, mutées pour BRCA1 ou non. Les extractions sur les tumeurs se sont 
révélées décevantes, principalement à cause du faible nombre de cellules tumorales isolées qui a 
donné un signal largement brouillé par le bruit de fond des cellules saines avoisinantes. L'analyse finale 
n'a ainsi pas laissé apparaitre de différence notable entre les tumeurs mutées ou non pour BRCA1. Les 
résultats des lignées cellulaires ont cependant été plus encourageants, puisque les lignées mutées pour 
BRCA1 ont été retrouvées significativement sous-méthylées. Cette hypométhylation générale des 
lignées BRCA1- est validée par une hyperméthylation spécifique de ces mêmes lignées sur le gène 
DNMT1. En effet, une méthylation excessive de ce gène majeur de la méthylation cellulaire peut 
conduire à la diminution de son expression et donc de son efficacité globale à maintenir la méthylation 
du génome. Si la corrélation avec BRCA1 est faite, les liens fonctionnels restent à établir. 

Marie et les altérations des gènes de la réparation de l'ADN dans les cancers du 
sein triple négatifs héréditaires (Wirawan et al., 2014) 
L'arrivée de Marie Ollier en thèse de sciences pendant son internat de médecine a contribué à 

approfondir l'analyse par panel de gènes initiée avec Alexis. Afin de travailler sur une population aussi 
homogène que possible, Marie s’est focalisée sur les cancers du sein triple négatifs (CSTN) identifiés 
dans un contexte familial. Pour répondre à cette définition, nos critères d'inclusion ont donc imposé que 
les individus à analyser soient porteurs d’un cancer du sein triple négatif et qu’un second cancer du sein 
soit présent dans leur famille. Ces critères ont permis d’identifier 50 patientes dans la base de la 
consultation d'oncogénétique du CJP. La population contrôle est constituée de 51 femmes vivant en 
Auvergne, recrutées à l'occasion d'un dépistage systématique avéré normal et sans aucune histoire 
familiale de cancer. Pour cette étude, le panel de gènes étudiés a été élargi en incluant plusieurs gènes 
impliqués dans la prédisposition héréditaire au cancer, sans se limiter au cancer du sein. D'autres 
gènes ont été ajoutés pour leur supposée association spécifique avec le cancer du sein de sous-type 
triple négatif. C'est par exemple le cas du gène BABAM/MERIT40, indispensable au recrutement 
correct du complexe BRCA1 lors de la réparation des cassures double brin et localisé en 19p13.1, 
région associée spécifiquement à la prédisposition au CSTN (Feng et al., 2009; Shao et al., 2009; 
Stevens et al., 2012). 36 gènes ont ainsi été analysés par capture de séquences Nimblegen puis 
pyroséquençage 454 (Tableau 3). Les résultats bruts conduisent à une moyenne de 355 variants par 



Gène  Mutation LOH 
Expression 
protéique 

(IHC) 

Apparentés 
mutés 

Autres cancers 
dans la famille 

MSH6 NM_000179.2 
c.431G>T non normale na 1 CNS 

MLH1 NM_000249.3 
c.199G>T non aucune 7/9 1 endomètre 

5 colons 
1 ovaire PALB2 NM_024675.3 

c.2897T>C non aucune 0/9 

RAD51D NM_001142571.1 
c.853G>A 

oui aucune na 1 pancréas 
1 thyroïde 

na  aucune sœur non atteinte /6 1 ORL 

MRE11 NM_005591.3 
c.901C>G oui normale 0/3 1 ovaire, 1 poumon 

1 estomac 

CHEK2 NM_001005735.1 
c.1214G>A non na  0/1 

1 colon,  
1 astrocytome,  

1 mélanome rétinien 

Tableau 4 : Mutations identifiées lors de l’analyse de 36 gènes dans une 
population de 50 femmes porteuses d’une prédisposition héréditaire au 

cancer mammaire triple négatif 
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individu et imposent donc d'établir une stratégie de filtrage stringente et efficace. Celle établie avec 
Marie  (Figure 15) a permis de retenir 8 mutations, dont 7 différentes dans 6 gènes différents : RAD51D, 

MRE11A, PALB2, CHEK2, MLH1 et MSH6 (Ollier et al., 2015, Tableau 4). L'analyse bibliographique 
approfondie de ces gènes montre qu'une association spécifique avec les CSTN commence à être 
suspectée pour les 3 premiers (Baker et al., 2015; Bartkova et al., 2008; Couch et al., 2015; Pern et al., 
2012). Pour le gène CHEK2, l'association avec le cancer du sein en général est bien documentée mais 
aucune étude n'évoque une éventuelle association avec le sous-type triple négatif. Au contraire, les 
données préliminaires obtenues par Alexis au laboratoire suggéraient une prédisposition au sous-type 
luminal B (données non publiées). Une confirmation à plus grande échelle est donc indispensable. 
L'identification de mutations dans les gènes MLH1 et MSH6 soulève à nouveau la question de la place 
du cancer du sein dans le syndrome de Lynch. En effet, si le rôle des gènes MMR (Mismatch Repair, 
réparation des mésappariements) est établi dans la prédisposition au cancer du colon, il n'est pas clair 
pour le cancer su sein ; d'où l'hésitation à inclure cette localisation tumorale dans la définition du 
syndrome (Win et al., 2013). Notre étude suggère que l'incertitude pourrait venir de l'hétérogénéité des 
cancers du sein et que les gènes MMR pourraient ne prédisposer qu'à la sous-classe des cancers 
mammaires triple-négatifs. 

Afin de confirmer l'implication de ces gènes dans le développement tumoral, leur expression a 
été recherchée dans les tumeurs correspondantes. Dans la majorité des cas, l'immuno-histochimie ne 
révèle aucune expression protéique. Cette absence d'expression malgré une mutation constitutionnelle 
à l'état hétérozygote n'est expliquée par une perte d'hétérozygotie que pour un seul cas. Ce résultat 
évoque la possibilité de régulations épigénétiques somatiques que Marie n'a pas eu le temps de 
confirmer. 

Parmi les 6 gènes retenus, 4 (PALB2, MRE11, RAD51D et CHEK2) jouent un rôle majeur dans la 
voie de réparation de l'ADN par recombinaison homologue. Notre panel d'étude compte un grand 
nombre des gènes de cette voie. Il est donc trop biaisé pour conclure que cette voie est la voie majeure 
qui conduit au développement de cancers mammaires triple négatifs. Il semble par contre légitime de 
penser qu'un déficit de la réparation de l'ADN contribue au développement de ces tumeurs. La question 
se pose donc de savoir dans quelle mesure l'inactivation des 4 gènes mentionnés impacte l'efficacité de 
réparation des cassures double brin. Pour y répondre, Marie a étudié la réparation de cassures radio-
induites dans 2 lignées cellulaires mammaires différentes (HMEC, cellules mammaires normales et 
MDA-MB-468, cellules tumorales triple négatives), transfectées avec des siARN visant les 4 gènes, plus 
BRCA1 servant de témoin positif. 30min après irradiation à 2Gy, les foyers de cassure ont été 
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Figure 16 : Effet de 4 gènes candidats à la prédisposition 
héréditaire au cancer mammaire triple négatif, 

sur la réparation des cassures double brin 
Analyses fonctionnelles menées sur 2 types cellulaires. HMEC sont des cellules 
mammaires normales, MDA-MB-468 sont des cellules tumorales mammaires 
triple négatives (A) La quantification relative des ARNm montre que les inhibitions 
par siRNA sont efficaces. 48h après transfection, le pourcentage d’expression est 
exprimé par le rapport du niveau d’expression de chaque gène en présence de 
son siRNA spécifique sur celui en présence d’un siRNA contrôle, non spécifique. 
(B) Seule l’inhibition de PALB2 affecte la réparation des cassures de l’ADN radio-
induites. 24h après irradiation à 2Gy, les cellules sont fixées et marquées par 
anticorps anti-γH2AX. Les cellules HMEC dans lesquelles PALB2 est inhibé 
présentent une augmentation significative du nombre de cassures non réparées 
au bout de 24h. Les histogrammes montrent la moyenne et l’écart-type de 2 
manipulations indépendantes, réalisées en triplicats. 
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Nombre moyen de foci γH2AX 
24h après irradiation à 2 Gy 
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p=0,013 
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visualisés par marquage γH2AX. La réparation de l'ADN a été appréciée par la disparition de ces foyers 

après 24h. La Figure 16 montre que tous les gènes cibles sont inhibés à plus de 90% dans les 2 lignées 
cellulaires, seul PALB2 conservant 15 à 20% de son activité. À part pour PALB2 dans la lignée HMEC, 
cette forte inhibition ne permet cependant pas de bloquer la réparation des cassures double brin, 
comme le montre la Figure 16. 2 hypothèses émergent alors : soit cette réparation n'est que ralentie et 
des comptages plus précoces que 24h permettraient de mettre en évidence un changement dans la 
vitesse de réparation, à défaut d'un changement dans le statut cellulaire final ; soit les gènes MRE11, 

RAD51D et CHEK2 participent à la tumorigenèse mammaire triple négative par une voie autre que la 
réparation des cassures double brin de l'ADN. Des données bibliographiques suggèrent un rôle de 
MRE11 et RAD51D dans la maintenance de la longueur des télomères (Slijepcevic, 2006; Ueno, 2010). 
Une diminution de cette fonction pourrait en effet altérer la stabilité génomique et favoriser le 
développement tumoral. Afin d'étayer cette hypothèse, des mesures de la longueur des télomères dans 
les tumeurs des patientes recrutées par Marie sont en cours au laboratoire. 

Si nous n'avons pas eu le temps d'analyser les épimutations somatiques, la méthylation de l'ADN 
n'a cependant pas été totalement exclue de son travail puisqu'elle a été recherchée sur le promoteur du 
gène BRCA1. Gène majeur de prédisposition héréditaire au cancer mammaire, BRCA1 est souvent 
inactivé dans les tumeurs du sein, que ce soit par perte d'hétérozygotie en cas de mutation germinale 
(Turner et al., 2004), par mutation somatique (Winter et al., 2016) ou par hyperméthylation de son 
promoteur (Dobrovic and Simpfendorfer, 1997). Dans le cadre d'une prédisposition héréditaire, la 
recherche de mutations constitutionnelles de ce gène est bien établie, mais le rôle de son statut de 
méthylation reste à démontrer, même si des données existent déjà dans ce sens (Gupta et al., 2014). 
Marie a donc initié un projet pilote afin d'analyser la méthylation germinale du promoteur de BRCA1. 
Les régions à analyser sont bien documentées (Dobrovic and Simpfendorfer, 1997; Mancini et al., 
1998) et le laboratoire maitrisait le pyroséquençage de l'ADN converti au bisulfite. La nouveauté résidait 
donc dans le transfert de ce type de séquençage sur l'automate Illumina. Les différents points de 
contrôle ont montré que le taux de conversion était bon (>98%), que les amplifications étaient correctes, 
mais que le séquençage était peu fiable. Ces résultats ont été confirmés sur de nouveaux échantillons 
grâce à l'équipe de Robert Dante à Lyon (cf III.B.2) et ont conduit à la suspension du projet. Illumina a 
ensuite admis que la richesse exceptionnelle en AT des ADN convertis par bisulfite induisait des 
problèmes de phasage lors du séquençage. La solution de contournement passe par l'ajout aux 
échantillons à analyser d'au moins 10% d'ADN non converti (Wippermann et al., 2015). La reprise de 
cette approche est prévue pour le second semestre 2017. 



Critères familiaux d’inclusion 
Deux cas de cancers de l’ovaire dans la famille 

Au moins un des cas avant 60 ans 

Les cas sont apparentés au 1er ou 2nd degré 
Type histologique adénocarcinome séreux ovarien de 

haut grade  
Un cancer de l’ovaire peut être remplacé par un 

adénocarcinome séreux tubaire ou un adénocarcinome 
séreux péritonéal 

Disponibilité d’ADN périphérique pour au moins un cas 

Disponibilité d’un consentement éclairé portant sur 
l’analyse génétique à visée de recherche.  

Critères familiaux d’exclusion 

Présence de cancer du sein 

Présence de mutation dans les gènes BRCA 1 et BRCA 
2 après analyse constitutionnelle  

Tableau 5 : Critères d’inclusion du projet 
Exomes ovariens 

Tableau 6 : Gènes candidats identifiés 
par l’analyse de l’exome 

Le nombre de fois où chaque gène est muté chez les cas ou les 
apparentés ne distingue pas s’il s’agit d’un variant unique répété ou de 
variants différents. 

Variants de classe 3 minimum (signification incertaine) identifiés par 
séquençage et analyse du panel diagnostique 

Variants de classe 3 minimum (signification incertaine) identifiés par 
séquençage de l’exome et analyse des 98 gènes de prédisposition 
constitutionnelle présents dans COSMIC 

Variants de classes 4 et 5 (potentiellement délétères) identifiés par 
séquençage de l’exome et prédiction bioinformatique (au moins un des 
algorithmes parmi SIFT, PolyPhen-2 et Align-GVGD) 

Gènes dont les variants sont sur- ou sous-représentés dans les cas 
par rapport aux apparentés (test de Student < 0,02), toutes classes de 
variants confondues. 
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ATM 2         
BARD1 1         
CDH1 1         
PMS2 1         
WRN 1         

CROCC 1         
FANCA 3         
FAT1 1         
PRF1 1         

RECQL4 1         
RET 1         

SETBP1 1         
TSC1 1         

ABCA12 1         
ABCA5 1 1       

ABHD17A 1         
AGBL1 1         
APCS 1         
BFSP1 1         
BTG4 1         

C12orf56 1         
C8orf58 1         
CHADL 1         
COX11 1         
COX18 1         
CUBN 1         

DNMT3A 1         
EFHC1 1         

FAM155A 1         
FTCD 1 1       
KRT77 2         

KRTAP5-4 1         
LOC101927530 1         

LOC283710 1 1       
LPO 1         

MPPE1 1         
NLRP4 1         
OR2B2 1         
PLK1S1 1         
PMS1 1 1       
POLQ 1         

R3HDML 1         
RALYL 1         

SDCBP2 1 1       
SORBS1 1         
TAF1B 1         
TGS1 1         

TUBG2 1         
USP6NL 1         
VN1R1 1         
ZNHIT3 1         

ZP3 1         

Gène Ca
s 

Ap
pa

re
nt

é 
Pr

éd
isp

os
iti

on
 

Pr
ot

ec
tio

n 

EFDH1 7 0     
COL6A3 7 0     

PPP1R14C 6 0     
KDM4A 6 0     
SMPD1 6 0     
WDR93 6 0     
MUC16 7 3     
OR10H3 1 4     
RBBP5 1 4     

KIDINS220 1 4     
ZNF274 1 4     
KRT35 1 4     

LOC101928170 1 4     
KRTAP17-1 1 4     
TSPAN10 1 4     
MRPL28 1 4     
ALG1L 1 4     

KRTAP29-1 1 4     
KRTAP16-1 1 4     
CCDC168 0 4     

KRT37 0 4     
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ATM 2             
BARD1 1             
CDH1 1             
PMS2 1             
RET 1             
WRN 1             
PMS1 1 1           
MLH3 1             

CROCC 1             
FANCA 3             
FAND2               
FAT1 1             
PRF1 1             

RECQL4 1             
SETBP1 1             

TSC1 1             
ABCA12 2             
ABCA5 1 1           

ABHD17A 1             
AGBL1 1             
APCS 1             
BFSP1 1             
BTG4 1             

C12orf56 1             
C8orf58 1             
CHADL 1             
COX11 1             
COX18 1             
CUBN 1             

DNMT3A 1             
EFHC1 1             

FAM155A 1             
FTCD 1 1           
KRT77 2             

KRTAP5-4 1             
LOC101927530 1             

LOC283710 1 1           
LPO 1             

MPPE1 1             
NLRP4 1             
OR2B2 1             
PLK1S1 1             
POLQ 1             

R3HDML 1             
RALYL 1             

SDCBP2 1 1           
SORBS1 1             
TAF1B 1             
TGS1 1             

TUBG2 1             
USP6NL 1             
VN1R1 1             
ZNHIT3 1             

ZP3 1             
COL6A3 7 0           
EFDH1 7 0           
KDM4A 6 0           

PPP1R14C 6 0           
SMPD1 6 0           
WDR93 6 0           
MUC16 7 3           
ALG1L 1 4           

KIDINS220 1 4           
KRT35 1 4           

KRTAP16-1 1 4           
KRTAP17-1 1 4           
KRTAP29-1 1 4           

LOC101928170 1 4           
MRPL28 1 4           
OR10H3 1 4           
RBBP5 1 4           

TSPAN10 1 4           
ZNF274 1 4           

CCDC168 0 4           
KRT37 0 4           
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Mathias et la mise en place de l'approche WES à visée diagnostique 
Les études précédentes ont permis de suffisamment maitriser l'approche panel de gènes pour 

réaliser un passage réussi en diagnostic. Cependant, les premières analyses réalisées au laboratoire 
montrent que nombre des familles considérées à haut risque familial de cancer ne possèdent aucune 
mutation identifiée dans les gènes analysés. Le diagnostic génétique de ces familles doit donc évoluer 
vers une augmentation du nombre des régions examinées. Cet élargissement sera progressif mais tend 
à terme vers l'analyse de l'ensemble des régions codantes, voire de l'ensemble du génome. Afin 
d'acquérir de l'expertise pour cette évolution à venir, un projet de recherche a été confié à Mathias 
Cavaillé à l'occasion de la thèse de sciences qu'il prépare pendant son internat de génétique. Ce projet 
consiste à évaluer le séquençage d'exomes aussi bien sur ses aspects techniques que sur les 
difficultés d'interprétation de données pour lesquelles trop peu d'éléments sont disponibles. Pour 
faciliter cependant cette interprétation, nous avons focalisé la population d'étude sur un syndrome 
clinique aussi homogène que possible. Pour son incidence élevée, son pronostic particulièrement 
défavorable et sa forte composante héréditaire (Rojas et al., 2016), notre choix s'est porté sur le 
carcinome ovarien séreux de haut grade. Afin de restreindre les prédispositions génétiques possibles et 
favoriser la mise en évidence de nouveaux candidats site-spécifiques, Mathias a exclu de l'analyse les 
familles porteuses de cancers du sein. Les critères d'inclusion/exclusion sont rapportés dans le Tableau 
5. Dans le cadre d'une preuve de concept pour le master 2, 7 familles ont été incluses, soit 7 malades 
et 4 apparentés sains. La première étape a consisté à réaliser le séquençage de notre panel de 39 
gènes diagnostiques, afin d’écarter les familles présentant une mutation délétère dans des gènes déjà 
décrits comme prédisposant au cancer de l’ovaire. Pour cette étude, les gènes de recherche, 
systématiquement inclus lors de la capture mais non rendus aux patients, ont été analysés également, 
portant le nombre de gènes à 54. Seuls des variants de signification inconnue ont été identifiés dans 8 
gènes (Tableau 6), confortant la nécessité d'élargir la recherche. Le séquençage de l'exome a donc été 
effectué sur ces 11 individus et les nombreux variants identifiés (environ 48 000 par échantillon) ont été 
classés selon plusieurs approches. 

• Nous avons commencé par une analyse ciblée des 98 gènes présentés dans COSMIC comme 
prédisposant au développement de cancer, quelle que soit la localisation. Cette approche a 
retrouvé les variants identifiés par le panel diagnostic et a porté le nombre de gènes candidats à 16 
(Tableau 6). 

• À l'aide d'un ensemble de bases de données interfacées dans Alamut Visual 
(http://www.interactive-biosoftware.com/doc/alamut-visual/2.7/data_sources.html), Mathias a classé 
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l'ensemble des variants identifiés pour ne conserver que ceux présumés délétères. Il a ainsi généré 
une nouvelle liste de 39 gènes candidats, dont seul PMS1 avait déjà été identifié par les méthodes 
précédentes (Tableau 6). 

• Une analyse se basant sur les variants individuels plutôt que sur les gènes ne révèle que des 
artéfacts de séquence et/ou d'alignement entre pseudogènes. 

• La dernière méthode de classification a consisté en un test statistique sans à priori afin de désigner 
les gènes préférentiellement mutés chez les cas index ou au contraire chez les apparentés sains. 
Nos données pointent 21 gènes supplémentaires avec un score de Student < 0,002. 7 semblent 
prédisposer au cancer ovarien car ils sont mutés chez au moins 6 des 7 cas. À l'inverse, 14 portent 
des variants chez tous les apparentés sains et apparaissent plutôt protecteurs (Tableau 6). 

• Une nouvelle approche est en cours à l'heure où j'écris ces lignes. Elle consiste à mettre en 
évidence les voies de signalisation surreprésentées par les gènes mutés dans notre population. 
Sans que l'on sache encore quoi en penser, les résultats préliminaires indiquent une 
surreprésentation des gènes impliqués dans les voies du transport des lipides et de l'ubiquitination. 

Chacune de ces approches semble pertinente mais seul PMS1 est mis en avant par plusieurs 
d'entre elles. Une attention particulière sera portée à ce gène, mais l'ensemble de la liste des 75 gènes 
doit être considéré. Afin de déterminer l’impact réel de ces gènes candidats dans la prédisposition 
héréditaire à l’adénocarcinome séreux ovarien de haut grade, le travail de thèse de Mathias comptera 
plusieurs études, menées parfois en parallèle et conduisant à une réduction progressive du nombre de 
candidats : 

Mise en place d’une étude prospective au Centre Jean Perrin 
Ce recrutement prospectif augmentera la quantité de données générées. L’évolution récente des 

indications de consultation d’oncogénétique dans le cadre du cancer de l’ovaire, en raison de 
l’apparition du traitement par inhibiteur de PARP va favoriser un recrutement plus rapide. A ce jour, tout 
adénocarcinome séreux ovarien de haut grade doit en effet bénéficier d’une consultation 
d’oncogénétique. 

Mise en place d'une étude multicentrique 
Afin de favoriser encore le recrutement de familles d’intérêt au sein de notre étude, et donc 

d’augmenter la puissance de celle-ci, le début de la thèse sera également consacré à la mise en place 
d'un recrutement multicentrique au niveau national, mais également au niveau international. En effet, 
une demande de collaboration est actuellement en cours avec différents centres de lutte contre le 
cancer français et une autre est bien avancée avec l’académie nationale d’Omsk (Russie). Ce 
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recrutement en Russie est particulièrement intéressant, en raison d’une très forte incidence 
d’adénocarcinome ovarien séreux de haut grade dans ce pays. 

Pour ces deux études, la sélection des familles se fera selon les mêmes critères que 
décrits précédemment. La première étape consistera à réaliser l'analyse des gènes inclus dans le 
panel du LBM et d'exclure les familles porteuses de mutations. L’objectif consistera ensuite à 
séquencer l'exome d'un maximum de malades par famille, en appliquant les mêmes méthodes 
de stratification des variants que décrites précédemment.  
Comparaison de l’analyse constitutionnelle et de l’analyse somatique sur pièce tumorale, 

à la recherche d’une perte d’hétérozygotie. 
Selon le modèle de Knudson et Comings, une perte d'hétérozygotie (LOH) confirmerait 

l’implication du gène concerné dans la cancérogénèse. De par la taille et le positionnement de la ville 
de Clermont-Ferrand, les pièces tumorales post-annexectomie des patientes recrutées loco-
régionalement sont archivées dans l'un des 3 centres de Pathologie qui collaborent efficacement depuis 
de nombreuses années : CHU, CJP et SIPATH. Ces blocs tumoraux seront analysés par la technique 
de QMPSF (Quantitative Multiplex PCR of Short (Fluorescent) Fragments) bien établie au laboratoire. 

Analyse in silico des données constitutionnelles et somatiques 
Divers projets portant sur l’adénocarcinome ovarien séreux de haut grade (TCGA, IGCG) ont 

permis d’apporter de précieuses informations, tant au niveau somatique qu’au niveau constitutionnel. 
Bien que seule une minorité de ces données inclue l'histoire familiale, leur exploration nous permettra 
de compléter notre effectif et d’augmenter encore la puissance de cette étude. 

Le principal objectif de cette analyse est de déterminer la présence et la fréquence de mutations 
au sein de gènes candidats dans une population d’adénocarcinomes séreux ovariens de haut grade 
indépendants au niveau constitutionnel, et de corréler cette analyse aux données somatiques 
correspondantes. 

Confirmation des candidats par une étude cas/témoins 
En cas d'échantillons disponibles pour des apparentés sains de nos cas, leur analyse ponctuelle 

au niveau du variant familial, par la méthode de Sanger, permettra de mener une étude de ségrégation 
visant à réduire le nombre des candidats. 

Un nouveau panel de capture sera ensuite dessiné afin de couvrir l'ensemble des candidats 
toujours pertinents à cette étape de la thèse. Le laboratoire dispose d'une population de contrôle de 
près de 1000 personnes sans cancer au moment du recrutement et sans histoire familiale. Elle sera 
utilisée pour construire un bras témoin apparié en âge aux cas identifiés, dans lequel sera analysé le 
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panel spécifique. La taille de cette population témoin sera déterminée en fonction du nombre de cas 
inclus dans l'étude et du nombre de candidats à valider. 

Analyse de l’expression des gènes candidats et de leur produit protéique 
En comparant les régions tumorales et saines des pièces d’annexectomie, des modifications 

d’expression de gènes et/ou des protéines des gènes candidats précédemment décrits pourraient 
traduire un rôle dans la transformation cancéreuse. Les aspects protéiques incluent aussi bien le niveau 
d'expression que la localisation ou que diverses modifications post-traductionnelles, telles que la 
phosphorylation. 

Sur coupes in situ : l'expression des ARN sera recherchée par hybridation in situ et l’expression 
protéique sera analysée par immunohistochimie. Afin de minimiser les quantités de matériels et de 
réactifs nécessaires, il est possible de réaliser ces analyses en TMA (Tissue MicroArrays). Les premiers 
résultats seront confirmés par RT-PCR quantitatives après macrodissection. 

Afin de distinguer les mutations conductrices, impliquées directement dans la cancérogénèse, 
des mutations passagères, qui accompagnent celles-ci, nous proposons de poursuivre cette analyse au 
niveau de la cellule unique. Plus la proportion de cellules partageant une variation d’expression donnée 
se révèlera importante, plus son implication dans la cancérogénèse sera pertinente. Inversement, une 
proportion faible de cellules traduira une acquisition plus tardive de la mutation, et donc orientera sur 
une mutation passagère. Ces études sont envisagées sur l'automate C1 de Fluidigm en cours 
d'acquisition sur des fonds CPER (cf III.C.1). 

Analyses fonctionnelles des différents gènes candidats permettant de déterminer l’impact 
des mutations sur les gènes candidats validés par les méthodes précédentes, en particulier concernant 
les variants de signification inconnue. Ces mutations seront générées in vitro et transfectées dans des 
lignées cellulaires ovariennes afin d'évaluer leur effet. En fonction de l'analyse des niveaux d'expression 
sur tissus, la surexpression ou l'inactivation par siRNA des gènes candidats complètera l'étude des 
mutations. Différentes caractéristiques seront mesurées : prolifération cellulaire, capacités migratoire et 
invasive, efficacité de réparation de l'ADN suite à des cassures radio-induites. 

L'analyse de ces différents paramètres renseignera sur le rôle réel de chaque gène dans la 
cancérogenèse ovarienne et permettra ainsi de restreindre le nombre de candidats. 

 
Toutes ces approches convergent vers l’identification de nouveaux gènes de prédisposition 

héréditaire aux adénocarcinomes ovariens séreux de haut grade, dont le dépistage pourra être proposé 
lors des consultations d’oncogénétique. Une prise en charge adaptée pourra alors réduire la mortalité 
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Les 2 équipes présentent des effectifs équilibrés. Les outils générés par l’équipe 1 
alimentent des études cliniques de l’équipe 2 qui, en retour, fournit de nouveaux marqueurs 
à cibler par l ’équipe 1. 
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de ce cancer de mauvais pronostic. À l'occasion d'une autre thèse, l'étude fonctionnelle du ou des 
candidats les plus intéressants pourra être portée sur modèle animal grâce à l'utilisation du système 
CRISPR/Cas9, en collaboration avec l'animalerie du GReD, autre UMR Inserm à Clermont-Ferrand. 

C. Travaux à venir 

Les financeurs de la Plateforme de Génétique Moléculaire (PGM) commune au CHU et au 
Centre Jean Perrin (FEDER, CPER, Région) demandent à ce que l'activité soit équilibrée entre le 
diagnostic et la recherche (cf II.E). Cela implique que le responsable (technique) de la plateforme 
portera également la mission de concevoir des expériences avec les laboratoires de recherche locaux 
et de les intégrer au mieux au flux des analyses hospitalières, comme cela a pu être le cas pour la 
plateforme GINA (III.B.2). La structuration de la PGM n'étant qu'à son tout début, mon rôle dans cette 
plateforme reste très incertain et mon activité de recherche à venir peut donc prendre des directions 
assez variées. J'ai cependant amorcé quelques projets dont certains sont partiellement financés. Leur 
présentation qui suit sera l'occasion de rappeler quelques éléments de bibliographie, injustement 
passés sous silence dans le paragraphe précédent. 

Ces travaux à venir trouveront leur place dans la nouvelle unité Inserm IMoST (Imagerie 
Moléculaire et Stratégies Théranostiques) qui, depuis le 1er Janvier 2017, regroupe les forces des 
équipes d’accueil ERTICa, CREaT et de l'UMR Inserm 990 IMTV pour former une unité de recherche 
d’environ 90 personnes. Elle s'organise en 2 équipes complémentaires : la première assure le ciblage 
et/ou le radio-marquage de molécules pertinentes dans le diagnostic et/ou le traitement de cancers, la 
seconde évalue les rôles cliniques des outils générés par l’équipe 1 et lui soumet de nouvelles cibles 
d’intérêt clinique. Je contribuerai au groupe "Génétique" de l'équipe 2 (Figure 17). 

1. Court terme 

Même si la mortalité associée au cancer du sein est en régression constante depuis 20 ans, on 
dénombrait encore 522 000 cas de décès par an dans le monde en 2012 (Cancer Today, IARC). Une 
des raisons majeures de ces échecs thérapeutiques est la très grande hétérogénéité des cancers 
mammaires. Il y a 15 ans, une classification moléculaire de ces cancers (Figure 18, (Perou et al., 2000; 
Sørlie et al., 2001; Valentin et al., 2012)) a ouvert la voie à des approches thérapeutiques ciblées, 
tenant compte des spécificités des différents sous-types de cancers. 



oestrogènes ! ?! HER2!?! ?!

anti-oestrogènes ! ?! anti-HER2!?! ?!

bon! mauvais!

Figure 18 : Classification moléculaire des cancers du sein 
L’analyse du transcriptome de 78 tumeurs du sein a permis leur classification en 5 groupes (Sørlie et al 
2001). Le sous-groupe « Normal-like » a depuis été invalidé et représentait probablement un groupe de 
tumeurs comportant peu de cellules tumorales. Pour l’analyse de routine, la classification moléculaire peut 
désormais être approchée grâce au niveau d’expression protéique de différents marqueurs. Cette 
classification corrèle bien avec le pronostic des tumeurs (en bleu). Elle a permis de déterminer le moteur de 
prolifération tumoral (en rouge) de certains sous-types et de développer des stratégies thérapeutiques pour 
les contrer (en vert). Ces nouvelles stratégies thérapeutiques fonctionnent bien et ont ainsi largement 
amélioré le pronostic historique. 

 !
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Ainsi l’hormonothérapie est devenue le traitement de référence des tumeurs dites luminales, qui 
expriment à des niveaux élevés les récepteurs aux œstrogènes et à la progestérone (Cottu, 2017; 
Ignatiadis and Sotiriou, 2013) : en réduisant la disponibilité de ces hormones, ces traitements bloquent 
la cause principale de croissance tumorale. Il est cependant important de noter que les tumeurs 
« luminales B » développent plus fréquemment une résistance à l’hormonothérapie. La découverte 
d’une sous-classe caractérisée par un rôle majeur de la surexpression du récepteur HER2 a permis de 
développer des anticorps monoclonaux bloquant ce récepteur. Ce type tumoral, historiquement de 
mauvais pronostic, bénéficie désormais d’une thérapie ciblée particulièrement efficace (Loibl and 
Gianni, 2016). De par leur aspect triplement négatif (TN) qui invalide de fait ces approches 
thérapeutiques (aucune expression des récepteurs aux œstrogènes, à la progestérone et expression 
nulle à faible de HER2), les tumeurs présentant un profil d’expression caractérisé comme basal-like 
restent un véritable challenge. En effet, leur fort pouvoir réplicatif les rend particulièrement sensibles à 
la chimiothérapie, mais environ 40% d’entre elles récidivent dans les 2 ans et échappent alors aux 
traitements conventionnels (Lehmann and Pietenpol, 2015). Les études sur ce sous-type tumoral 
montrent qu’il est systématiquement soumis à de courts mais multiples réarrangements génomiques 
(on parle de "profil en dents de scie"). Il a également été démontré que l’infiltration lymphocytaire était 
très variable d’une tumeur basal-like à une autre et que le nombre et le type de cellules immunitaires 
présentes était un facteur pronostique important (Radosevic-Robin et al., 2017). Une nouvelle 
classification des tumeurs triple négatives en 6 sous-classes a donc été proposée en 2011, toujours sur 
la base de leur profil d’expression (Lehmann et al., 2011). Ces sous-classes ont été associées à des 
réponses différentes à différents traitements, ou à des taux de survie différents, mais pas encore à 
différents pouvoirs métastatiques. Ce manque s’explique probablement par la forte hétérogénéité intra-
tumorale, expliquant que certains clones puissent acquérir un pouvoir métastatique sans que cette 
caractéristique ne soit visible dans la tumeur prise dans son ensemble. Cette recherche doit donc être 
abordée à l’échelle de la cellule unique. 

 
L’objectif du projet de recherche proposé est donc d’évaluer le rôle de l’hétérogénéité tumorale 

dans l’échappement métastatique des carcinomes mammaires triple négatifs. Il a démarré en Janvier 
avec le master 2 de Farah Sayegh et doit s’articuler autour des points suivants pendant une thèse : 

• Corrélation des caractéristiques moléculaires de sous-populations de la tumeur primaire et des 
métastases associées. 

• Impact du micro-environnement immunitaire sur le pouvoir métastatique. 
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• Identification des points de convergence entre les signatures découvertes dans trois types 
d’adénocarcinomes analysés dans ce projet : sein, colon et prostate. Ce projet s’inscrit en effet dans 
une dynamique clermontoise dans laquelle des collaborations entre 3 unités Inserm (IMoST, GReD et 
M2iSH) sont en train de se mettre en place. Ces points de convergence ouvriront la voie à la mise en 
place de facteurs pronostiques voire de cibles thérapeutiques. 

 
Afin de disséquer les mécanismes qui favorisent la production de métastases, une corrélation 

sera recherchée entre les profils d’expression identifiés dans la tumeur primaire et sa métastase 
associée. Par l’intermédiaire de sa tumorothèque (numéro d’identification BB-0033-00075), le Centre 
Jean Perrin constitue de manière systématique une collection de tumeurs de l'ensemble des tissus qui 
y sont opérés. Un croisement des données montre que nous disposons actuellement de près de 80 
couples tumeur primaire du sein / métastase. Les tumeurs primaires sélectionnées sont soit des 
biopsies réalisées au moment du diagnostic, soit des pièces opératoires sans traitement. Le caractère 
triple négatif de ces tumeurs a été filtré en fonction des données disponibles dans la base de données 
de la tumorothèque, mais il sera systématiquement confirmé par immunohistochimie au service de 
Pathologie du Centre Jean Perrin. Les métastases « associées » sont définies par une tumeur décelée 
postérieurement à la tumeur du sein d’origine, dans un organe autre que le sein, mais dont la 
morphologie suggère une origine mammaire. Les tumeurs mammaires TN sont habituellement 
sensibles à la chimiothérapie pendant la phase initiale du traitement, mais près de la moitié met en 
place un mécanisme d’échappement, qui conduit à une récidive rapide, souvent dans les 2 ans. Cette 
forte adaptabilité témoigne de la présence de clones cellulaires aux propriétés très variées au sein 
d’une même tumeur. Comprendre l’échappement vers la production de métastases passe donc par 
l’analyse des différents sous-clones cellulaires présents dans une tumeur et de leur interaction avec 
leur microenvironnement. Grâce aux équipements « cellule unique » obtenus dans le cadre du Contrat 
de Plan État-Région 2016, ce projet de thèse vise donc à déterminer les caractéristiques du ou des 
clones tumoraux responsables des métastases observées à distance. L’analyse commune des résultats 
générés sur les 3 modèles de cancer (prostate, colon et sein) permettra d’identifier quelles voies 
métaboliques et quels mécanismes moléculaires sont partagés entre ces différentes tumeurs et 
d’estimer leurs similitudes dans les cellules métastatiques. 
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Caractérisation moléculaire d’une collection rétrospective de tumeurs mammaires 
Triple Négatives et de leurs métastases appariées 

Analyse de l’expression par RNASeq du transcriptome 

Pour chaque couple tumeur primaire/métastase, la méthodologie retenue consiste à commencer 
par l’analyse fine du transcriptome des métastases afin d’en tirer une signature. Cette analyse sera 
réalisée par RNASeq sur la Plateforme de Génétique Moléculaire de Clermont-Ferrand (PGM), qui 
mutualise des équipements et des compétences du CHU et du Centre Jean Perrin. Dans un premier 
temps, la signature obtenue n’a pas à être commune pour l’ensemble des métastases étudiées mais 
doit caractériser correctement chaque prélèvement. Ces signatures seront alors recherchées dans un 
échantillonnage de cellules uniques issues de la tumeur primaire, afin de déterminer si certaines de ses 
cellules présentaient déjà le profil de la future métastase, et dans quelle proportion. Cette approche 
consistant à rechercher une signature connue s'appuie sur des transcriptomes à faible profondeur et 
donc l’analyse d'un (relativement) grand nombre d’échantillons pour un coût maîtrisé. Plusieurs outils 
arrivent sur le marché pour isoler de 96 à plusieurs centaines de cellules uniques et préparer au 
séquençage les ARN de chacune d’elle. La plateforme clermontoise a opté pour les solutions de la 
société Fluidigm basées sur son automate C1. La synthèse des différentes corrélations « signature 
métastatique » / « sous-clones de la tumeur primaire » donnera des éléments qui permettront, à terme, 
de prédire le pouvoir métastatique d’une tumeur mammaire triple négative. L’approche thérapeutique 
pourrait alors être adaptée. La méta-analyse des résultats obtenus avec les 3 types de carcinomes 
(colon, prostate, sein) gagnera encore en puissance et devrait conduire à des enseignements plus 
généraux, pouvant éventuellement mener au développement d’outils pronostiques généraux ou à 
l’identification de cibles thérapeutiques. 

Analyse génétique par séquençage d’un panel de points chauds de mutations 

La caractérisation moléculaire portera également sur le patrimoine génétique de ces tumeurs et 
des métastases associées. Les deux tissus seront analysés dans les conditions du diagnostic de 
routine grâce à au panel oncologie HEAT-Seq Ultra de Roche regroupant les mutations fréquentes 
dans une tumeur solide, incluant toutes celles dont le test est préconisé par l'INCa. Le système HEAT-
Seq sélectionne les régions d’intérêt grâce à deux amorces et une réaction d'extension/ligation. Il ajoute 
également des identifiants uniques (UID) à chaque molécule afin de visualiser et corriger les biais de 
PCR. Cette approche dispense de travailler à l’échelle de la cellule unique car les fréquences de 
détection des variants dans l’échantillon deviennent un bon reflet du nombre de cellules porteuses de 
ce variant. Elle permettra également de suivre l’évolution entre la tumeur et la métastase associée. Une 
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augmentation de fréquence pour une mutation donnée pourrait signaler que ce sont plutôt les cellules 
porteuses qui ont colonisé la métastase et que cette mutation a un caractère pro-métastatique. À 
l’inverse une mutation somatique dont la fréquence diminuerait dans la métastase serait plutôt de bon 
pronostic. 

De la même manière que pour l’expression, les données mutationnelles, produites avec un kit 
adapté à toutes les tumeurs solides, permettront dans un second temps une méta-analyse intégrant les 
résultats obtenus sur le sein, le colon et la prostate. 

Validation au niveau protéique des résultats de RNASeq 
L’approche moléculaire précédente doit être complétée par une approche au niveau protéique, 

qui est envisagée sur 2 plans : 
• Les variations métaboliques suggérées par l’analyse des transcrits et/ou des mutations seront 

validées par une approche métabolomique en collaboration avec M2iSH. 
• En fonction de la disponibilité des anticorps correspondants, le niveau d’expression de certaines 

protéines pourra être vérifié, grâce à l’approche tissue microarray disponible dans le service de 
Pathologie du CJP, également membre de l’unité IMoST. Cette approche parallélise un grand nombre 
d’analyses en minimisant la quantité de tissus et d’anticorps mobilisés. Le service de Pathologie se 
chargera également de quantifier le pourcentage de cellules tumorales de chaque prélèvement avant 
analyse, afin de limiter les risques de réaliser des transcriptomes et des recherches de mutations sur 
des cellules saines. Si nécessaire, une macro- voire une microdissection sont prévues. 

Caractérisation du micro-environnement immunitaire 
Outre les cellules mammaires saines, le prélèvement tumoral peut également comporter des 

cellules immunitaires infiltrées. Sans que les mécanismes ne soient réellement connus, il a été montré 
que cette infiltration pouvait jouer un rôle important sur l’évolution de la tumeur et la survie des 
patientes. Nos résultats préliminaires montrent une bonne corrélation entre la quantité de lymphocytes 
infiltrant les tumeurs (TIL) positifs pour les marqueurs CD8 et/ou FOXP3 et la réponse au traitement. 
Une caractérisation fine de cet infiltrat pourrait participer à la mise en place d’une signature pronostique. 
Nous proposons donc de quantifier et de qualifier ces cellules dans la tumeur primaire afin de corréler 
cette analyse aux signatures métastatiques retrouvées. Au-delà du rôle de l’immunité sur le risque de 
rechute et/ou de métastase, une telle approche pourrait contribuer à définir le rôle des cellules 
immunitaires dans le type de métastases mises en place. Cette analyse sera réalisée en collaboration 
avec le Dr. Paul-Olivier Rouzaire du CHU de Clermont-Ferrand. 
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Contrôles à mettre en place 
Des tumeurs sont en cours de sélection pour servir de contrôles aux études décrites ci-dessus. Il 

s’agit de biopsies de tumeurs mammaires triple négatives dont la réponse a été complète à l’issue du 
traitement néoadjuvant (aucune trace de tumeur à la chirurgie) et pour lesquelles les patientes n’ont pas 
rechuté dans les 10 ans. Bien que classées dans le même groupe par l’analyse anatomo-pathologique 
initiale, c’est par rapport à ces tumeurs de bon pronostic qu’il faudra trouver des différences pour 
caractériser les événements conduisant à la production de métastases. 

Modèle souris pour une analyse sur animal entier 
Différentes souches de souris ont été générées afin de créer des modèles de tumeurs 

mammaires de type TN. L’une d’elles porte une double mutation de BRCA1 et TP53, inactivées de 
manière spécifique dans la glande mammaire grâce au système Cre-Lox sous contrôle du promoteur 
MMTV (Mouse Mammary Tumor Virus). Cette lignée développe des cancers qui ont été caractérisés 
comme basal-like. Le laboratoire collabore déjà avec ces auteurs et un accord a été trouvé récemment 
pour se procurer la souche. Des croisements avec la lignée mTmG disponible au GReD permettra de 
marquer d’une fluorescence rouge les cellules mutées et de les isoler plus facilement. Le Centre Jean 
Perrin ne dispose pas d’animalerie, mais notre intégration à l'équipe IMoST donne accès aux 
équipements récemment rénovés de l'ex UMR 990 IMTV. Il est prévu de réaliser sur les prélèvements 
murins les mêmes analyses que celles décrites aux paragraphes précédents pour les prélèvements 
humains. L’approche in vivo permettra, en plus de consolider l’étude des tissus humains, de rechercher 
et de caractériser moléculairement les cellules tumorales circulantes avant qu’elles ne se fixent en 
métastases. Pour cela, il est prévu de réaliser des prélèvements sanguins réguliers des souris, dès 
l’apparition des tumeurs mammaires, afin d’isoler les cellules marquées par une fluorescence rouge. 
L’hétérogénéité de ces cellules, analysées individuellement, sera étudiée grâce aux outils  déjà cités et 
corrélée à la diversité retrouvée dans les tumeurs primaires et les métastases. Cette corrélation 
permettra d’objectiver une relation jusque-là supposée dans les tissus humains entre la tumeur initiale 
et sa métastase associée. 

Environnement scientifique 
Dans l’équipe 2, le groupe « Génétique » dispose d’une expertise moléculaire reconnue qui 

permettra de réaliser les analyses génétiques et transcriptomiques proposées. Les outils nécessaires à 
de telles études ont en effet déjà été développés par la bioinformaticienne du laboratoire à l’occasion 
d’autres projets. Les analyses immuno-histologiques seront réalisées en collaboration avec plusieurs 
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Silvère BARON, GReD, Campus des Cézeaux, Université Blaise Pascal, 24 avenue des Landais 63171 Aubière Cedex 
Yannick BIDET, Équipe IMoST, Centre Jean Perrin, Université d’Auvergne, 58 rue Montalembert 63011 Clermont-Ferrand Cedex 

Mathilde BONNET, Équipe M2iSH, Facultés de Médecine et de Pharmacie, Université d’Auvergne, 28, Place Henri Dunant  63001 Clermont-Ferrand 

Figure 19 : Poster de présentation du projet EPICURE 2016 auprès de la région AuRA 
Le projet intègre des analyses moléculaires et phénotypiques, sur des tissus humains et de modèle souris, 
sur 3 adénocarcinomes différents. 
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pathologistes du Centre Jean Perrin et immunologistes du CHU. Les études sur le modèle murin 

s’appuieront principalement sur le personnel de l’animalerie de l’UMR. 

Le projet prévoit également de mutualiser les données obtenues sur trois types 

d’adénocarcinomes différents : sein, colon et prostate. 3 laboratoires experts de chaque organe 

mèneront des approches similaires pour les 3 tissus, et une collaboration s’est donc établie avec 

Mathilde Bonnet de l’équipe M2iSH pour le colon et Silvère Baron au GReD pour la prostate. Au-delà 

de modèles différents, les différents laboratoires apportent leurs perspectives propres qui enrichiront le 

projet au fur et à mesure de son avancée (Figure 19). 

Les collaborations locales sont aussi d’ordre technique : l’activité de séquençage de ce projet ne 

s’appuie que peu sur le matériel dont dispose l’équipe IMoST, mais principalement sur un accès 

privilégié à la Plateforme de Génétique Moléculaire mutualisée entre le CHU de Clermont-Ferrand et le 

Centre Jean Perrin. L’ensemble de ces équipements inclut 3 séquenceurs Illumina (2 MiSeq et 1 

NextSeq pour générer de courtes séquences à haut débit) et 4 robots de pipetage (répartis en Pré- et 

Post-PCR pour limiter les risques de contamination ADN). Pour le traitement des données, les calculs 

nécessaires aux transcriptomes prévus dans ce projet seront déportés sur le mésocentre informatique 

clermontois par l’intermédiaire de la plate-forme AuBi (Auvergne Bioinformatique). Une convention est 

en effet en cours de signature avec le réseau France Grilles afin que les utilisateurs de la Plateforme de 

Génétique Moléculaire puissent déployer une machine virtuelle spécifique sur les serveurs de la grille et 

profiter de sa puissance de calcul dans un environnement sécurisé. Ce dispositif permet d’avoir accès à 

des ressources excédant largement les besoins du projet, tout en étant dispensé des investissements 

et de la gestion du parc généralement associés. 

2. Long terme (Kenobi and Skywalker, 1983) 

L'unité IMoST récemment labélisée Inserm s'est structurée en 2 équipes et focalisée sur 3 

localisations cancéreuses : chondrosarcome, mélanome et cancer du sein. Pour le traitement de ce 

dernier, les recommandations internationales préconisent le plus souvent une chimiothérapie 

néoadjuvante (CTNA) en amont de la chirurgie (Harbeck and Gnant). La réponse à ce traitement est 

généralement évaluée en fin de cure, selon les classifications de Chevallier (Chevallier et al., 1993) 

et/ou Sataloff (Sataloff et al., 1995). Dans ce contexte, une stratégie innovante consisterait à évaluer 

précocement la réponse tumorale à la chimiothérapie, afin d'adapter au plus vite le schéma 

thérapeutique si nécessaire. Dans un premier temps cependant, il est important de corréler cette 

réponse précoce au taux de réponse pathologique complète qui sert de référence. L'imagerie utilisant le 
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Figure 20 : Organisation de l’étude clinique sur le cancer du sein 
Les patientes sont incluses au moment de leur diagnostic, afin de pouvoir réaliser 2 TEP scanners 
avant leur première cure de chimiothérapie. Les marqueurs ML10 pour l’apoptose et désoxyglucose 
pour le métabolisme cellulaire sont tous les 2 marqués au Fluor18, ce qui impose un délai minimum de 
20h entre les examens. Avant le début du traitement, seront également pratiqués 2 biopsies de la 
tumeur et 2 prélèvements sanguins. La première biopsie sera incluse en paraffine pour les colorations 
et les marquages anticorps, la seconde sera congelée en azote liquide pour en extraire les acides 
nucléiques. Le premier prélèvement sanguin serait traité immédiatement pour évaluer l’état d’activation 
des cellules immunitaires. Le second tube de sang sera centrifugé immédiatement pour congeler 
séparément le plasma, dans lequel seront analysés les ADN circulants, et les cellules desquelles sera 
extrait l’ADN constitutionnel. 
De nouveaux scanners et prélèvements du même type seront réalisés après la seconde cure de FEC 
et 2 échantillons sanguins supplémentaires seront prélevés en fin de traitement, avant chirurgie. Un 
dernier tube sera prélevé 24h après chirurgie, après élimination théorique des ADN tumoraux 
circulants. L’éventuelle pièce opératoire en cas de réponse non complète sera partagée entre inclusion 
en paraffine et congélation pour les études immuno-histochimiques et moléculaires. 
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18F-fluorodeoxyglucose (FDG) a été récemment utilisée pour l’évaluation précoce de la réponse finale à 

la CTNA. La méthode a cependant montré une spécificité et une sensibilité variables, fonction du type 

de thérapie et du type histologique du cancer mammaire (Avril et al., 2016; Liu et al., 2016). Le FDG 

mesure en effet l'activité métabolique de la cellule et non le niveau de destruction et d’élimination 

tumorale. Il semble donc nécessaire de développer des outils évaluant in vivo la mort cellulaire. Dans 

ce projet transversal couvrant les différents domaines d'expertise présents dans l'unité IMoST, nous 

étudierons la capacité de l’imagerie de l’apoptose à prédire, après 2 cycles de CTNA, la pCR finale. Le 

marqueur choisi est le 18F-ML10 dont la stabilité et la spécificité envers les tissus apoptotiques 

apparaissent compatibles avec un usage clinique (Bauwens et al., 2013). L'imagerie sera corrélée à 

des analyses génomiques, transcriptomiques et biopathologiques, avec pour objectif de découvrir des 

biomarqueurs prédictifs de la réponse. Les cliniciens qualifient ces études d'ancillaires. Malgré 

l'étymologie péjorative voire vexatoire de cet adjectif, j'aimerais détailler un peu comment elles 

pourraient s'organiser. 

Le point de départ consiste à obtenir du matériel biologique de bonne qualité, pertinent par 

rapport à la question posée. Comme évoqué pour les travaux de Marie ou de Mathias (III.B.3), il 

convient donc en premier lieu de choisir une population la plus homogène possible, tout en tenant 

compte de la réalité des capacités de recrutement. Se concentrer sur le cancer mammaire triple négatif 

(CSTN) semblait une évidence pour faire suite aux travaux de l'équipe ERTICa, mais le Centre Jean 

Perrin seul ne permet pas de recruter un effectif suffisant de ce sous-type minoritaire sur une durée 

raisonnable. Et les cliniciens ont convaincu les scientifiques qu'une étude basée sur l'imagerie TEP ne 

pouvait pas être menée de manière multicentrique (Durando, 2016, communication personnelle). Afin 

d'élargir le champ d'investigation, il a été décidé d'ajouter les cas de tumeurs luminales B, dont 

l'agressivité, l'échappement thérapeutique et le fort pouvoir métastatique en font des cancers 

relativement proches des CSTN. Le traitement néoadjuvant classique sera administré, à savoir 3 cures 

de FEC (5-fluorouracile, épirubicine, cyclophosphamide), suivies de 3 cures de Taxotère (Docétaxel). 

Les points de mesure se situent avant la première cure et après la seconde. Les scanners FDG et    
18F-ML10 ne peuvent pas être réalisés en même temps car les deux utilisent la radioactivité du Fluor. Ils 

doivent donc être espacés de 20h minimum. Les échantillons biologiques seront prélevés à l'occasion 

de l'une ou l'autre de ces imageries. De nouveaux prélèvements sanguins seront également réalisés en 

fin de cure et après la chirurgie, et la pièce opératoire complètera la série de matériel biologique (Figure 

20). 
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Les biopsies / pièces opératoires congelées serviront aux analyses moléculaires. 

L'extraction simultanée des ADN et des ARN de ces tissus autorise le suivi de la tumeur aussi 

bien au niveau de son expression qu'au niveau de l'acquisition de mutations. 

Le transcriptome complet, après déplétion des ARN ribosomiques, sera réalisé sans à priori par 

RNASeq. Le but étant de visualiser l'évolution due au traitement, chaque tumeur sera son propre 

contrôle. L'analyse principale sera statistique mais un regard ciblé sur certaines voies de signalisation 

reste envisagé. 

L'apparition ou la disparition de mutations somatiques dans la même tumeur au cours du temps 

sera suivie par l'analyse d'un panel de gènes choisis pour leur implication fréquente dans les tumeurs 

du sein. Une combinaison entre les gènes de prédisposition, déjà utilisés en diagnostic (cf III.B.1), et le 

panel "tumeurs solides" préconisé par l'INCa semble un point de départ raisonnable. 

Les biopsies incluses en paraffine seront coupées puis marquées par immunohistochimie 

Avec l'aide du service de Pathologie du CJP, l'étude pourra aller au delà des acides nucléiques 

et s'intéresser également aux protéines. Ce niveau d'analyse permettra de confirmer (ou non) les 

variations de niveaux d'expression observés sur les transcrits et ajoutera la possibilité d'évaluer l'activité 

de certains gènes ou voies de signalisation en distinguant les modifications post-traductionnelles.   

C'est en particulier le cas pour la voie de l'apoptose dont l'activation passe principalement par la 

phosphorylation ou le clivage de protéines existantes et peu par la synthèse de nouveaux produits. Afin 

de maximiser le nombre de marquages possibles sur ces prélèvements de petite taille, l'approche par 

tissue microarrays sera privilégiée. 

L'infiltration des tumeurs par les cellules immunitaires sera également évaluée au cours du 

temps, par l'utilisation d'anticorps dirigés contre les antigènes spécifiques de chaque population. Ce 

point mérite une vision plus globale de l'échantillon et, dans la mesure du possible, ces marquages 

seront réalisés sur coupes entières. 

Un des deux tubes de sang permettra un immunomonitoring de la patiente. 

L'emploi de termes anglo-saxons révèle parfois une telle familiarité avec la technique que 

l'anglicisme est inconscient. Dans le cas présent, c'est plutôt la signature de mon manque total de 

maîtrise de l'approche, portée par Paul Rouzaire, MCU-PH en immunologie à la Faculté de Pharmacie 

de Clermont-Ferrand. L'idée générale est de mesurer le niveau d'activation de différentes sous-

populations leucocytaires de la patiente afin de dresser un bilan ponctuel de l'état de son système 

immunitaire. Le traitement rapide de l'échantillon après prélèvement est donc capital. Le rôle de 

l'immunité est de mieux en mieux décrit dans la défense d'un organisme contre sa tumeur (Varn et al., 





 
 

41 
 
 

2017) et son suivi au cours du traitement peut révéler des variations particulièrement instructives pour 

les spécialistes. Cette étude peut ainsi mettre en évidence des biomarqueurs pronostiques dont le 

dosage ne serait que peu invasif. 

Le second tube de sang servira à l'analyse de l'ADN tumoral circulant. 

Comme pour l'analyse précédente, cet échantillon doit être traité rapidement après prélèvement. 

Il doit être centrifugé dans les 2h afin de séparer les cellules du sérum et de congeler les 2 fractions. 

Une des mutations somatiques identifiées par l'analyse de la biopsie sera recherchée sur l'ADN libre 

circulant extrait du sérum après une seconde centrifugation. La méthode plus pertinente sera choisie en 

fonction de l'équipement disponible au moment de l'étude : PCR quantitative, PCR digitale, séquençage 

en profondeur à l’aide d’UID, CAPP-Seq... 

La seconde fraction contenant les cellules sanguines sera utilisée pour extraire l'ADN 

constitutionnel, qui sera séquencé à l'aide du panel choisi pour l'analyse somatique. De nombreux 

algorithmes dédiés à l'analyse somatique gagnent en effet en fiabilité s'ils peuvent comparer les 

données issues de tissus sains et tumoraux. Le caractère constitutionnel ou somatique des mutations 

identifiées dans les biopsies sera ainsi confirmé. 

 

L'ensemble des marqueurs décrits sera quantifié avant, en début et après la fin du traitement, 

afin de définir leur évolution puis de la corréler à la réponse pathologique, évaluée selon les 

classifications de Chevallier et Sataloff. L'apparition, la disparition ou la modulation de biomarqueurs 

devrait conduire à la définition d'une signature de bon ou de mauvais pronostic de réponse. Si ce genre 

de pari ambitieux est risqué, les chances de succès de ce projet sont augmentées par l'approche multi-

factorielle et le projet d'une analyse globale et intégrée des données. L'expertise nécessaire à ces 

analyses sera progressivement acquise au travers des thèses récentes ou à venir, et décrites plus haut. 
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IV. Communications 

A. Congrès Nationaux 
• De nouveaux gènes impliqués dans la prédisposition au cancer du sein triple-négatif familial non-
BRCA1/2 (poster) Lyon 2016 
M Ollier, M Privat, N Radosevic-Robin, F Ponelle, F Kwiatkowski, S Viala, V Dedieu, N Sonnier, F 
Penault-Llorca, Y-J Bignon, Y Bidet 8èmes Assises de Génétique Humaine et Médicale 
 
• Séquençage NGS des gènes BRCA à visée diagnostique : réduction des temps de production en 
amont et d'analyse en aval Bordeaux 2014 
A. Poulet, M. Privat, S. Viala L. Lafarge, A. Perin, F. Ponelle, N. Uhrhammer, Y-J. Bignon, Y. Bidet 
  7èmes Assises de Génétique Humaine et Médicale 
 
• Approche thérapeutique de la dystrophie musculaire oculo-pharyngée grâce au modèle Drosophile 
Y. Bidet, A. Chartier, M. Simonelig Imbours 2006 

Congrès Annuel Français sur la Drosophile 
 
• Characterisation of myoblast fusion in vertebrates, using reverse genetics in zebrafish (poster) 
Y. Bidet and P.W. Ingham Warwick 2004 
  Joint BSDB-BSCB Spring Meeting 
 
• Screen Gain de Fonction à la recherche de régulateurs de l’expression ladybird au cours de la 
myogenèse et de la cardiogenèse : Nouveaux rôles de gènes connus Imbours 2002 
Y. Bidet, T. Jagla, J.P. Da Ponte, B. Dastugue, K. Jagla 17ème Festival de la mouche 
 
• Étude de la régulation des gènes ladybird au cours de la cardiogenèse  Cannes 2000 
Y. Bidet, T. Jagla, J.P. Da Ponte, A. Pothier, C. Plever, K. Jagla 15ème Festival de la mouche 
 
• Étude de la régulation des gènes ladybird au cours de la cardiogenèse  Montpellier 2000 
Y. Bidet, T. Jagla, J.P. Da Ponte, A. Pothier, C. Plever, K. Jagla Meeting annuel Droso Sud 
 
• Crible gain de fonction à la recherche de régulateurs de la cardiogenèse chez la drosophile 
Y. Bidet, T. Jagla, J.P. Da Ponte, K. Jagla Cannes 1999 
  14ème Festival de la mouche 
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B. Congrès Internationaux 
• Automation of sample preparation for Next Generation Sequencing: Application in molecular 
diagnosis Paris La Défense 2011 
Y. Bidet - Orateur Invité Journées Internationales de la Biologie 
 
• A Multicenter Collaborative Study on HIV Drug Resistance Testing using 454 Massively Parallel 
Pyrosequencing (Poster) Dubrovnik 2010 
BB Simen, MS Braverman, I. Abbate, J. Aerssens, Y. Bidet, O. Bouchez, C. Gabriel, J. Izopet, HH 
Kessler, A. Radonic, K. Metzner, R. Paredes, P. Recordon-Pinson, J. Sakwa, GG Schmitz-Agheguian 
and MP Däumer, on behalf of the 454 HIV Alphastudy Group 
  HIV & Hepatitis Virus Drug Resistance Workshop and Curative Strategies 
 
• Prevalence of Drug-Resistant HIV-1 Variants in First-Line Antiretroviral Therapy Failure: Comparison 
between Population- and Ultra Deep-Sequencing (Poster) Dubrovnik 2010 
M-A Vandenhende, P. Bellecave, P. Recordon-Pinson, Y. Bidet, M. Bruyand, F. Bonnet, D. Neau, E. 
Lazaro, H. Fleury, F. Dabis, P. Morlat, B. Masquelier 
  HIV & Hepatitis Virus Drug Resistance Workshop and Curative Strategies 
 
• High Throughput Molecular Diagnosis in Hereditary Breast and Ovarian Cancers Lisboa 2010 
Y. Bidet, N. Uhrhammer, L. Lafarge, Y.-J. Bignon Workshop Roche PCR 
Orateur Invité   
 
• Molecular Diagnosis of the BRCA genes using Roche/454 Pyrosequencing technology 
Y. Bidet, N. Uhrhammer, L. Lafarge, Y.-J. Bignon Nijmegen 2010 
Orateur Invité Yearly TECHGENE Meeting  
 
• Next-Generation Genetic Screening of Hereditary Cancer Families (Poster) San Diego 2009 
Y. Bidet, L. Lafarge, S. Viala, A. Cassanhes, J. Fayolle, N. Uhrhammer, Y.-J. Bignon 
Prix du meilleur Poster CHI Next Generation Sequencing 
 
• Conserved network in myoblast fusion from fly to vertebrates (Poster) Fontevraud 2005 
Y. Bidet and P.W. Ingham EMBO/FEBS Workshop 

"The Molecular and Cellular Mechanisms underlying Skeletal Muscle Formation and Repair" 
 
• Characterisation of myoblast fusion in vertebrates, using reverse genetics in zebrafish (poster) 
Y. Bidet and P.W. Ingham Paris 2003 
  3rd European conference on zebrafish and medaka genetics and development 
 
• Gain of function screen for modifiers of ladybird function in muscle and heart development: I) New 
roles for previously described genes Sheffield 2002 
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Y. Bidet, T. Jagla, J.P. Da Ponte, B. Dastugue, K. Jagla  
Orateur Invité Department of Biomedical Science Seminar 
 
• Gain of function screen for modifiers of ladybird function in muscle and heart development: I) New 
roles for previously described genes San Diego 2002 
Y. Bidet, T. Jagla, J.P. Da Ponte, B. Dastugue, K. Jagla  
  43rd Annual Drosophile Research Conference 
 
• Identification and analysis of EP lines involved in heart and muscle formation: I) New role of 
previously described genes. Washington D.C. 2001 
Y. Bidet, T. Jagla, J.P. Da Ponte, C. Plever, K. Jagla 

42nd Annual Drosophile Research Conference 

C. Journaux à comité de lecture 

Les auteurs identifiés par un « * » sont co-premiers auteurs Journal (IF sur 5 ans) 

2016 
• Association between hereditary predisposition to common cancers and congenital polymalformations 
F. Kwiatkowski, I. Perthus, N. Uhrhammer, C. Francannet, M. Arbre, C. Laquet, Y. Bidet, Y-J Bignon  
  En revue, corrections mineures en cours EJHG (3,939) 
 
• Improved efficiency and reliability of NGS amplicon sequencing data analysis for genetic diagnostic 

procedures using AGSA software 
A. Poulet*, M. Privat*, F. Ponelle, S. Viala, S. Decousus, L. Lafarge, A. Perin, N. S. El Saghir, N. 
Uhrhammer, Y.-J. Bignon, Y. Bidet doi:10.1155/2016/5623089 BioMed Res. Int. (2.134) 
 
• Inhibition of DNA methylation promotes breast tumor sensitivity to netrin-1 interference 
M. Grandin, G. Devailly, Y. Bidet, P. Mathot, A. Ghantous, B. Gibert, N. Gadot, I. Puisieux, Z. Herceg, 
J-G Delcros, A. Bernet, P. Mehlen, R. Dante 
  DOI: 10.15252/emmm.201505945 EMBO Mol. Med. (9,31) 
 
2015 
• DNA repair genes are implicated in triple negative familial non-BRCA1/2 breast cancer 

predisposition. 
M. Ollier, N. Radosevic-Robin, F. Ponelle, F. Kwiatkowski, S. Viala, M. Privat, N. Uhrhammer, D. 
Bernard-Gallon, F. Penault-Llorca, Y-J Bignon, Y. Bidet 
  ISSN:2156-6976/ajcr0010758 Am J Cancer Res (3,99) 
 
• Dynamics of MBD2 deposition across methylated DNA regions during malignant transformation of 

human mammary epithelial cells 



Le surréalisme de Marc Chagall (1887-1985) 
Ne cherchez pas de lien entre cette figure non répertoriée et le texte en regard, elle a pour seul 
but d’égayer un manque d’illustration depuis plusieurs pages. Et aussi d’interpeler sur l’obsession 
de Chagall à inclure dans son travail des chèvres dans les positions les plus improbables. (A) La 
Mariée, 1950 (B) La Danse, 1950-52 (C) Songe d’une Nuit d’Été, 1939 (D) Circus Horse, 1964 
(E) Les Amoureux de Vence, 1957 
Les filigranes en A et C témoignent que je n’ai malheureusement pas les droits, ni sur ces 2 
images, ni sur aucune autre de cette figure. 
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G. Devailly, M. Grandin, L. Perriaud, P. Mathot, JG Delcros, Y. Bidet, AP Morel, YJ Bignon, A. Puisieux, 
P. Mehlen, R. Dante doi: 10.1093/nar/gkv508 Nucl. Ac. Res. (8,87) 
 
• BRCA mutations increase fertility in families at hereditary breast/ovarian cancer risk. 
F. Kwiatkowski, M. Arbre, Y. Bidet, C. Laquet, N. Uhrhammer, Y-J Bignon 
  doi: 10.1371/journal.pone.0127363 PLOSOne (4,24) 
 
• BRCA1 and BRCA2 Mutations in Ethnic Lebanese Arab Women With High Hereditary Risk Breast 

Cancer  
NS El Saghir, NK Zgheib, HA Assi, KE Khoury, Y Bidet, ..., YJ Bignon, N Uhrhammer. 
  doi: 10.1634/theoncologist.2014-0364 Oncologist (5,25) 
 
2014 
• An international multicenter study on HIV-1 drug resistance testing by 454 ultra-deep 

pyrosequencing 
BB Simen, MS Braverman, I Abbate, J Aerssens, Y Bidet, O Bouchez, C Gabriel, J Izopet, … , MP 
Däumer; 454 HIV Alphastudy Group doi: 10.1016/j.jviromet.2014.04.007 J. virol Methods (2,07) 
 
• Prevalence and Evolution of Low Frequency HIV Drug Resistance Mutations Detected by Ultra Deep 

Sequencing in Patients Experiencing First Line Antiretroviral Therapy Failure.  
Vandenhende MA, Bellecave P, Recordon-Pinson P, Reigadas S, Bidet Y, Bruyand M, Bonnet F, 
Lazaro E, Neau D, Fleury H, Dabis F, Morlat P, Masquelier B 
  doi: 10.1371/journal.pone.0086771 PLOSOne (4,24) 
 
2013 
• WHEAT SYNTENOME UNVEILS NEW EVIDENCES OF CONTRASTED EVOLUTIONARY 

PLASTICITY BETWEEN PALEO- AND NEODUPLICATED SUBGENOMES 
Pont C, Murat F, Guizard S, Flores R, Foucrier S, Bidet Y, Quraishi U, Alaux M, Dolezel J, Fahima T, 
Budak H, Keller B, Salvi S, Maccaferri M, Steinbach D, Feuillet C, Quesneville H, Salse J 
  doi: 10.1111/tpj.12366 Plant J. (6,58) 
 
2012 
• [Analysis of gene expression data regulated by clock-genes: Methodological approach and 

optimization.]   
Vuillaume ML, Kwiatkowski F, Uhrhammer N, Bidet Y, Bignon YJ. 
  doi: 10.1016/j.patbio.2010.12.001 Pathol Biol (1,15) 
 
• Molecular analysis of the breast cancer genes BRCA1 and BRCA2 using amplicon-based massive 

parallel pyrosequencing 
Michils G, Hollants S, Dehaspe L, Van Houdt J, Bidet Y, Uhrhammer N, Bignon YJ, Vermeesch JR, 
Cuppens H, Matthijs G doi: 10.1016/j.jmoldx.2012.05.006 J Mol Diagnostics (3,77) 
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2011 
• CHEK2 contribution to hereditary susceptibility to breast cancer in non-BRCA families  
A. Desrichard, Y. Bidet, N. Uhrhammer, Y-J. Bignon 
  doi: 10.1186/bcr3062 Breast Cancer Res (5,97) 
 
• The antiprion drug 6-aminophenanthridine decreases PABPN1 toxicity and aggregation in a 

Drosophila model of oculopharyngeal muscular dystrophy 
Barbezier N*, Chartier A*, Bidet Y*, Buttstedt A, Voisset C, Galons H, Blondel M, Schwarz E and 
Simonelig M doi: 10.1002/emmm.201000109 EMBO Mol Med (7,8) 
 
2007 
• A role for Myoblast City homologues DOCK1 and 5 and the adaptor proteins Crk and Crk-like in 

zebrafish myoblast fusion.   
C.A. Moore, C.A. Parkin, Y. Bidet and P.W. Ingham doi: 10.1242/dev.001214 Development (7,3) 
 
2006 
• Hedgehog and RAS pathway cooperate in the anterior-posterior specification and positioning of 

cardiac progenitor cells.  
J. Liu, L. Qian, R. J. Wessell, Y. Bidet, K. Jagla, and R. Bodmer 
  doi:10.1016/j.ydbio.2005.11.033 Developmental Biololgy (4,68) 
 
2003 
• Modifiers of muscle and heart cell fate specification revealed by gain of function screen in Drosophila 
Y. Bidet, T. Jagla, J.-P. Da Ponte, B. Dastugue and K. Jagla  
  doi:10.1016/S0925-4773(03)00182-5 Mechanisms of Development (3,46) 
 
2002 
• ladybird homeobox gene family and its evolutionarily conserved functions in muscle development. 
T. Jagla, Y. Bidet, C. Soler, B. Dastugue and K. Jagla 
  Rec. Res. Dev. Mol. Cel. Biol (Book chapter) 
 
• Cross-repressive interactions of identity genes are essential for proper specification of cardiac and 

muscular fates in Drosophila.  
T. Jagla*, Y. Bidet*, J. Da Ponte, B. Dastugue and K. Jagla Development (7,3) 
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INTRODUCTION 

The molecular pathways involved in the early events of heart
and muscle formation are thought to be conserved from
invertebrate to vertebrate species (for reviews, see Bodmer and
Venkatesh, 1998; Jagla et al., 1998; Yun and Wold, 1996).
Considerable progress in understanding how the heart and the
muscle progenitors are specified has been made using
Drosophila as a model system. However, the mechanisms that
underlie commitment of cells to cardiac and muscular lineages
and the requirements for generating the diversity of heart and
muscle cells are not fully understood. In Drosophila embryos,
heart tube derives from the dorsal mesoderm. It is located close
to a subset of syncytial muscle fibres and composed of a small
number of cell types, and is thus well suited for studying the
genetic regulation of cell commitment.

To date, different intrinsic and extrinsic factors involved in
progressive cell fate determination in the dorsal mesoderm of
Drosophila have been identified (Corbin et al., 1991;
Gisselbrecht et al., 1996; Shishido et al., 1997; Jagla et al.,

1997; Carmena et al., 1998b; Park et al., 1998, Nose et al.,
1998; Gajewski et al., 1999; Su et al., 1999; Gajewski et al.,
2000; Crozatier and Vincent, 1999; Fosset et al., 2000; Ward
and Skeath, 2000; Lee and Frasch, 2000, Halfon et al., 2000).
The activity of the homeobox gene tinman (tin) (Azpiazu and
Frasch, 1993; Bodmer, 1993) maintained by ectodermal
Decapentaplegic (Dpp) signals delimits dorsal mesodermal
cells (Frasch, 1995) and makes them competent to form heart,
dorsal muscles and visceral mesoderm. tin expression in these
cells is necessary but not sufficient to specify cardiac and
muscular fates, as ubiquitously distributed tin products do not
appear to cause any dorsalisation (Yin and Frasch, 1998).
Segmentally repeated clusters of cells competent to become
the heart and muscle progenitors form at the intersection of
transversely striped wingless (wg) domain and the dorsal
dpp/tin domain thus suggesting that tin expression is only
instructive in conjunction with Wg and Dpp signalling
pathways (for a review, see Frasch, 1999). In response to
combined Dpp/Tin/Wg activities the mesodermal cells
underlying the epidermal Dpp/Wg overlap switch on the
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In Drosophila embryos, founder cells that give rise to
cardiac precursors and dorsal somatic muscles derive from
dorsally located progenitors. Individual fates of founder
cells are thought to be specified by combinatorial code of
transcription factors encoded by identity genes. To date, a
large number of identity genes have been identified;
however, the mechanisms by which these genes contribute
to cell fate specification remain largely unknown. We have
analysed regulatory interactions of ladybird (lb), msh and
even skipped (eve), the three identity genes specifying a
subset of heart and/or dorsal muscle precursors. We show
that deregulation of each of them alters the number of cells
that express two other genes, thus changing the ratio
between cardiac and muscular cells, and the ratio between
different cell subsets within the heart and within the dorsal
muscles. Specifically, we demonstrate that mutation of the
muscle identity gene msh and misexpression of the heart
identity gene lb lead to heart hyperplasia with similar cell
fate modifications. In msh mutant embryos, the
presumptive msh-muscle cells switch on lb or eve expression

and are recruited to form supernumerary heart or dorsal
muscle cells, thus indicating that msh functions as a
repressor of lb and eve. Similarly, overexpression of lb
represses endogenous msh and eve activity, hence leading
to the respecification of msh and eve positive progenitors,
resulting in the overproduction of a subset of heart cells.
As deduced from heart and muscle phenotypes of numb
mutant embryos, the cell fate modifications induced by
gain-of-function of identity genes are not lineage restricted.
Consistent with all these observations, we propose that the
major role of identity genes is to maintain their restricted
expression by repressing other identity genes competent to
respond positively to extrinsic signals. The cross-repressive
interactions of identity genes are likely to ensure their
localised expression over time, thus providing an essential
element in establishing cell identity. 

Key words: Heart, Somatic muscles, ladybird, even skipped, msh,
Cell fate, Drosophila
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Abstract

The homeobox genes ladybird in Drosophila and their vertebrate counterparts Lbx1 genes display restricted expression patterns in a subset
of muscle precursors and are both implicated in diversification of muscle cell fates. In order to gain new insights into mechanisms controlling
conserved aspects of cell fate specification, we have performed a gain-of-function (GOF) screen for modifiers of the mesodermal expression
of ladybird genes using a collection of EP element carrying Drosophila lines. Amongst the identified genes, several have been previously
implicated in cell fate specification processes, thus validating the strategy of our screen. Observed GOF phenotypes have led us to
identification of an important number of candidate genes, whose myogenic and/or cardiogenic functions remain to be investigated. Amongst
them, the EP insertions close to rhomboid, yan and rac2 suggest new roles for these genes in diversification of muscle and/or heart cell
lineages. The analysis of loss and GOF of rhomboid and yan reveals their new roles in specification of ladybird-expressing precursors of adult
muscles (LaPs) and ladybird/tinman-positive pericardial cells. Observed phenotypes strongly suggest that rhomboid and yan act at the level
of progenitor and founder cells and contribute to the diversification of mesodermal fates. Our analysis of rac2 phenotypes clearly
demonstrates that the altered mesodermal level of Rho-GTPase Rac2 can influence specification of a number of cardiac and muscular cell
types including those expressing ladybird. Finding that in rac2 mutants ladybird and even skipped-positive muscle founders are
overproduced, indicate a new early function for this gene during segregation of muscle progenitors and/or specification of founder cells.
Intriguingly, rhomboid, yan and rac2 act as conserved components of Receptor Tyrosine Kinases (RTKs) signalling pathways, suggesting
that RTK signalling constitutes a part of a conserved regulatory network governing diversification of muscle and heart cell types.
q 2003 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.

Keywords: Gain-of-function screen; Heart; Muscle; RTK; rhomboid; yan; rac2

1. Introduction

Early events of muscle and heart formation are conserved
during evolution (Baylies and Michelson, 2001; Chen and
Fishman, 2000; Taylor, 2002), and Drosophila, as an easy-
to-handle model, has taken a large part in the comprehen-
sion of the mechanisms involved. In Drosophila, each step
including delineation of promuscular and precardiac
territories is governed by coordinated action of extrinsic
signalling molecules and mesoderm-specific transcription
factors. The homeobox gene tinman (tin) is required to make
dorsal mesoderm capable of forming heart, dorsal muscles

and visceral musculature (Azpiazu and Frasch, 1993;
Bodmer, 1993). The dorsally restricted expression of tin
depends on Decapentaplegic (Dpp), a TGF-b member
secreted from adjacent epidermal cells (Frasch, 1995). In
parallel, epidermal Wingless (Wg) expression delimits the
anterior part of each mesodermal segment while Hedgehog
(Hh) is thought to give a posterior identity (Azpiazu et al.,
1996; Park et al., 1996). Different combinations of Dpp, Wg
and Hh signaling together with tissue-specific mesodermal
factors set up different competence domains. For example,
in the anterior compartment, the cardiac domain is specified
by an interplay of Wg/Dpp/Tin activities (Lockwood and
Bodmer, 2002). This domain is refined into clusters of
equivalent cells by the combined action of Receptor
Tyrosine Kinases (RTKs), the Epidermal Growth Factor
Receptor (EGFR) and the Fibroblast Growth Factor
Receptor (FGFR) (Carmena et al., 1998a), that act through
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Abstract

The Drosophila heart is a highly ordered structure with only a limited number of cell types, which are arranged in a stereotyped metameric
pattern. Ras signaling has previously been implicated in contributing to heart formation, but how positional information is integrated with this
pathway to specify, distinguish and precisely position individual cardiac progenitors within the presumptive heart-forming region are not known.

Here, we present evidence that the striped pattern of the secreted factor Hedgehog (Hh), in combination with the RAS pathway, specifies and
positions neighboring groups of cardiac progenitors within each segment: the anterior ladybird (lbe)- and the posterior even skipped (eve)-
expressing cardiac progenitors. Loss of hh function (while maintaining wg activity) results in the absence of the Eve cells, whereas the Lbe cells
are expanded within the cardiac mesoderm. Overexpressing the repressor form of Cubitus interruptus (Ci), a Hh pathway antagonist, also results

in expansion of Lbe at the expense of Eve, as does lowering Ras signaling. Conversely, overexpression of Hh or increasing Ras signaling
eliminates Lbe expression while expanding Eve within the cardiogenic mesoderm. Increasing Ras signaling in the absence of Hh suggests that the
Ras pathway is in part epistatic to Hh. Hh controls dorsal mesodermal Ras signaling by transcriptional regulation of the EGF receptor ligand

protease, encoded by rhomboid (rho). Conversely, Hh overexpression can fully inhibit Lbe even when Ras signaling is much reduced, suggesting
that Hh also acts in parallel to Ras. We propose that the Eve precursors next to the Hh stripe are distinguished from more distant Lbe precursors by
locally augmenting Ras signaling via elevating rho transcripts. Thus, the spatial precision of cell type specification within an organ depends on

multiple phases of inductive interaction between the ectoderm and the mesoderm.
D 2005 Elsevier Inc. All rights reserved.

Keywords: Drosophila; Cardiogenesis; Cell specification; Ladybird; Even-skipped

Introduction

The embryonic heart of Drosophila is well suited for
studying the genetic and molecular mechanisms governing cell
fate diversification: it is a simple, but highly organized linear
tube composed of contractile myocardial cells flanked by
pericardial cells. The heart field is specified along the dorsal
margin of the trunk mesoderm, where cardiac progenitors
lineages emerge in a segmentally repeated pattern by sequential
processes of mesodermal subdivision (reviewed in Bodmer and
Frasch, 1999; Zaffran and Frasch, 2002; Bodmer et al., 2004).
After the mesoderm has invaginated into the interior of the
embryo during gastrulation, inductive signals emanating from

the overlaying ectoderm in distinct patterns subdivide the
mesoderm along the dorsal–ventral and anterior–posterior axes
to form the primordia of the somatic, visceral and cardiac
muscles and other mesodermal derivatives. Specification of the
cardiac progenitors critically depends on the patterning infor-
mation provided by dpp encoding a BMP-like TGF-h family
member and the Wnt gene wingless (wg) (Frasch, 1995; Park et
al., 1996; Wu et al., 1995; Xu et al., 1998). Within the meso-
derm, the homeobox gene tinman (tin) and the GATA factor
encoded by pannier (pnr) are essential to provide the correct
context for cardiac differentiation (Bodmer, 1993; Azpiazu and
Frasch, 1993; Lockwood and Bodmer, 2002; Klinedinst and
Bodmer, 2003). First, the dorsal portion of the mesoderm is
distinguished from the ventral portion by maintaining tinman
expression dorsally (Frasch, 1995; Staehling-Hampton et al.,
1994). Within the dorsal mesoderm, the combination of Dpp
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INTRODUCTION
Skeletal muscle is composed of bundles of syncytial myotubes that
arise during embryonic development by the fusion of precursor cells
known as myoblasts. As well as underpinning muscle development,
myoblast fusion also plays an essential role in post-embryonic life
in the repair of damaged muscle fibres. Despite its fundamental
importance, the molecular basis of myoblast fusion in vertebrates is
still poorly understood. In Drosophila, by contrast, genetic analysis
has provided a detailed inventory of the molecular components that
underpin the process in embryonic development. Heterophilic
interactions between members of the immunoglobulin superfamily
– Dumbfounded (Duf; also known as Kirre), Roughest (Rst; also
known as IrreC) and Sticks and stones (Sns) (Bour et al., 2000; Ruiz-
Gomez et al., 2000; Strunkelnberg et al., 2001) – mediate the initial
contact between fusing cells (Ruiz-Gomez et al., 2000; Galletta et
al., 2004), triggering intracellular pathways that orchestrate the
cytoskeletal rearrangements and cell shape changes that accompany
fusion (reviewed in Taylor, 2003; Chen and Olson, 2004). A key
component of the intracellular network is the protein encoded by the
myoblast city (mbc) gene (Rushton et al., 1995; Erickson et al.,
1997), a close homologue of the vertebrate protein dedicator
of cytokinesis 1 (DOCK1, formerly DOCK180) and the
Caenorhabditis elegans protein CED-5, which, together with Mbc,
define the CDM family of proteins (Wu and Horvitz, 1998).

Myoblast fusion is much less readily amenable to experimental
analysis in higher vertebrates, such as the mouse; for this reason, most
of what is known about the process has been gleaned from in vitro
studies using various murine and human muscle cell lines. These
studies have identified a large set of proteins that appear to be required

for fusion (Rosen et al., 1992; Zeschnigk et al., 1995; Schwander et
al., 2003; Horsley and Pavlath, 2004; Doherty et al., 2005; Lafuste et
al., 2005; Charrasse et al., 2006; Charrasse et al., 2007; Comunale et
al., 2007; Georgiadis et al., 2007). Given the striking similarities
between the cellular events that underpin myoblast fusion in
vertebrates and invertebrates (Knudsen and Horwitz, 1977; Knudsen
and Horwitz, 1978; Wakelam, 1985; Doberstein et al., 1997), there is
surprisingly little, if any, overlap between these proteins and those
identified by genetic analysis in Drosophila.

In contrast to the mouse, the zebrafish embryo has a number of
qualities that makes it particularly well-suited to the in vivo analysis
of myogenesis (Devoto et al., 1996; Blagden et al., 1997; Currie and
Ingham, 1998; Roy et al., 2001; Henry and Amacher, 2004; Hughes,
2004). The embryonic myotome develops during the first 24 hours
postfertilisation (hpf) and is comprised of two kinds of fibre:
mononucleate slow-twitch fibres and multinucleate fast-twitch
fibres, the latter of which arise via the fusion of precursor myoblasts
(Roy et al., 2001). Muscle fibres and their progenitors can be readily
imaged using confocal microscopy, and gene function can be
manipulated using morpholino antisense oligonucleotides
(morpholinos) (Ekker, 2000). We have taken advantage of these
properties to investigate whether orthologues of the components that
control myoblast fusion in Drosophila have a conserved function in
vertebrate myogenesis. Here, we describe the establishment of a
method for the quantitative analysis of fast-twitch myoblast fusion
during zebrafish embryogenesis and its application to the analysis
of the function of CDM family members closely related to Mbc.
Because CDM proteins form part of multiple signalling pathways,
the best-characterised being the Crk-CDM-Rac pathway, we have
also used our assay to investigate a postulated role for the adaptor
proteins Crk and Crk-like (Crkl) in myoblast fusion.

MATERIALS AND METHODS
PCR amplification and cloning
Zebrafish embryos were collected at 24 hpf, washed in water and RNA was
extracted with Trizol (Invitrogen). Reverse transcription (RT) was performed
using the Superscript RT kit (Invitrogen), and PCR was carried out using the
following primers (all sequences are shown 5!-3!): 
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Oculopharyngeal muscular dystrophy (OPMD) is an adult-onset syndrome

characterized by progressive degeneration of specific muscles. OPMD is caused

by extension of a polyalanine tract in poly(A) binding protein nuclear 1 (PABPN1).

Insoluble nuclear inclusions form in diseased muscles. We have generated a

Drosophila model of OPMD that recapitulates the features of the disorder. Here,

we show that the antiprion drugs 6-aminophenanthridine (6AP) and guanabenz

acetate (GA), which prevent formation of amyloid fibers by prion proteins in cell

models, alleviate OPMD phenotypes in Drosophila, including muscle degeneration

and nuclear inclusion formation. The large ribosomal RNA and its activity in

protein folding were recently identified as a specific cellular target of 6AP and GA.

We show that deletions of the ribosomal DNA locus reduce OPMD phenotypes

and act synergistically with sub-effective doses of 6AP. In a complementary

approach, we demonstrate that ribosomal RNA accelerates in vitro fibril for-

mation of PABPN1 N-terminal domain. These results reveal the conserved role of

ribosomal RNA in different protein aggregation disorders and identify 6AP and GA

as general anti-aggregation molecules.

INTRODUCTION

Protein aggregation diseases form a set of disorders that are

characterized by intracellular aggregation and deposition of

pathogenic proteins in the form of insoluble inclusions or

plaques (Taylor et al, 2002). Most of these diseases are

neurodegenerative, including prion-based diseases, Alzheimer’s,

Parkinson’s, as well as Huntington’s and other polyglutamine

expansion-based diseases. Polyglutamine diseases result from

triplet expansion leading to an increased length of a poly-

glutamine tract. The protein with an expanded polyglutamine

tract aggregates as inclusions in affected cells (Cooper et al,

1998; Davies et al, 1997; DiFiglia et al, 1997). However, whether

the mature insoluble fibril or an oligomeric intermediate play

a role in the pathology remains unknown. A protective role

of inclusions has even been described (Arrasate et al, 2004).

Anti-aggregation drugs, such as trehalose, that can reduce

the number of inclusions in a cell model of Huntington’s

disease, have also a beneficial effect in a mouse model (Tanaka

et al, 2004), indicating that either inclusions per se or the

process of inclusion formation is an important aspect in

pathogenesis.

Oculopharyngeal muscular dystrophy (OPMD) is another

triplet expansion disease in which the mutation expands a

polyalanine tract. The affected protein, poly(A) binding protein
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Cedex 6, France.

*Corresponding author: Tel: þ33 4 99 61 99 59; Fax: þ33 4 99 61 99 57;

E-mail: martine.simonelig@igh.cnrs.fr

yThese authors contributed equally to this work.

www.embomolmed.org EMBO Mol Med 3, 35–49 ! 2011 EMBO Molecular Medicine 35





RESEARCH ARTICLE Open Access

CHEK2 contribution to hereditary breast cancer in
non-BRCA families
Alexis Desrichard2, Yannick Bidet2, Nancy Uhrhammer1 and Yves-Jean Bignon1,2*

Abstract

Introduction: Mutations in the BRCA1 and BRCA2 genes are responsible for only a part of hereditary breast cancer
(HBC). The origins of “non-BRCA“ HBC in families may be attributed in part to rare mutations in genes conferring
moderate risk, such as CHEK2, which encodes for an upstream regulator of BRCA1. Previous studies have
demonstrated an association between CHEK2 founder mutations and non-BRCA HBC. However, very few data on
the entire coding sequence of this gene are available.

Methods: We investigated the contribution of CHEK2 mutations to non-BRCA HBC by direct sequencing of its
whole coding sequence in 507 non-BRCA HBC cases and 513 controls.

Results: We observed 16 mutations in cases and 4 in controls, including 9 missense variants of uncertain
consequence. Using both in silico tools and an in vitro kinase activity test, the majority of the variants were found
likely to be deleterious for protein function. One variant present in both cases and controls was proposed to be
neutral. Removing this variant from the pool of potentially deleterious variants gave a mutation frequency of 1.48%
for cases and 0.29% for controls (P = 0.0040). The odds ratio of breast cancer in the presence of a deleterious
CHEK2 mutation was 5.18.

Conclusions: Our work indicates that a variety of deleterious CHEK2 alleles make an appreciable contribution to
breast cancer susceptibility, and their identification could help in the clinical management of patients carrying a
CHEK2 mutation.

Introduction
Breast cancer is one of the main causes of cancer-
related deaths among women worldwide, with 5% to
10% of cases being due to hereditary risk. However,
mutations in the two major genes, BRCA1 and BRCA2,
are found in only 15% to 20% of hereditary breast can-
cer (HBC) families [1]. Several studies have reported evi-
dence that germline mutations in other susceptibility
genes, such as ATM, PABL2, BRIP1 and CHEK2, might
be the predisposing factor in some HBC families [2-5].
In addition, the lower penetrance of these mutations
suggests that they might act in concert with other her-
editary factors [6-10].
CHEK2 is the human homolog of Rad53 (Saccharo-

myces cerevisiae) and Cds1 (Schizosaccharomyces
pombe). This family of kinases is characterized by

several domains: a SQ/TQ cluster domain, a Forkhead-
associated (FHA) domain and a Ser/Thr kinase domain
[11]. In response to DNA double-strand breaks or repli-
cative stress, CHEK2 is activated by the kinases ATM
and ATR [12]. These proteins catalyze the phosphoryla-
tion of threonine 68 of CHEK2, causing its transient
dimerization via the FHA domain. This leads to CHEK2
trans-autophosphorylation and its full activation [13].
Activated CHEK2 monomers phosphorylate, in turn,
numerous downstream substrates, including the P53
tumor suppressor, CDC25 family proteins and serine
988 of BRCA1, activating cell-cycle checkpoints and
increasing DNA repair efficiency [14-17]. These interac-
tions suggest that CHEK2 may also play a role in breast
cancer [14].
Germline CHEK2 mutations are associated with breast

cancer in different populations. For example, heterozyg-
osity for the well-studied c.1100delC mutation, present
in 1.4% of the Finnish population and in 0.2% of the
Polish population, confers a relative risk for developing
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The aim of this study was to implement the massively
parallel sequencing technology for diagnostic appli-
cations. We evaluated an amplicon-based method for
the analysis of the BRCA1 and BRCA2 genes on the
Roche 454 GS-FLX sequencer, to identify disease-caus-
ing mutations in breast and/or ovarian cancer pa-
tients. A first evaluation relied on the analysis of DNA
fragments containing known mutations. Secondly,
the entire coding regions of the BRCA1 and BRCA2
genes were interrogated in more than 400 patient
samples, using a multiplex PCR-based assay. Variants
were filtered on the basis of their frequency (20%)
and sequencing depth (>25!). Special attention was
given to sequencing accuracy in homopolymers. In
the initial evaluation, all known heterozygous muta-
tions were detected. The percentage of mutant reads
ranged from 22% to 62%. For the multiplex assay,
95% sensitivity and 91% specificity were obtained. In
addition, we were able to reliably distinguish muta-
tions from noise through the analysis of the raw sig-
nal intensities in homopolymers. This work presents
an evaluation of the next-generation sequencing for
use in diagnostics, based on a relatively high number
of samples and experiments. We anticipate that the
technique would further improve, and would allow
reducing the costs per analysis and the turn-around
time, to benefit patients who undergo BRCA molecu-
lar testing. (J Mol Diagn 2012, 14:623–630; http://dx.doi.
org/10.1016/j.jmoldx.2012.05.006)

Our aim has been to evaluate and possibly to introduce
next-generation sequencing (NGS) technology for the
screening of the BRCA1 and BRCA2 genes in a diagnos-

tic context. We present an evaluation of amplicon-based
sequencing on the 454 GS-FLX Titanium Genome Se-
quencer (Roche 454 Life Sciences, Branford, CT)1as a
tool for the molecular diagnosis of hereditary breast
and/or ovarian cancer.

This autosomal dominantly inherited cancer syndrome
is caused by heterozygous germline mutations in the
highly penetrant breast cancer genes, BRCA1 (MIM
113705) and BRCA2 (MIM 600185). The great majority of
the mutations are nonsense mutations and frameshifts
[Breast Cancer International Core (BIC)]. Exonic dele-
tions or duplications have also been reported.

The BRCA genes are commonly analyzed by direct se-
quencing.2,3 Mutation-scanning methods, such as denatur-
ing high-performance liquid chromatography (dHPLC),
denaturing gradient gel electrophoresis (DGGE), or high-
resolution melting curve analysis (HRMCA) are also fre-
quently used.4–6 Exonic deletions or duplications can be
detected by multiplex ligation-dependent probe amplifi-
cation (MLPA),7–9 Southern blot or (semi-) quantitative
(multiplex) PCR.10

As only 10% to 20% of the familial cases are attribut-
able to mutations in the BRCA1 and BRCA2 genes, no
mutation is found in at least 80% of the families.11 Also,
the cost per test is high, especially if Sanger sequencing
is used.12 This explains why in most laboratories, a care-
ful selection of patients and families is made before anal-
ysis. The practical approach often consists of a combi-
nation of the mutation-scanning strategies, to reduce the
economical burden imposed by Sanger sequencing. The
NGS technology could change the approach, if it effec-
tively allows reducing the cost. Multiplexing is a way of
improving efficiency, especially when there is a great
number of amplicons and patients to be screened. In-
deed, the development of specific tools for primer design
and pooling, that was described by Goossens et al,13

were recently commercialized.
To date, at least five NGS platforms are commercially

available. Their properties differ in many ways, ie, their
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a Laboratoire d’oncologie moléculaire, centre Jean-Perrin, 58, rue Montalembert, 63011 Clermont-Ferrand, France
b Service de biostatistiques, centre Jean-Perrin, 58, rue Montalembert, 63011 Clermont-Ferrand, France

Pathologie Biologie 61 (2013) e89–e95

I N F O A R T I C L E

Historique de l’article :
Disponible sur Internet le 31 octobre 2012

Mots clés :
Circadien
Gène du rythme
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R É S U M É

Contexte. – Dans les données d’expression, les corrélations, nombreuses, augmentent le nombre de
gènes significativement associés positivement ou négativement à une condition testée (phénotype,
statut mutationnel, etc.). Plusieurs méthodes ont été développées pour réduire l’effet de telles
corrélations sur le taux de faux-positifs/négatifs mais la plupart sont trop exclusives vis-à-vis des gènes
d’intérêt mais ayant un impact faible ou indirect sur la condition étudiée. Nous proposons ici une
méthodologie simple pour corriger l’effet délétère des corrélations tout en conservant les gènes
faiblement mais réellement associés à la condition étudiée.
Résultats. – Cette méthodologie a été appliquée à un jeu de données d’expression transcriptomiques
générées pour distinguer les individus porteurs de mutations hétérozygotes BRCA1 des individus sains non
porteurs de mutations hétérozygotes BRCA1/BRCA2. Comme les échantillons ont été collectés à des horaires
différents dans la matinée, nous avons évalué l’effet des corrélations induites par le rythme circadien. Les
corrélations entre les gènes du réseau du rythme circadien sont aujourd’hui bien connues et font intervenir
un petit nombre de gènes appelés « gènes de l’horloge » dont l’expression varie au cours de la journée de
manière prévisible. Cependant, l’effet induit par ces variations circadiennes sur l’expression d’autres gènes
dans différents tissus reste à ce jour à caractériser. Dans le cadre de nos données d’expression, nous avons
utilisé deux stratégies pour corriger ce biais. Dans le cas d’une corrélation positive entre un gène lambda et
le gène du rythme considéré, nous avons divisé l’expression de ce gène par celle du gène du rythme.
Inversement, dans le cas d’une corrélation négative entre un gène lambda et le gène du rythme, nous avons
multiplié l’expression de ce gène par l’expression du gène du rythme.
Conclusion. – Nous avons observé une relation linéaire entre le nombre de faux-positifs/négatifs parmi
les gènes corrélés aux gènes du rythme et la force de corrélation du gène du rythme considéré à la
condition testée (ici le statut mutationnel BRCA1). Dans nos données d’expression, le gène
BRCA1 apparaı̂t fortement corrélé au gène du rythme PER1. La ré-analyse de nos données à la lumière
de cette nouvelle méthodologie a fait apparaı̂tre des gènes liés aux fonctions de BRCA1 dans les listes de
gènes significativement associés au statut mutationnel BRCA1, gènes n’ayant pas été sélectionnés lors de
l’analyse initiale. Cette méthodologie pourrait donc être appliquée à d’autres études transcriptomiques
lorsque les réseaux de corrélations sont bien identifiés.

! 2011 Elsevier Masson SAS. Tous droits réservés.

A B S T R A C T

Background. – In microarray data, wide-scale correlations are numerous and increase the number of genes
correlated to a test condition (phenotype, mutation status, etc.) either positively or negatively. Several
methods have been developed to limit the effect of such correlations on the false discovery rate, but these
may reject too many genes that have a mild or indirect impact on the studied condition. We propose here a
simple methodology to correct this spurious effect without eliminating weak but true correlations.
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SUMMARY

Bread wheat derives from a grass ancestor structured in seven protochromosomes followed by a paleotetra-

ploidization to reach a 12 chromosomes intermediate and a neohexaploidization (involving subgenomes A,

B and D) event that finally shaped the 21 modern chromosomes. Insights into wheat syntenome in sequenc-

ing conserved orthologous set (COS) genes unravelled differences in genomic structure (such as gene

conservation and diversity) and genetical landscape (such as recombination pattern) between ancestral as

well as recent duplicated blocks. Contrasted evolutionary plasticity is observed where the B subgenome

appears more sensitive (i.e. plastic) in contrast to A as dominant (i.e. stable) in response to the neotetra-

ploidization and D subgenome as supra-dominant (i.e. pivotal) in response to the neohexaploidization

event. Finally, the wheat syntenome, delivered through a public web interface PlantSyntenyViewer at

http://urgi. versailles.inra.fr/synteny-wheat, can be considered as a guide for accelerated dissection of major

agronomical traits in wheat.

Keywords: paleogenomics, dominance, partitioning, conserved orthologous set, single nucleotide

polymorphism.

INTRODUCTION

Recent comparative genomics studies based on monocot
genome sequences, including Panicoideae (sorghum, Pat-
erson et al., 2009; maize, Schnable et al., 2009), Ehrhartoi-
deae (rice, IRGSP, 2005), and Pooideae (Brachypodium, IBI,
2010), suggest that grasses derive from n = 7 (alternative
scenario with n = 5) to 12 ancestral karyotypes (named
AGK for Ancestral Grass Karyotypes). Modern grass
genomes were then shaped from this AGK through a
shared whole-genome duplication (WGD) followed by
ancestral chromosome fusion (CF) events (for review

Salse, 2012). Polyploidization has been shown to be fol-
lowed by genome-wide diploidization (also referenced as
partitioning) through differential elimination of duplicated
gene redundancy at the whole-genome level (Wang et al.,
2005; Freeling et al., 2012; Schnable et al., 2012a,b), lead-
ing to dominant (i.e. D, stable genomic compartment asso-
ciated with low duplicated gene loss and reduced gene
diversity) and sensitive (i.e. S, plastic genomic compart-
ment associated with high duplicated gene loss and
increased gene diversity) subgenomes in modern grass
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Abstract

Objectives: Clinical relevance of low-frequency HIV-1 variants carrying drug resistance associated mutations (DRMs) is still
unclear. We aimed to study the prevalence of low-frequency DRMs, detected by Ultra-Deep Sequencing (UDS) before
antiretroviral therapy (ART) and at virological failure (VF), in HIV-1 infected patients experiencing VF on first-line ART.

Methods: Twenty-nine ART-naive patients followed up in the ANRS-CO3 Aquitaine Cohort, having initiated ART between
2000 and 2009 and experiencing VF (2 plasma viral loads (VL) .500 copies/ml or one VL .1000 copies/ml) were included.
Reverse transcriptase and protease DRMs were identified using Sanger sequencing (SS) and UDS at baseline (before ART
initiation) and VF.

Results: Additional low-frequency variants with PI-, NNRTI- and NRTI-DRMs were found by UDS at baseline and VF,
significantly increasing the number of detected DRMs by 1.35 fold (p,0.0001) compared to SS. These low-frequency DRMs
modified ARV susceptibility predictions to the prescribed treatment for 1 patient at baseline, in whom low-frequency DRM
was found at high frequency at VF, and 6 patients at VF. DRMs found at VF were rarely detected as low-frequency DRMs
prior to treatment. The rare low-frequency NNRTI- and NRTI-DRMs detected at baseline that correlated with the prescribed
treatment were most often found at high-frequency at VF.

Conclusion: Low frequency DRMs detected before ART initiation and at VF in patients experiencing VF on first-line ART can
increase the overall burden of resistance to PI, NRTI and NNRTI.

Citation: Vandenhende M-A, Bellecave P, Recordon-Pinson P, Reigadas S, Bidet Y, et al. (2014) Prevalence and Evolution of Low Frequency HIV Drug Resistance
Mutations Detected by Ultra Deep Sequencing in Patients Experiencing First Line Antiretroviral Therapy Failure. PLoS ONE 9(1): e86771. doi:10.1371/
journal.pone.0086771
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Introduction

The advent of combination antiretroviral therapy (ART) has
dramatically reduced HIV-1 infection-related morbidity and
mortality [1]. However, the efficiency of these treatments can be
compromised by the presence of drug-resistant variants, resulting in

virological failure [2]. According to epidemiological studies, 8–11%
of antiretroviral naive patients are infected with a virus harbouring
drug resistance associated mutations (DRMs) in Europe and the
USA [3]. Treatment guidelines therefore recommend genotypic
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a b s t r a c t

The detection of mutant spectra within the viral quasispecies is critical for therapeutic management of
HIV-1 infections. Routine clinical application of ultrasensitive genotyping requires reproducibility and
concordance within and between laboratories. The goal of the study was to evaluate a new protocol on
HIV-1 drug resistance testing by 454 ultra-deep pyrosequencing (454-UDS) in an international multi-
center study. Sixteen blinded HIV-1 subtype B samples were provided for 454-UDS as both RNA and
cDNA with viral titers of 88,600–573,000 HIV-1 RNA copies/ml. Eight overlapping amplicons spanning
protease (PR) codons 10–99 and reverse transcriptase (RT) codons 1–251 were generated using molec-
ular barcoded primers. 454-UDS was performed using the 454 Life Sciences/Roche GS FLX platform. PR
and RT sequences were analyzed using 454 Life Sciences Amplicon Variant Analyzer (AVA) software.
Quantified variation data were analyzed for intra-laboratory reproducibility and inter-laboratory con-
cordance. Routine population sequencing was performed using the ViroSeq HIV-1 genotyping system.
Eleven laboratories and the reference laboratory 454 Life Sciences sequenced the HIV-1 sample set. Data
presented are derived from seven laboratories and the reference laboratory since severe study protocol
execution errors occurred in four laboratories leading to exclusion. The median sequencing depth across
all sites was 1364 reads per position (IQR = 809–2065). 100% of the ViroSeq-reported mutations were
also detected by 454-UDS. Minority HIV-1 drug resistance mutations, defined as HIV-1 drug resistance
mutations identified at frequencies of 1–25%, were only detected by 454-UDS. Analysis of 10 preselected
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Abstract

Background
Deleterious mutations in the BRCA genes are responsible for a small, but significant, pro-
portion of breast and ovarian cancers (5 - 10 %). Proof of de novomutations in hereditary
breast/ovarian cancer (HBOC) families is rare, in contrast to founder mutations, thousands
of years old, that may be carried by as much as 1% of a population. Thus, if mutations favor-
ing cancer survive selection pressure through time, they must provide advantages that com-
pensate for the loss of life expectancy.

Method
This hypothesis was tested within 2,150 HBOC families encompassing 96,325 individuals.
Parameters included counts of breast/ovarian cancer, age at diagnosis, male breast cancer
and other cancer locations. As expected, well-known clinical parameters discriminated be-
tween BRCA-mutated families and others: young age at breast cancer, ovarian cancer,
pancreatic cancer and male breast cancer. The major fertility differences concerned men in
BRCA-mutated families: they had lower first and mean age at paternity, and fewer remained
childless. For women in BRCA families, the miscarriage rate was lower. In a logistic regres-
sion including clinical factors, the different miscarriage rate and men's mean age at paternity
remained significant.

Results
Fertility advantages were confirmed in a subgroup of 746 BRCA mutation carriers and 483
non-carriers from BRCAmutated families. In particular, female carriers were less often nul-
liparous (9.1 % of carriers versus 16.0 %, p = 0.003) and had more children (1.8 ± 1.4 SD
versus 1.5 ± 1.3, p = 0.002) as well as male carriers (1.7 ± 1.3 versus 1.4 ± 1.3, p = 0.024).

PLOS ONE | DOI:10.1371/journal.pone.0127363 June 5, 2015 1 / 12

a11111

OPEN ACCESS

Citation: Kwiatkowski F, Arbre M, Bidet Y, Laquet C,
Uhrhammer N, Bignon Y-J (2015) BRCA Mutations
Increase Fertility in Families at Hereditary Breast/
Ovarian Cancer Risk. PLoS ONE 10(6): e0127363.
doi:10.1371/journal.pone.0127363

Academic Editor: Peiwen Fei, University of Hawaii
Cancer Center, UNITED STATES

Received: November 20, 2014

Accepted: April 14, 2015

Published: June 5, 2015

Copyright: © 2015 Kwiatkowski et al. This is an
open access article distributed under the terms of the
Creative Commons Attribution License, which permits
unrestricted use, distribution, and reproduction in any
medium, provided the original author and source are
credited.

Data Availability Statement: All relevant data are in
the paper and its Supporting Information file.

Funding: This study received no external funding.
This research was totally financed by Centre Jean
Perrin. The funders had no role in study design, data
collection and analysis, decision to publish, or
preparation of the manuscript.

Competing Interests: The authors have declared
that no competing interests exist.

http://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.1371/journal.pone.0127363&domain=pdf
http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/




Am J Cancer Res 2015;5(7):2113-2126
www.ajcr.us /ISSN:2156-6976/ajcr0010758

Original Article

DNA repair genes implicated in triple negative familial 
non-BRCA1/2 breast cancer predisposition

Marie Ollier1,3, Nina Radosevic-Robin2,3, Fabrice Kwiatkowski1, Flora Ponelle1, Sandrine Viala1, Maud Privat1, 
Nancy Uhrhammer1, Dominique Bernard-Gallon1, Frédérique Penault-Llorca2,3, Yves-Jean Bignon1,3, Yannick 
Bidet1,3 

Departments of ¹Molecular Oncology, ²Anatomopathology, Centre Jean Perrin, Clermont-Ferrand 63000, France; 

³Université d’Auvergne, EA 4677, ERTICa, BP 10448, Clermont-Ferrand 63000, France

Received May 27, 2015; Accepted June 11, 2015; Epub June 15, 2015; Published July 1, 2015

Abstract: Among breast cancers, 10 to 15% of cases would be due to hereditary risk. In these familial cases, 
mutations in BRCA1 and BRCA2 are found in only 15% to 20%, meaning that new susceptibility genes remain to be 
found. Triple-negative breast cancers represent 15% of all breast cancers, and are generally aggressive tumours 
without targeted therapies available. Our hypothesis is that some patients with triple negative breast cancer could 
share a genetic susceptibility different from other types of breast cancers. We screened 36 candidate genes, using 
pyrosequencing, in all the 50 triple negative breast cancer patients with familial history of cancer but no BRCA1 or 
BRCA2 mutation of a population of 3000 families who had consulted for a familial breast cancer between 2005 
and 2013. Any mutations were also sequenced in available relatives of cases. Protein expression and loss of hetero-
zygosity were explored in tumours. Seven deleterious mutations in 6 different genes (RAD51D, MRE11A, CHEK2, 

MLH1, MSH6, PALB2) were observed in one patient each, except the RAD51D mutation found in two cases. Loss of 
heterozygosity in the tumour was found for 2 of the 7 mutations. Protein expression was absent in tumour tissue for 
5 mutations. Taking into consideration a specific subtype of tumour has revealed susceptibility genes, most of them 
in the homologous recombination DNA repair pathway. This may provide new possibilities for targeted therapies, 
along with better screening and care of patients.

Keywords: Triple-negative breast cancer, familial non-BRCA1/2 breast cancer, genetic susceptibility, candidate 
genes, pyrosequencing, DNA repair genes

Introduction

Among all breast cancers, one in ten is associ-
ated with hereditary risk. However, mutations 
in the two major predisposing genes, BRCA1 
[MIM: 113705] and BRCA2 [MIM: 600185], are 
found in only 15% to 20% of hereditary breast 
cancer families [1]. Other genes have emer- 
ged, such as TP53 [MIM: 191170], PTEN [MIM: 
601728], STK11 [MIM: 602216] or CDH1 [MIM: 
192090] that are known to cause familial syn-
dromes in which breast cancer (BC) inci- 
dence is highly increased, or BRIP1 [MIM:  
605882], ATM [MIM: 607585], CHEK2 [MIM:  
604373] or PALB2 [MIM: 610355] [2], that are 
associated with a moderate increased risk of 
breast cancer. But they together represent only 
about 20% of familial breast cancers. For the 
vast remaining majority, no mutation is found.

Moreover, breast cancer represents a complex 
and heterogeneous disease, with different clini-
cal features, response to treatment, histopa-
thology and gene expression profiles. These 
elements overlap and several large groups of 
breast with biological and clinical traits in com-
mon have been proposed. Because the majori-
ty of studies of familial breast cancer grouped 
all subtypes together, it has been difficult to 
identify new causal genes, if the causes of dif-
ferent subtypes have different genetic origins. It 
may thus be pertinent to evaluate genetic pre-
disposition to a specific subtype of breast 
cancer.

Five types of breast cancer have been identified 
by gene expression profile [3, 4]; two luminal 
receptor positive subgroups (A and B), a human 
epidermal growth factor 2 (HER2) overexpress-
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ABSTRACT

Purpose. Breast cancer is the most common malignancy
among women in Lebanon and in Arab countries, with 50%
of cases presenting before the age of 50 years.
Methods. Between2009and2012, 250 Lebanesewomenwith
breastcancerwhowereconsideredtobeathighriskofcarrying
BRCA1 or BRCA2mutations because of presentation at young
age and/or positive family history (FH) of breast or ovarian
cancerwere recruited. Clinical datawere analyzed statistically.
Codingexonsand intron-exonboundariesofBRCA1andBRCA2
were sequenced fromperipheral bloodDNA. All patients were
tested for BRCA1 rearrangements using multiplex ligation-
dependent probe amplification (MLPA). BRCA2 MLPA was
done in selected cases.
Results. Overall, 14of250patients (5.6%) carriedadeleterious
BRCA mutation (7 BRCA1, 7 BRCA2) and 31 (12.4%) carried

a variant of uncertain significance. Eight of 74 patients (10.8%)
aged #40 years with positive FH and only 1 of 74 patients
(1.4%)aged#40yearswithoutFHhadamutatedBRCA. Fourof
75 patients (5.3%) aged 41–50 years with FH had a deleterious
mutation. Only 1 of 27 patients aged .50 years at diagnosis
hadaBRCAmutation.All sevenpatientswithBRCA1mutations
had grade 3 infiltrating ductal carcinoma and triple-negative
breast cancer. Nine BRCA1 and 17 BRCA2 common haplotypes
were observed.
Conclusion. PrevalenceofdeleteriousBRCAmutations is lower
than expected and does not support the hypothesis that BRCA
mutations alone cause the observed high percentage of breast
cancer inyoungwomenof Lebanese andArabdescent. Studies
to search for other genetic mutations are recommended.
The Oncologist 2015;20:357–364

Implications forPractice:This studyprovidesnewdatatosupportdiscussionandreferralofpatientsofLebaneseandArabancestry
withhigh-genetic-riskbreastcancer forBRCAcounselingandtesting.TheprobabilityofcarryingadeleteriousBRCAmutation in this
population seems low at 5.6%.The absence of family history in patients aged#40 years reduces the possibility ofBRCAmutations
to only 1.4%.Young age combined with a positive family history raises the prevalence to 10.8% and increases the yield of testing.
Further clarification of the 12.4% of cases with variants of uncertain significance and searches for alternative gene mutations are
needed. This study adds missing information to the international BRCA population maps.

INTRODUCTION

Breast cancer is the most common cancer seen in women [1].
Many differences with respect to age, stage at presentation,
and biological characteristics exist among various countries
and ethnic groups. In the U.S., approximately 65% of all
women newly diagnosed with breast cancer are aged .55
years, whereas in most low- and middle-income countries,
almost halfofwomenwithnewlydiagnosedbreast cancerare

aged ,50 years [2]. Although early stage breast cancer has
become most common in industrialized nations, locally
advanced and metastatic disease at presentation remain
very common in the developing countries [2], with only
recent reports indicating a shift toward early stages because
of active widespread awareness and early detection cam-
paigns [3].
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ABSTRACT

DNA methylation is thought to induce transcrip-
tional silencing through the combination of two
mechanisms: the repulsion of transcriptional activa-
tors unable to bind their target sites when methy-
lated, and the recruitment of transcriptional repres-
sors with specific affinity for methylated DNA. The
Methyl CpG Binding Domain proteins MeCP2, MBD1
and MBD2 belong to the latter category. Here, we
present MBD2 ChIPseq data obtained from the en-
dogenous MBD2 in an isogenic cellular model of
oncogenic transformation of human mammary cells.
In immortalized (HMEC-hTERT) or transformed (HM-
LER) cells, MBD2 was found in a large proportion
of methylated regions and associated with transcrip-
tional silencing. A redistribution of MBD2 on methy-
lated DNA occurred during oncogenic transforma-
tion, frequently independently of local DNA methy-
lation changes. Genes downregulated during HMEC-
hTERT transformation preferentially gained MBD2 on
their promoter. Furthermore, depletion of MBD2 in-
duced an upregulation of MBD2-bound genes methy-
lated at their promoter regions, in HMLER cells.
Among the 3,160 genes downregulated in trans-
formed cells, 380 genes were methylated at their
promoter regions in both cell lines, specifically as-
sociated by MBD2 in HMLER cells, and upregu-
lated upon MBD2 depletion in HMLER. The tran-
scriptional MBD2-dependent downregulation occur-

ring during oncogenic transformation was also ob-
served in two additional models of mammary cell
transformation. Thus, the dynamics of MBD2 deposi-
tion across methylated DNA regions was associated
with the oncogenic transformation of human mam-
mary cells.

INTRODUCTION

In vertebrates, DNA methylation at transcriptional start
sites (TSSs) is an epigenetic modification associated with
the downregulation of gene transcription (1). This epige-
netic modification has been extensively studied during cell
differentiation and neoplastic transformation, since DNA
methylation changes are associated with these biological
processes and may be involved in the control of gene expres-
sion (2–4). Although DNA methylation at specific sites can
impair the direct binding of transcription factors to their
targets and, in turn, may lead to transcriptional downreg-
ulation (5–8), these epigenetic signals are also interpreted
by specific proteins (9). These proteins have been classified
into three families (10–12) according to their methyl-DNA
binding domain: the methyl-CpG binding domain (MBD)
proteins; the UHRF proteins that bind methylated DNA
through there SRA domain proteins; and a subclass of zinc
finger proteins that preferentially bind methylated DNA se-
quences (ZBTB33, ZBTB4, ZBTB38, ZFP57, KLF4).

MeCP2, MBD1, MBD2 and MBD4 are members of
the MBD protein family that recognize methylated CpG
sites independently of their surrounding sequences in vitro
(13). In human cells and Xenopus oocytes these proteins
are found associated with chromatin remodeling complexes
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Abstract

In a number of human cancers, NTN1 upregulation inhibits apop-
tosis induced by its so-called dependence receptors DCC and
UNC5H, thus promoting tumor progression. In other cancers
however, the selective inhibition of this dependence receptor
death pathway relies on the silencing of pro-apoptotic effector
proteins. We show here that a substantial fraction of human
breast tumors exhibits simultaneous DNA methylation-dependent
loss of expression of NTN1 and of DAPK1, a serine threonine kinase
known to transduce the netrin-1 dependence receptor pro-apop-
totic pathway. The inhibition of DNA methylation by drugs such as
decitabine restores the expression of both NTN1 and DAPK1 in
netrin-1-low cancer cells. Furthermore, a combination of decita-
bine with NTN1 silencing strategies or with an anti-netrin-1
neutralizing antibody potentiates tumor cell death and efficiently
blocks tumor growth in different animal models. Thus, combining
DNA methylation inhibitors with netrin-1 neutralizing agents may
be a valuable strategy for combating cancer.
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Introduction

Recent research focusing on a specific functional family of receptors,

namely the dependence receptors (DRs) (Mehlen et al, 1998; Llambi

et al, 2001), has highlighted their implication in inhibiting tumor

progression. Indeed, in contrast to most cellular receptors, a dual

role characterizes these transmembrane receptors: in the presence

of their respective ligands, they provide a typical positive signal

(promoting cell survival, migration, proliferation, etc.), while the

absence of ligand triggers a cascade of signaling events leading to

apoptotic cell death. The DR protein family currently contains

approximately twenty known members, and one of their most

exhaustively studied ligands is Netrin-1. This DR ligand was the first

secreted attractive axon guidance cue to be described in the early

nineties, since then, the role of netrin-1 in many biological functions

has been established (Cirulli & Yebra, 2007; Mehlen & Guenebeaud,

2010; Ramkhelawon et al, 2014). Netrin-1 receptors, namely, are

the Deleted in Colorectal Carcinoma (DCC), the Uncoordinated-5-

Homologs (UNC5H1-4/A–D). The ability of these receptors to trigger

apoptosis in settings under ligand-limited conditions was shown to

be a constrain for impede tumor progression. Indeed, the inactiva-

tion of UNC5C, and DCC, or the mutation of the DCC-inducing apop-

tosis domain is associated with tumor development and progression

in mouse models (Bernet et al, 2007; Castets et al, 2012; Krimpenfort

et al, 2012). Furthermore, in line with these observations, DCC and

UNC5H are silenced in many cancers, either by loss of heterozygos-

ity or epigenetic mechanisms (Hedrick et al, 1994; Bernet et al,

2007; Shin et al, 2007). Alternatively, in some types of cancers, an

upregulation of NTN1 provides a similar tumor growth selective

advantage by abolishing their dependency on netrin-1 availability in

the micro-environment (Fitamant et al, 2008). This upregulation is

particularly marked in some cases of aggressive breast cancer and

in breast metastasis (Fitamant et al, 2008; Harter et al, 2014). The

reliance on netrin-1 for tumor growth was rapidly perceived as an

opportunity for therapeutic intervention, since it was speculated that

the disruption of the binding of netrin-1 to its receptors should

induce apoptotic cell death in vitro and tumor growth inhibition

in vivo. Consistently, the silencing of netrin-1 or the development of

biological agents interfering with netrin-1/DRs interactions has been
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Screening for BRCA mutations in women with familial risk of breast or ovarian cancer is an ideal situation for high-throughput
sequencing, providing large amounts of low cost data. However, 454, Roche, and Ion Torrent,Thermo Fisher, technologies produce
homopolymer-associated indel errors, complicating their use in routine diagnostics. We developed software, named AGSA, which
helps to detect false positive mutations in homopolymeric sequences. Seventy-two familial breast cancer cases were analysed in
parallel by amplicon 454 pyrosequencing and Sanger dideoxy sequencing for genetic variations of the BRCA genes. All 565 variants
detected by dideoxy sequencing were also detected by pyrosequencing. Furthermore, pyrosequencing detected 42 variants that
were missed with Sanger technique. Six amplicons contained homopolymer tracts in the coding sequence that were systematically
misread by the software supplied by Roche. Read data plotted as histograms by AGSA software aided the analysis considerably and
allowed validation of the majority of homopolymers. As an optimisation, additional 250 patients were analysed using microfluidic
amplification of regions of interest (Access Array Fluidigm) of the BRCA genes, followed by 454 sequencing and AGSA analysis.
AGSA complements a complete line of high-throughput diagnostic sequence analysis, reducing time and costs while increasing
reliability, notably for homopolymer tracts.

1. Background

Mutations in the BRCA1 and BRCA2 genes are associated
with high risk of breast and ovarian cancer [1, 2]. Mutation
screening in families with multiple breast and/or ovarian
cancer cases (hereditary breast and ovarian cancer (HBOC))
or exceptionally young cases has revealed a high frequency
of germline mutations in these genes [3, 4]. To detect
these mutations, genomic DNA sequencing remains the gold
standard, as pathogenic variants can occur throughout the
gene and the entire gene coding sequence must therefore
be screened. Historically performed by PCR amplification

and Sanger dideoxy sequencing, BRCA resequencing is time-
consuming and expensive.The major technological advances
of new generation sequencing provide high-throughput
strategies to reduce the time and expense of direct sequence
analysis [5–7]. Furthermore, various methods of multiplex
or microfluidic PCR reduce the time necessary to prepare
samples before sequencing.

Among massively parallel sequencers, the GS-FLX and
GS-Junior (Roche) and the PGM and Proton (Life Tech-
nologies) have the advantage of generating read lengths of
up to 500 bases. Amplicons resembling or identical to those
currently used for dideoxy sequencing can thus be analysed.
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