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1- Epidémiologie

Le cancer du sein est la tumeur maligne la plus fréquente de la femme dans le monde
(71). En France, prés de 26 000 nouveaux cas sont diagnostiqués tous les ans avec une survie
a 5 ans, tous stades confondus, supérieure a 50%. Une femme sur 10 4 12 en sera atteinte (11).
Le cancer de I’ovaire est 7 & 10 fois moins fréquent. Il représente, cependant, le quatrieme
cancer de la femme et la cinquieéme cause de mortalité par cancer en partie en raison d’un
diagnostic a un stade avancé (17, 53). La survie du cancer de I’ovaire a 5 ans est de 30%. Ces
données correspondent a I’ensemble des cancers, qu’ils soient liés ou non a une prédisposition

génétique.

Concernant les cancers se développant chez des personnes ayant une prédisposition
d’origine génétique, les études épidémiologiques ont montré qu’entre 5 et 10% des cas de
cancer du sein et de I’ovaire sont dus a une prédisposition transmise selon le mode
autosomique dominant (74, 104). Ce faible pourcentage représente, cependant, de part la
fréquence élevée de ces deux localisations tumorales, un nombre de sujets plus important que
n’importe quelle autre pathologie héréditaire non cancéreuse. On peut en effet estimer, chaque
année, entre 1 300 et 2 600 le nombre de cancers du sein et entre 200 et 400 le nombre de
cancers de I’ovaire liés a une prédisposition génétique. BRCA1 (BReast CAncer 1) et BRCA2
(BReast CAncer 2) sont les deux genes le plus souvent retrouvés mutés dans ces formes

héréditaires (50% des syndromes familiaux de cancers du sein et de 1’ovaire).

Au plan individuel, les femmes ayant une altération du géne BRCA1 ont un risque de
développer un cancer du sein avant I’dge de 80 ans compris entre 56 (89) et 87% (28) (le
risque cumulé de cancer du sein est de 8% pour les femmes non porteuses du géene muté). La
mortalité du cancer du sein étant de 40%, environ 20 a 30% des femmes ayant une mutation
de BRCAI risquent de mourir d’un cancer du sein (le risque est de 3% pour les femmes sans
prédisposition génétique). Le risque de développer un cancer de I’ovaire avant 80 ans est
estimé a 16 % (89) pour les femmes porteuses d’une mutation de BRCA1 (le risque cumulé
de cancer de I’ovaire est de 0,9% pour les femmes non porteuses du géne muté). La mortalité
du cancer de ’ovaire étant de ’ordre de 75%, environ 12 a 14% des femmes ayant une

mutation de BRCA1 risquent de mourir d’un cancer de ’ovaire (le risque est de 0,7% pour
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une femme sans prédisposition génétique). On peut ainsi évaluer a 1 sur 200 le nombre de
femmes ayant le niveau de risque conféré par une mutation de BRCA1 prédisposant au cancer

du sein/ovaire dans la population générale des pays industrialisés.
2- Formes cliniques

L’analyse des résultats issus d’études d’épidémiologie a permis, en premier lieu, de
suggerer ’existence d’une prédisposition génétique au cancer puis d’identifier certaines
présentations cliniques ou phénotypes particuliers associés a un contexte héréditaire et
d’estimer leurs paramétres génétiques (fréquence génique, pénétrance, expressivité et mode
de transmission) (83). Certaines caractéristiques cliniques évocatrices de prédisposition
génétique ont été décrites dans des modéles que sont le rétinoblastome, la polypose colique
familiale et le cancer médullaire de la thyroide. I1 s’agit de la précocité, de la bilatéralité, de la
multifocalité des atteintes, de I’existence d’un état précancéreux ou d’associations tumorales.
Cependant, pour les tumeurs communes, il est souvent difficile d’affirmer I’hérédité et ainsi
de différencier un cas héréditaire d’un cas sporadique (association fortuite de tumeurs
sporadiques). Pour porter le diagnostic de formes héréditaires (ou prédispositions génétiques),
il faut rechercher des arguments supplémentaires et notamment une histoire familiale
évocatrice, I’existence dans la famille ou chez un méme individu d’associations tumorales
caractéristiques ou de certains symptomes évoquant un syndrome rare tel que la maladie de

Cowden ou syndrome des hamartomes multiples.

Dans les formes héréditaires, les cancers du sein ou de ’ovaire peuvent étre associés

ou non a d’autres lésions et I’on décrit principalement les présentations suivantes :
2.1. Site spécifique

Cette forme, appelée syndrome du cancer du sein familial isolé ou syndrome du cancer
du sein seul est la plus commune (21). De la méme maniére, il a été décrit de rares formes

familiales de cancer de I’ovaire isol€é sans association a des cancers du sein précoces (87).
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2.2. Spheére spécifique

Les femmes d’une méme famille peuvent développer indifféremment des tumeurs du
sein ou de I'ovaire. Ce phénotype, appelé syndrome du cancer du sein et de ’ovaire, ou
syndrome sein-ovaire, est le mieux défini. D’autres I€sions ont été retrouvées associées aussi
bien au cancer du sein seul qu’au syndrome sein-ovaire (21). Pour les familles lices a
BRCAL, il s’agit principalement des cancers du colon et de la prostate (3, 28, 19). Dans
d’autres cas liés au géne BRCA2, on retrouve un spectre d’expression tumoral plus varié
avec, outre les néoplasies précédemment décrites, des cancers du pancréas, de I’estomac, de
I’endometre, des hémopathies malignes (4, 93, 95). Ces associations peuvent rappeler des
syndromes de Lynch ou HNPCC (Hereditary Non Polyposis Colorectal Cancer). Le
pourcentage de cancers du sein li€¢ & BRCA2 semble plus faible que ce qui avait été
initialement estimé et des analyses de liaison sont en faveur de I’existence d’un ou plusieurs
autres genes de prédisposition aux cancers du sein ou de I’ovaire (citons, en particulier, la

localisation de BRCA3 sur le bras court du chromosome 8 dans la région p12-21).
2.3. Sphere anatomique différente

Le syndrome de Li-Fraumeni (54, 55) de transmission autosomique dominante
associe, dans une branche familiale, un sarcome avant 1’dge de 45 ans, un apparenté au
premier degré ayant développé un cancer quel qu’il soit avant I’dge de 45 ans et un apparenté
au premier degré ou deuxiéme degré ayant développé un sarcome quel que soit I’dge ou un
cancer avant I’age de 45 ans. Le cancer du sein est la tumeur la plus représentée chez les
femmes atteintes (43% d’aprés une étude internationale sur 81 familles) (92). Le risque de
cancer du sein d’une femme atteinte d’'un syndrome de Li-Fraumeni, avant 45 ans, est
multiplié par 18 par rapport a la population générale (33) et pourrait étre de 50% a 50 ans. Ce
risque n’augmenterait que faiblement aprés la ménopause. L’anomalie responsable de la
majorité des cas est une mutation germinale du géne TP53 qui a pu étre mise en évidence
dans 50 a 70% des familles étudiées. Ce géne, situé sur le bras court du chromosome 17, est
un geéne suppresseur de tumeur qui joue un role central dans I’ensemble des mécanismes de
I’ontogenése, en particulier, la régulation du cycle cellulaire, I’induction du systéme de

réparation de I’ADN, les processus d’apoptose.
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Le syndrome de Lynch II (syndrome du cancer familial) de transmission autosomique
dominante associe le plus souvent aux cancers mammaires, des tumeurs coliques, gastriques,
endométriales, ovariennes et des voies urinaires (60, 61). Le cancer du sein ne fait pas
habituellement partie du spectre d’expression tumorale de ce syndrome. Cependant, il a €té
décrit certaines familles présentant un nombre élevé de cancers du sein. Il peut s’agir
d’agrégations fortuites, d’une double hérédité ou d’un phénoméne rare non mis en évidence
dans les études de population du fait de la trop petite taille des échantillons analysés. Cette
association a notamment ¢été décrite au sein de familles impliquant hMLH1 (44), géne

impliqué dans les systémes de réparation de I’ADN.

La maladie de Cowden ou syndrome des hamartomes multiples est une maladie rare
ou I’on trouve principalement des lésions cutanéomuqueuses ( plus de six trichilemmomes ,
hyperkératose palmoplantaire en filot, papillomatose buccale, langue scrotale) et des
néoplasies de divers organes (thyroide, sphére gynécologique, tractus digestif). 20% des
femmes présentent un adénocarcinome mammaire d’apparition précoce et souvent bilatéral.
La transmission héréditaire est de type autosomique dominant. Le géne en cause, PTEN, a été

cloné en 1997 et est localisé sur le chromosome 10.

L’ataxie télangiectasic (AT) est une maladie autosomique récessive associant
instabilité chromosomique et déficit immunitaire combiné (6). Elle affecte environ un enfant
sur 40 000 naissances vivantes. Les patients présentent des télangiectasies cutanées (surtout
faciales) et conjonctivales apparaissant aprés 5 ans, une ataxie cérébelleuse progressive
d’origine dégénérative apparaissant a partir de 1 & 2 ans et généralement toujours présente a 6
ans, avec parfois dyspraxie oculomotrice et dysarthrie progressive, un déficit de I’immunité
cellulaire et humorale avec anomalie du développement thymique (dysgénésie), une
hypersensibilit¢ aux rayons ionisants mais non aux ultra violets, un important risque de
pathologies cancéreuses et un vieillissement précoce. L’aggravation neurologique est
in¢luctable. L’ évolution est péjorative puisque I’age moyen de décés est de 25 ans. Les deux
causes de mortalité les plus fréquentes sont les cancers et les infections bactériennes. La
prédisposition héréditaire aux cancers est importante, puisque, avant [’dge de 12 ans, 10% des

enfants porteurs de la maladie ont déja développé un cancer. Le plus souvent, il s’agit
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d’hémopathies lymphoides malignes (leucémie lymphoide, lymphome) se développant surtout
avant 15 ans, I’incidence devenant ensuite plus faible (91). Apres 15 ans, la fréquence des
tumeurs épithéliales augmente alors, affectant I’estomac, le foie, I’utérus ou encore 1’ovaire.
Les hétérozygotes sont généralement sains mais présentent une radiosensibilité cellulaire et
une instabilité chromosomique spontanée (non détectable en étude cytogénétique). Différents
auteurs ont rapporté un taux d’incidence de cancers plus élevé que dans la population générale
(73) (risque relatif de cancer a 3,7 chez I’homme et a 3,5 chez la femme) et en particulier un
risque accru pour les femmes de développer un cancer du sein (8). Considérant la fréquence
estimée des hétérozygotes AT dans la population générale (0,5 a 1%) et le risque relatif des
cancers du sein, 4,3% des nouveaux cas de cancers du sein apparaitraient chez des femmes
hétérozygotes AT. Pourtant, cette notion de risque de néoplasies mammaires chez les femmes

hétérozygotes AT reste imprécise car ne reposant que sur quelques études (2).

2.4. Cancer du sein chez ’homme

11 est rare puisqu’il représente moins de 1% de I’ensemble des cancers du sein. On
peut cependant retrouver chez certaines familles des cancers du sein chez I’homme associés
aux tumeurs gynécologiques et principalement dans le cancer du sein seul et le syndrome
sein-ovaire (52, 88). Par contre, les familles ou seuls les hommes sont atteints sont
exceptionnelles. C’est le cas du syndrome de Reifenstein, affection récessive liée au
chromosome X, ou les sujets présentent des signes de résistance aux androgénes. Dans la
littérature, on ne retrouve que deux familles présentant ce syndrome associé au cancer du sein
chez I’homme (57, 107). Il correspond a des mutations dans le géne codant le récepteur aux
androgénes et se traduit phénotypiquement par une ambiguité sexuelle chez un homme 46,XY
avec un hypospadias périn€oscrotal, une pilosité pubienne et axillaire normales, une barbe
rare, une gynécomastie, des testicules souvent cryptorchides, aucun dérivé mullérien et un
développement des structures wolfiennes variable selon le degré de masculinisation.
Biologiquement, on note un taux de LH plasmatique élevé, un taux de testostérone
plasmatique normal ou élevé, un taux plasmatique et une production d’cestrogénes plus élevés

que chez des hommes normaux.
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2.5. Maladie par aberration chromosomique

Bien qu’il ne s’agisse pas a proprement parler de maladies héréditaires, citons le
syndrome de Klinefelter et le syndrome de Tumer pour lesquelles des associations

respectivement avec le cancer du sein et de I’ovaire ont été rapportées (24, 59).
3- Génétique formelle

3.1. Le gene, unité de fonction

Un géne est I'unité fonctionnelle élémentaire du patrimoine génétique de tout étre
vivant. L’ensemble des génes détermine & la fois les caractéristiques communes a tous les
membres d’une espéce et les caractéristiques propres a chaque individu. On estime qu’il y a
chez I’homme entre 70 et 100.000 geénes différents. Un géne est une combinaison définie de 4
lettres A, T, C, G, initiales des 4 bases organiques élémentaires (Adénine, Thymine, Cytosine,
Guanine). Cet alphabet de 4 lettres constitue le code génétique. La combinaison de 3 bases

constitue un second alphabet de 20 acides aminés.
3.2. Mode de transmission des formes liées a BRCA1 et BRCA2

On connait actuellement les 2 génes majeurs dont les anomalies peuvent étre
responsables d’un risque trés élevé de cancer du sein (et a un degré moindre de I’ovaire). La

transmission d’une altération d’un des deux genes BRCA est dite autosomique dominante :

" «autosomique » signifie que la prédisposition génétique intéresse des génes non situés sur
les gonosomes mais sur 2 autosomes distincts (chromosomes 13 et 17),

" « dominante » car il suffit qu’un seul géne altéré provenant du pére ou de la mére soit
transmis a une de leurs filles, pour que son risque de développer un cancer du sein a I’age
adulte soit trés élevé. Le second geéne transmis présent sur le chromosome homologue est

normal. La prédisposition est transmise & 1’état hétérozygote.
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Les hommes comme les femmes, peuvent étre porteurs d’une anomalie de I’un ou I’autre
de ces genes, la transmettre a leur descendance, sans développer eux-mémes la maladie. On
parle de pénétrance incompléte (la pénétrance est le rapport entre le nombre des individus
exprimant un trait phénotypique donné et le nombre des individus porteurs du caractére
génotypique correspondant). Chez la femme, elle est élevée, estimée a 80% pour BRCAL, ce
qui signifie que sur 100 femmes porteuses d’une mutation germinale au sein du géne de
prédisposition, 80 développeront un cancer du sein au cours de la vie. Il arrive, qu’un homme
soit atteint d’un cancer du sein. Ces cas sont trés rares et sont le plus souvent associés a une

anomalie du géne BRCA2 (la pénétrance liée a ce géne chez I’homme reste cependant faible).

4- Mécanismes moléculaires de la cancérogenése

Les avancées considérables de la biologie moléculaire ont permis d’identifier des
altérations moléculaires a I'origine de tumeurs sporadiques ou de prédispositions génétiques

aux canccers.

L’étude moléculaire des formes héréditaires et des formes sporadiques de cancers a
montré que ces deux formes résultaient, dans la plupart des cas, de I’altération des mémes
geénes. Le cancer est une maladie génétique de la cellule. La transformation d’une cellule
normale en une population de cellules tumorales passe par une accumulation d’altérations
touchant des génes intervenant dans le fonctionnement normal de la cellule. Chacune des
anomalies génétiques acquises par la cellule lui confére un avantage sélectif. Cette cellule va
se multiplier plus rapidement que les cellules voisines, donner naissance a des cellules filles
identiques qui vont continuer a se diviser de fagon anarchique. Cette population cellulaire va
poursuivre le processus de cancérisation. L’exposition & des agents cancérigénes divers
(substances chimiques, radiations...) augmente la probabilité d’aboutissement de ce processus
multi-étapes (cancérogenese) jusqu’au point ou il devient irréversible et correspond alors a
une tumeur maligne, un «cancer ». Le nombre d’événements génétiques nécessaires
intervenant dans la cancérogenése est probablement trés variable en fonction du type de

processus néoplasique.
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Les cancers sporadiques, fréquents dans la population générale, sont liés a

I’accumulation d’anomalies génétiques acquises par les cellules tumorales.

Pour les cancers héréditaires, qui représentent seulement 5% (11, 20, 74) de la plupart
des cancers, il existe une premiére anomalie génétique constitutionnelle (prédisposition
génétique), transmissible, présente dans toutes les cellules du corps. Le fait qu’elle soit
constitutionnelle (innée), explique la survenue précoce, multifocale et bilatérale des cancers
chez les sujets porteurs d’une telle anomalie génétique. Dans les formes héréditaires de cancer
la premiére étape du processus de cancérisation est en effet franchie dés la conception du sujet

dont on dira qu’il est prédispose a un ou plusieurs cancer(s), selon le(s) geéne(s) altéré(s).
4.1. Le cycle cellulaire

Une cellule qui ne cesse de se diviser passe par quatre phases successives (figure 1) :

e la phase G1 (pour Gapl ou intervalle 1) est une phase de préparation, sa durée est trés
variable (de quelques heures a quelques jours). Cette phase définit la durée du cycle
cellulaire puisque les autres phases ont une durée relativement constante,

e apres cefte phase, la cellule entre en phase S, phase de synthése durant laquelle ’ADN
est dupliqué (7 heures),

e suit une deuxieéme phase Gap G2, d’une durée d’environ 3 heures.

e Enfin, se produit la phase de mitose M.

A la fin de la mitose, deux cellules identiques a la premiére sont obtenues ces deux
cellules entrent en phase G1 et le cycle reprend. 11 existe, en fin de phase G1, un point de
restriction R qui constitue un point de non-retour. Quand les cellules ont atteint ce stade, elles
ne peuvent qu’entamer un cycle cellulaire ; auparavant, il leur est possible de se différencier.
Ce point constitue une limite de réversibilité entre les choix dans le développement d’une

cellule.

Si les cellules arrétent de se diviser, le cycle est interrompu. Les cellules entrent en phase
GO ou phase quiescente. Certaines cellules, comme les cellules nerveuses, y resteront durant

26



Cdkl-cycline B

Cdkl-cycline A i] ’

Cdk4
Cdk5 cycline D
Cdké

A N
Point de restriction

Cdk2-cycline E

Cdk2-cycline A

Figure 1. Cycle cellulaire physiologique. Principales Cdk-cyclines
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toute la vie de I’individu. D’autres y resteront un temps indéterminé jusqu’a ce qu’un stimulus

les introduise a nouveau en phase G1 et les réintégre dans un cycle mitotique.

Dans les cellules humaines, plus d’une cinquantaine de genes sont induits par la présence
de dommages sur I’ADN. Des réponses cellulaires aux Iésions de I’ADN concourent a initier
le programme d’élimination des cellules endommagées (apoptose), a bloquer la progression
des cellules dans le cycle et, par 1a-méme, a accorder un délai au cours duquel la réparation de
I’ADN lésé est effectuée. La coordination des événements associés a la progression des
cellules dans le cycle est essentielle pour la transmission d’un matériel génétique non

endommagé, d’ou I’existence de voies métaboliques de controle de I'intégrité du génome.

L’ensemble des transitions du cycle cellulaire est controlé par une famille de protéines
kinases appelées Cdk (Cyclin-dependent kinase) et leurs partenaires obligatoires pour activer
le cycle cellulaire, les cyclines. A ce jour, huit Cdk (1 a 8) et les huit types de cyclines (A a H)
ont été mises en évidence. La régulation du cycle cellulaire réside dans I’existence de « points
de contrdle » entre les différentes phases. Le point de contrdle le plus important est le point de

restriction R en fin de phase G1.

La formation et I’activation des complexes Cdk-cyclines, a des moments précis et
ordonnés, permettent la progression le long du cycle cellulaire et le passage des différents
points de contréle. Un dysfonctionnement de ces « points de contrdle » est observé dans un
grand nombre de tumeurs. L’originalit¢ de ce point de contrdle vient du fait que chaque
cycline est synthétisée a une période bien précise du cycle cellulaire et s’associe avec une
série définie de kinases Cdk. Les principales cyclines sont actuellement divisées en deux

groupes, les cyclines mitotiques (A et B) et les cyclines G1 (C, D et E).

Aux cours des deux dernieres décennies, de nombreuses altérations génétiques
perturbant le cycle cellulaire ont ét¢ identifiées. Ces travaux ont conduit a reconnaitre deux
mécanismes fondamentaux dans la transformation maligne : ’activation de proto-oncogénes
et I'inactivation de génes suppresseurs de tumeur. Par exemple, le produit du géne du
rétinoblastome (RB), suppresseur de tumeur, joue un rdle important dans le passage des

points de contrdle : inactivé lorsqu’il est phosphorylé, il se dissocie des facteurs de
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transcription de la famille E2F et permet I’expression des génes impliqués dans la réparation
de I’ADN par excision de nucléotides. La protéine p53, autre géne suppresseur de tumeur, est
également un relais moléculaire important dans le controle du cycle cellulaire. Les dommages
produits dans I’ADN par les radiations ou par certains agents chimiques provoquent une
accumulation de cette protéine dans le noyau de cellules de mammifere conduisant a un arrét

du cycle cellulaire en G1/8S.

L’activation de proto-oncogénes représente la dérégulation d’un potentiel de
stimulation de la prolifération cellulaire par un géne possédant déja cette fonction bien
controlée dans la physiologie de la cellule normale. Trois mécanismes peuvent expliquer ce

gain de fonction :

= une modification qualitative de I’activité biologique du produit du géne par suite
d’une mutation (exemple activité Tyrosine protéine kinase constitutive),

= une augmentation du nombre de copies du géne sauvage par amplification génique
(exemple erbB-2) (96),

* une transcription constitutive par déplacement en aval d’un promoteur fort lors
d’un réarrangement chromosomique (exemple myc privé de ses régions de
contréle et placé dans un domaine chromatinien actif dans la translocation (8;14)

est responsable du lymphome de Burkitt) (23).

Par opposition, I’inactivation d’un géne suppresseur de tumeur a pour conséquence
la perte de fonction d’un géne de controle négatif de la division cellulaire (50, 102). Cette
perte de fonction peut résulter soit d’une mutation ponctuelle (exemple TP53), soit d’une
délétion partielle ou compléte du géne (exemple pl6), soit d’une anomalie de méthylation du
gene (exemple hMLH1) dont la conséquence est I’extinction de ’expression. Les génes RB

ou TP53 sont les exemples les mieux décrits de génes suppresseurs de tumeur.

Le cancer résulte de la transformation maligne de cellules ayant subi une cascade de
mutations mettant en ceuvre une combinatoire de gains et de pertes de fonction. La trés grande
majorité des cancers serait sporadique, les mutations ayant été acquises accidentellement a la

suite de I’exposition a des agents génotoxiques (substances chimiques ou irradiations). On
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peut néanmoins reconnaitre des formes héréditaires de la plupart des cancers (environ 5% de

la totalité des cancers).
4.2, Les proto-oncogenes

L’ activation de proto-oncogénes cellulaires en oncogénes a été le premier mécanisme
identifi¢ lors de I’oncogénese chez I’homme. Les proto-oncogeénes cellulaires ont été
initialement définis par leur homologie avec les oncogénes des rétrovirus transformants qui
sont responsables de tumeurs d’apparition rapide chez I’animal. Ultérieurement, les proto-
oncogenes cellulaires ont ét¢ identifiés par des expériences de transformation in vitro de
fibroblastes de souris, aprés transfection (introduction dans la cellule) d’ADN génomique
extrait de tumeurs humaines. Cette expérience, permettant de détecter la forme activée de
certains proto-oncogeénes ou oncogenes, est positive dans environ 15% des tumeurs malignes
humaines. Enfin, P’activation de proto-oncogénes pouvant résulter d’un réarrangement
chromosomique (telle une translocation), leur étude moléculaire, réalisée spécifiquement dans
les cancers, constitue une approche trés efficace pour identifier de nouveaux proto-oncogénes.
Les protéines codées par les proto-oncogeénes interviennent normalement dans toutes les
¢tapes de transduction de signaux de la membrane au noyau qui, en particulier, régissent de

fagon positive la division cellulaire et controlent la différenciation cellulaire.
4.3. Les génes suppresseurs de tumeur

L’hypothése de [I’existence de facteurs cellulaires capables de prévenir le
développement de tumeurs a été¢ formulée pour la premiére fois en 1969. En effet, a cette
¢poque, Harris et coll. (40) ont montré chez la souris que la fusion in vifro d’une lignée
cellulaire tumorigéne avec une lignée non tumorigéne engendrait des hybrides non
tumorigénes. En 1981, I’équipe de Stanbridge (86) montra que de tels hybrides cultivés in
vitro pouvaient redevenir tumorigeénes a la suite de la perte sélective de certains chromosomes
suggerant que des génes présents sur ces chromosomes étaient capables de supprimer le

phénotype tumorigene.
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L’histoire des génes suppresseurs de tumeur est étroitement liée a I’étude des formes
héréditaires de cancer. Dés 1971, Alfred Knudson (49) proposait, pour expliquer la double
présentation du rétinoblastome, sporadique ou familial, un modele basé sur la nécessité de
deux événements (figure 2). Dans les formes familiales, le premier événement est germinal et
le second somatique. Le premier événement correspond a la transmission d’un alléle muté au
niveau d’un locus hypothétique, appelé locus RB. Cette mutation est donc présente a 1’état
hétérozygote dans toutes les cellules de I'individu qui I’hérite, mais ne s’exprime pas
phénotypiquement car elle est récessive au niveau cellulaire. Le second événement
correspondrait a la perte ou a la mutation de ’alléle normal RB provenant de I’autre parent, ce
qui démasquerait la mutation préexistante du géne RB. Ce deuxiéme événement serait
somatique et conduirait a la transformation cellulaire lorsqu’il se produit dans certaines
cellules, en particulier celles de la rétine. Dans les formes sporadiques, les deux événements
altérant successivement les deux alléles surviendraient au niveau somatique. Ainsi, quelle que
soit la présentation épidémiologique de la maladie, le résultat serait donc I’altération, dans

une cellule de la rétine, des deux all¢les RB.

L’identification du géne Rb en 1986 (31), a permis de valider le modéle de Knudson
sur le plan moléculaire. Par la suite, de nombreux génes suppresseurs de tumeur ont été
rapidement identifiés par une approche classique de clonage positionnel a partir des familles
atteintes de formes héréditaires de cancer. L’observation d’anomalies chromosomiques
constitutionnelles associées a facilité, dans certains cas, le clonage des génes suppresseurs de
tumeur. Ce fut le cas des déletions 13q14 identifiées chez environ 5% des patients atteints de
rétinoblastomes héréditaires ou des translocations équilibrées impliquant la région ql1 du

chromosome 17 observées dans la neurofibromatose de type 1.

D’autres approches d’identification de nouveaux genes suppresseurs de tumeur, basées
sur le modele de Knudson, ont été développées. Ces approches consistent a comparer le
génome des cellules normales a celui des cellules tumorales afin de détecter et de localiser
une ou des perte(s) allélique(s). Ces délétions sont mises en évidence en comparant I’ADN
tumoral a ’ADN des lymphocytes du méme patient au niveau de locus polymorphes, ce qui
permet de détecter des pertes d’hétérozygotie (loss of heterozygosity ou LOH). Ces altérations

identifiées a la fin des années 80 ne correspondaient pas aux altérations caractéristiques des
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1" événement : mutation dans
I’ADN germinal ou somatique

—>

2°" événement : un accident
somatique dans une cellule
perturbe le méme locus sur le

chromosome homologue

ADN tumoral

Non disjonction Recombinaison Délétion Mutation
mitotique ponctuelle
+ 4
perte duplication

Figure 2. Modéle de Knudson. Déterminisme des mutations
récessives portant sur des génes suppresseurs de tumeur
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proto-oncogénes, ce qui a étayé la thése de I’existence d’un nouveau mécanisme a I’origine de
la transformation maligne. Aujourd’hui, la perte d’hétérozygotie a un locus donné dans un
cancer est un argument en faveur de la présence d’un géne suppresseur de tumeur dans la
zone délétée.

Il est important de noter qu’il existe un apparent paradoxe entre le mode de
transmission et les mécanismes moléculaires: en effet, cet événement est dominant sur le plan
génétique puisqu’il constitue la base moléculaire des formes héréditaires de cancer dont la
transmission est autosomique dominante. En revanche, cet événement apparait récessif sur le
plan cellulaire, puisque la transformation maligne de la cellule nécessitera I’inactivation du
second allele. Cet apparent paradoxe s’explique probablement par le taux élevé de mutations
somatiques dans un tissu. Alors que ces mutations n’auront pas d’effet phénotypique chez un
individu normal, elles aboutiront de fagon quasi systématique, en revanche, chez I’individu
présentant dans toutes ses cellules une mutation constitutionnelle d’un géne suppresseur de

tumeur, a I’inactivation compléte de ce géne et donc a la transformation de la cellule.
4.4. Les geénes Caretakers et Gatekeepers

Ce concept récent (48) est né de la découverte de certains génes qui ne sont pas
impliqués directement dans le processus néoplasique mais qui augmentent le risque
d’apparition d’un cancer : les génes de réparation de I’ADN.

Les génes Gatekeepers sont des génes qui agissent directement sur la croissance
tumorale en [Iinhibant ou en induisant I’apoptose (mort cellulaire programmée).
L’inactivation d’un geéne Gatekeeper donné est responsable d’un cancer d’un tissu précis. Par
exemples, les mutations héritées dans le cadre du rétinoblastome, de la neurofibromatose de
type 1 ou de la polypose colique familiale touchent la rétine, les cellules de Schwann ou le
colon, respectivement. L’apparition d’une tumeur nécessite I’altération des deux copies,
maternelle et paternelle, du géne en accord avec le modéle de Knudson.

En revanche, I'inactivation d’un geéne Caretaker n’initie pas directement la tumeur
mais entraine une instabilité génétique responsable d’une plus grande fréquence de mutations
de tous les geénes dont les geénes Gatekeepers. Dans cette situation, trois événements
supplémentaires sont nécessaires a |’apparition d’une tumeur : une mutation de I’alléle normal

du géne Caretaker hérité¢ du parent sain, suivi d’une mutation des deux alléles d’un géne
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Gatekeeper. Trois mutations étant nécessaires, le risque de cancer dans une famille
prédisposée est 5 a 50 fois supérieur a celui de la population générale mais reste cependant
nettement inférieur a celui lié¢ a une prédisposition d’un géne Gatekeeper. Qui plus est, les
mutations des geénes Carefakers sont rarement attendues dans les cancers sporadiques,
puisqu’il faut 4 mutations successives pour permettre I’apparition de la tumeur (I’altération
des deux alléles du geéne Caretaker suivie de I’inactivation des deux alleles du géne
Gatekeeper). Parmi les génes Caretakers connus, citons, entre autres, les génes de réparation
de I’ADN responsable en particulier du syndrome HNPCC et du xeroderma pigmentosum et
le géene ATM impliqué dans [P’ataxie télangiectasic. Les geénes BRCAl et BRCA2

appartiennent également probablement a cette famille de génes.

5- Génes de prédisposition aux cancers du sein et /ou de ’ovaire
5.1. BRCA1 (BReast CAncer 1)

5.1.1. Le géne

L’histoire est jalonnée de descriptions anecdotiques de familles avec agrégation de cas
de cancers du sein mais la premiere description d’une famille faisant suspecter une origine
héréditaire au cancer a été publiée par P. Broca en 1866. Ce n’est que plus d’un siécle plus
tard, en 1990, que sera localis¢ sur le bras long du chromosome 17 dans la région q21 (38) le
premier geéne de prédisposition au cancer du sein et de ’ovaire. Quatre ans plus tard, le géne
BRCAL1 était cloné par le groupe de Mark Skolnick (63). C’est un géne de trés grande taille,
composé de 24 exons recouvrant plus de 80 kb d’ADN génomique. Sa séquence codante est
constituée de 22 exons et donne naissance 2 un ARN messager d’une longueur de 7,8 kb.
Cependant, un grand nombre de variants a été décrit (épissages alternatifs) ; ainsi, certains
messagers ne comprennent pas I’exon 11, correspondant a plus de 50% de la séquence
codante (58, 63). BRCAI est exprimé de maniére ubiquitaire, bien que plus abondamment
dans le testicule et le thymus. Ce géne, bien que trés polymorphe, est assez bien conservé

chez les mammiféres.
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5.1.2. La protéine

L’ARN messager majeur du gene BRCA1 code une protéine nucléaire de 1863 acides

aminés (63), de poids moléculaire de 220 kDa. Cette protéine présente trois domaines

identifiés par analogie de séquence avec des motifs polypeptidiques connus (figure 3) :

un domaine a doigt Ring (5, 63) situé dans la région amino-terminale liant potentiellement
le zinc suggérant que la protéine BRCAI puisse étre impliquée dans des interactions avec
d’autres protéines et/ou avec I’ADN (76). Ce domaine est effectivement impliqué dans
I’interaction avec BARD1 (BRCAI associated RING domain) (108), I’un des partenaires
protéiques identifiés de BRCAI,

un exces net de 70 résidus acides, responsable d’une surcharge négative a proximité de
I’extrémité carboxy-terminale comprenant un motif de type granine consensus entre les
acides aminés 1214-1223. La protéine est de fait retrouvée dans des vésicules de sécrétion
et le complexe golgien, comme les granines (protéines localisées dans les grains de
secrétion et exprimées dans les tissus neuroendocrines dont les seins et les ovaires font
partis) (46). Il existe aussi une forme membranaire de la protéine. Ceci signifie que la
protéine BRCA1 pourrait avoir des fonctions autocrines/paracrines et devrait avoir un
récepteur. Ces résultats sont actuellement discutés en raison d’un probléme de spécificité
des anticorps anti-BRCA1 utilisés pour ces démonstrations expérimentales. Des réactions
croisées avec d’autres protéines, en particulier HER2 ou du type EGF ou de son récepteur,

ont en effet ét€ rapportées (51, 105),

une répétition carboxy-terminale d’un motif appelé BRCT qui présente des similarités
avec la protéine 53BP1 interagissant avec p53. Décrit initialement dans BRCA1, ce motif
est présent dans un groupe de protéines potentiellement impliquées dans le contréle du
cycle cellulaire (9). Un épissage alternatif de I’ARN messager de BRCAI produit une
protéine avec délétion de la séquence codée par I’exon 11, dont la localisation est

cytoplasmique.
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Figure 3. Domaines fonctionnels de la protéine BRCAL.

5.1.3. Les fonctions

Malgré les rares données dont on dispose sur BRCA1, on commence cependant a

entrevoir certaines de ces actions.
I.’invalidation chez la souris

L’invalidation du géne Brcal chez la souris produit des animaux hétérozygotes
normaux, fertiles et sans susceptibilité au cancer. En revanche, lorsque les deux copies de
Brcal sont inactivées (état nullizygote), I’embryogenése est interrompue au jour 7.5 de
gestation (37). Cet effet létal avant la gastrulation est lié¢ a I’échec de I’activité proliférative
nécessaire au développement des différentes couches embryonnaires. L’arrét de la réplication
de I’ADN induit par I"activité du géne p21 est a I'origine de cet effet antiprolifératif. Un
phénotype trés semblable, bien que moins sévere, a été observé chez les embryons Brea2 -/-
qui survivent jusqu’au jour 8,5 de gestation. Les doubles nullizygotes Brcal -/- Brca2 -/~
présentent un phénotype identique a celui des simples nullizygotes. Ces phénotypes déléteéres
démontrent clairement que Brcal et Brca2 assurent des fonctions essentielles dans les
processus de réplication de ’ADN au cours du développement. Leur interprétation doit
cependant prendre en compte deux observations divergentes : la construction de souris portant
une mutation homozygote de Brca2, probablement moins délétére, a permis d’obtenir des
animaux adultes (12, 29); une femme nullizygote a eu une existence, et en particulier un
développement normal, jusqu’au diagnostic de tumeur mammaire a 1’age de 32 ans. La

mutation portée par cette femme, prédit la production d’une protéine tronquée de 900 résidus,
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dont I’activité potentiellement suffisante pour le développement, pourrait étre déficiente pour
la susceptibilité au cancer du sein. Cependant, il n’est pas exclu que le modéle murin puisse
ne refléter qu’imparfaitement la biologie de BRCAI1 chez I’homme. A cet égard, on rappelle
que I’identité¢ entre les protéines BRCA1 humaine et Brcal murine n’excéde pas 50%,

suggérant que leurs activités biologiques respectives puissent n’étre pas totalement identiques.
Les mutations dans la pathogénie des cancers mammaires

Les mutations germinales augmentent le risque de cancer. Plus de deux cents
mutations germinales du géne BRCAL1 et plus d’une centaine de mutations du géne BRCA2
ont été décrites dans des familles présentant un excés de cancer du sein et /ou de I’ovaire,
confirmant ainsi le réle majeur de ces événements dans la susceptibilité a ces cancers. Bien
qu’il n’y ait aucun doute sur la relation causale entre ces mutations et la prédisposition au
cancer, [’hétérogénéité du spectre de tumeurs associces a la ségrégation de différents alléles
mutés de BRCAI ou BRCA2 dans les familles pose encore des questions relatives a la
pénétrance et a I’hétérogénéité allélique. Pourquoi les femmes porteuses de mutations de
BRCA1 développent-elles quasi exclusivement des cancers du sein et/ou de I'ovaire ?
Pourquoi, dans une famille donnée, des femmes porteuses du méme alléle muté développent
un cancer du sein pour certaines, un cancer de I’ovaire pour d’autres ou méme les deux
cancers pour un troisiéme groupe ? Certains résultats suggerent que la position des mutations
dans les génes BRCA1 ou BRCA?2 déterminent les risques respectifs de cancer du sein ou de
’ovaire. Par ailleurs, il est vraisemblable que des effets génétiques modulateurs, peut-étre
sensibles a I’environnement individuel, puissent étre a ['origine de ces variations

phénotypiques.

Les mutations somatiques de BRCA1 ou de BRCA2 ont été recherchées dans les
tumeurs sporadiques du sein et de I’ovaire. Des mutations (acquises) de BRCAT ont été mises
en évidence dans environ 10% des tumeurs ovariennes, alors qu’aucune mutation n’a été
observée dans les tumeurs mammaires. La fréquence de mutation de BRCA2 dans les tumeurs
mammaires ou ovariennes sporadiques est €¢galement trés faible. Les mutations sporadiques
de BRCA1 ou BRCA2 sont donc des événements exceptionnels dans les cancers sporadiques.

Cela peut paraitre surprenant si I’on considere qu’une fraction importante de tumeurs du sein,
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sporadiques ou familiales, présente une délétion affectant les régions 17g21 ou 13ql12-13,
contenant respectivement les génes BRCA1 et BRCA2. La perte simultanée de BRCAT1 et de
BRCA2 a méme ¢été observée dans des tumeurs mammaires sporadiques de grade 3. Par
ailleurs, la transition des carcinomes mammaires, in situ, en carcinome invasif s’accompagne
d’une diminution de 5 a 10 fois de la concentration d’ARNm de BRCA1. Ainsi, alors que
I’existence de délétion et 1’abaissement quantitatif de I’ARNm suggerent que BRCAI et
BRCA?2 jouent un rdle dans la pathogénie des tumeurs mammaires et ovariennes sporadiques,
I’absence de mutations somatiques reste paradoxale vis a vis du modéle classique de
Knudson. Il semble que le récent concept des génes Gatekeepers et Caretakers éclaire d’une

fagon nouvelle ce probléme.
Geénes suppresseurs de tumeur

L’étude des délétions géniques sur I’ADN tumoral de femmes porteuses d’une
mutation germinale de BRCA1 ou BRCA2 indique que I’all¢le perdu est systématiquement
Ialléle qui était normal. Cette observation constitue un argument trés fort en faveur d’une
activité de type gene suppresseur de tumeur. Cet élément est conforté par un ensemble de

résultats tels que :

» la transfection de fibroblastes murins par un vecteur codant un ARN antisens du géne
BRCAI1 conduit & la transformation de ces fibroblastes. Cette absence de synthése
protéique mime ainsi une mutation,

» e transfert du géne BRCAI normal a I’aide d’un vecteur rétroviral a un effet inhibiteur
sur la croissance d’une lignée de tumeur mammaire sporadique,

* Tactivité antiproliférative de BRCA1 dans les cellules de mammiféres (résultant de
’activation de p21),

= Tactivité antiproliférative de BRCAI chez la levure.
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Implication de BRCA1 et BRCA2 dans la réponse aux lésions

génotoxiques

Scully et coll. ont évoqué, pour la premiére fois, la possibilité que le géne BRCA1
pourrait faire partie d’une famille fonctionnelle de génes récemment appelés Caretakers (48),
capable d’informer la cellule sur I’existence de Iésions dans son ADN et, éventuellement, de
participer aux processus de réparation. Cette hypothése repose sur deux observations. D’une
part, la protéine BRCA1 est associée, dans les cellules somatiques et dans les cellules en
méiose, 8 RAD51, homologue eucaryote de RecA qui est impliquée dans la reconnaissance
(réparation) des cassures double-brin de I’ADN (78). D’autre part, la localisation et I’état de
phosphorylation de la protéine BRCA1 sont modifiés par ’exposition des cellules a des

agents génotoxiques (77).

La protéine BRCAI est localisée dans le compartiment nucléaire. Sa distribution est
ponctuée dans des corps nucléaires au cours de la phase S, puis diffuse dans la suite du cycle
cellulaire. BRCAL est associée, dans ces corps nucléaires, a plusieurs protéines, dont RAD51,
ainsi que BARDI1 dont Iinteraction avec BRCA1 implique le doigt Ring. L.’association de
BRCALI a ces corps nucléaires est perturbée par I’exposition a des agents provoquant des
lésions de I’ADN. La protéine se relocalise alors dans des macrostructures de réplication dans
lesquelles elle est associée a PCNA (proliferating cell nuclear antigen) (77). La signification
fonctionnelle des corps nucléaires n’est pas élucidée. Ils pourraient représenter des sites dans
lesquels BRCAL1 participent activement au processus de réplication (reconnaissance des
coupures de L’ADN, échanges de chromatides sceurs...). A contrario, ils pourraient
représenter des sites de séquestration de BRCA1 dont ’activité serait indésirable avant la
phase G2. Le déplacement de la protéine BRCAI induit par les agents provoquant des 1ésions

de I’ADN vers des sites de réparation pourrait étre en faveur de la seconde hypothése.

BRCALI est également associée 8 RADS1 dans les régions axiales (hors des synapses)
des complexes synaptonémaux au cours de la méiose maile (78). Les événements de
recombinaison se produisant dans les synapses, il est peu probable que BRCAI soit

directement impliqué dans le crossing over méiotique.
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Ces observations démontrent I’existence d’une interaction fonctionnelle entre BRCA
et RADS1 dans la mitose et la méiose et conduisent a I’hypothese selon laquelle BRCAI
pourrait jouer un réle dans la recombinaison, la réparation et donc le maintien de I’intégrité du
génome. Il est intéressant de souligner que les souris nullizygotes pour RADS51 présentent un
phénotype embryonnaire létal trés semblable a celui des souris nullizygotes pour les geénes

Brcal ou Brea2.
Role de BRCA1 et BRCA2 dans la transcription

Les protéines BRCA1 et BRCA2 pourraient étre des activateurs de la transcription
(10, 64, 65). La protéine BRCA1 est un élément du complexe ARN polymérase II-
holoenzyme (79), auquel il est lié via I’interaction entre son domaine BRCT et I’ARN
hélicase I (1). De plus, BRCA1 est impliqué dans la réparation couplée a la transcription des
lésions oxydatives de I’ADN (36). Le pouvoir antiprolifératif de BRCALI in vitro pourrait étre
lié & sa capacité d’activer la transcription du géne p21 (85). Enfin, la protéine BRCA1 serait

un co-activateur de la protéine TP53, avec laquelle elle interagit physiquement (69, 109).
5.1.4. Les mutations de BRCA1

Plus de 200 mutations germinales distinctes, dispersées tout au long de la séquence
codante, ont déja été décrites (15, 18). Une banque de donnée internationale (Breast cancer
Information Core), disponible sur Internet, répertoric [’ensemble des mutations
constitutionnelles (30). Seules quelques-unes d’entre elles peuvent étre considérées comme
récurrentes avec un ancétre commun, on parle alors d’effet fondateur (c’est le cas de la
mutation de ’exon 2 : 185delAG retrouvée dans la population juive ashkénaze) (67, 75) ou
fréquentes (c’est a dire de méme type mais d’origine différente, telle que la mutation de

I’exon 20 : 5382insC) (15).

Plus de 90% des mutations entrainent une protéine tronquée (décalage du cadre de
lecture ou mutation non-sens). Pour les mutations faux sens, il est souvent difficile de faire la
part entre un variant neutre sans conséquence phénotypique et une mutation délétere (18). En

conséquence, ne sont retenues comme pathogeénes que les mutations impliquant le domaine
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Ring finger; les autres sont considérées, jusqu’a preuve du contraire, comme des

polymorphismes.

5.1.5. Corrélations génotype-phénotype

L’existence de différentes présentations (sein seul, sein/ovaire, ovaire seul) laissaient

augurer de possibles corrélations entre le génotype (type de mutation) et le phénotype

(manifestations cliniques) (figure 4). Ainsi, il a été observé que les mutations siégeant avant

I’exon 13 du géne BRCAI étaient associées a4 une plus grande incidence des cancers de

I’ovaire (34). Des analyses de transfection ont également montré que les mutations du géne

BRCAI entrainant une troncation de la protéine dans la région 5’ étaient incapables d’inhiber

la prolifération de lignées de cancers de I’ovaire, alors que l'allele sauvage avait cette

propriété (43). Cette région semble donc jouer un rdle protecteur, ou tout au moins limitant,

dans le développement des cancers de I’ovaire.
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Région conservée N°2
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Incidence des cancers de 1’ovaire | |
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Figure 4. Corrélations phénotype-génotype dans les cancers du sein liés a BRCAL.
Régions conservées entre I’homme et la souris du codon 1 a 100 et du codon 1636 et 1795.
PC point de changement pour I’incidence des cancers du sein et de ’ovaire.

11 a également été retrouvé une corrélation entre le site des mutations germinales dans

le géne BRCAL et la prolifération des cancers du sein. Les mutations se produisant dans les
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deux régions les plus conservées sont le plus souvent associées a des tumeurs hautement
prolifératives (index mitotique 3). A I'inverse, on retrouve plus fréquemment des tumeurs
faiblement prolifératives lorsque les mutations touchent les régions variables. Il a été
confirmé expérimentalement que les deux régions de haute conservation situées aux
extrémités de BRCA1 jouent un réle dans le contrdle de la prolifération cellulaire. En plus de
la région N-terminale abritant le domaine RING finger, il existe, en effet, une autre région
fonctionnelle impliquée dans le controle de la prolifération a I'extrémité C-terminale de
BRCAL

Pour expliquer la plus faible prolifération associée a des mutations de la région
variable et plus particulierement de I’exon 11 de BRCAL, il avait ét¢ avancé qu’un épissage
alternatif permettait de donner naissance a des protéines fonctionnelles de petite taille. Ainsi,
dans les cellules mammaires présentant de telles mutations constitutionnelles, on serait en
présence d’un mélange de protéines tronquées non fonctionnelles, de protéines fonctionnelles
de petite taille et de protéines normales, le tout ayant pour résultat de freiner la prolifération.
Un phénomeéne similaire a été retrouvé avec des modeles animaux : les souris invalidées pour
Brcal. Lorsque I’inactivation a lieu dans le début du géne (domaine RING finger), le

phénotype est plus sévere que lorsqu’elle a lieu dans I’exon 11.

5.2. BRCA2 (BReast CAncer 2)

5.2.1. Le gene

Les premiéres analyses de liaison génétique suggéraient déja I’existence d’un
deuxiéme géne majeur de prédisposition au cancer (84, 106). Le géne BRCAZ2, localisé sur le
chromosome 13 en ql12-13, a été isolé en 1995 (106). 11 présente certaines similarités avec
BRCAI dont la taille, la structure et I’expression tissulaire. Il s’agit d’un trés grand géne
comprenant 26 exons codant dont 3 de grande taille (exons 10, 11 et 27) (90). Sa séquence
codante est distribuée sur prés de 70 kb d’ADN génomique et donne naissance a un transcrit

de 10,4 kb. Il est exprimé dans les mémes tissus que BRCAI.
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5.2.2. La protéine

La protéine est constituée de 3418 acides aminés (90, 106). Des délétions impliquant
le locus BRCA2 (analyse de perte d’hétérozygotie) ont été retrouvées a la fois dans les
cancers du sein héréditaires et sporadiques, ce qui apporte des éléments en faveur de son rdle
suppresseur de tumeur. Une séquence consensus de type granine a également été retrouvée
dans la partie carboxy-terminale de la protéine, cependant comme pour BRCA1, le rdle de
cette séquence est discuté. Il a également été décrit dans la partie centrale de la protéine un
motif répété 8 fois dont la signification biologique n’a pas encore été déterminée et qui

semble conservée phylogénétiquement (7).
5.2.3. Les mutations

Plus de 100 mutations réparties sur toute la séquence codante ont été décrites (14, 66,
90, 106). Les microdélétions semblent prédominer. Comme précédemment, il est difficile de
faire la différence entre mutations faux sens a effet délétere et polymorphismes. De méme, les
mutations tronquantes de 1’exon 27 n’emportent que la fin de la protéine et ne rendent pas
compte de la pathologie de fagon certaine (62). Certaines mutations fréquentes ou récurrentes
ont été décrites comme pour BRCAI et notamment une mutation dans la population juive
ashkénaze (exon 11 : 6174delT) (66). Un effet fondateur a clairement été démontré en Islande

ou la majorité des familles présente la méme mutation (exon 9 : 999del5).
6- Méthodes de détection des mutations inconnues

Aucune technique d’analyse en génétique moléculaire n’apparait simple et fiable a
100%. Le choix de la méthode la plus appropriée pour détecter les mutations inconnues
dépend de la sensibilité souhaitée, de ’appareillage disponible, de la possibilité de disposer
d’ARNm, de la nature des mutations ainsi que de la taille et de la structure de la séquence
codante. La diversité des mutations observées et la grande taille des deux génes majeurs de

prédisposition aux cancers du sein et de I’ovaire rendent laborieuse cette recherche.
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La stratégie qui consiste en un séquengage direct de I’ADN, manuel ou a I’aide d’un
séquenceur automatique, peut étre utilisée pour chercher directement les mutations inconnues.
Les mutations a I’état hétérozygote sont mieux détectées en séquengage manuel qu’en
séquengage automatique. Le séquengage direct manuel, en utilisant une base modifiée au
soufre 35, a été utilisé¢ dans de nombreux travaux et a permis notamment de décrire un grand
nombre de mutations dans le géne BRCA1 (81). Cependant, dans une perspective de
diagnostic de routine, ni le séquengage direct manuel, ni le séquengage automatique, ne
semble représenter la solution idéale pour le criblage de génes complexes et de grande taille et
ceci pour des raisons de temps et de coiit. Les caractéristiques des différentes méthodes sont

résumées dans le tableau 1.

Méthode Taille du Sensibilité Toxicité des | Localisation | Difficulté de Cotit
fragment réactifs de la mutation | mise au point
(pb)
Séquengage 500 99% Non Oui + s
direct
SSCP 200 70% Oui Non ++ +
HMA 300 90% Non Non + +
CSGE 500 90% Non Non + +
DGGE 500 95% Formamide Non Akt ++
PTT 2000 . Non Oui h ++
FAMA 1500 99% Non Oui 4 Fik:
DHPLC 500 99% Non Non -k +++

Tableau 1. Caractéristiques des méthodes de détection des mutations.
* . Méthode permettant la mise en évidence des mutations interrompant le cadre de lecture.

I1 est donc préférable d’utiliser une ou plusieurs méthodes de pré-criblage et d’établir
ensuite, par séquengage ciblé, la nature précise du changement. Nous allons d’abord examiner
les caractéristiques de ces méthodes et leurs limites. La contribution de chacune au diagnostic
des mutations dans les génes BRCA1 et BRCA2, ainsi que les stratégies pour un criblage

optimal de ces génes seront discutées a la fin du chapitre.
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6.1. Détection de mutations dans des produits de PCR de petite taille,

sans localisation précise

Ces différentes méthodes sont basées sur les propriétés physiques de I’ADN.
6.1.1. L’électrophoreése d’ ADN simple brin (SSCP)

L’¢électrophorése d’ADN simple brin ou SSCP (Single-Strand Conformation
Polymorphism) (69) exploite le fait que la mobilité électrophorétique de molécules d’ADN
simple brin dans un gel d’acrylamide non dénaturant varie selon sa séquence nucléotidique.
Du fait de sa facilité¢ de mise en ceuvre, cette technique est certainement la plus utilisée, bien
que son efficacité de détection ne dépasse guere 70%, de plus la SSCP est limitée a I’analyse
de courts fragments d’ADN (<200pb). Les produits d’amplification par PCR d’ADN normaux
et mutés sont dénaturés et analysés par électrophorése dans un gel de polyacrylamide non
dénaturant contenant habituellement du glycérol. La visualisation des fragments d’ADN
simple brin requiert généralement leur marquage radioactif mais une détection non radioactive

par coloration argentique ou au bromure d’éthidium a également été utilisée avec succes.
6.1.2. L électrophorese d’ADN hétéroduplex (HMA et CSGE)

L’électrophorése d’ADN hétéroduplex, dite HMA (Heteroduplex Mobility Assay)
(103), permet de détecter les mutations a 1’état hétérozygote (mais elle est aussi facilement
adaptable a des situations homozygotes ou hémizygotes) de par la présence de
mésappariements qui  influencent la mobilit¢ dans des conditions particuliéres
d’électrophorése des molécules double-brin. L’ADN hétéroduplex correspond a I’ADN
double-brin obtenu aprés dénaturation et renaturation d’un mélange de fragments homologues
d’ADN normal et mutant. A ’endroit d’une mutation, cet ADN hétéroduplex contiendra une
ou plusieurs bases mésappariées. De bons résultats (sensibilité de 90%) ont été rapportés pour
des fragments de 300 pb. Plusieurs variations de la méthode HMA ont été proposées. La
méthode CSGE (Conformation Sensitive Gel Electrophoresis) (32) permet de détecter les

mésappariements dans des fragments de plus grande taille (figure 5).
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Produits d’amplification par PCR d’un fragment d’ADN du géne BRCA1
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de CSGE
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(1 seule bande) (plusieurs bandes)
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Séquencage du fragment variant:
- Polymorphisme neutre
- Mutation délétére

Figure 5. Stratégie de recherche de mutations par
technique de CSGE puis séquengage.
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6.1.3. La méthode DGGE

La méthode DGGE (Denaturing Gradient Gel Electrophoresis) (13, 26, 39, 67, 82) est
certainement 1’une des techniques les plus efficaces. L’¢lectrophorése est effectuée dans un
gel de polyacrylamide contenant une concentration linéairement croissante d’agents
dénaturants de ’ADN (urée et formamide). Le fragment analysé migre sous I'influence du
champ électrique jusqu’au moment ou il atteint la concentration critique d’agents dénaturants
qui dissocie ses brins d’ADN au niveau de la région la moins stable, appelée domaine de
fusion. La molécule d’ADN partiellement dénaturée présente une structure branchée qui
interagit avec la réticulation du gel de polyacrylamide, ce qui ralentit considérablement la
vitesse de migration. L’arrangement séquentiel des bases d’un domaine de fusion détermine le
degré de stabilité local. Cette stabilité¢ thermodynamique dépend du contenu relatif en bases
AT ou GC, ainsi que des interactions linéaires entre bases adjacentes le long du méme brin
d’ADN. Le changement d’une seule base altére la température de fusion du domaine dans
lequel il se trouve ce qui explique que deux fragments d’ADN différents par une seule base,
au sein du domaine le moins stable, cessent leur migration électrophorétique a des positions
différentes dans le gel. La technique ne peut s’appliquer a un fragment donné que s’il contient
au moins deux domaines de stabilité différente. En outre, seules les séquences contenues dans
le domaine le moins stable sont accessibles a I’analyse, celles situées dans le dernier domaine
de fusion ne pouvant étre explorées. Pour contourner ces difficultés, certains auteurs (82) ont
proposé¢ d’introduire a I’extrémité du segment d’ADN d’intérét une séquence trés riche en G +
C, donc tres résistante a la dénaturation, appelée GC clamp, qui permet de I’analyser de fagon
exhaustive. L’efficacité de ce systéme est remarquable mais son utilisation augmente de fagon
importante le colit des analyses. La méthode permet une détection efficace de mutations
(sensibilité de 95%) pour des fragments de taille inférieure a 500 pb environ mais demande
une adaptation, pouvant étre assez longue, pour chaque nouvelle région. Lorsque les

conditions sont bien établies, cette méthode est a la fois rapide et trés efficace.
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6.2. Méthodes permettant le criblage de fragments d’ADN de grande

taille

6.2.1. Le test de protéine tronquée (PTT)

Le test de protéine tronquée (Protein Truncation Test) (42) est un test spécifique
permettant de détecter les décalages du cadre de lecture, les mutations de site d’épissage ou
les mutations non-sens qui sont responsables de I’apparition de codon stop prématuré (CSP)
donc de produits protéiques tronqués. La technique consiste a fabriquer par RT-PCR un ADN
complémentaire (ADNc), en utilisant une amorce spéciale qui porte a I’extrémité 5° un
promoteur T7, suivi par une séquence eucaryote initiatrice de la traduction. L’ADNc est
couplé a un systétme de transcription-traduction in vitro, qui utilise le promoteur T7 pour
fabriquer un ARNm et Dinitiateur de traduction le traduit. On fait migrer le produit de
traduction sur un gel. La présence d’un codon stop prématuré au sein de I’ARNm entraine la
fabrication d’une protéine tronquée dans sa région carboxy-terminale. Le PTT ne détecte que
certains types de mutations, en particulier, les mutations faux sens passent inapergues.
Lorsqu’il s’agit du type de mutations prédominant, cette caractéristique représente un
inconvénient majeur. En revanche, pour certains geénes, comme celui de la dystrophine
(myopathie de Duchenne), les geénes APC (polypose colique familiale) et BRCA, les
mutations faux-sens sont rares et généralement non pathogénes. Dans ce cas, le PTT présente
plusieurs avantages. Il ignore les substitutions de bases silencieuses non pathogénes ou les
substitutions faux-sens et révele la localisation approximative de toute mutation aboutissant a
la création d’un CSP. Par exemple, I’exon 11 du géne BRCA1 peut étre testé en utilisant de
’ADN génomique plutdét que par RT-PCR. Les fragments analysés sont de grande taille et
I’ensemble de la séquence codante peut étre étudié en seulement 6 étapes. Cette technique

nécessite, en revanche, une mise au point souvent longue.

6.2.2. La méthode FAMA

La méthode FAMA (Fluorescence Assisted Mismatch Analysis) (99) se préte

particulierement bien a I’étude de mutations a I’état hétérozygote, mais elle est aussi
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facilement adaptable a des situations homozygotes (98) ou hémizygotes (35) par mélange
avec un ADN témoin normal. La région choisie, d’une taille comprise entre 500 et 1500 pb,
est amplifiéee par PCR a partir d’un échantillon d’ADN génomique ou d’ADN
complémentaire (si la recherche est faite au niveau de I’ARNm). Dans une deuxi¢éme PCR, les
fragments produits sont marqués a leurs extrémités avec des fluorophores spécifiques pour le
brin sens et pour le brin antisens. On dénature et renature ces fragments d’ADN double-brin
qui contiennent a la fois des produits d’amplification de I’alleéle normal et de I’all¢le mutant.
Deux types d’ADN hétéroduplex sont alors formés, chacun représentant 25% des molécules.
Le clivage des mésappariements est effectué en utilisant un protocole de clivage chimique
simplifié. Les produits de réaction de clivage sont analysés a ’aide d’un séquenceur
automatique, qui détecte quantitativement les ADN simple-brin marqués par différentes
fluorescences et en détermine la taille (logiciel GENESCAN). Outre I’avantage d’utiliser des
marquages fluorescents a la place de la radioactivité, cette méthode permet d’augmenter de
fagon importante I’efficacité de détection de mutation, car tous les produits de PCR sont
marqués (brin sens et antisens de I’allele normal et de 1’alléle mutant). Le marquage de
chaque brin d’ADN avec un fluorophore différent permet aussi de superposer les tracés de
plusieurs pistes du méme gel et de les comparer. Les mutations sont ainsi détectées, méme en
présence d’un excés important (environ 10 fois) de la séquence normale, ce qui peut étre le

cas lors d’un criblage au niveau de I’ARN ou lors de la recherche de mutations somatiques.

6.2.3. La méthode DHPLC

La méthode DHPLC (Denaturing High Performance Liquid Chromatography) (100)
permet la détection de mutations de fragments de 500 pb a partir d’ADN génomique avec une
sensibilité proche de 100%. Cette technique rapide, basée sur le principe de chromatographie
en phase liquide, est certainement la plus sensible disponible a ce jour mais le coiit de

I’appareil (entre 400 000 et 600 000 francs) la réserve a quelques laboratoires en France.
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6.2.4. Les puces a ADN

Plusieurs groupes travaillent au développement de nouvelles méthodes automatisées
de dépistage de mutations. Les plus prometteuses sont trés certainement les puces a ADN
(DNA chips) (27). Plusieurs milliers ou dizaines de milliers de sondes oligonucléotidiques
sont fixées a un support de silicone ou de verre dont la surface n’excéde pas quelques
centimétres. Ces outils devraient permettre de détecter n’importe quelle mutation dans une

séquence au cours d’une seule réaction.

En conclusion, la possibilité de cribler des fragments d’ADN de 1 kb ou plus est
intéressante notamment dans les cas relativement fréquents de génes qui, comme BRCALI et
BRCA2, contiennent un ou plusieurs exons de grande taille ou assez rapprochés pour étre
amplifiés en une seule PCR sur de I’ADN génomique. Par exemple, des études utilisant la
méthode FAMA ont montré que 5 produits de PCR chevauchants permettent de cribler I’exon
11 de BRCAZ2 et 4 produits pour I’exon 11 de BRCAI qui est plus court.

Les méthodes permettant une détection de mutations dans des produits de PCR de
petite taille ont pour avantage d’étre de mise au point rapide. En revanche, le taux de
détection n’excéde pas, en général, 80% et la méthode nécessite de réaliser un grand nombre

d’amplifications et de gels pour chaque individu a tester.
7- Indications d’une recherche de mutation germinale

Bien que certaines caractéristiques commencent a se dégager, on manque actuellement
d’éléments objectifs permettant de distinguer les cas héréditaires des cas sporadiques. Par
ailleurs, dans le contexte légal actuel, il est souvent difficile d’avoir accés aux confirmations
diagnostiques des antécédents rapportés durant la consultation. L’analyse initiale reposera
donc essentiellement sur des informations d’ordre anamnéstique. Un autre élément de
confusion est I’existence d’une hétérogénéité génétique, plusieurs génes peuvent étre a
I’origine des mémes présentations cliniques. Ainsi, comme nous I’avons déja évoqué pour les
cancers du sein et de I’ovaire, deux génes majeurs, BRCA1 et BRCA2, ont été isolés et un
troisieme, BRCA3, serait localisé sur le chromosome 8 (il pourrait en exister d’autres encore

non identifiés) (45, 47, 80). Il faut signaler également qu’a coté de ces mutations a forte
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pénétrance, on évoque la participation de mutations a pénétrance plus faible, voire de
mutations qui conféreraient une certaine protection vis a vis du cancer du sein.

Des criteres cliniques ont été retenus afin d’orienter les demandes d’analyses
moléculaires aux familles pour lesquelles le risque que les cancers du sein ou de I’ovaire
soient liés a BRCA1 ou BRCAZ2 est élevé (Expertise INSERM-FNCLCC, 1998) (22) :

Critére 1 : Présence d’au moins trois cas de cancers du sein ou de I’ovaire chez des sujets
appartenant a la méme branche parentale et unis entre eux par un lien de premier ou second
degré.

Critére 2 : Présence chez des sujets unis par un lien de premier degré d’au moins deux cas de
cancers du sein dont 1’dge au diagnostic dans un cas est au plus de 40 ans ou dont un cas est
masculin. Présence chez des sujets unis par un lien de premier degré d’un cas de cancer du
sein et d’un cas de cancer de I’ovaire, ou de deux cas de cancers de I’ovaire (tumeur de
I’ovaire quel que soit I’dge).

Critére 3 : Hors critéres familiaux cités précédemment, cas précoces, tumeurs primitives
multiples.

On recherchera également des éléments cliniques pouvant orienter vers un syndrome
autre que les formes de cancers du sein seul ou sein/ovaire et notamment la maladie de

Cowden et le syndrome de Li-Fraumeni.

O m

I : Cancer du sein Cancer du sein
chez une femme chez un homme

Présence de deux cas de cancers du sein chez des sujets appartenant a la
méme branche parentale et unis entre eux par un lien de parenté de premier
degré dont un cas est masculin.
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Cancer du sein

b X

I Cancer du sein Cancer du sein

Présence de trois cas de cancers du sein chez des sujets appartenant a la méme
branche parentale et unis entre eux par un lien de parenté de premier degre.

B Cancer du sein Cancer de I’ovaire

Présence d’un cas de cancer du sein et d’un cas de cancer de I’ovaire chez des sujets
appartenant a la méme branche parentale et unis entre eux par un lien de parenté de
premier degre.
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8- La consultation d’oncogénétique

8.1. Objectifs de la consultation d’oncogénétique

Elles ont pour objectifs de répondre au consultant s’interrogeant sur ses risques
tumoraux et de I’informer des possibilités de prévention et de dépistage adapté. Les
consultations d’oncogénétique orientées vers les prédispositions aux cancers du sein et de
’ovaire ont pris leur essor aux Efats-Unis et en Europe, au début des années 90 avec la
localisation du géne BRCAL. En effet, cette avancée, pergue alors comme une étape décisive
de la compréhension des formes héréditaires de cancer du sein, a suscité beaucoup d’espoirs
dans les possibilités de prédiction et, a terme, de prise en charge des personnes a haut risque

tumoral.

Avec D’identification des génes BRCA1 et BRCA2 en 1994 et 1995, de réelles
possibilités de prédiction des risques tumoraux sont apparues. Les connaissances sur les
prédispositions génétiques aux cancers du sein et de I’ovaire sont encore récentes mais
devraient s’étoffer. Elles concernent aussi bien les relations génotype-phénotype et
I"identification de facteurs influengant la pénétrance et I’expressivité que I’optimisation de la
prise en charge médicale des sujets prédisposés. Elles posent aussi la question de I’analyse du
retentissement psychologique de I’annonce du résultat des tests, de I’évaluation de 1’adhésion
des sujets prédisposés a des recommandations de surveillance et de I’efficacité de celle-ci. Les
consultations d’oncogénétique devraient faciliter la recherche clinique qui aura pour objectif
de répondre a ces questions. L’ interprétation non univoque d’une histoire familiale de cancers
du sein (fortuite ou reflet d’une prédisposition sous-jacente) et la diversité des altérations
génétiques responsables qui sont le plus souvent différentes d’une famille a I’autre, limitent a

I’heure actuelle la réalisation des tests de prédisposition.

Ces tests de prédisposition sont a I’origine de deux situations différentes de
consultation. La premiére est une consultation consacrée a 1’analyse de I’histoire familiale et
¢ventuellement a sa caractérisation moléculaire, elle correspond souvent a la démarche d’une

femme ayant déja développé un cancer du sein dans un contexte familial de cancers et venant
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consulter non seulement pour elle mais surtout pour sa famille. La seconde correspond au test
de prédisposition proprement dit chez un sujet indemne de cancer et venant consulter parce

qu’une altération a été identifiée chez I’un de ses apparentés.
8.2. Indications d’une consultation d’oncogénétique

L’état de nos connaissances, encore limitées aux prédispositions génétiques majeures, et
la lourdeur des investigations familiales et moléculaires, conduisent a poser des indications de
consultation avec le souci de retenir les cas familiaux vraisemblablement d’origine génétique.
Les indications retenues le plus couramment a I’heure actuelle sont celles conduisant a
proposer une analyse moléculaire (voir plus haut). Néanmoins, une telle consultation ne peut

étre refusée a une personne a faible risque mais inquicte.

Lorsqu’elle est proposée, la consultation d’oncogénétique constitue un acte médical
nécessitant impérativement au moins deux consultations spécialisées, une avant la réalisation

du test et une au moment de la communication des résultats.
8.3. Problémes posés par la consultation d’oncogénétique

Les consultations d’oncogénétique posent des problémes particuliers. En effet, si plus de
la moitié des consultants sont déja atteints de cancer, d’autres sont des personnes indemnes de
toute pathologie tumorale. Pour ces derniéres, on est cependant parfois amené a confirmer une
prédisposition et I’éventualit¢é de la transmission d’une anomalie génétique a leurs
descendants. Le recueil initial de I'information passe par la reconstitution de [I’arbre
généalogique (histoire familiale). Cette étape est 4 la fois délicate car elle fait intervenir des
tiers a la consultation et douloureuse pour les consultantes car pratiquement toutes, méme
celles pour lesquelles le risque génétique ne sera pas retenu, ont une histoire familiale ou
coexistent plusieurs cancers. La prise en charge des personnes a risque va s’effectuer sur une
longue période, souvent des dizaines d’années. Parmi les possibilités d’intervention, certaines
comme la chirurgie prophylactique sont mutilantes et irréversibles. La consultation a un

retentissement psychologique au niveau personnel, familial et des conséquences sociales.
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Enfin, il existe pour les personnes ayant une mutation délétére, un risque considérable de

survenue de pathologies graves, redoutées et encore fréquemment mortelles.

Pour ces raisons, il est important de rappeler I’importance du respect de certaines régles

relatives aux interventions médicales.

11 faut que I’action envisagée pour la personne lui procure un bénéfice. Pour respecter cet
objectif majeur, les médecins doivent affronter deux difficultés. La premiére est celle de la
nature du bénéfice attendu chez une femme présentant une mutation germinale au sein d’un
gene de prédisposition au cancer du sein et/ou de 1’ovaire (espérance de vie, qualité de vie,
dignité, conséquences psychologiques et sociales). Les femmes indemnes de mutations dans
les familles informatives (mutations connues) peuvent étre rassurées, en sachant que le risque
chez ces personnes n’ayant pas hérité¢ de la mutation familiale reste celui de la population
générale du méme Aage. La seconde est celle des modalités de prise en charge. Les
interventions proposées présentent toutes des inconvénients potentiels. Le bénéfice attendu est
donc un rapport entre les risques et les avantages. La possibilité de sauver des vies ne peut
cependant servir a elle seule a justifier tous les types d’intervention et elle doit étre mise en
balance avec les échecs, les insuffisances et leur acceptabilité.

Il faut examiner la réalité de la demande des personnes consultantes et leur laisser le libre

choix des décisions.

9- Prise en charge

9.1. Cas des femmes n’ayant pas développé de cancer du sein ou

de ’ovaire

Stratégie de dépistage du cancer du sein en dehors de I’imagerie

Un examen clinique devrait étre pratiqué par un médecin 2 ou 3 fois par an dés I’4dge

de 20 ans (41). Un examen clinique des seins trés attentif doit également étre réalisé
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systématiquement dés la premiére visite de grossesse, au cours des suivantes et en post-

partum.

Stratégie de dépistage du cancer du sein par imagerie

Concernant la prescription de dépistage mammographique systématique, aucune donnée

n’existe sur une éventuelle efficacité¢ d’une telle stratégie pour les femmes ayant un risque

génétique (97), cependant cette option parait justifiée (malgré les hypothéses parfois avancées

de risque de cancers radio-induits) (16) avec une préférence pour les régles suivantes :

Planification

Age de début 30 ans et éventuellement plus tot selon I’histoire familiale (cas treés précoce)
ou individuelle (anomalie clinique)

Une mammographie pourrait étre pratiquée avant une grossesse si cette derniere était
prévue et dans les 6 mois du post-partum

Mammographie annuelle couplée a un examen clinique

Cette surveillance doit étre poursuivie tant que le gain espéré n’est pas compromis par

I’espérance de vie limitée des femmes suivies (pathologie ou vieillissement)
Organisation et techniques utilisées

Comparaison des clichés antérieurement réalisés

Deux incidences par sein : face et oblique externe (101)

Premiére lecture immédiate permettant de décider d’une incidence supplémentaire ou
d’une échographie. L’échographie doit étre systématique si la mammographie est jugée
insuffisante ou chez une femme, qui n’a pas atteint I’dge du dépistage mammographique,
pour évaluer une anomalie clinique

Deuxieme lecture systématique (94)

L’IRM peut étre utilisée seule et doit faire I’objet de protocoles évaluatifs (25)
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Les examens doivent étre pratiqués dans des centres ayant une expérience et une pratique
suffisante des examens sénologiques et ayant adhéré a un centre assurant le controle de
qualité

En cas d’anomalie douteuse (catégorie 3 a 5 de I’American College of Radiology) la

décision d’effectuer une biopsie ou de surveiller doit étre prise de maniére collégiale

Indications

Les femmes ayant une anomalie constatée par des analyses de biologie moléculaire.

En ce qui concerne les femmes pour lesquelles il n’est pas possible d’obtenir cette
information, il est utile de proposer une surveillance de cette nature a celles qui ont plus
de 20% de risque de développer un cancer du sein. Il n’est pas justifié de la proposer aux
femmes qui ont un risque tumoral inférieur a 10% (moins de 5% de risque d’avoir une
anomalie génétique constitutionnelle). Ces derniéres doivent se voir proposer les

stratégies standard de prise en charge.

Procédure

Les femmes auxquelles cette stratégie est proposée doivent étre informées que :

Malgré I’absence de certitude concernant son efficacité, cette procédure est jugée capable
de réduire la mortalité due au cancer du sein

Le dépistage doit étre régulier pour étre efficace

Une anomalie clinique per¢gue méme quelque temps aprés un examen de dépistage normal
est une raison suffisante pour consulter un médecin qui jugera de I’opportunité de réaliser
ou non & nouveau un examen d’imagerie

Certaines équipes craignent une augmentation des cancers radio-induits
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Stratégie de chirurgie prophylactique pour le cancer du sein

Une chirurgie prophylactique pour le cancer du sein (mammectomie) peut étre discutée et
réalisée chez des femmes de plus de 30 ans mais elle n’est jamais préconisée. Il est rappelé
qu’il s’agit d’une mutilation et que cette intervention n’est justifiée que si elle présente un
intérét thérapeutique. La détermination de ce dernier reléve de I’appréciation du médecin et
donc de sa responsabilit¢ propre. La demande d’une patiente de procéder a une telle
intervention est en soi insuffisante pour la légitimer. En revanche, les médecins doivent

recueillir préalablement a I’intervention, le consentement de la femme.
Stratégie de chirurgie prophylactique pour le cancer de I’ovaire

Une chirurgie prophylactique pour le cancer de I’ovaire (ovariectomie) peut étre proposée a
partir de I’dge de 40 ans ou lorsqu’une femme a eu le nombre d’enfants qu’elle souhaitait.
Lorsqu’il s’agit d’un contexte familial ou il existe des cancers du sein et de ’ovaire ou de

I’ovaire seul, I’ovariectomie prophylactique est alors recommandée & partir de 40 ans.

9.2. Cas des femmes ayant déja été traitées pour un cancer du

sein ou de ’ovaire

Une prise en charge médicale adaptée leur est proposée afin de prévenir une récidive

et/ou une nouvelle atteinte sur un autre site (sein controlatéral, ovaire).

La fréquence des examens de surveillance et les techniques d’imagerie mises en ceuvre
ne différent pas de celles qui sont proposée a une femme a haut risque indemne de cancer. En
ce qui concerne la prévention, telle qu’elle peut étre actuellement proposée, les entretiens
individuels avec les patientes montrent qu’une chirurgie prophylactique est plus acceptable
pour une femme qui a déja subit une chirurgie thérapeutique que pour une femme plus jeune
qui n’a pas été traitée pour un cancer. L’ovariectomie, parce qu’elle ne touche pas a I’image

du corps et qu’elle est proposée a un age plus avancé, est relativement bien tolérée.
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OBJECTIF DE L’ETUDE
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Le risque cumulé sur la vie d'une femme d'un pays occidental de développer un cancer
du sein est de 8 a 10% (26 000 nouveaux cas par an en France). Ce cancer est ainsi le plus
fréquent de la femme et pose donc un probléme de santé publique. 5 a 10% des cancers du
sein sont liés a une mutation constitutionnelle d'un geéne majeur de prédisposition et
représentent les formes héréditaires. Si une femme est porteuse d'un géne de prédisposition
muté, ce risque de développer un cancer passe a plus de 80% d'ou I'importance de repérer ces
femmes a trés haut risque pour une prise en charge multidisciplinaire adaptée. Ainsi, les
familles dans lesquelles ségrégent une prédisposition héréditaire au cancer du sein et/ou de
’ovaire et répondant aux critéres cliniques définis par l'expertise collective INSERM-
FNCLCC (1998) peuvent faire I'objet d'une recherche de mutation.

BRCA1 (BReast CAncer 1) et BRCA2 (BReast CAncer 2) sont les deux génes le plus
souvent retrouvés mutés dans ces formes héréditaires (80% des formes familiales de cancers
du sein et/ou de l'ovaire). La diversité de mutations observées et la grande taille de ces deux
genes rendent laborieuse la recherche de la mutation germinale. Aucune technique d'analyse
en génétique moléculaire n'apparait simple et fiable a 100%. Ainsi, le séquengage direct se

révele particuliérement cotiteux.

Notre approche consiste, en un premier temps, en un test de pré-criblage par technique
de CSGE (Conformation Sensitive Gel Electrophoresis). Une migration électrophorétique
anormale des hétéroduplex permet la mise en évidence de fragments variants. La mutation
germinale est identifiée dans un second temps par séquengage de ce fragment. Lorsque celle-
ci est retrouvée, sa recherche peut étre ensuite étendue aux apparentés a risque de la famille.
Les femmes dont le risque génétique a été identifié au niveau individuel par cette analyse font
l'objet d'une prise en charge adaptée. Les femmes ne portant pas le risque génétique lié a
BRCAI1 et BRCA2 sont toutefois surveillées de la méme maniére qu'une femme de la

population générale (figure 6).
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Amplifications d’ADN génomique par

PCR des 18 fragments sélectionnés du

géne BRCAL (sauf cancer du sein chez
un homme, 1° intention BRCA2)
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i
Amplifications d’ADN
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Figure 6. Stratégie d’identification de mutation germinale d’une famille

répondant aux critéres cliniques définis par I’expertise
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MATERIEL ET METHODES
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1- Recueil des familles

46 familles ont ¢été collectées en région lorraine grice a la consultation
d’oncogénétique du Dr Luporsi du Centre Alexis Vautrin. Toutes les familles testées
répondent aux criteres définis par I’expertise collective INSERM-FNCLCC (1998) justifiant
la recherche d’une mutation germinale d’un géne de prédisposition au cancer du sein/ovaire.
Un consentement libre et éclairé permettant la recherche d’une mutation germinale sur ADN

génomique a été obtenu pour chaque personne prélevée.
2- Extraction et dosage de I’ADN génomique total

L’ADN génomique est extrait a partir de 14 ml de sang veineux périphérique préleve
sur tube EDTA (kit Nucleon BACC3, Amersham-Life technologies). Pour certains
prélévements, une étape préalable, qui n’est actuellement plus de mise au laboratoire, a été
réalisée, consistant en une séparation des lymphocytes griace a un gradient de Ficoll (le culot
lymphocytaire est ensuite conservé a —80°C). Cette étape préalable conduit a une extraction
d’ADN, cependant le rendement est nettement inférieur a celui obtenu directement sur sang
total (facteur 10). Le dosage d’ADN se fait au fluorimétre. L’ ADN génomique est dilué a la

concentration finale de 20 ng/pl.

3- Amplification in vitro d’ADN par PCR (Polymerase Chain

Reaction)

Les amplifications par PCR sont réalisées grace a I’enzyme Ampli Taq Gold a 5 Ul/ul

(Perkin Elmer). Un mélange réactionnel de PCR comprend (volume final de 25 pl) :

dNTP 1.25 mM 4 ul concentration finale 200 pM
Tp PCR 10X 25nul concentration finale 1X
MgCI2 25 mM 1.5 ul concentration finale 3 mM
Ampli Taq Gold 0.25 pl 25Ul

H20 13.25 ul (QSP 21.5 ul)
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Dans chaque tube 0.2 ml, on ajoute a 21.5 pl du mélange réactionnel ci-dessus 1 pl
d’un mélange d’amorces sens et antisens (10 uM) puis 2.5 pl d’ADN génomique (20 ng/pl).
Une quantité minimale d’ADN génomique (50 ng) est amplifiée dans un volume final réduit

¢galement au minimum (25 pl/tube).

Dans un thermocycleur Perkin Elmer 9700, on réalise une dénaturation initiale a 95°C
pendant 10 min, puis 40 cycles comprenant une dénaturation a 95°C pendant 30 secondes, une
hybridation spécifique des amorces pendant 30 secondes, respectivement a 55°C (BRCA1) ou
a 50°C (BRCA2) suivie d’une élongation a 72°C pendant 30 secondes. Une élongation
terminale est réalisée a 72°C pendant 10 min. La spécificité du produit de PCR est contrdlée
sur gel d’agarose 2% (figure 7). L’intensité du produit de PCR (10 pl de produit initial)
comparée a celle du marqueur de taille XIV (Boehringer Mannheim) permet de réaliser un
dosage semi-quantitatif. Ce dosage permet d’estimer le volume de produit a déposer au
moment de la technique de CSGE, volume qui peut varier de 2.5 a 6 pl. La conservation des

produits de PCR se fait a 4°C jusqu’a leur utilisation.

Bande 4 500 pb —p

du marqueur XIV 44— Fragments E13

<4— Fragments E13
puis E17

44— Fragments E17

Figure 7. Produits d’amplification par PCR des fragments E13 et E17 du
gene BRCA1 de 23 cas index contr6lés sur gel d’agarose 2%. La taille
des fragments est estimée grace a une échelle 100 pb (marqueur XIV de
Roche Boehringer Mannheim).
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Tous les couples ont €té testés sur deux ADN témoins et les conditions optimisées de

fagon a ne consommer qu’une quantit¢ minimale d’ADN de chaque patient a chaque réaction.

Nom de I’amorce ~ Séquence de I’amorce Taille du produit d’amplification

par PCR d’ADN génomique
BRCAI 2F GAAGTTGTCATTTTATAAACCTTT 258 pb
BRCAI1 2R TGTCTTTTCTTCCCTAGTATGT
BRCAIE11AF ATATAGCCAGTTGGTTGATTT 351 pb
BRCAIE11AR ATTACAGAATTCAGCCTITTC
BRCAIE11BF ACAGCATGAGAACAGCAGTTT 315pb
BRCAIE1IBR CTGGAAAACCACTCATTAACT
BRCAIEIICF GTTCCTTGGATAACACTAAAT 329 pb
BRCAIEIICR TCAGTTACATGGCTTAAGTTG
BRCAIE1IDF TTGGGAAAACCTATCGGAAGA 342 pb
BRCAIEIIDR CGAGTGATTCTATTGGGTTAG
BRCAIEI1E2F TCAGGGAACTAACCAAACGGA 410 pb
BRCAIEIIE2R CCATGTTGTAGGTITCTTGCTG
BRCAIE1IFF TTGATAGTTGTTCTAGCAGTGA 350 pb
BRCAIE1IFR AACCCTTTCTCCACTTAACAT
BRCAIEIIGF AATGCTGAAGACCCCAAAGA 309 pb
BRCAIEIIGR TATGCTTGTTTCCCGACTGT
BRCAIEI1HF ACACAGAAGGCTTTAAGTATC 352 pb
BRCAIE11HR GCATTATCAACTGGCTTATCT
BRCAIE11TF CAAGGAAAGAATGAGTCTAAT 346 pb
BRCAIEIIR TGCTCACTGTACTTGGAATGT
BRCAIE11JF AAAGAGAAATGGGAAATGAG 290 pb
BRCAIE11JR TTCAGGATGCTTACAATTACTTC
BRCAIE11KF CCTGAGGTCTATAAACAAAGTCT 326 pb
BRCAIEI1KR GGGTGAAAGGGCTAGGACTC
BRCAIE1ILF TTAGCAAAAGCGTCCAGAAAG 338 pb
BRCAIEIILR TGTTTCCTCACTAAGGTGATGT
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BRCAIEI IMF TATTGGCAAAGGCATCTCAG 346 pb

BRCAIEIIMR TCCCCAAAAGCATAAACATT

BRCAI1 13F AATGGAAAGCTTCTCAAAGTA 320 pb
BRCAI 13R ATGTTGGAGCTAGGTCCTTAC

BRCA1 17F GTGTAGAACGTGCAGGATTG 263 pb
BRCAI1 17R TCGCCTCATGTGGTTTTA

BRCAIEIS8-1F CAGCCTCTGATTCTGTCAC 322 pb
BRCAIEIS8-IR AGCATCAGCAAAAACCTTAG

BRCA1 20F3 GCTCCACTTCCATTGAAGGAAG 231 pb
BRCA1 20R2 AGCGGCCCATCTCTGCAAAG

Tableau 2. Nom, séquence et taille des amorces utilisées pour les amplifications d’ADN

génomique par PCR du géne BRCAL.

4- Technique de CSGE

4.1. Préparation du gel

Le gel d’une épaisseur de 0,8 mm contient 10% de polyacrylamide :bis (acryoyl)
pipérazine (99 :1), 15% de formamide, 10% d’éthyléne glycol préparé grice a un tampon
tolérant le glycérol (89 mM Tris, 7mM Taurine et 0,ImM EDTA). La plaque de verre libre est
dégraissée a I’alcool tandis que la plaque de verre faisant partie du réservoir de tampon
(systeme d’électrophorése vertical BioRad) est passée au Sigmacote (Sigma). Cette solution
grasse permet au gel de ne pas adhérer a la plaque au moment du démoulage. Des espaceurs
de 0.8 mm d’épaisseur sont placés sur les cotés entre les deux plaques. Aprés une heure,
lorsque le gel est polymérisé, le systeme est placé verticalement dans une cuve contenant 1
litre de tampon TTE 1X tandis qu’un autre litre de tampon TTE 0.25X est déposé en haut de
la cuve. Le gel est préchauffé 1 heure a 500 volts. Deux types de cuves sont utilisés selon les
fragments a analyser. L une permet le dép6t simultané de 48 échantillons grace a un peigne
48 puits. L’autre plus étroite ne permet le dépot simultané que de 24 échantillons. En
revanche, cette seconde cuve, plus haute, a pour avantage d’autoriser I’analyse de fragments

de plus petite taille dont la migration est plus rapide.
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4.2. Préparation des échantillons

Pendant le préchauffage du gel, les produits de PCR sont dénaturés a 98°C pendant 5
min puis incubés a 68°C pendant une heure, autorisant ainsi la formation des hétéroduplex. 2
pl de tampon de charge (30% glycérol, 0.25% M/V xyléne cyanol et 0.25% M/V de bleu de
bromophénol) sont ajoutés au produit de PCR (2.5 4 6 pl selon I’intensité de signal obtenue
lors du contréle sur gel d’agarose 2%) puis déposés sur le gel d’acrylamide. Pour chaque gel,
trois dépdts successifs & 10 min d’intervalle de 23 ou 46 produits de PCR, selon la cuve
utilisée, peuvent étre effectués. La migration électrophorétique se fait sur la nuit, a 400 volts,
pendant 14 ou 15 heures selon les fragments pour la cuve 48 puits et a 500 volts pendant 20
heures pour la cuve 24 puits. Aprés migration, les deux plaques sont séparées de fagon a ce
que le gel reste collé a la plaque dégraissée a I’alcool. Le gel est ensuite coloré au bromure
d’éthidium (1 pg/ml) pendant 10 min puis rincé a I’eau milliQ. La localisation approximative
des bandes est réalisée dans un premier temps grace a une lampe a ultra violets en chambre
noire (muni de gants et d’un masque de protection oculaire). Une bande de gel d’une dizaine
de centimétres contenant les fragments est découpée. Le transfert du gel sur la plaque UV se
fait grice a une bande de papier Whatman 3M mouillé a I’eau de largeur légérement
supérieure a celle du gel. La visualisation définitive est réalisée grace a un analyseur de gel
BioRad. La finesse du gel est telle qu’elle n’autorise pas le transfert de toute la longueur d’un
gel 48 puits. Le transfert se fait donc en deux fois apres division du gel en son milieu. Le gel
est finalement photographié et analysé. En I’absence d’ADN hétéroduplex, une bande unique
est mise en évidence correspondant au seul ADN homoduplex formé. En revanche, lorsqu’il
existe une variation de la séquence nucléotidique du fragment & analyser, plusieurs bandes
sont visibles, I’une correspondant a I’ADN homoduplex, I"autre a ’ADN hétéroduplex. La
migration est dite anormale (présence d’un variant ou « shift ») (figures 8, 9 et 10). Cette
migration anormale ne nous renseigne pas sur le caractére délétere ou non de la variation

nucléotidique. Pour ce faire, le fragment est séquence.
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Exon 20 e Exon 2

Figure 8. Analyse du profil de migration €lectrophorétique par
technique de CSGE des 18 fragments sélectionnés aprés amplification
par PCR.

<€4— Fragment E11-M

<4— Fragment E11-L
4— Fragment E11-K

1 1 112 3 1 &

Figure 9. Analyse par CSGE de 3 fragments de I’exon 11 du géne
BRCALI de 23 cas index. 1, 2 et 3 : 3 profils de migration anormale de 7
cas index.
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visibilité figure 9 et 10 
conforme à l'original


<4— El1-E2

<4— EI3

<4— El1J

Figure 10. Analyse par CSGE de 3 fragments du gene BRCA1 de 23 cas index. Les
fragments E13 et E11-J présentent une migration anormale pour 11 cas index.
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5- Séquencage

Le fragment est & nouveau amplifié grice au méme couple d’amorces dans un volume
de 50 pl. Le produit d’amplification est controlé sur gel d’agarose 2%, purifié sur colonne
échangeuse d’ions (QIAquick gel extraction kit, Quiagen) afin d’éliminer I’exceés d’amorces
et de sels, le produit de PCR ainsi purifi¢ est repris dans 30 pl de tampon TE 10 :1
(Tris :EDTA). Un dosage semi-quanﬁtatif sur gel d’agarose 1% du produit de PCR purifié
permet d’estimer le volume nécessaire a la réaction de séquence. Ce dosage se fait par
comparaison de ’intensité de signal de 8 ul de produit de PCR purifié¢ a 500 ng et 1 ng de
marqueur de taille XIV. 30 ng de produit de PCR purifié sont nécessaires a cette réaction. Une
seule amorce par réaction est donc utilisée de fagon a ne synthétiser le brin d’ADN que dans
un seul sens. Les amorces utilisées sont les mémes que précédemment mais a une

concentration plus faible (3.2 pmoles).

Mélange de PCR de séquence :

Big Dye 4 ul
Tp 5X 5pul
Produit de PCR purifié 30 ng
Amorce (3.2 uM) 1 ul

Il est souvent nécessaire de compléter a 20 pul par de I’eau milliQ le volume du produit
de PCR purifié. La réaction se fait 4 96°C pendant 10 min puis a 50°C pendant 5 sec et a 60°C
pendant 4 min. Les trois étapes sont répétées 20 fois. Une purification sur billes griace au
principe de gel filtration (DyeEx Spin kit, Quiagen) permet d’éliminer I’excés de ddNTP
marqués par des fluorophores. Les produits de séquence marqués sont ensuite séchés a 60°C
dans une atmosphére dépressurisé (Speed Vac) puis le culot sec est repris dans 25 pl de TSR
(Template Suppression Reagent, ABI PRISM). Les séquences sont analysées grice a un
séquenceur d’ADN microcapillaire PE ABI 310 puis interprétées visuellement par
comparaison avec la séquence d’un fragment contréle (présentant une migration normale par
CSGE).
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RESULTATS
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1- Recueil des familles

65 familles collectées en région lorraine grice a la consultation d’oncogénétique du Dr
Luporsi répondant aux criteres définis par I’expertise collective INSERM-FNCLCC ont été
retenues parmi 200 étudiées. La présence d’une mutation germinale de BRCAI1 a été

recherchée pour 46 d’entre elles.
2- Mise au point des PCR

Nous avons choisi, grice aux données de la littérature et aux contacts pris aupres
d’équipes frangaises ayant I’expérience des recherches de mutations germinales de BRCAI,
18 couples d’amorces parmi 35 permettant [’amplification d’autant de fragments d’ADN du
géne BRCAL. Les fragments amplifiés ont une taille qui varie de 231 pb a 410 pb. Les
conditions d’amplification ont été testées puis optimisées, pour chacun d’eux, sur deux ADN
témoins. 1l a été nécessaire de changer la séquence de certains couples d’amorces lorsque le
produit d’amplification n’était pas parfaitement spécifique. Les conditions d’amplification
sont les mémes quel que soit le fragment. L’avantage est majeur, ainsi, gridce au
thermocycleur PE 9700, 4 fragments différents de 23 patients (96 réactions) peuvent étre
amplifiés simultanément. L’utilisation de barrettes colorées de 8 tubes facilite les différentes
étapes de PCR, minimise les coiits et surtout diminue les risques d’erreurs. A chaque fragment
est attribuée une couleur différente, soit 3 barrettes de méme couleur par fragment pour tester
23 patients, le dernier puits correspondant au blanc de PCR. Pour chaque PCR, 4 mélanges
seulement sont préparés, chacun d’eux avec un couple d’amorces différent puis répartis dans
les 96 tubes. L’ensemble des 18 fragments testés pour BRCA1 de 23 cas index peut donc étre
passé¢ en 5 fois (96 x 5 = 480 tubes). A I’avenir, 'utilisation d’une pipette distributrice
permettra un gain de temps et un confort de travail non négligeable. Lorsque I’ADN de 8
patients est réparti dans les 8 tubes d’une barrette, celle-ci est facilement décalée minimisant
les risques d’erreur de distribution. Le grand nombre de réactions (18 pour BRCAT1 et 23 pour
BRCAZ2) ajouté a la faible quantit¢é d’ADN disponible pour certains patients nécessite de
réduire au maximum la quantité d’ADN par réaction. Le volume est ainsi réduit a 25 pl et la

quantité d’ADN a 50 ng par réaction. Le dépot de 10 ul de produit de PCR sur gel d’agarose
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2% permet non seulement de controler la spécificité du produit mais également, comparé a
I’intensité de signal donné par le dépét de 500 ng de marqueur de taille XIV, d’estimer le
volume de produit a déposer au moment de la technique de CSGE. Ainsi, lorsque I’intensité
de signal du produit de PCR est du méme ordre que la bande a 500 pb du marqueur, il est
recommandé de déposer 3 pl du produit de PCR en CSGE tandis que lorsque le signal est plus
intense que la bande a 500 pb, 2.5 pul suffisent. En revanche, lorsque le signal est moins

intense, il est souhaitable de déposer jusqu’a 6 pl de produit de PCR.

3- Recherche de variants par CSGE

Deux cuves d’électrophorése aux caractéristiques différentes sont utilisables au
laboratoire. L’une est large et permet de déposer jusqu’a 46 échantillons simultanément.
L’autre est étroite et permet le dépot de 23 échantillons simultanément, cependant cette cuve
présente I’avantage d’étre plus haute et d’analyser des fragments de petite taille. Avec les
deux cuves, il est possible de faire 3 dépdts successifs a 10 min d’intervalle, temps minimum
nécessaire a la pénétration du produit de PCR dans le gel. La cuve large permet donc de tester
jusqu’a 138 échantillons par gel tandis que la cuve étroite permet d’en tester jusqu’a 69.
Chaque fragment migre a une vitesse propre qui dépend de sa conformation tridimensionnelle
dans le gel (fonction, elle-méme, de sa taille et de sa séquence). Cette vitesse de migration est
difficile a4 connaitre a priori. Nous avons donc déposé simultanément un échantillon de
chaque fragment sur un méme gel afin de déterminer les différentes vitesses de migration.
Trois fragments migrant a des vitesses différentes peuvent ainsi étre déposés successivement
dans un méme puits a seulement 10 min d’intervalle. La cuve étroite nous permet de tester 3
fragments de petite taille difficilement analysable grice a la cuve large. A raison de 6
fragments de 23 patients par gel pour la cuve large et de 3 fragments de 23 patients pour la
cuve étroite, 4 gels (3 avec la grande cuve et 1 avec la petite) suffisent pour analyser les 18

fragments de BRCA1 combinés judicieusement par 3 (tableau 3).
Les variants, correspondant aux fragments dont la migration est anormale, sont
identifiés apres coloration au bromure d’éthidium et visualisation sous ultra violets grice a un

analyseur de gel BioRad. 157 variants dans 12 fragments différents ont été identifiés. 21
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patients sur les 46 étudiés présentent de fagon tout a fait inattendue 6 a 7 fragments variants
(E11F, E11G, E11H, E11J, E13, E17 et E18).

Cuve large, migration a 400 volts, 14 heures au maximum

E11-F El11-I 3°™ dépot
E11-M E11-L 2°™ dépot
E11-K E2 1 dépot

Cuve large, migration a 400 volts, 15 heures au maximum

Ell-H E11-E2 3°™ dépot
E11-C E13 2" dépot
E11-G E11-] 1 dépot
Ell1-A 3 dépot
E11-D 2°" dépot
El11-B 1 dépot

Cuve haute, migration a 500 volts, 20 heures au maximum

E18 3fm° dépot
E17 29 dépot
E20 1 dépot

Tableau 3. Combinaison de produits d’amplification des fragments du géne BRCA1 pouvant
migrer simultanément par technique de CSGE. Pour chaque fragment, 23 produits

correspondant a autant de cas index sont déposés.

4- Séquencage

Lorsqu’un variant est identifié, une nouvelle PCR est réalisée dans 50 pl. L’étape de
séquengage nécessite, en effet, un minimum de 30 ng d’ADN apreés purification du produit de
PCR. Les fragments sont séquencés indépendamment griace a I’amorce sens puis grice a
I’amorce antisens. 14 mutations délétéres sont identifiées. Toutes consistent en une délétion
d’au moins 2 bases sauf une correspondant en une insertion d’une adénine. Elles conduisent

toutes a I’apparition d’un codon stop prématuré.
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Mutations délétéres

L’ensemble des mutations déléteres identifiées est répertorié figure 11.

3427insA
3596del4
3600delll  4184deld

1158delCT 2826delTG ! 4045delA |

235678910 ® EXON 11 16} ® @ @ @ 2131415 16 1718192021222324
—
===}
- . . - . I kb
Figure 11. Mutations identifiées au sein du géne BRCA1

La localisation au sein des produits d’amplification est la suivante :
Fragment E11K (10 mutations) Fragment E11M (2 mutations) Fragment E11B (1 mutation)
1 délétion 3596del4 1 délétion 4045del A 1 délétion 1158delCT
1 insertion 3427insA (figure 12) 1 délétion 4184del4 Fragment E11H (1 mutation)
8 délétions 3600del11 (figure 13) 1 délétion 2826delTG
Polymorphismes

Un exemple de double polymorphisme est présenté figure 14.

Les différents polymorphismes observes sont les suivants (tableau 4) :

Exon 11 : 955 T->G, 1186 A->G, 2196 G->A, 2201 C->T, 2430 T->C, 2731 C->T, 3232 A-
>@G, 3238 A->G

Exon 13 : 4427 C->T

Exon 17 : 57946 A->G, 57970 A->G

Exon 18 : 61729 C->T
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TTTT.&TTTCAGIG ATGCTTACCATTACNTTCCNGNANANN"
240 230 260 270

e

i

CAATTACTTCCA
ACAATTACTTCC

Décalage du cadre de lecture par insertion d’une adénine
Figure 12. Analyse de séquence d’un fragment de I’exon 11 du gene BRCA1

d’un cas index présentant une mutation par insertion d’une adénine en
position 3427,

TGATGGT GAAAT.&AAGGANN NNITBNN AAATGACZ!:@TTGAAGG AHZ?QNNTNTGNN

“ thumm.m b

Decalage du cadre de lecture

Figure 13. Analyse de séquence d’un fragment de I’exon 11 du géne BRCAI
d’un cas index présentant une mutation par délétion de 11 bases en position
3600. Dans cette étude, cette mutation est observée 8 fois.
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E\ATGA&CAG ACAAG TAAA.&GAlEAT NACAGNGATAC TTTCCCAG AGCTGAAG

tJu“unduﬂm,u umm‘ummm

2196 G->A 2201 C->T

Figure 14. Double polymorphisme neutre en position 2196 et 2201 de I’exon 11
du géne BRCAL.
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1- Choix de la stratégie

Le choix de la méthode la plus appropriée pour détecter les mutations inconnues
dépend de I’équipement, du cofit, des habitudes du laboratoire ainsi que des marges
d’insucces que I’on accepte de tolérer. De nombreux genes impliqués dans des pathologies
génétiques sont constitués, comme BRCA1 ou BRCA2, d’une séquence codante de tres
grande taille. L’absence de points chauds de mutations complique d’autant la recherche de
mutations germinales qui est laborieuse et coiteuse quelle que soit la technique employée.
Aucune d’entre elles n’est fiable 4 100%. Ainsi, le séquengage systématique ne semble pas
représenter la solution idéale pour le criblage de génes complexes et de grande taille, et ceci
pour des raisons de temps et de coft.

Nous avons choisi d’adopter une stratégie en deux temps. Le premier temps consiste
en une étape de pré-criblage par technique de CSGE reconnue pour une efficacité de
dépistage de 80%. Elle permet rapidement et a moindre coit d’identifier les fragments
présentant une variation nucléotidique sans que 1’on puisse dire a ce stade si cette variation
traduit une mutation délétére ou, au contraire, si elle n’a aucune conséquence fonctionnelle
sur la protéine (polymorphisme neutre). Cette information est obtenue a la seconde étape par

séquengage de ce fragment.

2- Choix des exons a tester

Plusieurs protocoles de recherche de mutations germinales dans le géne de
prédisposition au cancer du sein BRCA1 sont disponibles en consultant la littérature. Nous
avons également pris contact auprés d’équipes frangaises ayant 1’expérience de ces
recherches. Quel que soit le protocole, la grande taille du géene BRCAL1 et la technique de
CSGE, qui impose d’étudier des fragments dont la taille n’excéde pas 500 pb, nous obligent a
découper le géne en un grand nombre de fragments. Notre choix s’est porté sur un protocole
dont la mise au point a été réalisée par une équipe frangaise (Dr Bressac, Institut Gustave
Roussy). L’étude complete du geéne nécessite de découper la séquence codante en 35
fragments dont 13 pour I’exon 11 (60% de la séquence codante). Nous avons consulté la
littérature, les données fournies par le Breast cancer Information Core (BIC) recensant

’ensemble des mutations décrites ainsi que les données frangaises (Groupe Génétique et
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Cancer). Plus de 200 mutations différentes ont été décrites, dispersées tout le long de la
séquence codante. Bien qu’il n’existe pas de véritable point chaud de mutation, certaines ont
été décrites plusieurs fois (mutation récurrente ou fréquente). On estime que 10 mutations
différentes rendent compte de 50% des formes liées a BRCAIL. A I'inverse, certains exons ne
sont qu’exceptionnellement mutés voire jamais. En choisissant 18 fragments parmi les 35,
nous estimons détecter 80 a 90% de ’ensemble des mutations. L’ensemble de I’exon 11 est
étudié, découpé en 13 fragments, ainsi que les exons 2 (ou siege fréquemment la mutation
185delAG principalement dans la population juive ashkénaze), 13 (mutation Argl443ter), 17
(mutation 5149del4), 18 (mutation 5249ter) et enfin I’exon 20 (mutation5382insC). Dans
notre étude, aucune mutation n’a été identifiée en dehors de I’exon 11. Afin d’étre certain que
ces mutations sont bien détectables par technique de CSGE, il sera important de tester

chacune d’elle grace a I’ADN de sujets mutés (témoins positifs).
3- Etape de pré-criblage, choix de la technique de CSGE

Notre choix s’est porté sur une technique d’analyse d’ ADN hétéroduplex, technique de
CSGE (Conformation Sensitive Gel Electrophoresis). Elle permet de détecter les mutations
par la présence de mésappariements qui influencent la mobilit¢ dans des conditions
particulieres d’électrophorése des molécules double-brin obtenues aprés dénaturation et
renaturation d’un mélange de fragments homologues d’ADN normal et mutant. A 1’endroit
d’une mutation, cet ADN hétéroduplex contiendra une ou plusieurs bases mésappariées. La
méthode de CSGE repose sur le méme principe que la méthode HMA (Heteroduplex Mobility
Assay). Des améliorations ont cependant été apportées. Des fragments de plus grande taille
peuvent étre étudiés (jusqu’a 500 pb au lieu des 300 a 400 habituels). Cette technique est
rapide de mise en ceuvre d’autant plus que nous en avons I’expérience au laboratoire, peu
coliteuse et non radioactive. Sa sensibilité est bonne, de 1’ordre de 80%, et permet la détection

de mutations faux sens.
4- Identification de mutations délétéres

Quatorze mutations (13 délétions et 1 insertion) conduisant 4 un arrét prématuré de la

synthése protéique ont ét¢ identifiées parmi les 46 familles étudiées. Ces mutations donnent
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naissance a des protéines non fonctionnelles, tronquées ou absentes par destruction d’un
ARNm contenant un CSP. Elles sont considérées comme déléteres. Le taux de détection de
mutation délétere obtenu est supérieur a 30% (14/46). Ce résultat concorde avec les données
de la littérature puisque, selon les équipes, il varie entre 20 et 35% pour BRCAI. Au moins 3

parametres expliquent ce bon résultat :

° la sélection des familles selon les stricts critéres définis par I’expertise collective
INSERM-FNCLCC

° la bonne sensibilité de la technique de CSGE (de I’ordre de 80%)

B le choix des 18 fragments sur 35 permettant d’identifier 80 a 90% des mutations

Il faut cependant tenir compte du fait que le gene BRCA1 rend compte d’environ 50%
seulement des cancers du sein héréditaires et que la stratégie adoptée est une recherche non
exhaustive des mutations qui tient compte des coiits dépendant essentiellement du personnel,

des consommables et du matériel disponible.

Dans notre étude, toutes les mutations siégent dans I’exon 11 dont 10 dans un seul

fragment (E11K). Dix d’entre elles sont connues tandis que quatre autres sont nouvelles.

Fragment E11K : 10 mutations

8 délétions 3600del11

1 délétion 3596del4

1 insertion 3427insA (non décrite)
Fragment E11M : 2 mutations

1 délétion 4045del A (non décrite)

1 délétion 4184del4
Fragment E11B : 1 mutation

1 délétion 1158delCT (non décrite)
Fragment E11H : 1 mutation -

1 délétion 2826delTG (non décrite)

81



Délétion 3600dell1

La mutation 3600del11 est une des mutations frangaises les plus fréquentes puisqu’elle
est retrouvée dans 9% des familles testées (Groupe Génétique et Cancer). Nous retrouvons
cette délétion dans 17% des cas de notre série (8/46). Cette délétion retrouvée deux fois plus
fréquemment dans notre série de familles lorraines, pourrait traduire un ¢ventuel effet
fondateur. Il serait intéressant de vérifier cette hypothése en cherchant un haplotype commun
au voisinage du gene BRCA1 chez ces différentes personnes. Cette mutation préferentielle,
représentant plus de la moitié des mutations détectées, 8/14 (57%) conduit a améliorer la
stratégie de détection. La recherche des mutations doit naturellement commencer par ce
fragment. L’analyse par CSGE permettra I’identification des variants et le séquengage la mise
en évidence de la mutation. Une approche encore plus rapide par PCR suivie d’une digestion
enzymatique par I’enzyme de restriction Mael peut également étre proposée. Le fragment
normal présente deux sites de restriction, le premier dans la région de 11 paires de bases,
perdu en cas de délétion, le second hors de cette région. Chez un sujet normal, I’enzyme de
restriction coupe le fragment initial en trois nouveaux fragments (2 sites de restriction) de
longueurs différentes (217, 95 et 14 pb). En présence de la délétion 3600dell 1, un des deux
sites disparait. Ce fragment initial n’est plus coupé qu’en deux fragments de tailles différentes
(301 et 14 pb). Un mélange de fragments normaux et anormaux (chez un cas porteur de la
mutation, celle-ci est présente a 1’état hétérozygote) donnera naissance a 4 fragments de
longueurs différentes (301, 217, 95 et 14 pb). La présence du fragment de 217 pb permet la
mise en évidence de la mutation. En cas de profil anormal, le séquengage du fragment permet

la confirmation formelle de la mutation (figure 15).

Il faut, en revanche, noter que nous n’avons pas identifié les autres mutations
retrouvées fréquemment dans la population frangaise, en particulier, la mutation 5382insC
dans I’exon 20 retrouvé, en France, dans 11.3% des cas. Afin d’éliminer un éventuel
probléme de sensibilité de la technique de CSGE, il serait important de confirmer que nous
mettons effectivement bien en évidence une migration anormale sur gel a partir d’ADN d’un

patient présentant cette mutation.
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En I’absence de délétion, une seule

population d’ADN normal
217 pb
—p e
Sites de coupure par
I’enzyme Mael (bases 95 pb
CITAG)
—> S e
14 pb

217 pb

95 pb
14 pb

En I’absence de délétion, mise en évidence de 3
fragments de longueurs différentes apres digestion
enzymatique.

Région
de 11 pb [l
délétée

Présence de deux populations d”’ADN en
cas de délétion 3600del11

301 pb

Disparition -
d’un des deux ;‘ >
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enzymatique

217 pb

<+—
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e

14 pb

301 pb R
217 pb Contréle sur

gel d’agarose

95 pb 2%
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En présence de la délétion, mise en évidence de 4
fragments de longueurs différentes aprés digestion

Figure 15. Mise en évidence de la mutation 3600del11 par PCR suivie d’une

digestion enzymatique par ’enzyme de restriction Mael.
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Caractéristiques des familles présentant une mutation délétére

Les mutations siégeant avant ’exon 13 de BRCA1 sont, en général, associées a une
plus grande incidence de cancers de I’ovaire. Toutes les mutations que nous avons identifiées
sont situées avant cet exon. Aprés une premicre étude des dossiers des familles au sein
desquelles ségrégent une mutation, aucune corrélation génotype-phénotype évidente ne nous
est apparue confirmant la difficulté d’établir ces corrélations ainsi que la nécessité de grandes
séries. Les caractéristiques précises des familles liées a la mutation 3600delll seront
également a évaluer.

De la méme maniére, les cancers du sein liés 4 BRCAI sont des tumeurs volontiers
précoces (le risque tumoral 4 50 ans est de 1’ordre de 50% en moyenne), bilatérales (dans plus
de 50% des cas), de grade histopronostique 3, hautement prolifératives (index mitotique 3),
indifférenciées et rarement associés a une composante intracanalaire (CIS). Paradoxalement
malgré ces éléments, il semble que le pronostic de ces cancers ne soit pas plus défavorable en
termes d’espérance de vie. Il sera important de confronter ces données a celles de notre série

de familles pour lesquelles une mutation est identifiée.
5- Identification de polymorphismes

Parmi 157 variants identifiés par la technique de CSGE, le séquengage a permis de
montrer que 14 correspondent a une mutation délétére et 143 a des polymorphismes
rencontrés chez 26 patients différents. Parmi ces 26 patients, 5 ne présentent qu’un seul
polymorphisme. En revanche, de fagon étonnante, 21 patients présentent un profil
polymorphe trés proche. On identifie, en effet, 6 & 7 polymorphismes identiques chez chacun
d’eux. L’ensemble des polymorphismes est recensé dans le tableau 4. Ces données concordent
avec celles de la littérature malgré le peu d’informations disponibles. Au moins deux raisons
expliquent cette absence d’information. La premiére est due au fait que lorsqu’une mutation
délétere est mise en évidence, I’étude chez ce patient s’arréte. La seconde tient a I’évolution
des techniques. La tendance est aux méthodes qui mettent en évidence une protéine tronquée.
Par conséquent, les variants polymorphes ne sont pas détectés.

Ce profil polymorphe s’apparente 4 un haplotype commun présent chez presque une

personne sur deux (21/46) dans notre population de femme présentant des cancers du sein
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familiaux. 11 serait intéressant de rechercher s’il existe un lien entre cet haplotype et la
présence d’un risque lié & une mutation germinale de BRCA1. Notre étude rapporte 8 patients
avec délétion parmi les 21 présentant le profil polymorphe (39%) tandis que parmi les 25
autres patients ne présentant pas ce profil, seulement 6 sont délétés (24%). Bien entendu,
notre série est trop petite pour tirer une information statistiquement significative. Cependant,
la proportion de patients mutés appartenant a ce profil polymorphe est supérieure a la
proportion de patients ne présentant pas ce profil particulier. La connaissance du profil
polymorphe dans la population lorraine témoin permettrait de mieux approcher ces résultats

préliminaires.

Au-dela de ces interrogations, la sensibilité de la technique est confirmée par la mise
en évidence de ces différents polymorphismes qui sont ’équivalent, d’un point de vue
comportement électrophorétique, a des mutations faux sens. On peut noter, en revanche, que
la détection des mutations faux sens représente un inconvénient de la méthode puisqu’elle
oblige a séquencer un grand nombre de fragments correspondant a des mutations faux sens
souvent non déléteres. Cet inconvénient est contourné par les techniques telle que la PTT, qui
n’identifie que les mutations tronquantes, représentant la trés grande majorité des mutations
déléteres du gene BRCAL.
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Patient E11A E11B E11F E11G E11H E11J E13 E17 E18
955 T->G (+) | 1186 A->G (+) [ 2196 G->A (+) | 2430 T->C (+) | 2731 C->T (+) | 3232 A->G (+) | 4427 C->T (+) | 57946 A->G (+) | 61729 C->T (+)
2201 C->T (o) 3238 A->G (0) 57970 A->G (0)
1 (+) (o) (+) (+) (+) (+) (+)(0) (+)
2 (o) (+) (+) &) () (+)(0)
3 (+) (+) (0) (+) (+) (+) (+) (+)(©)
4 (0) (+) (+) (+) (+) (+)(0)
S (+) (0) (+) (+) (+) (+) (+)(0) (+)
6 (+) (o) (+) (+) (+) (+) (+)(0) (+)
7 (0) (+) (+) (+) (+) (+)(0)
8 (+) (0) (+) (+) (+) (+) (+)(0)
9 (0) (+) (+) (+) (+) (+)(0)
10 (0) (+) (+) (+) (+) (+)(0)
1 (0) (+) (*) () (+) (+)(0)
12 (0) (+) (+) (+) (+) (+)(0)
13 (0) (+) () (+) (+) (+)(0)
14 (o) (+) (+) (+) (+) (+)(0)
15 (o) (+) (+) (+) (+) (+)(0)
16 (0) (+) (+) (+) (+) (+)(0)
17 (o) (+) (+) (+) (+) (+)(0)
18 (+) (+) (0) (+) (+) (+) (+) (+)(0)
19 (0) (+) (+) (+) (+) (+)(0)
20 (0) (+) (+) (+) (+) (+)(0)
21 (+) (0) (+) (+) (+)(0) (+) (+)(0)
22 (+)
23 (+)
24 (+)
25 (+)
26 (+)

Tableau 4. Récapitulatif de ’ensemble des polymorphismes identifiés.
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Nous avons recherché la présence d’une mutation germinale au sein du géne
BRCA1 pour 46 cas index de 46 familles répondant aux criteres cliniques définis par
I'expertise collective INSERM-FNCLCC (1998). Une stratégie en deux temps a ét€ retenue.
La premiére étape consiste en un test de pré-criblage par technique de CSGE (Conformation
Sensitive Gel Electrophoresis). Une migration électrophorétique anormale des hétéroduplex
permet la mise en évidence de fragments variants. La mutation germinale est identifiée dans
un second temps par séquencage de ce fragment. Une des limites de notre approche est de ne
tester qu’une partie de la séquence codante du gene BRCA1. Les mutations siégeant dans les
exons non testés ou dans des régions non codantes (pouvant affecter la stabilité de I’ARN ou
de la protéine) ne sont pas détectées. Il est probable que I’évolution des techniques, en
particulier la technologie des puces @ ADN, rendra prochainement possible une détection
rapide des mutations germinales.

Notre étude a permis la mise en évidence de 143 polymorphismes. Il est important de
préciser leur implication dans la pathogénie de ces cancers. Pour chacun d’eux, trois
approches sont envisageables : une étude familiale, ’analyse de la fréquence allélique du
variant dans la population générale et des analyses fonctionnelles.

14 mutations déléteéres donnant naissance a une protéine non fonctionnelle ont été
identifiées. Pour ces 14 familles, la recherche peut étre ensuite €tendue aux apparentés a
risque par simple séquengage du fragment portant la mutation.

Les femmes dont le risque génétique a été identifié au niveau individuel par cette
analyse ont un risque de développer un cancer du sein de plus de 80% a 80 ans. Une prise en
charge adaptée est proposée a ces femmes. Dans certaines situations, une mammectomie et
une ovariectomie prophylactiques sont discutées. Cet aspect de la prise en charge reste
insatisfaisant et on peut espérer que de nouvelles formes de chimiothérapie préventive le
rendront rapidement obsoléte.

Les femmes ne portant pas le risque génétique lié a BRCA1 ne présentent pas
d’augmentation de risque par le fait d’étre apparentée a une personne prédisposée. Elles
présentent toutefois le risque de toute femme de la population générale du méme dge de
développer un cancer du sein ou de I’ovaire et sont donc surveillées de la méme manicre.

Elles peuvent également étre rassurées quant a I’absence de risque pour leur descendance.
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RESUME DE LA THESE :

Le risque cumulé sur la vie d'une femme d'un pays occidental de développer un
cancer du sein est de 8 a 10%. Ce cancer est ainsi le plus fréquent de la femme et pose
donc un probléme de santé publique. 5 & 10% des cancers du sein sont liés & une mutation
constitutionnelle d'un géne majeur de prédisposition et représentent les formes héréditaires.
Si une femme est porteuse d'un gene de prédisposition muté, ce risque de développer un
cancer passe a plus de 80% d'ou I'importance de repérer ces femmes a trés haut risque pour
une prise en charge multidisciplinaire adaptée.

BRCAI1 (BReast CAncer 1) et BRCA2 (BReast CAncer 2) sont les deux génes le
plus souvent retrouvés mutés dans ces formes héréditaires (80% des formes familiales de
cancers du sein et de l'ovaire). La diversité de mutations observees et la grande taille de ces
deux genes rendent laborieuse la recherche de la mutation germinale. Afin d’identifier la
présence éventuelle d’une mutation germinale au sein d’un de ces deux génes de
prédisposition, nous avons choisi une approche en deux temps. La premiére étape consiste
en un test de pré-criblage par technique de CSGE (Conformation Sensitive Gel
Electrophoresis). Une migration électrophorétique anormale des hétéroduplex permet la
mise en ¢vidence de fragments variants. La mutation germinale est identifiée dans un
second temps par séquengage de ce fragment.

Nous avons recherché le présence d’une mutation de BRCA1 pour 46 cas index de
46 familles.14 mutations délétéres donnant naissance a une protéine non fonctionnelle ont
¢été identifiées. Pour ces 14 familles, la recherche peut étre ensuite étendue aux apparentés
a risque par simple séquencage du fragment portant la mutation. Les femmes dont le risque
geénetique a €te identifié au niveau individuel par cette analyse font l'objet d'une prise en
charge adaptée. Les femmes ne portant pas le risque génétique li¢ 8 BRCA1 et BRCA2
sont toutefois surveillées de la méme maniére qu'une femme de la population générale.

TITRE EN ANGLAIS :

HEREDITARY BREAST AND OVARIAN CANCER.
NANCY EXPERIENCE: DNA-BASED TESTING FOR BRCA1 CANCER-
PREDISPOSING MUTATIONS.

THESE : MEDECINE SPECIALISEE - ANNEE 2000

MOTS CLEFS :

Cancer du sein et de l'ovaire; génes de prédisposition ;mutations germinales ;
BRCALI ; BRCA2 ; hétéroduplex ; CSGE ; séquengage.

Faculté de Médecine de Nancy
9, avenue de la Forét de Haye
54505 - VANDOEUVRE LES NANCY Cedex.





