CYTOGENETIQUE DE
L’ANEMIE DE
FANCONI

EN TUNISIE




INTRODUCTION

= Affection Autosomique récessive
= Frequence du gene : 1/300

= Cliniquement :
» Hypoplasie medullaire progressive
» Malformations congénitales
» Préedisposition aux cancers (LAM)

= Evolution spontanée : létale



HETEROGENEITE CLINIQUE

= Malformations squelettiques
essentiellement de la colonne des pouces

= Troubles de la pigmentation cutanee
= Dysmorphie faciale

= Anomalies rénales

= Malformations digestives /cardiaques



HETEROGENEITE GENETIQUE

= 7- 8 Groupes de Complémentation

= Clonage moleculaire : plusieurs genes



Groupes de complementation
FA dont les genes sont connus

~AA 16024.3

~AC 9022.3

~AD 3p26

~FAG 9p

~AE 6p

FAF 11p15

~AB ou FAD1 13912

~ANCA
~FANCC
~FANCD?2
~FANCG
~ANCE

~ANCF
BRCAZ2



= Variabilité clinique
= Conséguences Hematologiques

=> DIAGNOSTIC

CYTOGENETIQUE



%? CYTOGENETIQUE

= Decouverte par SCHROEDER 1964

= |nstabilité chromosomigue spontanée
(Responsable de la susceptibilité aux cancers)

= Cultures In vitro , Lymphocytes sanguins,
Fibroblastes, cellules médullaires



&? INSTABILITECHROMOSOMIQUE
SPONTANEE

= Anomalies chromatidiennes : lacunes et des
cassures +++

= Anomalies chromosomiques, englobant

- Les cassures chromosomiques

- Fragments chromosomiques
: - Chromosomes di ou polycentriques
: - Chromosome en anneau

- Figures tri et quadriradiales correspondant a un
echange asymetrique entre des chromosomes non
homologues



&g INSTABILITE CHROMOSOMIQUE




%? INSTABILITECHROMOSOMIQUE
SPONTANEE

= Variations intra et interindividuelle

= Pas de parallelisme entre la gravité du tableau
clinique et la frequence des cassures

Auteurs Taux des mitoses
Instables
Auerbach 20 a 36%

Berger et al (N11) 21 a 45%

Jalbert et al (N12) 40 a 60%




%g INSTABILITECHROMOSOMIQUE
INDUITE

= Grande variabilité des cassures
spontanées d’un patient a I’autre

—Test biologique standard qui permet
de donner des résultats reproductibles

= SHULER (1969) : Instabilité exacerbee
par des agents alkylants : Formation
de ponts intra et interbrins
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Repreéesentation schématique de trois ponts
potentiels crees par la MMC entre les bases G-G



INSTABILITE CHROMOSOMIQUE
INDUITE

= SASAKI et al (1974) : Mitomycine C
(MMC)

=  AUERBACH et WOLKMAN (1978) :
DIEPOXYBUTANE (DEB)




INSTABILITE CHROMOSOMIQUE
INDUITE

MMC : Taux de cassures dans ¢ AF : (X)
3a?27 (./ Témoins)

Images tri et quadri radiales 200 x plus
elevees =100%

Majoration des images d’échanges entre
chromatides sceurs (SCE)

AF <-> Anémies aplastiques idiopathiques
50 x plus élevé




INSTABILITE CHROMOSOMIQUE
INDUITE

DEB : 9% de cassures dans ¢c AF : (x) 175
(./ Témoins)

Diagnostic en phase préanemique et
apres installation de I’anémie

AF <-> Anémies aplastiques idiopathiques

Pas de majoration d’échanges entre
chromatides sceurs (SCE)




%? INSTABILITE CHROMOSOMIQUE
Reésultats :

- Taux d’aberrations / Cellule
- 90 de cellules avec aberrations




PATHOGENIE DE L’ INSTABILITE
CHROMOSOMIQUE

= Anomalie du procesus de
réparation de PADN

= Déreglement du metabolisme
d’oxygene -> stress oxydatif




Fonction des protéines FA?
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S { PATIENTS

= 1988 > 2003 : 400 prelevements
(Lsg, MO, L sg + MO)

= Avril 2002 = a ce jour : 25
prélevements

= Patients suspects de FA
= Freres et soeurs
= Parents




ETUDE CYTOGENETIQUE

0,5 ml de sang total Heparine
8 ml de RPMI +10% de SVF
PHA

Culture pendant 72 h
MMC (50 ng/ml) +/- DEB



ETUDE CYTOGENETIQUE

Etalement - Coloration au Giemsa
50 = 100 Metaphases
Cassures / Images radiales/Remaniements

% des cellules avec instabilite chromosomique

Marguage chromosomique RHG - Caryotype



B8 4 CARYOTYPE MEDULLAIRE

= Prelevement de Moelle osseuse
= Culture pendant 24 et/ou 48 h
= Marquage RHG



X FAMILLES FA EN TUNISIE

= 42 familles collectées
= 8 Multiplexes
= 28 Simplexes
= 6 Uniplexes

80% Consanguines



MOSAICISME SOMATIQUE

= Lymphocytes DEB/MMC résistants > 50%
= Reésultats negatifs ou ambigus

= Confirmation :
» Fibroblastes
» Biologie moléculaire
» Cycle cellulaire +++
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OBJECTIF

« Déterminer a quel(s) groupe(s) de
compléementation les familles tunisiennes
appartiennent par analyse de Iliaison
genéetigue et homozygotie par descendance.



Principe de I'homozygotie par descendance
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CEN TEL
D16S520 D16S498 D16S3123 D16S3026  D16S3121 D1653407 D16S303

80 Kb

Carte genetique du gene FANCA localisé en 16g24.3.



Résultat

= 40 familles explorées par génotypage (47 patients)
- 33 familles appartiennent au groupe FAA
- 5 familles non informatives
- 2 familles ?

* Trois haplotypes ont éte identifiés:
- Le ler est partage par 6 familles
- Le 2eme est partage par 4 familles
- Le 3eme est partage par 3 familles



SFAl

18% 92 % 1% 85%

18a 32a 24 16a 14a 10 a



'_

D16S3407 198-198 198-196
D16S303  104-116 116-116
D16S3121  79-75 75-81
D1653026 208-204 204-208
D1653123  126-100 L ® 100-126
D165498  212-228 228-228
D16S520  189-191 191-189
198-198 | 198-198 198-198
116-116 104-116 | 104-116 | 116-116 | 116-116 | 404-116 | 104-116 | 176 116
75-81 79-75 79-75 75-75 75751 79-81 @ 79-81 @ 75 75
204-208 208-204  208-204 204-204  204-204—208-208  208-208  504.904
100-126 126-126  126-126  100-100  100-100 126-100  126-126  100.100
228-228 212-228  212-228  228-228  228-228 212228  212:228  L9g 5og
101189 101-169 101189  191-101 191101 180-191 _191-101 1g1.191
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D16S3407
D16S303
D16S3121
D16S3026
D16S3123
D16S498
D16S520

|

118- 116 116-116 200-198
79- 79 79-79 104-116
206-206 206-210 79-79
120-108 108-118 210-206
218-218 218-218 108-108
193-185 185-189 218-208
189-187
196-198 196-196 196-196
118-116 118-116 118-116
79-79 79-79 /7979
206-206 206-210 /| 206200 O O
120-108 120-118 / 120-118
218-218 218-218 218-218
193-185 193-189 193-189

—0
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198-198
116-116
79-79
206-208
118-108
218-204
187-189

198-198
116-116
79-79
206-206
108-118
208-218
187-187

200-198
104-116
79-79
210-206
108-118
218-218
189-187




S| CONCLUSION

" Fiabilité du diagnostic +++
" Caryotype des patients suspects d ’AF
= Si confirmation :

> KFreéres et sceurs : porteurs sans 1 ’avoir déclarée;
donneurs ?

> Moelle osseuse annuelle: anomalies clonales?
= Conselil genétique
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