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Résumé

5 a 10% des cancers du sein sont héréditaires paaisi ceux-ci seulement la moitié est
expliquée par une altération constitutionnelle dyéme de prédisposition connu tels que les
genesBRCAlet BRCA2 L'importante hétérogénéité génétique qui caréseéles familles
BRCAx rend difficile la réalisation d’études famailés groupées et ne permet pas
l'identification de nouveaux genes de prédispositau cancer du sein selon les méthodes
classiques de liaison génétique ou d’associati@s. techniques de séquencage de nouvelle
génération (NGS) a I'’échelle de I'exome ou du gém@mtier, autorisent en revanche I'étude
de familles individuelles a la recherche de muteti@onstitutionnelles privées mais le
nombre considérable de variants génétiques idéstifinpose leur tri sur des critéres de
pathogénicité ou de récurrence. Un autre critérigeeut étre représenté par l'identification
de régions candidates définies en fonction de aégements génomiques tumoraux communs
a plusieurs tumeurs au sein d’'une méme famillegémotypage tumoral par puces SNP (pour
single nucleotide polymorphidrpermet en effet la détection d’haplotypes corsedans des
régions récurrentes de LOH (polass of heterozygosjtycommunes a plusieurs tumeurs
familiales et donc l'identification de régions caéates suspectes d’abriter des mutations
germinales dans des génes de prédisposition aercanc

La combinaison de ces deux approches, génotypagardilipuis NGS, a été appliquée a une
série de 17 familles avec agrégation de cancerseilu pour lesquelles au moins deux
échantillons tumoraux étaient disponibles. Aucunoveau gene de prédisposition au cancer
du sein n'a été identifié mais une mutation dé&tamstitutionnelle du ger®eTM a ainsi été
retrouvée, associée a une perte de l'allele sawdage les 2 tumeurs d’'une famille BRCAX.
L’analyse de 17 tumeurs du sein supplémentairegepent de 10 familles avec agrégation de
cancers du sein et mutation constitutionnelle doeg®TM identifiée chez le cas index, a
révélé que l'alléle sauvageAlrM était fréequemment perdu dans ces tumeurs (>80%econ
20% attendu en situation sporadique ; p<0.001)ré&3eltat plaide fortement en faveur de
implication d’ATM dans la carcinogénése de ces cancers du sein ¢gne suppresseur de
tumeur et suggere que les mutations constitutitemielATM sont impliquées dans des

formes familiales de cancer du sein.

Mots clés : Cancer du sein familial, ATM, puces SNP, NGS, Re&gle cancer du sein
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Abstract

Hereditary breast cancers (BCs) account for 5-10%lladiagnosed BCs, yet only 50% of
such tumors arise in the context of a germline trartain known tumor suppressor genes
such asBRCALl or BRCA2 The vast genetic heterogeneity which characterBRCAX
families makes grouped studies impossible to perfddext generation sequencing (NGS)
techniques, however, allow individual families te btudied in order to identify private
mutations. Single nucleotide polymorphism (SNPgagsrallow the detection of conserved
haplotypes within recurrent regions of loss of hetggosity, common to several familial
tumors, therefore identifying genomic loci likelg harbor a germline mutation in cancer
predisposition genes.

The combination of both exome sequencing and SKBsfor a series of 17 familial BC did
not allow the identification of a novel BC predisfioon gene, but revealed a germliAéM
mutation associated with a loss of the wild-tydelalin a BRCAXx family.

The analysis of 17 additional breast tumors from BE families in which a germlinATM
mutation had been identified revealed a high frequeof wild-type allele loss in these
tumors (>80% compared to the 20% expected in sppid; p <0.001). This result argues
strongly in favor of the involvement &TM in the carcinogenesis of these tumors as a tumor
suppressor gene and suggests that gernflinkl mutations are involved in a subset of
familial BC.

Keywords: Familial breast cancer, ATM,SNP array, NGS, Breast cancer risk
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1 INTRODUCTION

1.1 Epidémiologie du cancer du sein

Le cancer du sein se situe au premier rang desranwidents chez la femme, nettement
devant le cancer colorectal et le cancer du pounebnparticulierement dans les pays

industrialisés avec plus d’'un million de nouveaas par an dans le monde [1]. De nos jours,
on considére qu’une femme sur huit développeraancer du sein au cours de sa vie. D’aprés
I'Institut National du Cancer (INCa), 54062 nouveatas de cancer du sein auraient été
diagnostiqués en 2015 en France métropolitaine mparativement, le cancer du sein chez
’lhomme est extrémement rare et concerne moins%daléd tous les cancers du sein. Bien

gu'’il soit de bon pronostic avec une survie netemdardisée a 5 ans de 87%, le cancer du
sein constitue la premiére cause de déces parrcelmee la femme avec plus de 11000 déces

(11913 estimés en 2015) recenseés par an en France.

L’incidence du cancer du sein, partant de 21000/eaux cas en 1980, a plus que doublé au
cours de ces trente derniéres années [3;4], premalt a cause de l'augmentation de
'espérance de vie, d’un déploiement du dépistagss également de la mise en place des
traitements hormonaux de la ménopause combinanb@eses et progestérone. Depuis 2005,
son incidence semble diminuer. En effet, le taumaitience standardisé a augmenté de + 1,4
% par an en moyenne entre 1980 et 2012, mais @anabane diminution de - 1,5 % par an si

on se focalise sur la période située entre 200%0&2 (56,3 cas pour 100 000 personnes-
années en 1980, 97,8 en 2005 et 88,0 en 2012) ¢2taux d’incidence a de plus baissé

rapidement sur une courte période entre 2005 ef-2008. Cette diminution décrite dans

plusieurs pays occidentaux, concernait principalgnes femmes de 50 a 69 ans [5]. Parmi
les facteurs pouvant expliquer cette baisse, la@@n du dépistage et la diminution massive
de la prescription et de l'utilisation des traitertse hormonaux de la ménopause ont été

avancées [6;7].

12



1.2 Etiologies du cancer du sein

Le cancer du sein est umaladie multifactorielle. Cela signifie que plusieuacteurs
influent sur le risque de sa survenue. On parladeurs de risque. De nombreux facteurs de
risque du cancer du sein sont connus. Certaindaiint'objet en 2008, a la demande de
'AFSSET (Agence Francaise de Sécurité Sanitaire de I'Enmgment et du Travail), d’'un
rapport d’expertise réalisé par I'lnserm et intétkl Cancer et Environnement » [8]. lls sont
présentés ci-apres méme s'’il existe encore aujourdies incertitudes quant a I'implication
et au poids de plusieurs de ces facteurs. Une meesorésentant un ou plusieurs facteurs de
risque peut effectivement ne jamais développer alecer et inversement, il est possible

gu’une personne n'ayant aucun facteur de risqu@teinte de ce cancer.

1.2.1 L’age

Comme c’est le cas pour beaucoup de cancers ddtBatiage constitue un facteur de risque

important dans la survenue d’'un cancer du seinL@}naladie est effectivement rare chez les
femmes de moins de 30 ans. En revanche, le risggraente nettement entre 50 et 75 ans ou
pres de deux tiers des cancers du sein sont diggués, avec un pic de fréquence autour de
60 ans [10;11] et un age médian au diagnostic estimFrance a 63 ans [2]. C’est pour cette
raison que toutes les femmes de cette tranche d@gfeinvitées, dans le cadre du dépistage
organisé du cancer du sein, a bénéficier d’'une magraphie tous les 2 ans, prise en charge
par I’Assurance maladie.

1.2.2 Le mode de vie

Certains éléments du mode de vie sont associég auodification, positive ou négative, du

risque de cancer du sein.
Une activité physique réguliere apparait ainsi cemm facteur protecteur [12;13] alors que

la consommation d’alcool, méme modérée et équivadema prise d'un verre par jour,

augmente le risque de cancer du sein, quel quéedgie de boisson [14-17].
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De méme, la consommation excessive d'acides ghasésaet la faible consommation de
fruits et de légumes constitueraient des facteuggraaants sans que les données
épidémiologiques soient significatives dans I'ensiendes études [18].

Concernant lI'impact du tabagisme sur les risquesateer du sein, les données sont plus
controversées et largement détaillées dans le ragfgxpertise Inserm pour 'AFSSET [8].
Le tabac peut étre considéré comme un anti-estepgancélérant le catabolisme de
I'cestradiol [19]. Ainsi, une étude a montré une idimion significative du risque de cancer
du sein dans le groupe fumeur d’une populatioredaries porteuses de mutati®@RCAlet
BRCAZ2par rapport au groupe non-fumeur [20]. Une anghyss récente a cependant indiqué
gue le risque de cancer du sein était Iégeremagmhenté chez les femmes fumant avant la
ménopause et plus particulierement avant la premiggossesse [21]aissant penser que
I'effet du tabac, a la fois cancérogene et antieggine, pourrait varier au cours de la vie et

selon le début de I'exposition.

D’autres facteurs de risque liés a notre envirorergnont été identifiés récemment, tels que
certains produits chimiques ou xénohormones quirrp@nt interférer avec les voies de

signalisation des hormones endocriniennes et augmienrisque de cancer du sein [22].

1.2.3 Les maladies bénignes du sein

Les maladies bénignes du sein constituent un fackeuisque de cancer du sein. Elles sont
histologiqguement divisées en deux groupes : lemnésprolifératives et les Iésions non

prolifératives avec ou sans atypie. Les Iésions pratifératives ne sont généralement pas
associées a un risque accru de cancer du seim ellessle sont, le risque est tres faible. Les
Iésions prolifératives sans atypie multiplient isque par deux, tandis que les lésions

hyperplasiques avec atypies augmentent ce risguenddins quatre fois [23;24].

1.2.4 La densité mammaire

La densité mammaire évaluée par mammographie doneesstimation de la composition

relative du tissu mammaire en tissu stromal, éfiithét adipeux. Pour des femmes du méme
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age, une importante densité mammaire due a ure pooportion de stroma et d’épithélium,

est associée a un risque relatif de quatre a S5i2¢2.

1.2.5 L’exposition aux radiations ionisantes

Les radiations ionisantes augmentent le risqueatiees car elles induisent des dommages a
I’ADN et a ses constituants. Un suivi intensif degteurs groupes de population a montré que

le sein était I'un des organes les plus sensihlgse#ets des radiations [23].

Le risque de cancer du sein est d’autant plus anghwie I'age de la femme est précoce au
moment de I'exposition. Un excés de cancers du aaimsi été observé chez des femmes
exposees aux radiations de bombes atomiques dlaas¢conde guerre mondiale alors
gu’elles étaient agées entre 10 et 19 ans [274 dgalement été montré que l'effet des
radiations ionisantes, chez les femmes exposéas Hage de 40 ans, était associé a un
risque de cancer du sein multiplié par trois, pmg exposition évaluée a 1 Gy [28], mais ce
risque semble diminuer fortement avec I'age a lasigon aux radiations ionisantes [&

risque de cancer du sein est par ailleurs similpger une exposition unique ou pour des

expositions multiples a intensité totale égale [29]

Deux études américaines ont également montré guexkmens radiographiques thoraciques
répétés chez des jeunes filles suivies pour un®sealepuis I'age de 10-12 ans jusqu’a I'age
de 40-50 ans en moyenne, augmentaient de manigriéicative leur risque de cancer du sein

pour des doses cumulées aussi faibles que 130 BGE31]].

Plusieurs études ont essayé de comparer les bénédic les risques du dépistage par
mammographies en fonction de I'age de début desthgm. D’'une maniére générale, les
résultats quantitatifs dépendent des coefficienties modeles de risque utilisés ainsi que des
hypothéses concernant l'efficacité du dépistagestariations d’agressivité des tumeurs en
fonction de I'age. Cependant, la plupart des asteoncluent que pour un age de début de

dépistage entre 40 et 50 ans, le bénéfice esnmetteplus important que le risque [8].

Aussi, des cancers du sein peuvent survenir dansam@ées suivant un traitement par

irradiation, notamment dans le cadre d’une malddielodgkin [32;33].
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1.2.6 L’exposition aux hormones endogenes et exogenes

Les études cliniques, animales et épidémiologiqoes,clairement démontré le caractere
hormono-dépendant du cancer du sein et plusiearsuis relatifs au statut hormonal ont été

trouvés associés au risque de cancer du sein [34].

Ainsi, le risque de cancer du sein est accru paage précoce aux premieres regles, la
nulliparité, une premiéere grossesse a terme eméamopause tardives [35]. L'exposition aux
hormones endogenes [36-38], de méme que l'utilisatihormones exogenes sous forme de
contraceptifs oraux [39], de traitements hormonaeixa ménopause [40;41] ou de traitements
de la stérilité [42], sont associées a une augrientade risque de cancer du sein.
Inversement, le risque de cancer du sein est dénpar un allaitement prolongé [43])ne
parité précoce aurait également un effet protecdelang terme [27] alors que la grossesse
elle-méme, serait associée a un risque transifd#p Les grossesses non menees a terme
(fausses couches, interruptions volontaires ouafertiques de grossesse) ne semblent pas

influencer le risque de cancer du sein [45].

L'obésité est elle-méme associée a un profil homhosoupgonné de favoriser le
développement du cancer du sein. Elle augmentg’eitviron 50% le risque de cancer du
sein chez les femmes ménopausées, probablementaison rde l'augmentation des
concentrations sériques d’cestradiol libre [23]. difet, I'excés de tissu adipeux entraine
'augmentation de la production et du temps d’expms aux hormones stéroidiennes [46].
Apres la ménopause, I'aromatisation des androgeaes le tissu adipeux est I'une des plus
considérables sources d’'aestrogénes circulantse\Emcehe, parce qu’elle donne souvent lieu
a des cycles menstruels anovulatoires, I'obésiatigrhente pas le risque chez les femmes
avant la ménopause. Elle serait méme associéeridque réduit chez ces femmes dans les

pays économiguement développés.

Le role des cestrogenes dans la cancérogénése mamestide plus mis en évidence par
I'efficacité de [l'ovariectomie et de I'hormonoth@ra par tamoxifene et inhibiteurs

d’'aromatase, dans la prévention et le traitemerst céncers du sein. Les mécanismes
oncogéniques des aestrogenes ne sont pas entier@omdés. Ils seraient cependant lieés aux

capacités de stimulation de la prolifération celitd et d’inhibition de I'apoptose ainsi qu’aux
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dommages a I’ADN causeés par les métabolites réaissus du métabolisme des cestrogénes
[47].

1.2.7 Les antécédents de cancer du sein

Les antécédents personnels et familiaux de canceseth constituent un risque majeur de
cancer du seinEn effet, une femme ayant développé un cancer mupsésente un risque
deux a quatre fois plus élevé d’en développer wveau qu'une femme indemne de cancer
au méme age. Aussine femme ayant un, deux ou trois parents au preseigré (mere, sceur
ou fille) atteint(s) d’'un cancer du sein multiptespectivement par deux, trois ou quatre son
risque de cancer du sein [48]. Le risque individieelcancer du sein augmente ainsi avec le
nombre d’apparentés atteints et I'dge précoce agnadstic [48;49].

Prés de 20 a 30 % des cancers du sein se manifesendes femmes ayant des antécédents
familiaux de cancers du sein [50;51]. Le risquernaeigté associé aux antécédents familiaux
évoque une prédisposition familiale. Cependantp’dst pas simple de savoir si cette
disposition familiale est due au hasard, a un numdeie que des membres de la famille ont en
commun, a un facteur héréditaire (ou mutation ggaé} constitutionnel transmis des parents
aux enfants, ou s'il s'agit d’'une association de ddférents éléments. Il est toutefois admis
gue 5 a 10% des cancers du sein sont héréditai2édJeux génes majeurs de susceptibilité
au cancer du sein ont été identifies dans les anb@@0 :-BRCAL(pour Breast Cancer )let
BRCAZ2(pourBreast Cancer 2 Leur implication dans la prédisposition hérédi&au cancer

du sein ainsi que celle d’autres génes découvepsis, seront présentées dans le chapitre 1.4
de I'introduction.

1.3 Classification des cancers du sein

Le cancer du sein est une maladie trés hétérogeme ld sens ou les tumeurs mammaires
présentent une grande variété phénotypique d’'upecad I'autre mais aussi au sein d’'une
méme tumeur, en fonction des structures mammaaes lkésquelles elles prennent naissance,

de leur stade de progression, et des marqueursgimokes exprimés dans chaque cellule
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tumorale. Les classifications des cancers du seinéwolué au cours du temps et des

méthodes d’analyse.

1.3.1 Classification histologique, phénotypique et pronostique

Classification histologique

Les premieres classifications des cancers du seirsosit basées sur des observations
histologiques et morphologiques. La classificatamtuellement utilisée est celle révisée en
2012 par I'Organisation Mondiale de la Santé (OVES].

Les tumeurs épithéliales malignes ou carcinomesseptent la grande majorité des tumeurs
malignes du sein. Les tumeurs malignes non épélesli(sarcomes, lymphomes malins non
hodgkiniens primitifs) sont en revanche beaucows pares (moins de 1% des cancers du

sein)

D’un point de vue histologique, les tumeurs peuveuat d’abord étre classées en fonction de
'envahissement de la glande mammaire par lesleslinéoplasiques. On distingue ainsi (i)
les cancers in situ, se définissant comme unef@ralion néoplasique épithéliale restreinte au
compartiment de la glande mammaire délimité pandenbrane basale, sansque théorique
d’envahissement ganglionnairegt (i) les cancers infiltrants, se caractérisgpdr
'envahissement du tissu conjonctif par les cefuteoplasiques au-dela de la membrane

basale.

La classification histologique des carcinomes trdiits du sein revue réecemment par 'OMS,
définit une vingtaine d’entités différentes (Tahieh. Les deux principaux types sont le type
canalaire (appelé désormais le type non spécifiqu&NS) et le type lobulaire représentant
respectivement 40 a 75% et 5 a 15% des cas [53].

Les tumeurs de type lobulairese caractérisent par la perte de I'E-cadhérinetépre
impliquée dans la cohésion des cellules épithdlialatre-elles. Sur le plan morphologique,
ceci se traduit par dpetites cellules tumorales, généralement régulietgseu mitotiques,

comportant une inclusion de mucus dans le cytopasies celluleaon cohésives, disposées
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Tableau 1. Classification des carcinomes infiltrants du sein selon I'OMS 2012

Carcinome canalaire infiltrant ou de type non spécifique (TNS)
Carcinome lobulaire infiltrant

Carcinome tubuleux

Carcinome cribriforme

Carcinome mucineux

Carcinome médullaire

Carcinome a différentiation apocrine

Carcinome a cellules en bague a chaton
Carcinome micropapillaire infiltrant

Carcinome métaplasique

Carcinome neuroendocrine

Carcinome sécrétant

Carcinome papillaire infiltrant

Carcinome a cellules acineuses

Carcinome mucoépidermoide

Carcinome polymorphe

Carcinome oncocytique

Carcinome a cellules riches en lipides

Carcinome a cellules claires (riches en glycogéne)
Carcinome sébacé

Tumeurs des glandes salivaires et des glandes annexielles
Carcinome adénoide kystique

Carcinome inflammatoire
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le plus souvent en «file indienne », envahissensttoma mammaire erespectant les
structures préexistantelse pronostic de ces cancers longtemps considéréneomeilleur,
rejoint finalement celui des canalaires infiltrafis].

Lestumeurs de type canalaire ou TN&produisent I'architecture des acini mammailissse
définissent sur le plan morphologique par I'absedeesigne histologique spécifique d'un
autre type sur plus de 50% de leur surface. Ldalesltumorales sont cohésives, le stroma
est d’abondance et de nature variées (myofibrablatefibreux, infiltrat inflammatoire), la
densité vasculaire est hétérogene d’'une tumeuawré et 'association a une composante

carcinomateuse in situ est observée dans 40 a 88%ad [53].

Le carcinome meédullair@st une autre de forme de cancer infiltrant, gprésente environ 1

a 5% des cancers du sein et dont la définitiomlugique répond aux cing criteres définis par
Ridolfi et al. en 1977 : plus de 75% de circondarip de la tumeur, architecture syncitiale
dans plus de 75% de la tumeur, stroma lymphoplagt@ioe modéré a marqué, atypies
nucléaires modérées a marquées, absence de diftdren glandulaire [54]. Il touche
souvent des femmes agées de moins de 50 ansseuesit retrouve chez les patientes ayant

une mutation du ger@RCA1 Ce type de cancer est plutét associé a un barogtic [53].

D’autres formes de carcinome infiltrant existeritesl de bon pronostic commedarcinome
tubuleux composé essentiellement de petits tubes a une seuche de cellules tumorales
réguliéres ; lecarcinome mucineugui est une forme rare de la femme agée, compartan
larges flagues de mucus extracellulaire au seimquidies flottent des ilots de cellules
malignes ; lecarcinome adénoide cystique ou cylindrom@mportant comme au niveau des
glandes salivaires, une prolifération biphasiquéeelites cellules basaloides et un contingent
de cellules épithéliales, 'ensemble s’agencanusumode cribriforme, tubulaire, trabéculaire
ou massif ; lecarcinome cribriformeinfiltrant constitué en majorité de travées inditites

d’architecture cribriforme avec atypies légeresaaénées [53;55].

Certains types de cancer sont au contraire connus lpur mauvais pronostic comme le
carcinome inflammatoiredéfini sur des critéres cliniques (sein rougguch aspect de peau
d’orange, évolutivité rapide de la tumeur) et/othpibgiques comme la présence d’emboles

dans les lymphatiques du derme superficiel [53;55].
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Le grade histopronostique

L’analyse histologique d’une tumeur fournit desommfiations sur le pronostic associé
classification originale de Scarff, Bloom et Riatswn [56] est basée sur trois criteres
histologiques différents : (i) le degré de diff&rmtion architecturale (la formation de tubes),
(ii) 'importance du pléomorphisme nucléaire ef)(le nombre de mitoses par chanmf
chacun de ces criteres est attribué un score d8 diant la somme constitue le score histo-
pronostique. Le grade | correspond ainsi a un siodéeeur a 6, le grade Il a un score de 6 a
7 et le grade 1, a un score de 8 a 9. Plus ldgde la tumeur est élevé, moins le pronostic
associé est bon.

Cette classification a été modifiée ensuite patoBlet Ellis [57] et adoptée de facon plus
générale dans le cadre des critéres de Nothingh8rad]. En effet, la taille de la tumeur et le
statut des ganglions axillaires (score de 1 : atesefenvahissement ganglionnaire ; score de
2 : atteinte de un a trois ganglions ; score deaBleinte de plus de trois ganglions) sont
également pris en compte pour I'évaluation du pstinoLa somme du score ganglionnaire,
du grade histopronostique et de la taille de laeum{en cm) pondérée de 20%, représente

I'index pronostique de Nottingham ou NPI (pour Nagtham Prognostic Index).

Le statut des récepteurs hormonaux

La détermination du statut des récepteurs hormqgraskrogenes (RE) et progestérone (RP),
participe également a la classification des caroe® mammaires infiltrants ainsi qu'a
I'évaluation du pronostic et a la prise en charge datientes. Le niveau d’expression des
récepteurs aux cestrogenes est inversement cowr@liade histopronostique et a I'expression
de ERBB2 [60]. 70 a 80% des carcinomes mammairpare&nt les récepteurs hormonaux,
permettant la mise en place d'une hormonothérapi@]. [La valeur pronostique de
'expression du récepteur a la progestérone ederdgat forte. Elle est indépendante du
grade et de la taille de la tumeur en particulibezc les patientes sans envahissement
ganglionnaire. De plus, la survie a 5 ans est ptapmelle au niveau d’expression du

récepteur a la progestérone [61].

Le statut de I'Oncogéne HER2
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L’amplification de I'oncogene HER2 (codé par le g&ERBBJ a été décrite a la fin des
années 80 [62]. La détermination du statut de bgene HER2 est une information
importante pour la prise en charge médicale desmias depuis la découverte d’'un anticorps,
le trastuzumab ou Herceptin®, ciblant de maniereciigue les cellules sur-exprimant cet
oncogene [63] dont la commercialisation a été &@éeren Europe en 2000. En effet, des
essais thérapeutiques ont démontré une réductiporiemte des rechutes et de métastases
(environ 50%) chez les patientes bénéficiant diaitement par Herceptin® en plus de la
chimiothérapie [64;65].

La diversité des types histologiques se traduisigiar une hétérogénéité de pronostic. Le
type histologique d’'un cancer du sein n'est cepehda’un paramétre pronostique parmi
d’autres comme la taille tumorale, le grade et tltus ganglionnaire. Nous allons voir
egalement qu'une donnée plus récente telle queype tmoléculaire participe a la

classification des cancers mammaires ainsi quiadealuation pronostique.

1.3.2 Classification moléculaire des cancers du sein

L’hétérogenéité des cancers du sein a rendu néeedsdablissement de classifications
permettant la création de groupes homogénes deutsmeeci dans une perspective
pronostique et diagnostique. Les nouvelles clasgifns, dites moléculaires, ont été
développées grace a I'apparition d’outils regroussss le terme générique de biopuces. Ces
techniques permettent l'analyse du génome a gradaheelle ainsi que lanalyse du
transcriptome par appréciation de I'expression démes. Elles ont pour but commun
I'identification de facteurs pronostiques et préificutilisables par la suite dans la prise en

charge du malade.

L’hypothése de l'intérét de ces analyses moléacegaformulée par I'équipe de Charles M.
Perou est que la diversité phénotypique des camtersein peut étre accompagnée d’'une
diversité au niveau de l'expression des genes,igguplar micro-array [66]. C’'est a cette
eéquipe que I'on doit une premiere classificationlénolaire des cancers du sein en quatre
sous-types sur des données transcriptomiques deur6burs, affinée a l'aide d’études
successives en 2001, 2003 et 2004 sur un plus gramdibre de prélevements, et définissant

les cing sous-types suivants : Basal-like, ERBB2ermal Breast-like, Luminal B et Luminal

22



A (Figure 1) [67-69]. Cette classification a rapitent été associée a une valeur pronostique
et a différents taux de mutation @53 et autres géenes associés au cancer du sein [67;70]
Ces sous-types appartiennent a deux grands groupss groupe caractérisé par une
expression plus ou moins forte du récepteur auxogesies codé p&SR1(estrogen receptor

1), tumeurs dites « RE positives » et l'autre par erpression faible ou nulle de celui-ci,

tumeurs dites « RE négatives ».

1.3.2.1 Le groupe des tumeurs « RE positives »

Le groupe des tumeurs « RE positives » rassembleiteeurs luminales A et luminales B.

Les tumeurs luminales Asont des cancers de bas grade présentant une padbifération et
une forte expression dESR1 GATA3 (GATA binding protein 3HNF3a (Hepatocyte
Nuclear Factor 3), XBP1 (X-box binding protein 19t LIV-1 (oestrogen regulated protein
LIV1) [69]. Elles présentent un faible taux de mutatieTP53(< 20%) [67;69]. D’'un point

de vue fonctionnel, ces tumeurs expriment prineipant des genes impliqués dans le
métabolisme des acides gras et dans la voie delisigtion des récepteurs aux cestrogenes
[71]. Le nombre de génes frequemment mutés s’adecle plus important dans ce sous-
groupe avec les genB$K3CA (45%), GATA3(14%),MAP3K1 (MAP kinase kinase kinase 3)
(13%), TP53(12%), CDH1 (9%), MLL3 (mixed-lineage leukemia 33%) etMAP2K4 (7%)
[70]. Les mutations inactivatrices #AP3K1et MAP2K4sont mutuellement exclusives. Ces

deux génes sont des acteurs de la voie de str8s3NIGL (Jun N-terminal Kinase (JNK) 1)

Les tumeurs luminales Bsont de plus haut grade que les tumeurs lumidglasec un index

de prolifération plus important, et elles exprimesrt moindre quantité les récepteurs
hormonaux RE et RP. Elles se caractérisent ainsiupa moindre expression des genes
exprimés par les tumeurs du groupe luminal A et fone expression des genes impliqués
dans le cycle cellulaire tels que les gei@®SNE1 et CCND1 (Cycline E1 et D1), mais
également les geneSGH (YGlutamyl Hydrolase PrecursgrNSEP1 (Nuclease Sensitive
Element Binding Protein 1L APTM4; (Lysosomal protein transmembranef$ et MYB
(Myeloblastosis viral oncogene homoldg®;72]. Ces tumeurs présentent des mutations des
genesPIK3CA et TP53 & une fréquence de 29%, des mutations du g=A€A3a une
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Figure 1: Classification hiérarchique supervisée den la liste des « genes intrinséques »
de Sorlie(d’apres Sorlie et al, Proc Natl Acad 2003 [68]).

(A) Représentation du cluster entier des 534 gend®? échantillons (115 prélevements
tumoraux et 7 tissus non malins). (B) Dendrogranmmoatrant la classification des tumeurs
du sein des 5 sous-groupes dont les branches stoees en fonction du sous-type
moléculaire : « luminal A » en violet, « luminal>Ben bleu, « ERBB2+ » en rose, « basal-
like » en orange et « Normal Breast-like » en vert.
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frequence de 15%, et une fréquence faible de mutatiles geneMAP3K1 (5%), CDH1
(5%) etMLL3 (6%) [70].

1.3.2.2 Le groupe des tumeurs « RE négatives »

Le groupe des tumeurs « RE négatives » comprentuiesurs dites basales, les tumeurs
ERBB2 positives (par amplification du geéBRBB3J et les tumeurs dites « normales like ».

Les tumeurs « basal-like »sont des tumeurs de haut grade histologique, asgaane forte
anisocaryose, un faible degré de différenciatiomretindex mitotique élevé [72;73]. Elles
représentent environ 15% des carcinomes canaliafiisants. L'appellation « basal-like »
provient du fait que ces tumeurs expriment de nemrbmarqueurs également exprimés par
les cellules basales de la glande mammaire nor@alsous-type correspond le plus souvent
aux tumeurs dites « triple-négatives» du fait dmbdence d’expression des récepteurs
hormonaux (RE et RP) et de l'absence de surexprest¢ HER2. |l se caractérise par
'absence d’expression des géenes associés au groupeinal » et par une forte expression
des genes d’origine myoépithéliale, notammeRiT5 (cytokératine 5XRT6B (cytokératine
6B), KRT14 (cytokératine 14)KRT17 (cytokératine 17)LAMC2 (laminine Y2), CAV1
(cavéoline 1) CAV2 (cavéoline 2)FABP7 (Fatty Acid Binding Protein 7)et EGFR
(Epidermal Growth Factor Receptofj1;72;74]. D’'un point de vue fonctionnel, ces turs
expriment principalement des génes impliqués dansohtréle du cycle cellulaire, de la
prolifération et de la réponse immunitaire [71;72F groupe présente a la fois le plus haut
taux de mutations du geré’53 (80%) et le plus bas taux de mutations du gehe3CA
(9%). A noter que la fréequence du taux de mutatsungeéneMLL3 est de 5%, soit un taux
semblable aux autres groupes [70]. Ce géne codeupeuprotéine appartenant au complexe
ASCOM (ASC-2- and MII3-containingompleX) qui posséde une activité histone méthyl-
transférase et il est décrit comme potentiel gamEpresseur de tumeur en raison de la
fréequence de ses mutations dans divers types tumeitd apparition de tumeurs lors de son

inactivation chez des souris [75].
Les tumeurs ERBB2+ sont caractérisées par une surexpression du ¢ERBB2
(Erythroblastic Leukemia Viral Oncogene Homolog &) des autres génes situés dans

'amplicon 17922.24 comm&ED24 (mediator complex subunigt GRB7 (growth factor

25



receptor-bound protein 7H9]. Ces tumeurs n’expriment pas les réceptearsibnaux RE et
RP. Elles présentent en revanche un taux élevéulations deTP53 et PIK3CA s’élevant
respectivement a 72% et 39% [70].

Les tumeurs « normal-like » sont caractérisées par une forte expression mesgexprimes

dans le tissu adipeux et les cellules non épitleslia

Les cing groupes moléculaires identifiés ont étgétés a des differences de survie et de
réponse au traitement. Les analyses des courbssrde de Kaplan-Meier ont ainsi permis
d’associer les sous-types basal-like et ERBB2+ lag mauvais pronostic. Le sous-type
luminal B présente également un moins bon pronagt& le sous-type luminal A [68]. La
similarité du profil d’expression de certains geprasre les sous-types luminal B , basal-like
et ERBB2+ suggere que I'expression de ces genat associée a un mauvais pronostic [69].
Ainsi, cette classification des cancers du seincerm sous-groupes apporte des valeurs
pronostiques d’estimation du risque de rechute wwbénéfice d’'un traitement spécifique
[76;77].

Suite a l'identification initiale de cing sous-typenoléculaires, une sous-classification a été
proposée. Pour exemple, une analyse détaillée éleesgexprimés dans les tumeurs RE
négatives montre que les tumeurs basales sontoupghétérogene de tumeurs pouvant étre
subdivisé en au moins trois sous-groupes: (i) Buge « molecular apocrine » [78], qui
partage les caractéristiques du sous-groupe « ERBB2 semble présenter une activation de
la voie de signalisation du récepteur aux androgéRé\) ; (ii) le sous-type « interferon »
[72], défini par une forte expression de STATRignal transducer and Activator of
Transcription 1)et des génes de I'immunité codant pour les intenf& (iii) le sous-groupe

« claudin-low » qui inclut les tumeurs ayant unmbtgpe «stemcell-like » [79].

De plus, la classification non supervisée de Fareel, identifie trois groupes de tumeurs
distincts [78]. Le groupe des tumeurs RE+ RA+ RB#rgssemble les tumeurs luminales, le
groupe RE- RA- RP- qui contient les tumeurs basatesnfin le groupe RE- RA+, appelé
moléculaire apocrine car il rassemble des tumewpsepant de tissus engagés dans une
différenciation apocrine. Ces derniéres tumeurg sonfait confondues avec les tumeurs

ERBB2+ car elles présentent fréquemment I'amplitéq.
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1.3.3 Caractéristiques des cancers du sein survenant dans le cadre d’une

prédisposition héréditaire connue

1.3.3.1 Caractéristiques des cancers du sein liées a une mutation constitutionnelle de
BRCA1

L’étude morphologique d’'une grande série de tumBREALlréalisée par le Breast Cancer
Linkage consortium a montré que la majorité de toaseurs (75%) est de type canalaire
infiltrant [80]. Les carcinomes meédullaires sontalégnent particulierement fréquents et
représentent environ 13% des cas [81-83]. La poésdiune composante in situ associée au
carcinome infiltrant est retrouvée dans 30 a 40% aes [80;84]. Les tumeuBRCAlsont
frequemment associées a un important infiltrat llgogytaire et sont généralement de haut
grade du fait d’'une forte prolifération se traduaisgar un index mitotique élevé et d’'une
faible différenciation [85-87]. En effet, envirod% des tumeurs sont de grade Il et 66% sont
de grade 11l [80].

Sur le plan phénotypique, une des caractéristimagsures des tumeuBRCAlest 'absence
d’expression des récepteurs hormonaux (cestrogemegpragestérone) et I'absence
d’amplification de l'oncogene HER2, ce phénotypanétcommunément appelé « triple
négatif » [88]. L'amplification de HER2 est effagtiment rare dans les tumelBRCA]
observée dans 0 a 15% des cas selon les étud&9][88e méme pour lI'expression du
récepteur aux cestrogenes et a la progestéron®[86]8Les tumeurBRCAlse caractérisent
également par la forte expression du marqueur awel&i67 et la sous-expression de la

cycline D1, illustrant leur forte prolifération [€23].

1.3.3.1.1 Profil transcriptomique des tumeurs BRCA1

D’un point de vue transcriptomique, Hedenfalk etoat montré en 2001 que les tumeurs
BRCA1 BRCAZ2et sporadiques présentaient des signatures desif@4]. Cependant, suite a
la mise en évidence des cing sous-types tumoraann@l-like, HER2, basal-like, luminal A
et luminal B), il est rapidement apparu que la mgjades tumeur8RCAlpartageaient les
caractéristiques phénotypiques des tumeurs delgpal-like, dont fait partie le phénotype

« triple négatif ». En 2002, van't Veer et al, aténtifié une signature moléculaire permettant
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d’identifier les tumeur88RCAla partir de données de transcriptome [95]. Enalgaant
leurs données, Sorlie et al, ont montré que cetfeatire était en fait une signature de
tumeurs basal-like [68], confirmant ainsi que 80&s dumeurdBRCAlsont de phénotype
basal-like [91;96;97]. D’autres études du trangorie des tumeurBRCAlont montré que
celui-ci était enrichi en genes impliqués dansyele cellulaire et la réponse immunitaire
[98;99]. Un niveau supplémentaire d’hétérogénéitdéamis en évidence parmi les tumeurs
BRCA1RE négatives, en fonction de I'expression faiblefarte du facteur de transcription
NF«B [99]. Les tumeurRCAlbasal-like ont également été associées a un pjpale
stress oxydatif et d’hypoxie, mise en évidence lpasurreprésentation du facteur HI&-1
[100].

Une minorité de tumeur8RCAL se caractérisent par l'expression du récepteur aux
cestrogenes, une forte prolifération et un faibl@tiat lymphocytaire, lesquels sont des
caractéristiques communes aux tumeurs de type aleniB. De maniére intéressante, une
étude datant de 2010, a montré que les femmesugesea’'une mutatioBRCAldéveloppant

un cancer exprimant les récepteurs aux cestrogétasnt plus agées que celles développant

un cancer de type basal-like [101].

1.3.3.1.2 Profil génomique des tumeurs BRCA1

Le génome des tumeuBRCA1apparait extrémement remanié, ceci se traduisandes

altérations du nombre de copies et des mutationétiggies.

Les altérations du nombre de copies

L’'analyse du génome des tumeuBRCALl a largement bénéficié de Il'avancée des
technologies a la frontiere entre cytogénétiguaiabgie moléculaire. Ainsi, Tirkkonen et al,

ont été les premiers a utiliser la technique d’lddiron génomique comparative sur
étalements métaphasiques, ou CGH chromosomique,goalyser les anomalies de nombre
de copies sur I'ensemble du génome tumoral. Dansélieide, ils ont montré que les tumeurs
BRCAlapparaissaient deux fois plus remaniées que tesurs sporadiques utilisées comme
contrbles [102]. Les altérations les plus récuesntetaient des pertes de régions

chromosomiques dont le 5q, le 4q, le 4p, le 2@ é12q.
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Par cette méme approche, I'équipe de Petra Nederlwi décrire une série d’anomalies (3p-,
30- et 5g-) plus fréquemment observées dans desutsiBRCAlque dans des tumeurs de
patientes a haut risque de cancer du sein. A l'dalees altérations génomiques, les auteurs
ont construit un outil permettant d’identifier deatientes porteuses d’'une mutatBRCA1
avec une sensibilité de 96% et une spécificité @8 7103;104]. Les auteurs ont ensuite
confirmé leur outil de classification en augmenti@ntésolution de la technologie CGH sur
puce BAC (poumBacterial Artificial Chromosome[105]. Les délétions des régions 5q et 4q
ont également été retrouvées dans I'étude de tied, comparant le génome de tumeurs

survenant dans un contexte familial par CGH chramogue [106].

L’identification des sous-types tumoraux précédeminrggécrits, a contribué elle aussi au
développement des signatures génomiques. En 20@&hdt et al, ont montré que les
différents profils génomiques correspondant auxXéeddhts sous-types tumoraux eétaient
retrouvés dans les cancers associés a une prédmpberéditaire. lls ont de plus démontré
gue le profil génomique des tumeuBRCAL était proche de celui des tumeurs basal-
like [107]. Plus récemment, deux études ont cordfirque les altérations précédemment
identifiées comme spécifiques des tumeBRCAL étaient également retrouvées dans la
signature génomique des tumeurs basal-like [108;l08ltération somatique du gene de
prédispositionBRCAl dans les tumeurs sporadiques basal-like partipipéablement a la

grande similitude observée entre ces deux groupésndeurs [110].

Les amplifications de matériel génomique sont eramehe plus rares dans les tumeurs
BRCA1 L'amplification de HER2 est effectivement peuguénte et concerne moins de 15%
des cas selon les études précédemment citées.okange du locus EZRBB2a celui de
BRCAI1 perdu au cours de la tumorigénese, a été proposdme explication [111]. Le gene
MYC est quant a lui amplifié dans plus de la moitié das selon Grushko et al [112] et
'amplification de la région 6q22-q24 contenantibmgeneMYB a été décrite dans 30% des
tumeursBRCA1[113].

Par ailleurs, la mise en évidence de multipleseoge I'allele muté dBRCAla suggéreé la
possibilité d’'une polyploidie des tumelBRCAL1[114]. Popova et al, se sont intéressés en
2012, a la ploidie de ces tumeurs via le dévelogmnde la méthodologie GAP (pour
Genome Alteration Prift reposant sur l'analyse de données de puces SNBJ.[1

L’innovation principale de cette méthodologie tetnaia représentation des profils de nombre
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de copies et de statut allélique dans un graphagdeux dimensions, a permis de clarifier les
profils génomiques complexes avec I'évaluation dmbre absolu de copies, I'identification
de statuts particuliers comme les isodisomies,aligation de I'hétérogénéité tumorale en
termes de proportion de cellules tumorales et ds-stones, et la détermination de la ploidie
sous-jacente. Grace a cet outil, I'équipe de T.okapet MH. Stern a pu démontrer que la
majorité des tumeuBRCAlbasal-like étaient pseudo-diploides (19/24) atprs les tumeurs
sporadiques basal-like étaient pseudo-tétraplaia@stl ; p <0,002), concluant ainsi que le
statut pseudo-diploide plaidait en faveur d’'unectivation du gend8RCAlavec une valeur
prédictive positive de 80% (IC 95% = 64% — 96%)d[LICette méme équipe a également
montré par I'’étude sur puces SNP de 65 tumeurypie liasal-like, que les tumelBRCAL
(44/44) se distinguaient des tumeurs sporadiqued)dar un taux élevé de LST (p <IP;

les LST (pour Large-scale state transitionsse définissant comme des cassures
chromosomiques entre des régions adjacentes d’ansm® Mb et correspondant le plus
souvent & des translocations inter-chromosomidLs] [ Ce résultat a été validé (p )Gur
une deuxiéme série indépendante de 55 tumeurslbasat 17 lignées cellulaires basal-like.
Parmi elles, 4 tumeurs et 2 lignées avec un tagxéétle LST présentaient une mutation de
BRCA2 L'ensemble de ces données a permis aux auteuc®m®ure que cette signature
génomique était prédictive d’'une inactivation BRCA1/2dans les tumeurs basal-like avec
une sensibilité de 100% et une spécificité de 9Ms généralement, selon une étude publiée
cette année, cette signature permettrait la déteae cancers du sein a recombinaison
homologue déficiente par inactivation de I'un dastéurs majeurs impliqués dans cette voie,
ouvrant la perspective de thérapies ciblées etste génétiques chez les patientes concernées
[117].

Les altérations des genesP53 et PTEN

Les tumeurdBRCAlse caractérisent par une grande fréqguence deiomstatu gener'P53
d’abord mise en évidence par immunohistochimiesatpren condition normale, la protéine
P53 n’est pas visible par immunomarquage du fagadeourte demi-vie [89;118]. Des études
de séquencage direct ont ensuite confirmé un edeawnutation derP53 dans les tumeurs

BRCAlpar rapport aux tumeurs sporadiques [119-121].

Le statut du gen®TENa également été étudié et a fait 'objet d’unelipabon importante

en 2008. L'équipe de Ake Borg a effectivement médnfue I'expression fréquemment
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diminuée de PTEN dans les tumeurs de type basaldilaccompagnait de mutations
ponctuelles dans les tumeurs sporadiques, tandileg@était associée a des réarrangements
complexes dans les tumeuBRCAL Les auteurs ont ainsi suggéré que ces anomalies
particulieres étaient le signe d'un défaut de réf@an de '’ADN du fait de I'absence de
BRCAL [122].

1.3.3.2 Caractéristiques des tumeurs du sein liées a une mutation constitutionnelle de
BRCAZ2

Les cancers du sein liés a une mutation constitnétbe deBRCA2sont majoritairement des
tumeurs de type carcinome canalaire infiltrant detlgrade (grade 1l ou Ill). De nombreuses
études rapportent également que la différenciatidmlaire des tumeurBRCA2est faible
(score de différenciation de 3), le pléomorphismeldaire modéré et le score mitotique élevé
et significativement supérieur au groupe contr8l&123;124].

Les tumeursBRCAZ2 présentent majoritairement une positivité aux pémgs hormonaux
ainsi gu'une absence de surexpression des prot&REB2 et des cytokératines basales
CKb5/6 [89;124;125]. Ces critéeres classent les aande sein liés BRCA2dans le phénotype

« luminal » malgré leur haut grade histologiqueg[1@4]. Elles sont également plus souvent
mutées poufP53que les tumeurs sporadiques et de nombreusesséntenis en évidence
la surexpression de protéines impliquées dansdalatton du cycle cellulaire et dans la

carcinogénese comme la Cycline D1 [126] et MYC J127

1.3.3.2.1 Profil transcriptomique des tumeurs BRCAZ

Les études transcriptomiques identifient les tume®RCA2 comme appartenant
essentiellement au groupe luminal B de la claggiba intrinseque d’expression de Sorlie
[67].

En effet, Waddell et son équipe ont observé que 4% tumeur8BRCAZ2 étudiées en
transcriptome (n=30) étaient luminales B et 33%eéataluminales A. Cette méme étude a
établi une signature preédictive des tumeBRCA2 par la technique des centroides de
shrunken, dont la validation a été insuffisanterp@we utilisée en clinique [109]. L'étude
d’'Hedenfalk en 2001, a listé 11 genes dont I'exgitesétait significativement différente entre
les tumeursBRCAZ2 et les tumeurs noBBRCA2 (tumeurs BRCAL et sporadiques). La
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validation réalisée sur le méme échantillonnageupaest de permutation randomisé a revéle
seulement 4% de mauvaise classification. Cependatit signature n'a pas été validée sur
un set de tumeurs indépendant [94]. Il est a ropterces deux signatures des tumBREA2

proposeées par Hedenfalk et Waddell n’avaient agewme en commun.

Rouault et al, ont proposé en 2012 une signatusgebasur les données d’expression
permettant de distinguer les tumeBRCA2des tumeurs BRCAX, sur une cohorte de 7
tumeursBRCA2et 24 tumeurs BRCAX ; les tumeurs BRCAx étant tleseurs du sein
survenues dans un contexte héréditaire pour ldsguaelucune mutation des genes de
prédisposition majeuBRCAlet BRCA2n’a été caractérisée. lobusteringhiérarchique des
66 genes de la signature, regroupant les écharstibm fonction de l'intensité d’expression
des genes, a permis de séparer les tumeurs aslauoile set d’entrainement et le set de
validation, pour les classer en deux groupes :tueseurs liées BRCA2et les tumeurs
BRCAX [128].

1.3.3.2.2 Profil génomique des tumeurs BRCA2

L'instabilité génétique qui caractérise les tumeBRCA2 a conduit & rechercher des

altérations génomiques, ou un profil d'altératiggaomiques, propres a ces tumeurs.

Les études par CGH-Array ont permis d'établir lsgnce de trois remaniements
régulierement associés: les délétions des bras Idag chromosomes 13 et 14 et les gains
voire les amplifications géniques du bras long tHtomosome 17 [102;108;129-131]. Ces
résultats ont conduit le groupe de Petra Nederlpfaposer une signature prédictive des
tumeursBRCA2uutilisant les centroides de shrunken qui, sur tauge de validation de 38
tumeurs (19 mutées et 19 témoins), présentait ansilslité de 89% et une spécificité de
84% [132].

La perte isolée des bras longs des chromosomets13aeété décrite chez des contrbles dans
certaines études précédemment citées. En revafadsnciation de perte des bras longs des
chromosomes 13 et 14 semble renforcer le caradpeeifique de ce remaniement.
Effectivement, une approche supervisée étudiantpiefils génomiques d’'une série de 9

tumeursBRCA2et 9 tumeurs BRCAX, a retrouvé de maniére speémfigux tumeurBRCA2
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une association de perte de matériel génétiquevaawndes bras longs des chromosomes 13
et 14 [128]. Les régions retrouvées délétées demntimeur8RCA2de cette étude, localisées
entre les régions 13q13.3-13914.3 et 14q24.2-12q3Mt d’ailleurs été confirmées par
plusieurs études indépendantes [102;108;129-132Je Btude plus récente encore, a
€galement présenté la co-occurrence de la perteédgsns 13913 et 14932 comme un
marqueur génomique de la mutatBRCA2avec une spécificité de 90% et une sensibilité de
87% observées sur 29 tumeBRCA2et 130 tumeurs de haut-grade contrdles de statut
BRCAZ2négatif ou inconnu [133].

L’'analyse pathologique et moléculaire actuelle daacers du sein, avec I'établissement
d'une signature particuliere, interroge sur l'esigte d’'une prédisposition héréditaire au
cancer sous-jacente par mutation constitutionrdgie gene8RCAlou BRCA2et ainsi, sur

'accés potentiel au diagnostic génétique des p@sesans histoire familiale de cancer du

sein.

1.4 Prédisposition héréditaire au cancer du sein

1.4.1 Les formes familiales de cancer du sein et leur déterminisme
mendélien

Historiquement, l'idée de I'existence d’une compusahéréditaire dans le cancer du sein
remonte a 1757 ou un chirurgien francais, nomm®itam, raconte I'histoire d’'une collégue

ayant présenté un cancer du sein a I'age de 1@tadent la grand-mére et un grand-oncle
maternels étaient tous deux décédés de I'évolutmrette pathologie [134;135]. Un siécle
plus tard, en 1866, Paul Broca décrit un regroup¢ragormal de cancers du sein au sein
d’'une famille, cette pathologie ayant touché suatapigénérations 10 femmes sur 24. Les
données médicales et familiales récupérées par Braga étaient alors suffisantes pour
dresser un arbre généalogique et montrer la nagnéditaire de la maladie [136]. En 1971,
Knudson propose un modele de prédisposition gargtau cancer postulant que deux
évenements mutationnels sont nécessaires au dpeet@nt tumoral avec pour les formes
héréditaires, une premiere mutation constitutidenieéritée ou de novo sur un alléle, suivie

d’'une seconde mutation somatique sur l'autre al#d@s une méme cellule [137]. Ce modele
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découvert initialement dans le cas du rétinoblastos'applique depuis aux syndromes de
prédisposition héréditaire au cancer en généralgpautation constitutionnelle d’'un géne de

prédisposition au cancer.

Le réle prépondérant des facteurs genétiques dargnientation du risque de cancer du sein
a été mis en évidence par I'étude de sceurs, etpadgulierement par I'étude de sceurs
jumelles [138;139]. En effet, le risque de dévekpypn cancer du sein est augmenté pour des
sceurs jumelles monozygotes dont I'une est atteime,comparaison avec des jumelles

dizygotes ou les sceurs d’une fratrie.

Des études de ségrégation réalisées a partir a€ea1980 ont cherché a définir le meilleur
modele génétique permettant d’expliquer les foriiaesiliales de cancer du sein [52;140-
142]. En 1991, l'une d’elles, portant sur 4730 dascancers du sein diagnostiqués chez des
femmes de 20 a 54 ans et sur 4688 cas contréle®d® age et localisation géographique, a
permis de conclure a I'existence de deux populatfmarmi les personnes atteintes de cancer
du sein : l'une sans évidence de déterminisme haned correspondant a 95% des cas et
'autre minoritaire, constituée des 5% restantsyagport avec la transmission d’un allele de
prédisposition de transmission autosomique doméale pénétrance élevée (avec un risque
tumoral mammaire de I'ordre de 70% a 70 ans) éaitide fréequence (0,33%) [52].

Ce modele mendélien, utilisé comme paramétragetletes de liaison, a été précieux pour
permettre la localisation des geleRCA1[143] etBRCA2[144], respectivement en 17g21 et
13q12, puis leur identification par la mise en évice de mutations responsables [145;146].
Ces deécouvertes ont constitué une avancée majeans ¢th compréhension de la
prédisposition héréditaire au cancer du sein, peamte de proposer des solutions de

prévention aux femmes prédisposées génétiguement.

Il est cependant rapidement apparu qu’en dehorsitiegions de prédisposition de type sein-
ovaire [147], I'implication des genddaRCAlet BRCA2ne pouvait étre retenue que pour une
partie des cas de récurrence familiale de canceseau[148]. L’expérience des laboratoires
de génétique moléculaire assurant les recherchesutietion des geneBRCAlet BRCA2

montre effectivement que lorsqu’est réalisée umherhe de mutation ponctuelle et une
recherche de grand réarrangement, une altératogalee8BRCAlet BRCA2n’est identifiée

gue dans 20% (en 2004) ou 11% (en 2014) envirorfatheles explorées [149]. Les raisons
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de ce faible taux de mise en évidence de mutatiam des familles pourtant sélectionnées
peuvent étre multiples : (i) il peut s’agir d’aliépons génétiques des geieRCAlet BRCA2
non identifiables par les méthodes utilisées |’ éinalyse familiale peut étre réalisée chez une
personne correspondant en fait a une phénocop)ecditains variants dont la signification
pathologique reste inconnue peuvent en fait éti&eatés, et enfin (iv) certains cas familiaux
correspondent probablement a des associationssdgpoaadiques. La diminution du taux de
détection des mutations entre 2004 et 2014 témpoigpeant a elle de I'élargissement des
criteres de prescriptions des analyses génétiqdeptés en amont des laboratoires et

interrogent sur la pertinence de certains d’entre e

Toutes ces raisons cependant ne permettent pasndeercompte de la totalité des formes
familiales de cancer du sein restantes. D’autrexegé&ueBRCAL et BRCA2 sont donc
impliqués dans d’assez nombreuses formes familddesancer du sein, appelées BRCAXx
[150]. Cette hypothese a été explorée par liaisemétique dans une étude menée par le
Breast Cancer Linkage Consortium & propos de 28ifllés comportant au moins 4 cas de
cancer du sein. Dans cette étude, si sur les 9dldarmcluant des cas de cancer de l'ovaire,
81% etaient liés BRCALlet si sur les 26 familles incluant des atteintessculines, 76%
étaient lies BRCAZ les familles comportant uniguement des cancersettumontraient une
absence de liaisonBRCAletBRCAZ2 dans 19 % des 34 familles d’au moins 6 cas deetan
du sein et dans 67% des 83 familles comportant 3 cas de cancer du sein [151]. Ce chiffre
de 67% corrobore le taux d’absence de mise en rsgdde mutation observé en pratique

clinique.

L’hypothése de I'existence d’'un autre mode de trassion pour les prédispositions BRCAXx
a été explorée. Deux études de ségrégation ontarduites chez des patientes pour
lesquelles aucune mutation BRCAlet BRCA2n’avait été mise en évidence : I'une portant
sur 824 familles australiennes, était en faveundjane récessif qui concernerait une femme
sur 250 [152], l'autre portant sur 1480 femmes aisgk atteintes de cancers du sein avant
'age de 55 ans dont 21 porteuses d'une mutaB&®&CA1 ou BRCA2, était également
compatible avec I'existence d’un modeéle récesgiiceonant 5 % des cas [153]. La possibilité
d’'un modele polygénique a été également souligrigs3-156] et acceptée comme une

explication pertinente des prédispositions au catgesein résiduelles [157].
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Certains cas patrticuliers représentés par les symel de Li-Fraumeni, Peutz-Jeghers et
Cowden que nous détaillerons plus tard (paragraph8.1.2), sont également associés a un
exceés de risque de cancer du sein. lls sont ceperdes rares et n’expliquent qu’une

minorité de cas héréditaires de cancer du sein.

1.4.2 Les stratégies d’identification des facteurs génétiques de
prédisposition au cancer du sein

Trois principales stratégies d’analyse ont étéséils dans le passé pour identifier sur le plan
moléculaire des facteurs génétiques prédisposantiacer. Il s’agit des analyses de liaison
géneétique, des études de re-séquencage et des dtadsociation (Figure 2). Ces dernieres
années, suite au développement considérable desidaes de séquencage de I'ADN, c’est
davantage par une approche de séquencage hautqdébite nouveaux genes ou facteurs
génétiques sont recherchés et identifiés [157;1158hsemble de ces stratégies est présenté

ci-apres.

1.4.2.1 Les analyses de liaison génétique et le clonage positionnel

Les études de liaison génétique étudient la cogatioh de marqueurs génétiques avec un
phénotype particulier dans le but de localisergises en rapport avec un phénotype ou une
maladie donné(e). Ces analyses, développées daasées 1980, sont fondées sur I'étude
de la ségrégation de genes selon leur position usurchromosome en observant la
transmission d’'un haplotype constitué d’'un alleéeathacun des loci d’intérét. Si deux loci
sont proches sur le génome, I'haplotype se transoratme un seul géne, en revanche si les
loci sont éloignés ou situés sur deux chromosonfé&rehts, on observera une ségrégation
indépendante des loci. Les études de liaison niéeetspour reussir, d'analyser de nombreux
membres d’'une ou plusieurs grandes familles afindidéinguer clairement les individus
atteints et les individus non atteints pour le mhgpe étudié. De méme, elles sont pertinentes
uniquement pour la localisation de genes associgsedénétrance élevée. Dans ce cas, les
mutations génétiques sont fortement associées aoopfpe et la majorité des individus
atteints en seront porteurs. S'il s’agit d’'un gelssocié a une faible pénétrance, la corrélation
entre le phénotype et le statut mutationnel pewt @isuffisant pour générer un signal de

liaison. La mesure statistique utilisée pour débeemla probabilité que deux loci soient liés
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est appelée LOD score (pdogarithm of odds scoje un LOD score de +3 ou plus, étant en
faveur d’un lien fort ne pouvant étre attribué asdrd et un LOD score de -2 ou moins, étant
en faveur d’'une absence de liaison [159;160]. Wnie du’une région génomique candidate
est signalée par cette approche, le clonage posélgeut ensuite étre utilisé pour affiner la
région candidate jusqu'a ce que le gene d’'intérées mutations en cause soient identifiés
[161].

Ces études de liaison, par I'analyse de grandeslldande cancer du sein, ont conduit a la
localisation en 1990 et 1994, des deux genes nsapiprédisposition héréditaire au cancer
du sein que sont les genBRCAlau locus 17921 [143] &RCA2au locus 13g12-13 [144],
ainsi qu'a leur clonage quelques années plus tesgectivement en 1994 et 1995 [145;146].
Des études de liaison ont également été realiss@es des groupes de familles présentant un
phénotype particulier pour cartographier les Igoédfiques en lien avec des syndromes
comportant un risque élevé de cancer du sein.drage positionnel a ensuite été utilisé pour
identifier les génes en cause, tels BU&EN STK11 etCDH1 (Figure 2) [162-167].

Cependant, le cancer du sein est de nature compleles études de liaison ne sont pas
toujours simples a réaliser. Un élément clé dedestude liaison est effectivement d'obtenir
des échantillons de tous les membres d’'une fanetlen particulier de ceux qui sont atteints.
Ces derniers pouvant étre décédés ou inaccesyblas d’autres raisons, il est parfois

impossible de recueillir leur prélevement sangia.plus, le cancer du sein est une maladie
hétérogéne avec différents phénotypes et pouvard éffectée par des facteurs

environnementaux. L'ensemble de ces facteurs anmitet la découverte d’autres genes de

prédisposition au cancer du sein par cette méthode.

En effet, quelques loci candidats ont été rappocts dernieres années : la région 8pl2
suggérée par I'analyse de 2 familles distincteslaot¢gion 13g21 sur des résultats de CGH
chromosomique a propos de 61 tumeurs appartendntfamilles BRCAx [168] mais dans

les deux cas, ces loci ont été exclus par étuddiaikon génétique sur 128 familles

BRCAX [169;170]. Le locus 17g11-q12 a égalementpétdosé sur des approches de CGH
chromosomique, de LOHL¢ss of Heterozygosityet de liaison génétique a propos de 18
tumeurs familiales BRCAX, mais aucune mutation pia étre caractérisée sur dix genes

candidats de la région [171].
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Figure 2: Relation entre la pénétrance de la maladij la fréquence allélique et les stratégies
d’identification des facteurs génétiques de prédisgsition au cancer du seir{d’apres Aloraifi et al,
Surgical Oncology 2015 [158]).

38



1.4.2.2 Les études dites de re-séquencage ou le criblage mutationnel de genes candidats

Les études de re-séquencage impliquent le cribtagationnel de genes sur des échantillons
d’individus partageant un phénotype commun. L'astjoin d’'une meilleure compréhension
de I'étiologie moléculaire du cancer du sein a pemans les années 1990, de proposer un

apercu des géenes candidats possiblement impliguésld prédisposition au cancer du sein.

Il semblait biologiquement intéressant et plausilee les protéines interagissant avec
BRCAL et BRCA2 ou agissant dans les voies sim#aite réparation de I'ADN puissent étre
impliquées dans la prédisposition au cancer du [46i8]. Les mutations déléteres touchant
les génes impliqués dans la réparation de ’ADN sependant trés rares car majoritairement
eliminées par le phénomene de sélection naturetiéaessitent I'étude d’un grand nombre de
cas et de témoins pour permettre une comparaististgfuement significative entre les deux
groupes. Cette approche exige de plus le criblagedsemble de la séquence codante du

géne afin de détecter de nouvelles mutations resnbes.

Des expériences de cette ampleur ont été publ@asyme poignée de genes impliqués dans
la réparation de I'ADN et souvent associés a umétpgnce intermédiaire tels q@HEK?2,
ATM et PALB2 (Figure 2) [173-175]. D'autres genes candidats seress comme ceux
impliqués dans la régulation du cycle cellulaires Ipoints de contrble, I'apoptose et le
meétabolisme des hormones stéroidiennes, ont rateéénévalués dans cette perspective
[157].

Ainsi, les études de liaison génétique ont échamuéslentifier de nouveaux genes de
susceptibilité et I'identification de variants rarde genes impliqués dans la réparation de

I’ADN n’explique qu’un tres petit nombre de cas.

1.4.2.3 Les études d’association

Au cours de ces vingt dernieres années, l'idédasumaladies complexes résultaient en fait
d'un effet combiné de plusieurs alléles commung$érant un risque faible a émergé.
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Malgré le succés des premiéres études de liaisan identifier des variants responsables
dans les maladies mendéliennes, celles-ci manduaiectivement de puissance pour
détecter des mutations pathogénes impliquées danmaladies complexes, causées par de
multiples variants génétiques a effet réduit en Homison avec des facteurs
environnementaux. Pour répondre a cette contrahtgrace a I'émergence de nouvelles
techniques de génotypage a grande échelle par p8bHE3 (pour Single Nucleotide
Polymorphisn, de larges études d'association ont été dévedsppt étendues au génome
entier : les GWAS (pouenome-Wide Association Studi@sigure 2) [176].

Les études d’association analysent la fréquence dariant donné dans une population
d’étude versus la population témoin dans le bdediifier des associations entre un génotype
particulier et un phénotype, en I'occurrence icslavenue d’'un cancer du sein. Ces études
reposent en fait sur I'nypothese qu'il existe aggrents chromosomiques partagés entre les
populations humaines parce qu'ils ont été hérités ahcétre commun. Ces segments partagés
ont été brisés par recombinaison a travers de reumsbs générations et sont désignés par des
blocs haplotypiques [177]. En comparant la fréqeede milliers de SNP chez des milliers
d’individus atteints et d’individus témoins, dessesations peuvent étre déduites et se
traduire par la localisation dans le génome d’umavd a risque. Cette association dépend du
déséquilibre de liaison ; le déséquilibre de linise définissant comme l'association non
aléatoire des alléles a deux ou plusieurs locigétant qu'ils puissent étre physiquement
proche et donc liés. Les études d'association domc générer une masse importante de

données, due a la quantité de marqueurs utilis$ietportance des effectifs.

La grande nouveauté de ces études par rapporttadeseprécédentes, réside dans le fait que
les populations étudiées ne sont plus forcémenfatesles avec une récurrence de cancers
du sein, mais des patientes provenant de la papuilgénérale. Elles sont de plus dites « sans
a priori » vis-a-vis d’'un mode de transmission.ignfe type d'étude est parfaitement adapté
a l'identification de variants fréquents prédispdsau cancer du sein dans la mesure ou il est
plus facile de mettre en évidence des différencasssquement significatives entre un

groupe d’individus atteints et un groupe de témoliassque la fréquence des variants est
supérieure a 5% dans la population générale. Ladta¢s de ces études vont ainsi consister
en l'observation de variants génétiques, codantsxau communément présents dans la

population générale et reliés a une faible augntientadu risque de cancer du sein.

40



C’est dans ce but que des centaines de millie&Nfe communs ont été génotypés pour tester
leur co-occurrence avec le cancer du sein. Les iprem études ont porté sur des genes
choisis pour leur fonction protéique, examinansaliassociation qu’il pouvait y avoir entre
de multiples variants concernant des genes carsdidabnnus dans la prédisposition et le
cancer du sein. Cependant, ces expériences éaigvint de petite taille, sujettes a des biais
et utilisaient des niveaux de significativité trimlulgents, entrainant une incohérence et un
manque de réplication des résultats. Ainsi, la nt&jodes associations supposées
correspondaient plus vraisemblablement a des faskifs [178;179]. Afin d’augmenter la
puissance des études et rationaliser le choix deanis candidats, des collaborations ont été
réalisées pour entreprendre des études d'assacsatiales dizaines de milliers d'échantillons.
Depuis, de nombreuses GWAS ont été menées sundéercdu sein et ont permis de valider
de nombreux variants qui seront discutés plus tdams le paragraphe 1.4.3.3 de

l'introduction : « Les alléles de prédispositioaduents associés a une pénétrance faible ».

1.4.2.4 Les études de séquencage massif haut débit

Ces derniéres années, les améliorations spectasuldes techniques de séquencage de
I'ADN, devenues plus rapides, plus efficaces etnma@outeuses, ont offert une alternative
réaliste aux approches par GWAS pour identifiendaveaux genes de prédisposition et en

particulier des variants rares, a risque élevéateer du sein [180].

Le terme de «séquencage de nouvelle génératiom sN@S (pour Next Generation
Sequencing est utilisé pour décrire le séquencage en p#allie millions de courtes
séquences. Il est difféerent du séquencage Sanag@itiannel qui utilise la séparation par
électrophorése capillaire des produits d’ADN présachent amplifiés par PCR (pour
Polymérase Chain Reactipfil81;182]. Au lieu de séquencer de longs fragmefADN, la
technique NGS consiste a fragmenter 'ADN pour pitde courtes séquences qui pourront
ensuite étre alignés sur le génome de référencas Drandes méthodes NGS ont éte
développées en fonction du colt des études eteffecdcité recherchée, a savoir: le
séquencage ciblé, le séquencage d’exome et lersgageedu génome entier [183;184].

Le séquencage de type exome se concentre sur tiareapenviron 30 mégabases d'exons
[185] tandis que le séquencage du génome entieuakut de séquencer plus de 3 milliards
de paires de bases, comprenant environ 50% dersggIADN répétées [186]. Cette derniére
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technologie, en se soumettant a de plus grandemgéd'intérét, est moins précise en raison
d'une profondeur de lecture (nombre de séquencasr@és) plus faible. Les séquences
répétées compliquent de plus l'alignement des sémseau génome de référence du fait

d’'une grande similitude entre elles.

Depuis 2009, les analyses d’exomes ont permis us#@#lenre connaissance des bases
moléculaires des maladies génétiques, méme a mHuivr nombre restreint de patients
[187;188]. Ces études ont utilisé des stratégiasalyse comparative d’exomes. En 2013, la
conférence annuelle de I'American Society of HuBanetics (ASHG) a montré que le WES
(pour Whole Exome Sequencing) était déja utilisé pour les applications diagitpsts de
maladies génétiqgues dans certains pays. L'expé&rieiune équipe américaine a rapporté,
chez 250 enfants présentant pour la plupart un gifi@e neurologique anormal sans
diagnostic, lidentification d’'une altération gémgte chez 25 % des patients grace au
séquencage de lI'exome [189]. Ces auteurs étaigrabtes, grace au WES, d'identifier
l'altération du gene en cause dans des maladiestiggas aux modes de transmission
différents que ce soit autosomique dominant, amdagae récessif ou lié a I'X. De la méme
facon, ils ont détecté différents types de mutationfaux sens, non sens, insertions et
délétions avec ou sans décalage du cadre de leeturautations d’épissage. Ce type
d’approche a été appliquée dans le domaine declfigmosition héréditaire au cancer du sein
et a permis d’identifier de potentiels nouveaux egue prédisposition tels queRCC2,
FANCC BLM et plus récemmemRECQL mais ces derniers semblent n’intervenir chacun qu

dans un petit nombre de familles [190-192].

Le séquencage ciblé permet de capturer sélectiedasnrégions geénomiques d'intérét, soit
en solution, soit par des sondes moléculaires efsion, qui peuvent ensuite étre amplifiées.
Grace a cette technologie, une énorme quantitéode@éks peut étre générée par région,
offrant ainsi une grande confiance dans l'iderdtfan des variant&ffectivement, par rapport

au séquencage de I'exome, le séquencage de gdhes écessite moins de régions séquencées
par individu permettant d’augmenter la profondeerlecture de chaque baden outre, par un
systeme de code-barres (ou barcoding) des ADNsfatgs, plusieurs échantillons peuvent
étre regroupés afin de séquencer plusieurs édoastilen une seule expérienciea
démocratisation de cette technologie permettanédeire considérablement son co(t ainsi que sa
rapidité et sa capacité a identifier tout type detations a favorisé son introduction dans le

diagnostic moléculaire des maladies génétiques ldsnsyndromes de prédisposition héréditaire
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au cancerLe développement de diverses méthodes pour caplgerégions génomiques
spécifiques d’intérét a permis de se concentredsarcohortes particulieres de génes ou des
régions de génes pour un séquencage complet.

Deux équipes ont ainsi évalué, en 2010 puis 2@Hpérformances de cette technologie pour
'analyse des gend®RCA1 et BRCAZ2 et d’autres génes ayant un role probable dansalesecs

du sein et/ou de l'ovaire chez des patients postelune mutation connue [193;194]. Les
auteurs ont développé deux sets de capture cildsntrégions codantes, non codantes,
introniques ainsi que 10 kb en amont et en avalgde®sBRCA1 et BRCA2 associés a 19
genes pour Walsh et al et a 26 génes pour Cagdtatales deux études ont montré que cette
nouvelle technologie était capable de détecterndgimtions ponctuelles, déssertions et
délétions et des réarrangements géniques avec une sensdsilitdéée a 100 %. A noter que
'analyse des genes autres RRCA1 et BRCAZ2, est aujourd’hui réalisée dans les laboratoires
au titre de la recherche mais devrait permettre oralleure connaissance de leur
déterminisme dans les tumeurs du sein et/ou deaifev De plus, I'enrichissement en
séquences non codantes offre un réservoir dinfdoms qui pourra étre utilisé
ultérieurement, comme une étape intermédiaire ak@tntde du séquencage portant sur le

génome entier.

Actuellement, des études de séquencage testaptdets de genes impliqués dans le cancer
du sein sont utilisés, tels que le panel BreastNArtbry genetics) ou le panel BROCA
(Université de Washington) précédemment évoquéet lé nom fait référence a Paul Broca
et a son Traité des tumeurs [193]. Ceux-ci ontlldiais été appliqués récemment sur une
série de 1150 individus, permettant d’identiffPM1D comme potentiel géne candidat

prédisposant au cancer du sein avec la détectigariants en mosaique [195].

Ainsi, le séquencage de nouvelle génération, qeslgwit I'approche utilisée, a permis de
grandes avancées dans le diagnostic et la commiéhedes maladies génétiques. Son
application au diagnostic en routine nécessite rudgu@ d’étre encadrée pour éviter des
dérives d’interprétation méme apres une analysepacative d’exomes. Le véritable
challenge de I'analyse d’exome voire du génomederkgterprétation des variants détectes,
les données générées étant considérables et dputadioin difficile [196].
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1.4.3 Les genes de prédisposition héréditaire au cancer du sein

Les facteurs génétiques identifiés a ce jour etliqups dans 'augmentation du risque de
cancer du sein sont classés en fonction de lewtgzérce (probabilité de présenter la maladie
guand on est porteur de la mutation) et de leuquirdce dans la population générale. On
distingue ainsi trois grandes classes de facteéingtmues : (i) les mutations rares a forte
pénétrance (risque €élevé de cancer du sein),e@i)ntutations rares a pénétrance modérée
(risque intermédiaire de cancer du sein) et (88 Variants fréquents a pénétrance faible
(risque faible de cancer du sein) (Figure 2) [13V]noter que la notion de risque élevé se
référe a des variants avec un risque relatif (RIpEgeur a 5, alors que la notion de risque
intermédiaire et de risque faible se réfere respatient a des variants avec un RR compris

entre 2 et 5 et un RR inférieur a 2.

1.4.3.1 Les genes de prédisposition associés a une pénétrance élevée

Deux genes majeurBRCAletBRCAZ sont associés a un risque tres élevé de cancainlu
(RR > 10) lorsqu’ils sont altérés constitutionnelent. L’implication d’autres génes a
pénétrance élevée, a été proposée dans la prétmpberéditaire au cancer du sein. Il s'agit
des génesIP53 PTEN CDH1 et STK11 chacun de ces genes étant responsable d’'un
syndrome particulier associé a un risque de cathgesein bien que celui-ci ne soit pas au

premier plan du syndrome. Ces différents genesmésentés ci-apres.

1.4.3.1.1 Les genes majeurs : BRCA1 et BRCA2

Les géeneBRCAlet BRCAZ sont considérés comme les genes majeurs de dasposition
héréditaire au cancer du sein. lls sont localieépectivement en 17921 et 13g12-13 et ont été
découverts entre les années 1990 et 1995 gracee approche classique de localisation
génique par étude de liaison génétique et clonaggignnel, préecédemment décrite dans le
paragraphe 1.4.2.1 [143-146]. Ce sont des génegraede taille ayant des structures
génomiques proches, notamment avec des exons géiante présentent cependant aucune
homologie de séquence. Le g@8RCAls’étend sur 81 kilobases (kb) et il est constite@4d
exons, dont 22 sont codants. Le gBRCA2s’étend sur 84 kb et il est constitué de 27 exons,
dont 26 sont codants. Tous deux possédent un ekale tres grande taille qui représente
61% de la séquence codante p&RCAlet 48% pourBRCA2 IllIs codent deux grandes
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protéines, constituées de 1863 pour BRCAL et 34i@sa aminés pour BRCA2, qui ne
présentent ni homologie de séquence, ni homologistaicture entre elles ou avec d’autres
protéines.

Structure et fonctions des protéines BRCAL et BRCA2

La protéine BRCAL est une protéine ubiquitaire, tdan localisation est principalement
nucléaire. Elle possede plusieurs domaines fonotiisndont un domaine en doigt de zinc de
type RING (pouReally Interesting New Gehen N-terminal, un domaine central de liaison a
I’ADN et deux domaines BRCT (poBRCA1 C-Terminysen tandem, situés en C-terminal.
Elle contient également deux signaux de localisatiocléaire, codés par I'exon 11 et situés
entre les résidus 341 et 748 [197], un domainedaibil situé entre les résidus 1393 et 1424
permettant la fixation de la protéine PALB2 [198)sa que deux signaux d’export nucléaire
(Figure 3).

La répétition en tandem des domaines BRCT semipédaee dans les interactions protéine-
protéine de BRCA1 avec d’autres protéines comme BR®RHA (RNA Helicase A CtIP
(CtBp-interacting proteip et HDAC (Histone déacetyla3el et 2 [199;200]. Le domaine
RING est impligué dans [l'ubiquitination, processusulti-étape faisant intervenir
successivement trois grandes classes d'enzymeiepiel-, E2- et E3-ligases, permettant
'adressage d’un substrat modifié vers le protéaspour sa dégradation [201]. Il est le siége
de I'hétérodimérisation entre BRCA1 et BARDRRCAL Associated RING Domaiy, fui
posséde elle aussi un domaine RING et deux dom@RET. En I'absence de BARDI,
BRCAL est instable et rapidement dégradé [202].rdautement de la protéine BARD1
permet notamment l'interaction du domaine RING éingle BRCA1l avec I'ADN. Le
domaine RING fixe également la protéine BABBRCAL-associated protein),lune enzyme
présentant une activité d’ubiquitine-hydrolaserepliquée dans la prédisposition au cancer
[200]. Les domaines BRCT et RING sont particuliéeainconservés dans I'évolution et
'observation fréquente de mutations constitutidi®@sedans ces domaines, associées a une

prédisposition au cancer du sein, démontre leuoitapce dans la fonction de BRCA1 [203].

Plusieurs fonctions de BRCA1 ont été élucidéesepermis de comprendre son implication
dans la tumorigénése (pour revues [204;205]). Eet,efes rbles incluent la réparation de

'ADN (par recombinaison homologue ou excision declgotide), le contréle du cycle
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Figure 3 : Structures et protéines partenaires de BCA1 et BRCA2 (adapté de Welcsh et al,
Trends Genet 2000 [200]).
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cellulaire, la régulation transcriptionnelle de ggribles tels qusiDM2, BAX, P21/WAF et
GADDA45 le remodelage de la chromatine via des intenastavec les protéines SWI/SNF et
BACHYL1, ainsi que le maintien du chromosome X irfgedir le recrutement du transcKtST

(X inactive Specific Transcript[206]. L’'association de BRCA1l a BARD1 permet la
participation de ce complexe a tous ces processiicega ses fonctions de facteur de

transcription, ainsi qu’a son action d’ubiquitingalse E3.

La protéine BRCA2 possede en ce qui la concernedamaine de transactivation en N-
terminal, 8 domaines BRC répétés (pBRCA2-repealssitués dans la partie centrale et
codés par I'exon 11 ainsi qu’un signal de locaiahucléaire en C-terminal (Figure 3) (pour
revues [204;205]). Elle est principalement impligudans la réparation des cassures double-
brin de 'ADN par recombinaison homologue [200]. Effet, BRCA2 interagit via ses
domaines BRC avec la protéine clé de la recommnal®omologue, RAD51, et régule la
fixation de celle-ci au niveau du site de cass@65{208]. A noter par ailleurs que la protéine
PALB2 contréle la localisation de BRCA2 et maintiesa stabilité au niveau de la
chromatine. Elle semble ainsi étre critique pows fenctions de BRCA2 corrélées a la

réparation de ’ADN et a I'activation du point dentrole en phase S [209].

Les protéines BRCAL et BRCAZ2 jouent donc un rélpontant dans le maintien de la stabilité
du génome en permettant notamment une réparatémispret efficace des cassures double-
brin de I'ADN. BRCA2 semble essentiellement impkgu dans la réparation par
recombinaison homologue alors que BRCAL intervaans différents processus cellulaires,
présentant ainsi un role plus large et en amonBREA2. De maniere intéressante, de
nouvelles molécules appelées inhibiteurs de PARRartti+PARP parce qu’elles inhibent
'action de PARP1 (poumpoly(ADP-ribose) polymérase),l exploitent ces défauts de
réparation par recombinaison homologue induits lpaperte fonctionnelle de BRCAL ou
BRCAZ2 [210;211]. L'enzyme PARP1 est une ADN polyas®& qui contribue au maintien de
l'intégrité de '’ADN en éliminant les cassures slmprin ou les bases endommagées par un
systeme de réparation, le systeme BER (jBage excision repgjir L'absence de ce mode de
réparation dans des cellules déficientes en BRCAIBBCA2 ne peut dans ce cas étre
compensée par le recours a la réparation des easgouble-brin induites lors de la phase S a
'emplacement des cassures simple brin, entraidantaniere sélective la mort cellulaire
selon un mécanisme de synergie létale ou « syntlahality ». Ces molécules, associées a

une moindre toxicité, ont depuis montré leur effitadans ce contexte mutationnel [212].
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Actuellement, I'une d’elles (I'Olaparib) a obtendMM dans le traitement des cancers de
'ovaire en rechute, sensibles aux sels de Plaghebautres, voire la méme molécule, sont
testées dans le traitement des cancers du seistaté&jaes ou triple négatifs (essais cliniques
de phase Il de type BRAVO ou OLYMPIA).

Prédisposition héréditaire au cancer liée aux gen&RCA1 et BRCA2

Les geneBRCAlet BRCA2sont des genes suppresseurs de tumeur répondarddale de
Knudson avec [linactivation bialléligue du géne dwédisposition par mutation
constitutionnelle d’'un alléle puis inactivation satique du second alléle dans les cellules
cancéreuses [137]. Les mutations les concernantdamc des mutations de type perte de

fonction ou inactivatrices.

De nombreuses mutations constitutionnelles ontdéig&ites a leur niveau (plus de 6000
variants différents répertoriés pour les deux gétess la base BRCA Shale dont des
mutations fondatrices, fréquentes dans certainepulgtions comme les mutations
c.185delAG BRCAJ), ¢.5382insC BRCAJ et c.6174delT BRCAJ chez les juifs

Ashkénazes et la mutation ¢.999deBRCAJ chez les icelandais.

Dans la majorité des cas cependant, il s'agit deatiams individuellement rares et beaucoup
ont été rapportées dans seulement quelques famdles une seule. La plupart d’entre-elles
sont des mutations dites tronquantes car interrampa cadre de lecture. Il s’agit de
mutations non sens, de délétions et insertionsudotides avec décalage du cadre de lecture

et de mutations d’épissage.

Un grand nombre de mutations faux sens et synonygmességalement rapportées pour les

deux génes. La plupart sont considérées comme nENIQU neutres et d’autres, comme des
variants de signification inconnue pour lesquets dennées actuelles ne permettent pas de
statuer sur leur pathogénicité. Quelques mutatiang sens cependant, par exemple celles
concernant les résidus cystéine du domaine RINGBRIEAL, abolissent la fonction de la

protéine et conférent un risque similaire aux maoitet tronquantes [213;214].

Il existerait de plus, une corrélation génotypermigpe pour les mutationBRCAL et

BRCAZ2 avec l'observation d’un nombre de cancers deali@v par rapport au nombre de
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cancers du sein plus élevé lorsque les mutationvgesument dans la région centrale des deux
genes plutdt qu'aux extrémités 3’ et 5’ [215;216ds mécanismes biologiques sous-tendant

ces observations restent cependant assez néba@lerix [

Les mutations des gen&RCAlet BRCA2sont associées a une majoration importante du
risque de cancer qui est essentiellement mammaiozagien chez la femme. En effet, le
risque cumulé a 70 ans de développer un cancezidest de 65% polBRCAlet 45% pour
BRCAZ2alors qu'il est d’environ 10% dans la populaticgngrale [218]. Le risque relatif de
cancer du sein lié a ces deux genes semble deéwbliser différemment avec I'age. En effet,
le RR de cancer du sein est majeur avant 'age0dan$ pour les porteuses de mutation
BRCAL puis ce RR diminue avec l'age. Pour les porteweanutationBRCA2 ce RR
augmente progressivement avec I'age, comme dapsplalation générale mais a un niveau
plus élevé. Concernant le cancer de 'ovaire,dgue cumulé a 70 ans de le développer est de
39% pourBRCAlet 11% pourBRCAZ2alors qu'il est d’environ 1% dans la population
générale [218]. Ce risque est lui aussi plus peat cas de mutatidBRCAL(< 50 ans)
gu'en cas de mutatioBRCA2 (> 50 ans). Les mutatiolBRCAlet BRCA2rendent ainsi
compte de la plupart des formes familiales de cadcesein et de I'ovaire, notamment

lorsque de nombreux cas de chaque sont rappomédetafamilles [219-222].

Plus modestement, les mutatioBRCA et en particulier les mutatioBRCA2 exposent a
d’autres risques tumoraux, comme le cancer du pasdiRR = 3,51) et de la prostate (RR =
4,65), notamment avant 'dge de 65 ans pour ceateflRR = 7,33) [223;224]. Le risque de
cancer du sein masculin est également plus élewda&nle mutatioBRCA2avec un risque

cumulé a 70 ans estimé a 6% [225].

Enfin, des mutations bialléliques du gdBRRCA2ont été identifiées et sont responsables d’'un
sous-type particulier de 'anémie de Fanconi, lesstype D1 [226]. L'anémie de Fanconi est
un syndrome rare de transmission autosomique ligeess caractérisant par une instabilité
chromosomique, un syndrome malformatif congénitahparition progressive d’'une aplasie
meédullaire ainsi qu’une prédisposition aux hémoijeatiet aux tumeurs solides. Le sous-type
D1 se distingue des autres sous-types par uneig@pta&ullaire non systématique et un
risque é€levé et précoce de leucémie et de tumealisles spécifiques comme le
meédulloblastome et le nephroblastome [227]. Lesatiauts bialléiques du genBRCA1 sont

en revanche plus exceptionnelles, la combinaissrddax mutations étant en général létale a
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I'état embryonnaire [228]. A ce jour, elles n'orté gapportées que chez deux patientes et

dans les deux cas, I'une des deux mutations étaimutation faux sens [229;230].

1.4.3.1.2 Les autres geénes a pénétrance élevée: TP53, PTEN, STK11 et CDH1

Les mutations des gend$53 (géne de prédisposition au syndrome de Li-Fraumeni
STK11(gene de prédisposition au syndrome de Peutz-d&gtenférent un risque tres élevé
de cancer du sein, avec un risque cumulé comptie d0 et 90% [49]. Les mutations des
genes PTEN (gene de prédisposition au syndrome de CowdenCl@H1 (gene de
prédisposition au cancer gastrique de type diffasit elles aussi associées a risque élevé de
cancer du sein avec un risque cumulé compris @firet 60% [49]. Les mutations de ces
guatre génes sont responsables de syndromes deposition au cancer rares, en général

facilement reconnaissables car ils présententalesteres particuliers.

Le geneTP53

Le syndrome de Li Fraumeni (LFS) est une affectiare, de transmission autosomique
dominante, prédisposant a diverses tumeurs doeameer du sein pré-ménopausique, le
sarcome des tissus mous et I'ostéosarcome, lecasutirénalome, les tumeurs cérébrales, les
hémopathies malignes, et bien d’autres tumeursrerj281]. Ce syndrome se caracterise en
outre par des atteintes précoces, voire pédiagifR@?] et une hypersensibité aux radiations
ionisantes avec un risque de tumeurs secondadéesiraluites important [233]. Il résulte de

I'altération constitutionnelle du géene suppressiutumeuim P53

La rareté de l'affection et le tableau clinique rdadique associé avec une mortalité
importante notamment chez les enfants, ont exclpoksibilité d’étude de liaison pour ce
syndrome. Il est cependant apparu trés tot TiaBg3 était le siege d’altérations génétiques
fréequentes en pathologie tumorale humaine [157;234]l était un facteur de transcription
central impliqué dans de multiples voies de sigadilon cellulaire et jouait un réle crucial
dans le contrdle du cycle cellulaire [235]. Il petnen outre I'arrét du cycle cellulaire en cas
de dommage a I’ADN, I'activation des protéines dparation de I’ADN et induit I'apoptose

lorsque la réparation est impossible.
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C’est donc en 1990, par une approche « gene cdngidae des mutations causalesTés3
ont été identifiées dans cing familles [236], celte exposant a des risques élevés de cancer,
notamment mammaire. En effet, le risque de développ cancer en cas de mutatiin53
est environ de 15% a 15 ans, de 80% pour les ferarb@sans et de 40% pour les hommes au
méme age [237]; la différence significative obsereatre les sexes étant presque totalement

expliquée par le cancer du sein [237;238].

Les cancers du sein survenant dans un contexteitigiom TP53ont pour particularité d’étre
souvent tres précoces (< 30 ans) et de surexpli®mrogene Her2 [239-241]. La probabilité
d’identifier une mutationTP53 chez une femme ayant développé un cancer du saim a
'age de 30 ans n'est cependant que de 4 & 8%adbselhce d’histoire personnelle et/ou

familiale évocatrice d’'un syndrome de Li-Fraume?88;242-244].

Le geneSTK11

Le syndrome de Peutz-Jeghers est une polypose twanadeuse de I'ensemble du tube
digestif, qui s'accompagne d'une lentiginose latidéa muqueuse buccale, de la sphére anale
et des doigts. Il s’agit d’'un syndrome rare dommicidence est estimée entre 1/50000 a 200000
individus [245].

Les pertes d’hétérozygotie observées dans les @slgfindividus atteints du syndrome de
Peutz-Jeghers ont aidé a établir en 1997 une tigisar 12 familles sur le chromosome 19p,
conduisant rapidement en 1998 a l'identificationgitne en cause par clonage positionnel
[163;164]. Le geneSTK11 également appeleKB1 (pour Liver kinase B} est un gene
suppresseur de tumeur. Il code en effet pour uneegiréonine kinase contrélant la polarité
cellulaire, inhibant la prolifération cellulaire ieteragissant avec la voie de signalisation TOR
[246].

Les mutations constitutionnelles du gediEK11conferent un risque élevé de cancer pour le
tube digestif et la glande mammaire mais €galemeut le pancréas, les ovaires (cellules de
la granulosa), les testicules (cellules de Serttdi)col utérin et les poumons, nécessitant la
mise en place d’'une surveillance spécifique [28B]risque de développer un cancer du sein
en cas de syndrome de Peutz-Jeghers est effectivéesé avec un risque cumulé compris
entre 30 et 50% [49;247;248].
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Le genePTEN

Le génePTEN (pour Phosphatase and tensin homology deleted on chrameger), code
une phosphatase a double spécificité (sérine ébrime) jouant un rbéle de suppresseur de
tumeur en régulant négativement la voie de sigauadis cellulaire PISK/AKT/mTOR
[249;250]. Ses mutations sont responsables de lmdmade Cowden, un syndrome
autosomique dominant tres rare dont I'incidenceessimée a 1/200000 individus [251].

C'est en 1996, par une étude de liaison génétiqueemrise a propos de 12 familles
présentant une maladie de Cowden, qu'une liaisarétgue a pu étre établie entre les
marqueurs de la région chromosomique 10g22-10928 leicus de la maladie [252]. A la
méme époque, il était noté qu’une altération frégument retrouvée dans de nombreux types
tumoraux était la perte d’hétérozygotie au locugi2ZB03. Cette donnée ainsi que la
suppression de la tumorigénicité de cellules debtgstome chez la souris par la
réintroduction d'un alléle du locus 10¢23.3, suggmt que ce locus contenait un gene
suppresseur de tumeur [253]. C’est ainsi qu'en 18@rs équipes différentes identifiait en
méme temps le geneTEN [254-256]. Les données de clonage positionnel de §8EN
individualisant un locus tres exactement supergesabcelui qui avait été défini pour la
maladie de Cowden, il devenait un candidat majewr @tre responsable de cette maladie.
L’analyse dePTENchez les patients présentant une maladie de Cowadfectivement tres

vite mis en évidence la présence de mutations dere a I'état hétérozygote [257].

Cliniguement, la maladie de Cowden est de présentatomplexe. Elle se manifeste
notamment par une macrocéphalie quasi constaréeseirvenue au cours de I'existence de
Iésions hyperplasiques, hamartomateuses ou tursd@lehant de multiples organes dont la
peau et les muqueuses, la glande mammaire, laideyed le tube digestif. Son diagnostic est
parfois difficile du fait de la grande variabilitBexpression qui la caractérise. On regroupe
désormais sous le terme de PHTS (pBUEN Hamartoma Tumor Syndrom58], les
différents syndromes cliniques caractérisés parali@eation constitutionnelle du geR&FEN

tels que la maladie de Cowden, le syndrome de BamARiley-Ruvalcaba (le versant
pédiatrique de la maladie), la maladie de Lhernbitelos, le syndrome de macrocéphalie et
autisme, certaines formes de polypose juvénile'atticbs manifestations d’hypercroissance
segmentaire. La complication majeure de cette @fieest représentée par la survenue de

tumeurs malignes touchant principalement le seitaetyroide avec respectivement, un
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risque cumulé a 70 ans de 77% (IC 95% = 59% - Ht%8B% (IC 95% = 25% - 56%) [259].

Le risque mammaire est donc trés élevé en cas titionPTEN et finalement assez proche
de celui occasionné par des mutati®@®CAlet BRCA2 D’autres risques tumoraux ont été
rapportés dans la maladie de Cowden mais dans amelre mesure pour I'endomeétre, le rein

et la peau [259].

Le geneCDH1

Une étude de liaison génétique menée en Nouvelendé, sur une trés grande famille Maori
ou ségrégeaient de multiples cas de cancers gastritp type diffus, a permis d’identifier le
géneCDH1 comme géne responsable [260;261]. Ce géne cod€ddhérine, une protéine
transmembranaire importante dans le maintien dpolarité cellulaire et I'adhésion des

cellules entre-elles dans le tissu épithélial [262]

Depuis, de nombreuses familles de cancers gasérigdes aCDH1 ont été rapportées et une
fréequence élevée de cancer du sein de type lobudaipu étre constatée [263;264]. Les
données de pénétrance associées aux mut&IoHd ont été mises a jour récemment a partir
de I'étude de 75 familles. D’aprés cette étudejdque cumulé & 80 ans de développer un
cancer gastriqgue diffus chez les porteurs de numdfiDH1 est estimé a 70% pour les
hommes et a 56% pour les femmes. Celles-ci préseateplus un risque €élevé de cancer du
sein lobulaire avec un risque cumulé a 80 ans @& [55]. Plus occasionnellement, des
mutationsCDH1 ont été décrites dans des formes familiales deetardu sein lobulaires sans
cas de cancer gastrique associé [266].

L'implication des géne3 P53 STK11 PTEN et CDH1 dans la prédisposition héréditaire au
cancer du sein est évidente. lls sont d'ailleussskeuls aujourd’hui, avec les geBiRCAlet
BRCAZ2 a faire I'objet d’un diagnostic moléculaire cHeg patientes susceptibles de présenter
une prédisposition génétique car l'identificatidoreg mutation délétere a leur niveau permet
de proposer une prise en charge spécifiqgue eduaiplinaire, adaptée aux risques tumoraux.
Les syndromes dont ils sont responsables sont daperares et ne rendent compte que d’'une
faible proportion des cancers du sein héréditg#«B%o) [150]. De plus, les autres éléments du
syndrome sont en général au premier plan et leatrons de ces génes, si elles prédisposent

au cancer du sein, ne sont pas ou peu respongiblgimples récurrences familiales de ce
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type de tumeurs (références pdiR53[267-269],STK11[270], PTEN [271-273] etCDH1
[266]).

1.4.3.2 Les genes de prédisposition associés a une pénétrance modérée

La mise en évidence du fait que les altérationsstitotionnelles bialléliques dBRCA2
étaient responsables d’un des groupes de complatimentle 'anémie de Fanconi a conduit a
explorer les différents genes impliqués dans cealreyne et plus généralement, les génes
codant pour les protéines partenaires de BRCAIREAR et impliquées dans la réparation
de I'ADN [172]. Plusieurs génes de prédispositiopé&nétrance intermédiaire ont ainsi été
identifiés via une approche « gene candidat ».aljisdes genefA\TM, CHEK?2, BRIP1 et
PALB2 ainsi que les genes impliqgués dans le complexe NFRND5Q NSBlet MRE11A.

Les mutations de ces géenes sont associées a ur riqgtif de cancer du sein compris entre 2
et 4. Elles sont rares avec une fréquence estianéeld population générale entre 0,1 et 0,5%

et retrouvées dans environ 4% des cancers duaaifidux.

Le geneATM

Le geneATM (pourAtaxia-telangiectasia mutatea été localisé en 1988 sur le chromosome
11922-23 par analyse de liaison, puis identifie1885 par clonage positionnel chez des
patients présentant un syndrome d’Ataxie-Télangget[274;275]. Il s’étend sur 150kb et est
composé de 66 exons dont 62 codent pour une immperfaotéine kinase appartenant a la
famille des PIKKs (pouPI3 kinase-like protéine kinagest s’exprimant dans tous les tissus
bien que plus fortement au niveau de la rate, gmtis, des testicules, des cellules de

Purkinje cérébelleuses et des cellules endothgél{akrébrales, cutanées et conjonctivales).

La protéine ATM possede comme I'ensemble des PIKIKKsgomaine catalytique présentant
des homologies avec le domaine catalytique de3K RlourPhosphatidyl Inositol-3 Kina3e

(Figure 4). Ce domaine est encadré par un domakie eén N-terminal (de 500 acides
aminés) et un domaine FATC en C-terminal (de 38lemciaminés). La fonction exacte du

domaine FAT est peu connue mais une des hypothetzrie par le groupe d’Abraham est
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Figure 4: Motifs communs aux PI3KKs(d'apres Y. Shiloh, Nature Reviews
Cancer 2003 [277]).
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Figure 5: Réle de la protéine ATM dans la réparatio des cassures
double-brin de 'ADN (d’apres Choi et al, Molecular Cancer Therapeutics

2016 [284]).
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gue les domaines FAT et FATC interagiraient avecstiaucture tridimensionnelle de
l'extrémité C-terminale des protéines et permedtraiainsi la bonne conformation du
domaine catalytique, permettant la liaison de I'A@tHla phosphorylation du substrat [276].
De plus, c’est dans le domaine FAT que se trousetae 1981, site d’auto-phosphorylation
de la protéine ATM permettant son activation [2717. partie N-terminale est quant a elle
constituée de nombreuses répétitions de motifs HEAONtingtin, Elongation factor 3, A
subunit of protein phosphatase 2A, and TORIes répétitions permettent les interactions
protéine-protéine et donc aux PI3KKs d’interagie@leurs partenaires ainsi que leurs cibles.
De plus, les domaines d’interaction protéine-praeéietant tres éloignés du domaine
catalytique en structure primaire, ce domaine Miteal permet a la protéine d’adopter une
conformation en super-hélice et ainsi de les jux$ap en structure tertiaire [276].

La protéine ATM est impliquée dans de nombreusastions cellulaires et aide au maintien
de l'intégrité du génome en jouant un réle cerdeals le contréle du cycle cellulaire et dans
la détection et la signalisation des dommages saaskADN [277;278] (Figure 5). Elle
intervient ainsi dans la réparation des cassuredlddorin (CDB) de 'ADN, ces derniéres
pouvant étre induites par des radiations ionisanlies molécules de chimiothérapie, un stress
oxydatif ou lors d'événements physiologiques nootrials que la recombinaison méiotique
ou la recombinaison V(D)J impliquée dans la syrghé®s immunoglobulines. Deux
mécanismes de réparation sont alors activés: @mmemaison homologue (RH) entre deux
molécules sceurs d’ADN et la jonction non homolodas brins brisés (ou NHEJ pownion
homologous end joining279]. La réparation des CDB implique un vastestl de protéines,
jouant le réle de capteur et médiateur du signaltrdnsducteur et d’effecteur [280;281].
Brievement, lorsque ce type d’évenement survientdmplexe MRN (Mrell/Rad50/Nbs1)
est recruté au site de 'ADN endommagé et recruseratour la protéine ATM. Celle-ci,
présente normalement dans la cellule sous formdirdére inactif, s’auto-phosphoryle au
niveau de la sérine 1981, entrainant sa dédimiénmsatt son activation [282;283]. Elle
phosphoryle ensuite H2AX, permettant le recrutemamtsite endommagé de plusieurs
protéines effectrices activées par ATM, dont P5SBAB1, CHK1 et CHK2. Ces dernieres
vont ensuite induire l'arrét du cycle cellulaire l&ctivation des points de contrble pour
permettre la réparation de 'ADN endommagé ou l#pee en cas de réparation impossible
[282;284] (Figure 5). Il a depuis été démontré ge’'unultitude de cibles (plus de 1000)
étaient phosphorylées par ATM, notamment a la slat€DB de I’ADN, et qu’ATM regulait

d’autres réseaux de protéines non impliqués dimeee dans la réparation de 'ADN mais
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dans certaines voies métaboliques telles que ka dwirécepteur a I'GF1 (poumsulin-like
growth Factor ) ou de réponse au stress oxydatif [280;285-2884 &insi été rapporté
gu’ATM jouait un rdle dans la synthése d'antioxytiamotamment dans les cellules de
Purkinje du cervelet, permettant de lutter congrettess cellulaire et la neurodégénérescence
[289;290].

A I'état homozygote ou le plus souvent hétérozygmtmposite, les mutations germinales du
geneATM sont responsables, du syndrome d’ataxie-télaragec{AT) (OMIM :208900, un
syndrome autosomique récessif rare, dont la frézpien population caucasienne est estimée
entre 1/40000 a 1/300000 individus [278]. Cetteati@ se caractérise entre autres, par un
syndrome neurodégénératif avec une ataxie cérébeli@ébutant vers I'age de deux ans, des
télangiectasies oculo-cutanées, un déficit immumit@vec des infections respiratoires graves,
une instabilité chromosomique se traduisant patrdeslocations entre les chromosomes 7 et
14 visibles au caryotype lymphocytaire, et une ppakition au cancer chez I'enfant,
essentiellement a type d’hémopathies malignes PZ&l- Plus de 300 mutations distinctes
ont été décrites et s’'observent tout le long duegéans site prédominant de mutations
[278;294]. La plupart sont des mutations tronquatgrainant une perte d’expression de la
protéine ATM. Certaines mutations faux-sens onteodant été rapportées mais ne
représentent que 10% environ des mutat®hil identifiées chez les patients AT [278].

A I'état hétérozygote, les mutatiodsTM concerneraient entre 0,5 et 1% de la population
occidentale [174;295]. Or, elles semblent prédispadles aussi a la survenue de certains
cancers dont et principalement le cancer du s€6;P®7]. En effet, dés 1976, Swift et al
rapportaient un exces de cancers du sein chepferentées féminines de patients atteints
d’AT [298]. Cette observation alors que le geA€M n’était pas encore identifie, s’est
vérifiée des années apres dans plusieurs granddeséépidémiologiques de familles AT,
retrouvant un risque augmenté mais modéré de cducggin chez les hétérozygotes, avec un
RR compris entre 2 et 4 selon les études [296;2973D2]. Du fait de ces données, plusieurs
investigateurs ont conduit des études de criblagitonnel sur des séries de cancers du sein
sporadiques dans le but de clarifier le réle detatimnsATM dans la prédisposition au cancer
du sein. Les résultats obtenus étaient pour lagpluontradictoires et ont finalement échoué a
démontrer son implication [299;303-309]. Des argatndels que la taille des effectifs, le
choix des populations étudiées et les techniquesritidage utilisées a I'époque, ont été

proposés comme explication a cette absence ddatssid10;311]. Cependant, une plus large
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étude menée en 2006 et portant cette fois sur 443de cancer du sein familiaux et 521
individus contrfles, a réussi a démontrer quedgue de cancer du sein était augmenté chez
les hétérozygoteATM non AT, mais ce risque restait modéré, avec uraRE87 (p = 0,0003)
[174], proche de celui observé dans les grandedegtépidémiologiques de familles AT
[302].

En pathologie sporadique, il est apparu que le g&m®l était fréquemment altéré,
particulierement dans les hémopathies malignes égadement dans de nombreux autres
types tumoraux. Pres de 180 mutations tronquarit&®@ mutations faux sens différentes
sont rapportées dans la base COSMIC (geatalogue Of Somatic Mutations In Cangcet
sont observées tout le long du géne [234]. L'expoesd’ATM est par ailleurs fréquemment
réduite dans les cancers du sein sporadiques giarteed’hétérozygotie au locus d’ATM est
observée dans environ 40% des cas [312]. De manitéressante, il a été montré recemment
gu’a linstar des tumeurBRCAlet BRCA2 une expression faible d’ATM dans les cellules
cancéreuses mammaires, leur conférait une semsibilk inhibiteurs de PARP [313], laissant
suggérer que les indications de ce type de traiterpeuvaient s’étendre aux patientes

porteuses d’'une mutatigkl M.

Le geneCHEK2

Le géneCHEK2, localisé sur le chromosome 22g12.1, code une gubtéine kinase jouant
un réle central dans la médiation de la réponsedamxmages causés a ’ADN. Elle est elle-
méme activée par ATM en cas de cassure doubledariiADN pour activer a son tour
d’autres protéines clés impliquées dans la rémaradt le contréle du cycle cellulaire telles
que P53 et BRCAL [314].

Les mutations deCHEK2 et particulierement la mutation ¢.1100delC, oté pour la
premiere fois impliquées dans la prédispositiorétiéaire au cancer en 1999, par Bell et al,
dans des familles plutét évocatrices d'un syndrateeli-Fraumeni, laissant suggérer que
CHEKZ2 pouvait étre un nouveau gene de prédisposition syndrome [315]. Cependant, les
mutations deCHEK2 ont montré qu’elles étaient trop fréquentes dangdpulation générale
(environ 1%) pour étre en cause dans le syndronie-Eeaumeni.

58



En revanche, l'identification quelques années apagdVieijers-Heijboer et al, de la mutation
c.1100delC dans 4,2% (30/718 ; p = 5 ®)16e formes familiales de cancer du sein, a montré
gu'’il pouvait étre un gene de susceptibilité auceardu sein de pénétrance intermédiaire avec
un RR estimé a 1,70 (IC 95% = 1,32 — 2,20) [31@].cembinant les données de dix études
cas-témoins, le consortiut@HEK2 a ensuite démontré que la mutation ¢.1100delG étai
retrouvée dans 1,9% (201/10860) des cas de canceeid comparé a 0,7% (64/9065) chez
les témoins (p = 1x10), avec un odds ratio & 2,34 (IC 95% = 1,72 — 3,[Z17].

Il a également été proposé que cette mutation Po@iee associée a d'autres risques
tumoraux, notamment prostatiques, mais les dors@®sa ce sujet contradictoires [316;318-
321]. Par ailleurs, d’autres mutations tronquanie€HEK?2 ont été rapportées dans des cas
de cancer du sein ainsi que des mutations faux, $els que la mutation c.470T>C —
p.llel57Thr, mais la signification pathogéniqueads dernieres reste a ce jour mal établie
[322-327].

Le geneBRIP1

Le géneBRIP1 (aussi appel8ACHD), code une hélicase qui interagit avec la protéine
BRCAL et joue de ce fait un role dans la réparati@tiADN et le contrbéle du cycle cellulaire
[328;329]. C’est en étudiant les protéines intessgit avec BRCAL1 que Cantor et al, ont
rapporté des mutations germinales BIRIP1 dans deux cas précoces de cancer du sein,

suggérant une implication de ce dernier dans ldigpésition au cancer du sein [328].

En 2006, des mutations tronquantesBiRIP1 ont effectivement été retrouvées chez 9/1212
femmesBRCA1/2négatives, atteintes de cancer du sein a carafetgnéal, contre 2/2081
chez les témoins; ces résultats confortant I'hyps¢ queBRIP1 était un gene de
prédisposition au cancer du sein (p = 0,003),&@epance intermédiaire car associé a un RR
de 2 (IC 95% = 1,2 — 3,2 et p = 0,012) [330]. Unerea étude réalisée sur une cohorte
australienne et néo-zélandaise retrouvait égalemanimutation tronquante @RIP1parmi

75 cas de cancers du sein héréditaires et aucwzeleh 93 témoins testés [331]. Cependant,
d’autres études menées sur des cohortes différéitemise, américaine, franco-canadienne,
finlandaise, italienne, suisse et allemande), n'détecté aucune mutation tronquante de

BRIP1chez les patients présentant une apparente po&disp familiale [332-340].
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De maniere intéressante, il est apparu que destiongabialléliques deBRIP1 étaient
responsables d’'un des groupes de complémentatibandenie de Fanconi, le sous-groupe J.
Ce dernier est cependant de présentation phénagypidférente du sous-groupe D1 lié aux
mutations bialléliqgues dBRCAZ2 notamment car il n'a pas été associé a des tunsalides
chez I'enfant [341-343].

Le genePALB2

Le genePALB2 (pour Partner and Localizer of BRCAZode une protéine permettant la
localisation et la stabilisation de BRCA2, l'aidaaihsi dans ses fonctions, notamment de

réparation des cassures double-brin de I’ADN peoméinaison homologue [344].

En 2006, une équipe travaillant S@ALB2 montrait que son inactivation rendait les cellules
sensibles aux cassures chromosomiques par actida aétomycine C [344], phénomeéne
classiquement observé dans I'anémie de Fanconomduésant une année plus tard a la
détection de mutations bialléliques HALB2 dans cette affection, responsables elles-mémes
du sous-groupe N [345]. Le phénotype associé aous-groupe s’apparentait d’ailleurs a
celui causé par les mutations bialléliques BRCA2 avec une fréquence plus élevée de
tumeurs solides chez I'enfant de type médulloblastet néphroblastome (ou tumeur de

Wilms) que dans les autres sous-groupes [346].

A linstar des mutation8RCA2 et BRIP1 impliquées dans I'anémie de Fanconi a I'état
biallélique et dans la prédisposition héréditaite cancer du sein a I'état monoallélique,
PALB2 est apparu comme un gene candidat de prédispositiocancer du sein. En 2007,
Rahman et al, ont mené une large étude cas-térpoiriant sur des formes familiales de
cancers du sein et ont effectivement identifié omeation tronquante deALB2dans 10/923
cas alors qu’aucune mutation n'a été trouvée chezZ1084 témoins testés (p = 0,0004). Le
risque relatif de cancer du sein pour les hétéromgPALB2 a pu étre estimé a partir de
'analyse de ces familles a 2,3 (IC 95% = 1,4 —;3% 0,0025) [175].

Il a été montré plus récemment que les mutationBAIeB2 conféraient un risque de cancer

du sein proche de celui des mutati®3RCA2 avec un risque cumulé a 70 ans de 33% en
'absence d’antécédent familial de cancer du d€irf6% = 25 - 44) et de 58% (IC 95% = 50
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- 66) lorsque I'histoire familiale de la patient@ié démonstrative avec au moins deux cas de

cancer du sein rapportés chez ses apparentésl'agande 50 ang347].

Des mutations fondatrices ont par ailleurs été oetgps en Finlande (c.1592delT) et au
Canada (c.2323C>T) [348;349].

Les génes du complexe MRN

Le complexe MRN est un complexe protéique hautenvemserve, constitué par trois
protéines : RAD50, MRE11A et NBSL1. Lorsqu’une cassiouble-brin survient dans I’ADN,
ce complexe est recruté au site endommagé et eeargbn tour la protéine ATM comme
précédemment décrit. Ce complexe intervient doms da réparation des cassures double-
brin de 'ADN mais également dans la recombinaigonéiotique, le contrdle du cycle

cellulaire et le maintien des télomeres [350;351].

Une étude finlandaise a montré qu’une mutationquamte du genRBAD50(c.657delT) était
retrouvée 4 fois plus frequemment dans les casdeec du sein (8/317) que chez les témoins
(6/1000) (p = 0,008 ; OR = 4,3; IC 95% = 1,5 55)2suggérant qu'il s’agissait d’'une
mutation fondatrice non retrouvée dans les aumbsrtes de pays nordiques [352]. D’autres
mutations tronquantes d@AD50o0nt été rapportées mais la contribution de ce giams la
prédisposition héréditaire au cancer du sein erordelde la Finlande nécessite d’autres

investigations [353].

Le géneNBS1(ou NBN) constitue lui aussi un gene de susceptibilité énddivec un risque
de cancer du sein augmenté, 2 a 3 fois supérieeiua de la population générale, chez les
hétérozygotes (notamment porteurs de la mutatid®db7del5) [354]. Les mutations
homozygotes du gemdBS1sont quant a elles responsables du syndrome deelj@dn, se
caractérisant par un syndrome dysmorphique et pgfpnmatif avec macrocéphalie et retard
de croissance, un retard intellectuel de survemogressive, un déficit immunitaire avec des
infections des voies respiratoires séveres a tépetiainsi qu’une forte prédisposition aux

tumeurs malignes (surtout lymphoides) et une radisibilité (OMIM :251260.

De la méme maniére, le geNHiRE11A localisé sur le chromosome 11g21, est apparu @mmm

un potentiel gene candidat de prédisposition h&aiéeiau cancer du sein avec I'observation
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en 2008, de deux mutations le concernant sur ume dé huit familles avec récurrence de
cancer du sein non lieedBRCA1/2mais associées a une perte d’expression desestdu
complexe MRN en tissus tumoral [355]. A I'état hapgotes ou hétérozygote composite, les
mutations du genBIRE11Asont responsables d’un syndrome proche de 'ApeEpATLD
(pour Ataxia-telangiectasia-like disordef356]. Ce dernier se présente comme une forme
moins sévere d'AT, cependant sans télangiectasiec ain début plus tardif et une
progression plus lente de la maladie que dansrfagalassique. En revanche, les patients
ATLD ne semblent pas présenter de prédispositiocamgcer d’apres le peu de cas rapportés
[292].

Plus généralement, une étude cas-témoins américanée en 2014 sur des cas de cancer du
sein de survenue précoce (< 45 ans), a démontrédgsemutations dans les genes du
complexe MRN étaient retrouvees dans 2,2% (29/1d@&8)cas de cancer du sein comparé a
0.6% (7/1121) chez les témoins, attestant BA®50, NBS1 et MRE11éonstituaient des
genes de prédisposition au cancer du sein de pécétintermédiaire, avec un odds ratio a
2.88 (p = 0.0090). La contribution de ces génes tmprédisposition héréditaire au cancer du
sein reste cependant faible au vu du nombre detiongadentifiees, la majorité étant de plus

des mutations faux sens [357].

Le géneRAD51C,a également été rapporté ces dernieres annéesnee@ane candidat de
prédisposition héréditaire au cancer du sein €pdaire dans une étude allemande ainsi que dans
une étude finlandaise et une étude australientreux@nt des mutations de ce géne dans des cas
de cancer de I'ovaire ou dans des familles présentasyndrome sein-ovaire, mais aucune dans
les familles présentant uniguement une agrégagored de cancer du sein [358-360]. Cependant,
deux études récentes, I'une espagnole et l'autkestpaaise, ont détecté chacune une mutation
inactivatrice deRAD51C dans une famille présentant uniguement une réwerele cas de
cancers du sein [361;362]. Le risque de canceredu associé aux mutations BAD51Cn’est

donc pas encore clairement établi.

1.4.3.3 Lesalleles de prédisposition fréquents associés a une pénétrance faible

Il est apparu ces vingt derniéres années que thgp@sition aux maladies communes résultait
de I'effet combiné de multiples alleles associésccim a un risque faible (RR < 1,5) [363]. Ce
type de variant contribue trés probablement auerada sein selon un modéle polygénique
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modifiant la prédisposition héréditaire au canaesdin. Comme précédemment évoqué dans
le chapitre 1.4.2.3, ces variants ont été décosient I'intermédiaire des études d’association
ou GWAS. Ces derniéres ont révélés I'existence alalmeux SNPs a fréquence allélique

élevée significativement associés a la survenuwmdeers du sein.

Les premiers SNPs identifiés en 2007 par trois pgpudifférentes et montrant la plus forte
association (avec des OR compris entre 1,07 ef),1éP8ent situés dans ou a proximité des
genes suivant£GFR2, TNRC9, MAP3K1, LSRRt H19[364-366]. Un autre polymorphisme
(rs1045485) identifié la méme année par I'équip€de et al, était lui aussi intéressant car il
semblait a I'inverse des précédents, avoir un gffetecteur contre le cancer du sein (OR =
0,88 ; IC 95% = 0,84 — 0,92) et concernait le geASP8 lui-méme codant pour la caspase-
8, une protéine impliquée dans l'apoptose [367]a Auite de ces divers résultats, des études
ciblant spécifiquement certains de ces genes antrédlisées, afin d’en approfondir la
connaissance. Ainsi, une étude des SNPs associggaas-GFR2(rs2981582) eTNRC9
(rs3803662) a rapporté une augmentation du risqueadcer du sein chez les porteurs d’'une
mutation deBRCA2et de l'alléle mineur du geneGFR2 de méme que chez les porteurs
d’'une mutation des genBRCAlouBRCAZ2et de I'allele mineur du gernleNRC9[368].

A ce jour, plus de 1000 études d’association swwujet ont été publiées ces vingt dernieres
annees, impliquant plus de 7000 variants [369]. léssiltats de ces études ont montré une
forte association pour les variants précédemmae@s et ceux situés dans ou a proximité des
géenes suivanthlOTCH2, NEK10, MRSP30, ECHDC1, CDKN2A/B, ANKRD16FZ65,
ZMIZ1, RAD51L1, TOX3, COS11, ANKLE1, CHEK2, ATMNNBTLA4, ERCC2, ESR1,
GSTM1, GSTT1, HSD17B, IFNG, IGF1, LRTOMT, MTHFRMA1, TP53, TYMS, VDR,
andWRN [364-367;369-371]. Des études de réplication adgadchelle ont ainsi identifié 79
loci et une étude plus récente encore, datant deb,28 permis d’identifier 15 loci
supplémentaires dont I'association avec le cangexeth était significative [370]. A noter que
la plupart de ces études ont été menées sur demtidicms d’individus européens.
populations asiatiques, dans ou a proximité deeg&uivantsESR1, GSTPEt XRCC3
[369].

De maniere intéressante, un certain nombre de SiNPstifies par les GWAS et

significativement associés a un risque de cancesethy sont intergéniques tels que les loci
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2035, 8924 et 11gl13. lls sont donc situés a distage toute région codante et cette
observation a pu susciter quelques doutes quasmt pettinence biologique des variants
identifiés par les GWAS [372]. Il est a noter cepmmt que la plupart des variants
intergéniques révélés par les GWAS (76,5% selonrdau et al.) sont situés sur des sites
d’hypersensibilité a la DNAse [373]. Or ces sitesrespondent a des régions du génome ou
la chromatine est ouverte, exposant 'ADN et le dat accessible. lls sont donc
particulierement présents dans les régions dedrigtisn et de régulation des génes actifs et
il a été suggéré que les variants situés dansitess gouvaient agir comme des éléments cis-
régulateurs de genes particuliers et étre impliqiless I'étiologie d’'une pathologie. Pour
exemple, il a été démontré que le locus 8p24, éyaie impliqué dans le cancer colorectal,
altérait le site de fixation d’'un facteur de tramsiion activant a distance 'oncogeidYC
[374;375].

Finalement, ces études d’association ont pernasttification de nombreux alléles liés a une
prédisposition au cancer du sein. La pénétranaeslalléles de susceptibilité reste cependant
extrémement faible et ils correspondent sans ddayantage a des genes modificateurs dans
le cadre d’'une hérédité multigénique qu’a d’autliergs alleles de susceptibilité [376]. De
maniére intéressante, Milne et Antoniou ont étudiéisque cumulé de cancer du sein en
fonction de la distribution de 18 SNPs connus pite associés au risque de cancer du sein
dans la population générale [377]. Cette analysé&téaréalisée pour des femmes de la
population générale ainsi que pour des femmes ymeted’'une mutatioBRCA2 Dans le
premier groupe, 5% des femmes considérées a fadgee (car non porteuses des SNPs a
risque étudiés) avaient un risque cumulé atterd®,7% alors que 5% des femmes
considérées a haut risque (car porteuses des SN&tpia étudiés) avaient un risque cumulé
attendu> 19%. Dans le groupe des mut&RCA2 5% des femmes considérées a faible
risque avaient un risque cumulé atterdd7% alors que 5% des femmes considérées a haut
risque avaient un risque cumulé atterd89%. Les auteurs ont ainsi montré une majoration
significative du risque de cancer du sein lie¢ a T8SNPs dans les deux groupes, avec un
résultat plus marqué en cas de mutaBRCA2 En revanche, le méme résultat n'a pas été
observé pour les femmes porteuses d’une mut&8REGAL Le principal argument avance
pour expliquer cette constatation est que la ptug@s SNPs identifiés par les GWAS, l'ont
été a partir de cas de cancer du sein sporadiqesesniedonc plus fréquemment associés a des
cancers du sein exprimant les récepteurs aux cestegOr, a la différence des tumeurs du

seinBRCAZ2 les tumeurs du seBRCA1ne les expriment généralement pas.
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2 OBJECTIFS DE TRAVAIL

La découverte des geneBRCAL et BRCA2 et la description de leurs altérations
constitutionnelles ont conduit a la prise en comgte un plan médical des situations de
prédisposition héréditaire aux cancers du seiredtodtaire. Cependant, les recherches de
mutation de ces deux génes dans les situationéalerence familiale de cancer du sein
restent relativement décevantes dans la mesure@altération délétére n’est détectée que
dans 30 a 40 % des cas. Ainsi, plus de la moitsésdspicions cliniques de prédisposition
héréditaire au cancer du sein restent aujourdiexpliquées sur le plan mutationnel et les
tentatives d’individualiser un autre gene majeur médisposition au cancer du sein

(BRCAJ ont jusqu’a présent toujours échoué.

Une des raisons semble étre I'importante hétérogem@nétique qui s’observe lorsqu’un
simple critere de récurrence familiale est utilpéur sélectionner les familles étudiées.
Effectivement, d’assez nombreux cas ponctuels deds familiales de cancer du sein ont été
rapportés a des mutations de géenes variés coBiRD1 PALB2 ou BRIP1mais également
TP530u PTEN l'implication de chacun de ces génes étant ire#éle en termes de nombre
de familles concernées. L’identification des geaescause repose de ce fait sur I'étude de
familles individuelles, rarement suffisamment étsesl pour permettre une stratégie de

localisation génique selon les méthodes classidadisison génétique ou d’association.

La stratégie envisagée ici consiste a combinerappeoche constitutionnelle de séquencage
d’exomes applicable a de tres petits échantilléansne approche tumorale par la recherche
d’haplotypes communs dans les aberrations chromigs@s propres aux tumeurs ayant
touché difféerents membres d’une méme famille. Hatefe développement d’'un cancer de
forme familiale implique généralement (i) I'hérilagd’'un (ou plusieurs) facteur(s) de
prédisposition (mutation, polymorphisme) proverdinh ancétre commun, et (ii) I'activation
de ce facteur par une aberration chromosomiqueq(tgment la disparition de l'alléle
sauvage par LOH dans le cas d’un gene suppressduntur mais €galement sa duplication
ou son amplification dans le cas d’un oncogene)gémotypage tumoral par puce SNP haute
résolution a pour but d’identifier au sein d'unem@éfamille, les segments haplotypiques
communs qui subissent un méme type d’aberratioanchsomique. L'idée originale de ce
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projet est que le jeu combiné des crossing-ovetestremaniements génomiques tumoraux
nous permettrait d’identifier des régions candidate taille modérée au sein desquelles un
géne de prédisposition pourrait étre recherchéspguencage de nouvelle génération (ou

NGS) et la mutation causale identifiée.
Une sélection de plusieurs familles avec récurrateecancers du sein et disponibilité de

’ADN tumoral pour au moins deux membres de cesilfasma ainsi fait I'objet de cette

double approche.
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3 MATERIEL ET METHODES

3.1 Matériel

L’activité d’'oncogénétique développée a I'InstiBgrgonié depuis les années 1990 a conduit
a un recrutement important de formes familialecaecer du sein. L'informatisation des le
début de cette activité des généalogies concem@esmis d’avoir acces a un grand nombre
de familles évocatrices d’'une situation de prédiifmn héréditaire au cancer du sein non
lites aBBRCAletBRCAZ2 Le croisement de ces données avec le fichiea tienhorotheque de
I'Institut Bergonié a ensuite permis de sélectiaries familles pour lesquelles au moins deux
échantillons tumoraux cryo-préservés de canceregué&aient disponibles. 17 familles avec
récurrence de cancers du sein ont ainsi été saieées dont 14 avec un échantillon tumoral
pour deux de ses membres et trois avec un éclmantiimoral pour trois de ses membres
familiaux. A noter que I'ensemble de ces familleaibbénéficié au préalable d’'un criblage
mutationnel des geneBRCAlet BRCA2avec identification d’'une mutation délétére dans
trois familles (familles G1995049 et G2003221 (niota BRCA) et famille G2009373
(mutation BRCAZ2)) servant de témoins positifs duide. Les arbres généalogiques de ces
familles sont présentés en annexe (Annexes 1 a 17).

Au total, nous disposions de 37 ADNs tumoraux pnawve de 17 familles, dont 14 sans
mutationBRCA1/2identifiée, pour réaliser les génotypages tumorsurxpuces SNP. Nous
disposions également pour ces derniers de 27 ADNSstitutionnels (leucocytaires) appariés

ainsi que 37 autres ADNSs constitutionnels d’'indisdapparentés (Tableau 2).

Sept échantillons d’ADN leucocytaire ont ensuité éélectionnés parmi les cas index des

familles précédentes afin de réaliser un séquentaigiedebit de type exome.

Enfin, 17 échantillons supplémentaires de cancersseln, développés par 16 patientes
différentes provenant de dix nouvelles famillest @é sélectionnés pour réaliser un
séquencage haut deébit ciblé (sur un panel de gemelégués dans la prédisposition au
cancer). Ces familles, dont les arbres généalogigaet fournis dans l'article (Sup Figures 1
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a 10), se caractérisaient toutes par une agrégnitiale de cancers du sein associée a une
mutation constitutionnelle du gedd M identifiée chez le cas indeA. noter que tous les cas
index de ces familles ont bénéficié au préalablmel’ procédure de diagnostic génétique
moléculaire dans le cadre d’'une prédisposition ditxiée au cancer du sein suspectée et
gu'aucune mutation constitutionnelle des gem#fRCAl et BRCA2 n'a été identifiée a
'exception de deux patientes, G2014701 1l :10 &2009467_lll:11, porteuses
respectivement d’'une mutatid@RCAlet BRCA2 Les caractéristiques de ces dix familles
(type de pathologie, age au diagnostic et nomanelaties mutationATM et BRCA

identifiées) sont réesumées dans la Table 4 dediart
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Tableau 2. Caractéristiques des 17 formes familiales de cancer du sein

Famille ID Npatients Ntumeurs Nconstit Ntumeurs Stratégie % Cell. Tumorales Statut mutationnel
OK Tumorale OK BRCA

G1995037 7 3 6 3 oui 60/ ND /ND wt
G1995042 2 2 2 2 oui 90 /ND wt
G1995049 6 2 7 1 non 10/ ND mutation BRCA1
G1995064 2 2 1 2 oui 60/ ND wt
G1995079 13 2 13 2 oui 55 /55 wt
G1996019 19 3 18 1 non <5/5/60 wt
G2001185 2 2 1 1 non 5-10/75 wt
G2002199 2 2 2 2 oui ND / ND wt
G2003221 2 2 1 1 non 0/ND mutation BRCA1
G2006232 3 3 1 3 oui 60/80/90 wt
G2007180 2 2 2 1 non <5/5 wt
G2007398 2 2 1 2 oui 25/40 wt
G2009159 2 2 2 2 oui 75/90 wt
G2009223 2 2 2 1 non 5/60 wt
G2009373 2 2 2 2 oui 80/ 85 mutation BRCA2
G2010220 2 2 2 2 oui 20/ 75 wt
G2010325 2 2 1 2 oui 75/ 80 wt

Total 72 37 64 30 11 3

Famille ID, Identité famille; NPatients, Nombre de patients par famille; Ntumors OK, Nombre d'échantillons tumoraux de bonne qualité par famille;
Stratégie Tumorale OK, Stratégie tumorale familiale par SNP-array contributive; % Cell. Tumorales (x / x / x), pourcentage de cellules tumorales
dans les échantillons familaux analysés (Tumeur 1 / Tumeur 2 / Tumeur 3); ND, non documenté ; wt, wild-type.
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3.2 Méthodes

3.2.1 Extraction d’ADN

3.2.1.1 ADNSs tumoraux

La grande majorité des ADNs tumoraux ont été estraipartir de prélevements de 50 a 100
mg de chaque tumeur mammaires conservées a -1R@raction d’ADN a été realisée
dans ce cas selon un protocole classique d’extraetii phénol-chloroforme comprenant une
lyse des cellules a la guanidine-HCI, une extracti?ADN a I'aide de phénol-chloroforme et
une précipitation a I'éthanol, ou au moyen d’'un RIAGEN, le QlAamp® DNA Mini Kit,
selon les recommandations du fournisseur.

Certains ADN tumoraux ont été extraits a partir rdatériel FFPE (pouFormalin-fixed,
paraffin-embeddedau moyen d'un kit QIAGEN, le QlAamp® DNA FFPE $ig kit, selon
les recommandations du fournisseur.

Le pourcentage de cellules tumorales a été conp@i@eux coupes en lame blanche sur le

dessus et le dessous du prélévement.

3.2.1.2 ADNs leucocytaires

Les ADNSs leucocytaires ont été extraits a partipddevements sanguins de 5 a 10 ml sur
tubes EDTA conserves a 4°C puis -80°C. Pour leleyeénents les plus anciens, I'extraction
d’ADN a été réalisée selon un protocole classigiextdiction au phénol-chloroforme
comprenant une lyse des cellules a la guanidine-ld@¢ extraction d’ADN a l'aide de
phénol-chloroforme et une précipitation a I'étharfébur les plus récents, I'extraction a été
réalisée sur un automate de type Autopur® ld@ QIAGEN, utilisant des réactifs AutoGen,

selon le mode opératoire recommandé par le foleniss

3.2.2 Génotypage tumoral par puces SNP haute résolution
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La réalisation des génotypages tumoraux et leuys@dioinformatique ont été confiées au
programme « Carte d’ldentité des Tumeurs » (CIT)adeigue Nationale Contre le Cancer,
ce projet ayant été sélectionné sous l'appellakiBAM3 par le conseil scientifique Ligue-
INCa de ce programme.

Le but de cette approche était d’identifier desa®g candidates communes aux tumeurs du
sein ayant touché deux a trois membres différehiesedméme famille en utilisant des
données de puces SNP. Elle impliquait donc (ietzherche de régions de LOH communes
entre les tumeurs familiales, (ii) la reconstructites haplotypes tumoraux dans ces régions,

puis (iii) la recherche d’haplotypes conservés dassumeurs étudiées.

3.2.2.1 Hybridation des puces SNP

37 ADNSs tumoraux extraits de cancers du sein omicd&té analysés sur des puces SNP
HumanOmniExpress v12® d’lllumina, ces derniereseoant chacune 731442 sondes.
L’hybridation des ADNs sur puce a été réaliséelp&ociété IntegraGen (Evry, France) sous
contrat avec le programme CIT selon les instrustifmurnies par le fournisseur. Les signaux
de fluorescence bruts générés ont été importés ldalugjiciel BeadStudio® d’lllumina et
normalisés comme précédemment décrit & I'aide deurae de fluorescence effectuées sur
des ADNs normaux [378]. Les données de nombre giesgou LRR poukLog R Ratiy et de
statut allélique (ou BAF pouB allele frequency obtenues pour chaque marqueur, sont

représentées sur un graphique en fonction de iigpgpshromosomique du SNP.

3.2.2.2 Détection des LOHs

Les aberrations chromosomiques ou les variationaatabre de copies tumorales, ont été
déterminées sur la totalité du génome selon la odétfGAP comme précédemment décrit
[115]. Les profils génomiques ont été divisés egnsents, en appliquant séparément
'algorithme de segmentation binaire circulaire (®d¢dpy package, Bioconducteur) aux
signaux LRR et BAF [379;380]. Le nombre de copies Idlléle spécifigue de chaque
segment a ensuite été déeterminé, toujours par tacué GAP [115]. Brievement, le modeéle
GAP a été appliqué pour chaque échantillon et l#lene modéle obtenu a été utilisé pour
déterminer la ploidie de I'échantillon, le niveag cbntamination par des cellules normales

ainsi que le nombre de copies absolu et le génotgmeespondant a chaque groupe de
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segments. Les valeurs du LRR oscillent autour detO,.RR = O signifie qu'a ce locus, le
nombre de copies d’ADN de I'’échantillon et le nomblle copies d’ADN du témoin normal
sont identiques. Une augmentation du nombre deesa@piin locus se traduit par un LRR > 0,
et une diminution par un LRR < 0. Nous avons cargidju’'un segment présentait une LOH
lorsque le nombre de copies était inférieur a 0 guéelle-méme était significative lorsqu’elle
faisait au moins 1 Mb. Cette valeur seuil de 1Mét@ fixée pour éviter d’identifier par la
suite des haplotypes identiques par hasard casaepsur I'étude de peu de SNPs.

3.2.2.3 Reconstruction des haplotypes tumoraux

Dans les régions de LOH, seul un chromosome pdrsatdes deux est représenté dans la
tumeur. L’haplotype du chromosome restant est aimsctement donné par le génotypage de
I’ADN tumoral.

Les haplotypes tumoraux ont donc été reconstrugtaréir des profils BAF en rappelant que
pour chaque SNP génotypé, deux alleles sont pessiiolentifies de maniére arbitraire allele
A et allele B et que le profil BAF représente leumentage d’allele B a une position
génomique donnée. Un rapport de 0,5 traduit ainsihétérozygotie A/B parfaite avec 50%
d’alleles B et 50% d’allele A, sans déséquilibreglajue. De méme, un rapport de 0 ou 1
traduit une homozygotie parfaite AA ou BB, sansed@dibre allélique. Dans les tumeurs, on
observe fréquemment une déviance de ce rappodgséquilibre allélique, car elles sont le
siege de nombreux remaniements chromosomiquesrafih BAF proche de 0 signifie que
l'allele A est majoritairement représenté a ce $oalors qu'un profil BAF proche de 1
signifie que c’est l'allele B qui est majoritairemeeprésenté. En pratique, des valeurs seuils
ont été deéfinies pour attribuer les alléles. Led”SMvec un BAF >0,65 ont pour génotype
l'alléle B et les SNPs avec un BAF <0,35 ont poématype I'allele A. En revanche, les SNPs

avec un BAF situé entre ces deux valeurs seuilgténtetirés de I'analyse.

3.2.2.4 Détection des haplotypes conservés

Les régions de LOH communes entre les tumeurs ifdesl étant établies et les haplotypes
tumoraux situés dans ces régions reconstruitshagstypes significativement conservés ont
pu étre recherchés dans chaque région candidateneoprécédemment décrit [381].

Brievement, le pipeline Foudertracker utilisé pa&tduzé et al, permet d’assigner un score
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IBD (pour Identity By Desceita chaque SNP présent dans les régions tumoraldeés.
L’algorithme GERMLINE a d’abord été appliqgué pouwgtecter les segments IBD par paire
d’échantillon, cet algorithme tenant compte dealdet et de la fréquence allélique des SNPs
contenus dans chaque segment [382]. Le score IBDsaite été comparé a une distribution
nulle établie a partir d’'un set d’haplotypes tunuxrae référence afin d’identifier les SNPs
avec des scores IBD significativement plus élewés @gpux attendus par chance. A noter que
lorsqu’il y avait plus de deux échantillons tumotraoar famille, I'algorithme Dash était
secondairement appliqué [383]. La visualisatiorcele données a pu se faire grace au logiciel

IGV® (pour Integrative Genomics Viewer Broad InstitutéSA).

3.2.3 Séquencage de Nouvelle Génération (NGS) des exomes par synthese

(Illumina) [384;385]

La réalisation des 7 exomes constitutionnels a@éée a la société IntegraGen.

3.2.3.1 Constitution de la banque de capture [386]

La banque de sondes oligonucléotidiques biotinytieed20-mers du kit Agilent SureSelect
All Exon V5® qui permet de réaliser la capture exque de 21 522 génes soit 357 999 exons
(50 Mb) a partir d’ADN génomique, a été utilisédleEa été construite a partir des bases de
données suivantes : CCDS (Consensus Coding Seq)eRefSeq (Reference Sequences),
GENCODE (Genome annotation for ENCyclopedia Of DNAements), miRBase
(microRNA database), TCGA (The Cancer Genome AtlB)SC Genome (University of
California, Santa Cruz).

Pour chaque exon de chaque gene, une région igtrwi'environ 50 bases de part et d’autre
de I'exon était ajoutée. La profondeur de captitiendue était d’1X pour 100% des cibles et
de 10X pour 94% des cibles.

3.2.3.2 Préparation de la librairie d’ADN génomique
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La capture des séquences, I'enrichissement etibélont été effectués selon le protocole et
les recommandations du fournisseur (SureSelectle@yi sans modification, en vue du

séquencage haut débit selon la technologie lllumina

Brievement, 3 ug d’ADN génomique, quantifiés au if@k{Invitrogen) sont fragmentés par
sonication, et purifiés afin d’obtenir des fragnsede 150 a 200 pb (paires de bases). Il faut
ensuite réparer les extrémités, modifier I'extréndt des fragments (ajout d’une adénine aux
extrémités 3’), puis liguer les adaptateurs oligéotidiques de séquencaBeaired-Enda
chaque extrémité. Ces fragments sont alors de aouperifies et amplifiés par 4 a 6 cycles
de PCR. 500ng de ces librairies purifiées sontsalléishydratés avant d'étre repris dans un
tampon d’hybridation, puis hybridés a la banquesdedes oligonucléotidiques de capture
SureSelect All Exon V5® pendant 24h. Apres hybiatatlavage et élution, les séquences
capturées de chaque échantillon sont de nouvealifiéegp (10 a 12 cycles de PCR) avec
ajout d’'un index spécifigue de chaque échantillba.fraction obtenue est alors purifiée,
qualifiée et quantifiée par PCR quantitative afiobtenir suffisamment d’ADN matrice pour
la suite du processus en aval.

Le mélange (ou pool) des échantillons est alorssgajuantifié et déposé sur 'HiSeq 2000®

d’lllumina pour séquencage, par synthese de ségsale 75 bases de chaque extrémite.

3.2.3.3 Séquencage sur HiSeq 2000® (Illumina)

C’est une technologie de séquencage sur puce. €hagae comprend 3 étapes :
Incorporation, détection et déprotection. Cettehmégue est fondée sur l'intégration de
plusieurs méthodes :
0 Les biopuces a ADN (ou flowcell),
o Une variante de la technique de Sanger appelé @Rr ¢yclic reversible
termination,
o Un traitement informatique pour l'acquisition, Iaitement et I'analyse des

images.

» Flowcell(ici PE Flow Cell V3 - 8 échantillons/flowcell)
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La trés haute densité de la puce de séquencadevareli (plus de 100 millions de molécules
par centimetre carré) permet de séquencer enviB@®QD paires de bases par seconde.
L’ADN est coulé dans des cellules spécialement gesgour assurer la fixation de chaque
molécule d’ADN obtenue, apres amplification en ghaslide de la premiére molécule
d’ADN fixé grace aux adaptateurs. La formation gests d’amplification permet d’avoir une

haute densité de brins d’ADN ce qui facilite et megte le débit de séquencage.

» CRT (pourcyclic reversible termination

Le principe de ce séquencage est basé sur lincatipn réversible de nucléotides
fluorescents et la lecture optique de cette flumrrse. Comme pour la technique de Sanger, il
s’agit d'une terminaison de synthése fondée suilifation d’'un terminateur (mais celui-ci
est réversible) contenant un groupement de proteetitaché au nucléotide qui termine la
synthése d’ADN. L’élimination du groupement de paiion par photoclivage utilisant la
lumiére ultraviolette (>300nm) permet la restawmatidu groupement fonctionnel du
nucléotide incorporé, ce qui permet a '’ADN polyesz d’'incorporer le prochain nucléotide
et ainsi de suite. Les molécules de 300 pairesadesbenviron sont séquencées a chaque
extrémité (ici 75 bases) puis alignées sur la sgrpielu génome humain de référence pour

étre reconstituée.

3.2.3.4 Analyses bioinformatiques primaire, secondaire et tertiaire des données NGS

L’analyse bio-informatique primaire consiste ercéaversion en temps réel des 112 images
capturées a chaque cycle d’incorporation de nudédt fois 28&iles) : pour chaque cycle, il

y a 4 images capturées correspondant a chacun mleslébtides potentiellement incorporés,
réalisées pour chacune des 28 zortée) (de laflowcell. Le séquencage réalisé est un
séquencage paired-end a une profondeur moyenn@Xiecist-a-dire que chaque base est
lue en moyenne 60 fois. Le séquenceur traduit &nsoes signaux en séquences
(«basecalling») et un score de qualité est assigné a chaque bes logiciels gérant cette
phase de NGS sont HiSeq Control Software 2.2.58@&J3Het Real Time Analysis
1.18.64.0® (RTA).
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L’analyse secondaire et la premiere partie de Resgatertiaire se résument en deux grandes
étapes : I'alignement des séquences sur le génbiaedétection des variants. On regroupe
sous le terme de pipeline» la succession des différents algorithmes etraromes utilisés
pour réaliser I'analyse. Ici, I'analyse des donnélesséquencage fournie par IntegraGen
utilise le pipeline fourni par Illumina, CASAVA 13® qui comprend l'alignement des
séquences sur le génome humain de référence hgl®e eétection des variants SNVs (pour
single nucleotide variatignet INDELSs (poutinsertions-Délétions

Les fichiers bruts de format .bcl issus de l'analysimaire, ont été d’abord convertis en
fichiers de format .fastq qui permettent de stod&erséquences nucléiques et leurs scores de
gualité. Le score de qualité utilisé est le QPhopd,correspond a une probabilpéd’erreur

de mauvaise identification de la base, codée etogigp. Ainsi, un QPhred de 30 correspond
a une probabilité d’erreur de 0,1%. Puis, a paes données .fastq, les séquenceseads
ont été alignées sur le génome de référence grdedgarithme ELANDv2e®, et ont été
converties en fichiers de format .saBeuence Alignment/MppLes fichiers .sam ont été
ensuite compresses, indexés et convertis en fechilmm, qui permettent de visualiser les
readsalignés, sous IGV®Iiitegrative Genomics Viewdroad Institute, USA) ou Alamut®
(Interactive Biosoftware, Rouen, France). Lesads dupliqués, ou avec une taille
d’alignement trop courte, ou avec une qualité diaiment trop faible ont été éliminés. Cette
étape a été realisée par le module « sort » de WASAes fichiers .bam ont subi alors un
nouveau réalignement car les INDELs peuvent créerfalix SNVs, et également une
recalibration des scores de qualité des bases ganddule « CallSmallVariants » de
CASAVA. A partir de ces données, des fichiers denft .vcf (ariant call formaj ont été
géneérés au niveau des régions cibles. lls pernetiervisualiser les différentes variations

détectées, simultanément aux fichiers .bam.

Les fichiers .vcf bruts ne sont pas annotés, cejaife que les variants rapportés sont
exprimés en position génomique, allele de référafiéée variant et données de qualité
comme la profondeur de lecture et le score de tgudii variant. Ici, 'annotation a été
réalisée en interne par Integragen incluant :
* Une annotation des genes par les bases de donaefsesiRt Ensembl.
* Une annotation des variants référencés par leslmeseonnées dbSNP version 132,
1000Genomes version V3-20101123, HapMap versioreREVS (« Exome Variant
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Server ») version ESP6500SI-V2-SSA137, qui donnent des atains sur la
fréquence allélique en population générale desntsi

* Une annotation des variants référencés par la Hasdonnées d’Integragen, qui
détermine des fréquences exomiques (HMZ (pour hgguie) / HTZ (pour
hétérozygote) sur la base de 201 exomes pour lass,Sét 130 exomes pour les
INDELSs.

 Des caractérisations des variants: introniquefex@iUTR, silencieuse/faux-
sens/non-sens/au niveau des sites consensus dgmisde statut homozygote/
hétérozygote non basé sur le ratio alléligue marsun algorithme complexe de
probabilité de statut.

* Une annotation des SNVs par 'algorithme de piéaticPolyphen.

* Des informations sur les conséquences des vas#ngs sur la séquence transcrite et
codante : position du variant dans la séquencentedaosition du variant dans la
séquence protéique, description du codon sauvagge/rdascriptif de I'acide aminé

sauvage/mute.

A l'issue de I'analyse CASAVA 1.8, pour chaque étilbon, un fichier Excel recensant les
variants de type SNV et un fichier recensant letanés de type INDEL ont été générés.

3.2.4 Séquencgage de Nouvelle Génération (NGS) ciblé par synthese
(Illumina) [384;385]

14 ADNSs tumoraux (de cancer du sein) ont bénétitiée analyse NGS ciblé sur un panel de

genes. Cette analyse a été réalisée dans le lalberdtOncogénétique de I'Institut Bergonié.

3.2.4.1 Constitution de la banque de Capture

Une banque d’oligonucléotides de 120-mers a €li6édipour réaliser la capture exomique de
25 genes impliqués essentiellement dans la présligpo héréditaire aux cancers du sein
et/ou des ovaires, mais également dans la prédigpmokéréditaire aux cancers digestifs et
autres syndromes plus rares et plus complexes cdmmaladie de Cowden et le syndrome

de Gorlin. La liste des genes de la banque de @pPNGS avec leurs principales
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caractéristiques (localisation chromosomique, coonées génomiques, orientation du géne,
nombre d’exons, taille du transcrit, identifiantesdgénes selon UCSC, RefSeq NCBI et
Ensembl) est fournie dans l'article (Sup Table 1).

La banque de capture a été construite a l'aideodiciel de design Suredesign de Agilent

technologies Https://earray.chem.agilent.com/suredegigi/a profondeur de capture est

réalisée au niveau 2X. Les coordonnées génomigessAbll exons des 25 génes ont été
obtenues par soumission des identifiants UCSC d&e BioMart Tools d’Ensembl

(http://www.ensembl.org/index.htinl Pour chaque exon de chaque gene, une région

intronique de 50 bases de part et d’autre de I'exéte ajoutée. Les coordonnées génomiques
ainsi définies ont été soumises au design (Surgnleavec comme critére de design :

- Profondeur de capture 2X

- Repeat Masker : stringent

- Boosting : Maximize performance

Une banque de 3000 sondes oligonucléotidiques asigueté définie, répliquées de 19 a 38
fois selon le pourcentage de GC dans les régiopsurgges. Les régions génomiques
exoniques mal couvertes ont été reprises une aeifi@con a forcer le logiciel a définir une

sonde oligonucléotidiqgue de capture dans ces régiogs 316 sondes ainsi définies ont été
soumises Blat (http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgBlat?commandspeat batch de 25 afin

de s’assurer d’une couverturei-target» minimale.

3.2.4.2 Préparation de la librairie d’ADN tumoraux

La capture des séquences, I'enrichissement etibélont été effectués selon le protocole et
les recommandations du fournisseur (kit SureS&&ctAgilent) sans modification, en vue du

séquencage haut débit selon la technologie Illumina

Brievement, les échantillons sont quantifiés auiQuivitrogen) et qualifiés sur TapeStation
2200 (Agilent) pour évaluer lintégrité du matériaitial sous la forme d’'une valeur DIN
(pour DNA Integrity Numbéet puis 200ng d’ADN tumoral sont fragmentés parication
(instrument Covaris) afin de sélectionner des fragi: de 150 a 200 pb. Il faut ensuite
réparer les extrémités, modifier I'extrémité 3’ difagments (ajout d’'une adénine aux

extrémités 3’), puis liguer les adaptateurs olighéatidiques de séquencaBaired-Enda
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chaque extrémité. Ces fragments sont alors angplifé¢ 10 cycles de PCR, puis qualifiés et
guantifiés sur TapeStation avec une taille attershiiee 225 et 275 pb. 500ng de ces librairies
purifiées sont alors déshydratés, puis hybridés Bahque de sondes oligonucléotidiques de
capture pendant 16 heures. Aprés hybridation, camtlavage, les séquences capturées de
chaque échantillon sont de nouveau amplifiées (es de PCR) avec ajout d’'un index
spécifique de chaque échantillon. La fraction obéerst alors purifiée puis qualifiee et
guantifiée sur Bioanalyzer 2100 (Agilent) avec tadle de fragment attendue entre 250 et
350 pb.

Le mélange (ou pool) des échantillons est alorfisgéaquantifié et déposé sur le MiSeq

d’lllumina pour séquencage par synthese.

3.2.4.3 Séquencage sur MiSeq ([llumina)

Le séquencage sur MiSeq, comme précedemment swqHigilise une technologie de
séquencage sur puce. Il comprend les mémes étapssfendé sur I'intégration des mémes

meéthodes (cf paragraphe 3.2.3.3)

3.2.4.4 Analyses bioinformatiques primaires, secondaire et tertiaires des données NGS

L’analyse bio-informatique primaire est similaireelle précédemment décrite pour I'analyse
des exomes, le logiciel gérant cette phase de NG& ®eal Time Analysis 1.18.64.0®
(RTA).

L’'analyse secondaire, et la premiére partie dealyse tertiaire se résument comme
précédemment en deux grandes étapes : l'aligneaentséquences sur le génome et la

détection des variants. Lepipeline» utilisé est cependant un peu différent.

Les fichiers bruts de format .bcl issus de I'analysimaire, ont été d’abord convertis en
fichiers de format .fastq par le logiciel MSR [382A partir de ces données, des fichiers de
format .sam $equence Alignment/Mppnt été générés grace a l'algorithme BWA [388]
permettant l'alignement des séquences ou reads émonge de référence hgl9. Les
fichiers .sam ont été ensuite compressés, indexésngertis en fichiers .bam, permettant de
visualiser lesreads alignés sous IGV® ou Alamut®. De la méme manieue gour les

79



analyses d’exome, lagadsdupliqués, ou avec une taille d’alignement troprt® ou avec
une qualité d’alignement trop faible ont été éliésirmais grace a un outil différent, Picard®
(v.1.119, http://broadinstitute.qgithub.io/picadd/et les fichiers .bam ont subi un nouveau

réalignement ainsi qu’une recalibration des scalesqualité des bases a l'aide de I'outil
GATK [389]. Des variants somatiques potentiels, tgee INDEL et SNV, ont pu étre
remontés grace a l'outil Somatic Variant Caller®veléppé par lllumina et annotés par
Ensembl VEP [390]. A partir de ces données, ddsdis de format .vcfvariant call formaj

ont été geneérés au niveau des régions cibles pamhee visualiser les différentes variations
détectées, simultanément aux fichiers .bam.

Pour cette analyse nous avons uniguement condileré@riants passant les filtres standards
fixés par Somatic Variant Caller® et concernantgesesATM, BRCAletBRCA2 A l'issue

de cette analyse, pour chaque échantillon, unefidgxcel recensant les variants détectés a été
géneéré. En moyenne, la profondeur par base ét&B0X (74X — 1134X) et 99% des régions

cibles étaient couvertes a 378X minimum.

3.2.5 Séquencgage Sanger

Les mutations constitutionnelles du geN€M, détectées par NGS chez les cas index, ont
toutes été confirmées par séquencage conventicetmt la méthode de Sanger [181;182].
Cette méthode de séquencage a également étéeutiie@ étudier la ségrégation de ces

mutations avec les atteintes mammaires chez lexepgs disponibles.

3.2.5.1 Amplification par réaction de polymérisation en chaine ou PCR (pour
Polymerase Chain Reaction)

Brievement, le programme informatique Primer3 (Mimdo.wi.mit.edu/) a été utilisé pour
sélectionner les couples d’amorces au niveau dguehaxon a amplifier. Puis le programme
BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov.gate2.inist.ftdst/Blast.cgi) a été utilisé pour effectuer
un alignement de séquence pour chacune des amdecefacon a vérifier I'absence
d’homologie avec des séquences hétérologues entmala spécificité des PCR. L’ADN
leucocytaire ou tumoral a ensuite été amplifié P&R en utilisant le kit AmpliTag Gold®
(Life Technologies, Paisley, UK) selon les recomdsions du fournisseur. Les couples

d’amorces, le mix réactionnel ainsi que le progrant® PCR utilisés pour le séquencage sont
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respectivement présentés en annexe (Annexes E,2[H. Un contrble électrophorétique sur
gel d’agarose 2% a été réalisé avant de purifiérddg produits de PCR obtenus a l'aide du
kit EXOSAP-IT® (Affymetrix).

3.2.5.2 Réactions de séquence

Les réactions de séquence ont été realisées grdeeRigDye Terminator Cycle Sequencing
Kit (Applied Biosystems) sur un thermocycleur SimAphp (Life Technologies). Le mix
réactionnel est présenté en annexe (Annexe 2&)@bhgramme utilisé pour les réactions de
séquence était le suivant : 10 sec a 96°C, 5 &°@ et 4 min a 60°C, le tout pendant 25
cycles.

Les produits de séquence ont ensuite été puritiédiles magnétiques a l'aide du kit de
purification BigDye XTerminator® (Applied Biosystesn selon les recommandations du
fournisseur. Enfin, les produits de purificatiort @te analysés sur séquenceur capillaire ABI
3130xI (Applied Biosystems). Les électrophorégrammésultants ont été analysés a I'aide du
logiciel Sequence Analysis (Applied Biosystems)spalignés et comparés a la séquence

génomique de référence a I'aide du logiciel Segs¢Applied Biosystems).
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4 RESULTATS

4.1 Etude 1: A propos de 17 formes familiales de cancer du sein

4.1.1 Recherche de régions candidates par Génotypage tumoral

Des études sur puces SNP ont donc été menées labocation avec le programme Carte
d’'ldentité des Tumeurs sur 37 tumeurs du sein prane de 17 familles distinctes. On

rappelle que cette approche visait a identifier digions candidates de taille restreinte
permettant de guider I'analyse des séquences agqrar séquencage NGS. Ceci impliquait
(i) la recherche de régions de LOH communes eatéumeurs du sein familiales explorées
et (ii) la recherche d’haplotypes conservés au deioes dernieres.

4.1.1.1 Echec d’analyse

Un controle qualité des profils SNP obtenus powgcie tumeur analysée, a montré que la
stratégie initialement prévue, nécessitant au mkansilyse de deux tumeurs par famille, ne
pouvait étre appliguée qu’a 11 familles sur 17 &san d’'une contamination importante de
7/37 échantillons tumoraux par des cellules nonorahes. Les profils SNP de ces
échantillons étaient effectivement plats, peu regseat sans déséquilibre associe, témoignant
de l'analyse de cellules normales plus que tumsrdléigures 6 a 11). L’évaluation
histologique de la proportion de cellules tumorales échantillons tumoraux était d’ailleurs
en accord avec les données de puces SNP en affighances derniers, un pourcentage de
cellules tumorales souvent trés inférieur a 10%bldau 2). Six familles (G1995049,
G1996019, G2001185, G2003221, G2007180 et G2009%2¥) les deux familles témoins
d’'une mutationBRCA1 (G1995049 et G2003221) et une famille tres évaeatd’'une
prédisposition héréditaire au cancer du sein caf cas autour de 'age de 40 ans y étaient
rapportés (famille G1996019), ont donc été élimsnde notre étude.
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Figure 6: Profils génomiques obtenus par puces SN#ur les deux cancers du sein de la famille G199504

Les tumeurs HS_160 et HS 162 de la famille G19950v%té analysées par puce SNP HumanOmniExpress v1
(llumina). (A) Le nombre de copies spécifique tdléle (ouallele-specific copy numbede chaque segment a
été déterminé par la méthode GAP (p@enome Alteration Prijtet il est représenté par le nombre de copies
absolu. (B) La variation du nombre de copies gatasentée par le log R ratio (ou LRR), centré ¢uo.z(C) Les
déséquilibres alléliques sont représentés parélguénce de l'allele B ou BAF (pol-allele frequency (D)
Représentation de la fréquence des LOH(s) obserdars les échantillons tumoraux explorés. Nous fvon
considéré gu’'un segment présentait une LOH quandrgre de copies était inférieur a 0,5 et queedefH était
significative quand elle était supérieure a 1 Mb.

Le profil génomique de la tumeur HS 162 ne présgnpms, ou pratiguement pas, de remaniement et de
déséquilibre allélique, montre que I'échantilloralgsé est contaminé par un exces de cellules rmoorales ne
permettant la poursuite des investigations paepairtrio de cancers du sein familiaux.
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Figure 7: Profils génomiques obtenus par puces SN#our les trois cancers du sein de la famille G19960.

Les tumeurs HS 191, HS 193 et HS 195 de la fanmBEO96019 ont été analysées par puce SNP
HumanOmniExpress v12 (lllumina). (A) Le nombre dmpies spécifique de l'alléle (oallele-specific copy
numbe) de chaque segment a été déterminé par la métBéde (pour Genome Alteration Prifitet il est
représenté par le nombre de copies absolu. (Bakiation du nombre de copies est représentée pag I8 ratio
(ou LRR), centré sur zéro. (C) Les déséquilibrédiques sont représentés par la fréequence deéleaB ou BAF
(pour B-allele frequency (D) Représentation de la fréquence des LOH(Sendges dans les échantillons
tumoraux explorés. Nous avons considéré qu'un segpresentait une LOH quand le nombre de copids éta
inférieur & 0,5 et que cette LOH était significatiyuand elle était supérieure a 1 Mb.

Les profils génomiques des tumeurs HS_193 et HSn&9&résentant pas, ou pratiquement pas, de remamiet

de déséquilibre allélique, montrent que les échansi analysés sont contaminés par un exces deleslhon
tumorales ne permettant la poursuite des invegtigapar paire ou trio de cancers du sein familiaux
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Figure 8: Profils génomiques obtenus par puces SN®ur les deux cancers du sein de la famille G20013.8

Les tumeurs HS_212 et HS 213 de la famille G2001i8%té analysées par puce SNP HumanOmniExpréss vl
(INumina). (A) Le nombre de copies spécifique @diéle (ouallele-specific copy numbede chaque segment a été
déterminé par la méthode GAP (pdtenome Alteration Priftet il est représenté par le nombre de copiesiabso
(B) La variation du nombre de copies est représeptr le log R ratio (ou LRR), centré sur zéro. [@€p
déséquilibres alléliques sont représentés parélquémce de l'allele B ou BAF (po-allele frequency (D)
Représentation de la fréquence des LOH(s) obsergténs les échantillons tumoraux explorés. Nous svon
considéré qu'un segment présentait une LOH quandrigbre de copies était inférieur a 0,5 et queedafiH était
significative quand elle était supérieure a 1 Mb.

Le profil génomique de la tumeur HS_213 présentanbruit de fond important du LRR et pratiquemeas ple
déséquilibre allélique associé aux remaniementsreés, montre que I'échantillon analysé est comérmpiar un
exces de cellules non tumorales ne permettantuaspite des investigations par paire ou trio deceedu sein

familiaux.
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Figure 9: Profils génomiques obtenus par puces SNiour les deux cancers du sein de la famille G2003R2

Les tumeurs HS_ 223 et HS_ 224 de la famille G20032f2%té analysées par puce SNP HumanOmniExpr&ss v1
(NMumina). (A) Le nombre de copies spécifique @di¢le (ouallele-specific copy numbede chaque segment a été
déterminé par la méthode GAP (pdaenome Alteration Prifitet il est représenté par le nombre de copieslabso
(B) La variation du nombre de copies est reprégepir le log R ratio (ou LRR), centré sur zéro. (€p
déséquilibres alléligues sont représentés parélguénce de l'allele B ou BAF (pow-allele frequency (D)
Représentation de la fréquence des LOH(sS) obserdéms les échantillons tumoraux explorés. Nous svon
considéré qu’un segment présentait une LOH quandrgbre de copies était inférieur & 0,5 et queedaftH était
significative quand elle était supérieure a 1 Mb.

Le profil génomique de la tumeur HS_223 ne présegnpms, ou pratiquement pas, de remaniement et de
déséquilibre allélique, montre que I'échantilloralgsé est contaminé par un excés de cellules noorales ne
permettant la poursuite des investigations paepairtrio de cancers du sein familiaux.
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Figure 10: Profils génomiques obtenus par puces SN#ur les deux cancers du sein de la famille G20080

Les tumeurs HS_230 et HS_ 232 de la famille G200Zx8C&té analysées par puce SNP HumanOmniExpréss vl
(llumina). (A) Le nombre de copies spécifique @diéle (ouallele-specific copy numbede chaque segment a été
déterminé par la méthode GAP (pdbenome Alteration Prijtet il est représenté par le nombre de copieslabso
(B) La variation du nombre de copies est reprégepir le log R ratio (ou LRR), centré sur zéro. (@p
déséquilibres alléliques sont représentés pardquénce de l'allele B ou BAF (pouB-allele frequency (D)
Représentation de la fréquence des LOH(s) obserdaas les échantillons tumoraux explorés. Nous s@von
considéré qu’'un segment présentait une LOH quandrgbre de copies était inférieur a 0,5 et queedefiH était
significative quand elle était supérieure a 1 Mb.

Le profil génomique de la tumeur HS 230 mais égaldntelui de la tumeur HS_232 ne présentant pas, ou
pratiguement pas, de remaniement et de déséquitibéique, montrent que les échantillons analysést
contaminés par un excés de cellules non tumoralggermettant la poursuite des investigations pae joal trio de

cancers du sein familiaux.
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Figure 11: Profils génomiques obtenus par puces SN#dur les deux cancers du sein de la famille G20022

Les tumeurs HS_241 et HS_243 de la famille G2009223té analysées par puce SNP HumanOmniExpress v1
(Ilumina). (A) Le nombre de copies spécifique Galéle (ou allele-specific copy numbede chaque segment a
été déterminé par la méthode GAP (p@enome Alteration Pritet il est représenté par le nombre de copies
absolu. (B) La variation du nombre de copies gstasentée par le log R ratio (ou LRR), centré swo.z(C) Les
déséquilibres alléliques sont représentés parélguénce de l'allele B ou BAF (pot-allele frequency (D)
Représentation de la fréquence des LOH(s) obserdaérs les échantillons tumoraux explorés. Nous fvon
considéré gu’'un segment présentait une LOH quandrgbre de copies était inférieur a 0,5 et queedaftH était
significative quand elle était supérieure a 1 Mb.

Le profil génomique de la tumeur HS 243 ne présgnpas, ou pratiguement pas, de remaniement et de
déséquilibre allélique, montrent que I'échantileomalysé est contaminé par un exces de cellulesumoorales ne
permettant la poursuite des investigations paepairtrio de cancers du sein familiaux.
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4.1.1.2 Détection de LOHs communes dans les tumeurs familiales

Les données de puces SNP ont pu étre analyséesipaou trio de tumeurs du sein pour 11

familles.

La 1°° étape de lanalyse consistant & rechercher demnsigde LOH communes
significatives (>1Mb) entre les tumeurs familialasnontré qu’aucune n’était identifiée pour
trois familles : les familles G1995064, G200739&€010220 (Figures 12 a 15). Concernant
la famille G2009373, témoin d’'une mutati@RCA2 deux régions de LOH communes aux
deux tumeurs familiales ont été identifiées, s dhromosomes 6 [6q1l5 - 6g27] et 17
[17p13.3 - 17p12], mais aucune au locus du geREA2[13g12-13]. Sur la Figure 15, on
observe effectivement que la tumeur du sein dedadgmere maternelle (patiente IV:1) ne
présente pas de LOH en regard du chromosome 18 @léglle est observée pour la tumeur
de sa petite-fille (patiente 11:12). Cet exemplentne que le géne suppresseur de tumeur
BRCAZ n’est pas obligatoirement la cible d’'une LOH démsumeur, pouvant étre inactivé

par un autre moyen tel qu’'une mutation ou un mécaaiépigenétique, non recherché ici.

En revanche, des régions de LOH communes ont &ésman évidence pour les tumeurs
familiales de sept familles (Figures 16 a 22). Atalt 45 régions de LOH ont été détectées,
soit : deux pour la famille G1995037, cing pourfdaille G1995042, trois pour la famille
G1995079, trois pour la famille G2002199, 16 paufdmille G2006232, 11 pour la famille
G2009159 et cing pour la famille G2010325. Les d@rsstiques de ces différentes régions,

en termes de taille et de localisation exacted, détaillées par famille dans le Tableau 3.

4.1.1.3 Détection d’haplotypes conservés dans les régions de LOH

L’'analyse des régions de LOH précédemment ideatifi@ permis ensuite de détecter des
haplotypes conservés pour les sept familles.

Un total de 74 haplotypes candidats a ainsi ététifite Les caractéristiques de ces derniers
(leur localisation précise, leur taille et le nomlole genes qu’ils contiennent) sont présentées

par famille dans les Tableaux 4 a 10.
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Figure 12: Profils génomiques obtenus par puces SN#ur les deux cancers du sein de la famille G19950

et absence de mise en évidence de région de LOH ecoume supérieure a 1 Mb.

Les tumeurs HS_ 173 et HS_ 174 de la famille G1995064té analysées par puce SNP HumanOmniExpr@ss v1
(Numina). (A) Le nombre de copies spécifique teléle (ouallele-specific copy numbede chaque segment a
été déterminé par la méthode GAP (p@enome Alteration Priftet il est représenté par le nombre de copies
absolu. (B) La variation du nombre de copies gatésentée par le log R ratio (ou LRR), centré suo.z(C) Les
déséquilibres alléliques sont représentés parélguémce de l'allele B ou BAF (pol-allele frequency (D)
Représentation de la fréquence des LOH(s) obsem@es les échantillons tumoraux explorés. Nous svon
considéré qu'un segment présentait une LOH quambiebre de copies était inférieur & 0,5 et queede@H
était significative quand elle était supérieureMil

Dans ces conditions, aucune région de LOH commtaétd mise en évidence pour les deux tumeurs itdasl

étudiées, les quelques LOH(s) détectées étantanfés a 1 Mb.
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Figure 13: Profils génomiques obtenus par puces SN#ur les deux cancers du sein de la famille G20073

et absence de mise en évidence de région de LOH coume supérieure a 1Mb.

Les tumeurs HS_234 et HS_235 de la famille G20032&té analysées par puce SNP HumanOmniExpress vl
(NMumina). (A) Le nombre de copies spécifique @diéle (ouallele-specific copy numbede chaque segment a été
déterminé par la méthode GAP (pdaenome Alteration Priftet il est représenté par le nombre de copiesiabso
(B) La variation du nombre de copies est reprégeptir le log R ratio (ou LRR), centré sur zéro. (@5
déséquilibres alléliques sont représentés parélguénce de l'alléle B ou BAF (pow-allele frequency (D)
Représentation de la fréquence des LOH(s) obsergéns les échantillons tumoraux explorés. Nous s@avon
considéré qu’un segment présentait une LOH quandrgbre de copies était inférieur a 0,5 et queedeftH était
significative quand elle était supérieure a 1 Mb.

Dans ces conditions, aucune région de LOH commimétd mise en évidence pour les deux tumeurs itdesl
étudiées, les quelques LOH(s) détectées étantanfés a 1 Mb.
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Figure 14: Profils génomiques obtenus par puces SN#dur les deux cancers du sein de la famille G20122

et absence de mise en évidence de région de LOH coume supérieure a 1Mb.

Les tumeurs HS_215 et HS_217 de la famille G201@22@&té analysées par puce SNP HumanOmniExpréss v1
(Ilumina). (A) Le nombre de copies spécifique aléle (ouallele-specific copy numbede chaque segment a
été déterminé par la méthode GAP (p@&nome Alteration Pritet il est représenté par le nombre de copies
absolu. (B) La variation du nombre de copies gatésentée par le log R ratio (ou LRR), centré éu0.z(C) Les
déséquilibres alléliques sont représentés parélguénce de l'allele B ou BAF (po@-allele frequency (D)
Représentation de la fréquence des LOH(s) obsemars les échantillons tumoraux explorés. Nous @avon
considéré gu’'un segment présentait une LOH quamebhebre de copies était inférieur a 0,5 et queede@H
était significative quand elle était supérieureMd

Dans ces conditions, aucune région de LOH commimété mise en évidence pour les deux tumeurs itzes!
étudiées, les quelques LOH(s) détectées étantdnfés a 1 Mb.
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Figure 15: Profils génomiques obtenus par puces SNiur les deux cancers du sein de la famille G200B3
(Témoin BRCA2) et absence de mise en évidence de région de LObhmnune au locus du gend8RCA2
(13912-13).

Les tumeurs HS_245 et HS_247 de la famille G2009812&té analysées par puce SNP HumanOmniExpr@ss v1
(llumina). A noter que les patientes ayant présams tumeurs sont porteuses d’'une mutation catistinelle
délétére du genBRCA2 (A) Le nombre de copies spécifique de l'allelel @lele-specific copy numbgeide
chaque segment a été déterminé par la méthode @@ Genome Alteration Pritet il est représenté par le
nombre de copies absolu. (B) La variation du nondlereopies est représentée par le log R ratio RRR)L.centré
sur zéro. (C) Les déséquilibres alléliques sontaésgntés par la fréquence de l'alléle B ou BAF (duallele
frequency. (D) Représentation de la fréquence des LOH(sputées dans les échantillons tumoraux explorés.
Nous avons considéré qu’'un segment présentait @t¢ quand le nombre de copies était inférieur aed,§ue
cette LOH était significative quand elle était sgudre a 1 Mb.

Dans ces conditions, deux régions de LOH(s) comsworg été identifiees pour les deux tumeurs fatagia
étudiées, sur les chromosomes 6 et 17. En revalechemeur HS_245 ne présente pas de LOH au |d2gb2t13

du geneBRCA2(représenté ici par un cadre noir) alors quen@etur HS 247 en présente bien une.
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Figure 16: Profils génomigques obtenus par puces SNbur les trois cancers du sein (lié 2 a 2) de larhille

G1995037 et mise en évidence de régions de LOH coomes.
Les tumeurs HS 151, HS 153 et HS 154 de la fan@lE095037 ont été analysées par puce SNP

HumanOmniExpress v12 (lllumina). A noter que cessttumeurs sont en fait liées généalogiquement dedeux
(HS_151 avec HS_154 et HS_153 avec HS_154). (A)dmbre de copies spécifique de I'alléle @lele-specific
copy numbeérde chaque segment a été déterminé par la métaddke (pourGenome Alteration Prifitet il est
représenté par le nombre de copies absolu. (B)akation du nombre de copies est représentée pag IR ratio
(ou LRR), centré sur zéro. (C) Les déséquilibrédiglies sont représentés par la fréquence deltaB ou BAF
(pourB-allele frequency (D) Représentation de la fréquence des LOH(seolges dans les échantillons tumoraux
explorés. Nous avons considéré qu'un segment padsene LOH quand le nombre de copies était inféria 0,5

et que cette LOH était significative quand ellété&tapérieure a 1 Mb.

Dans ces conditions, deux régions de LOH(s) comswome été identifiées pour les trois tumeurs fatah
étudiées, sur les chromosomes 11 et 16. Les quelutees LOH(s) communes détectées étaient noificigives

car inférieures a 1 Mb.
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Figure 17: Profils génomiques obtenus par puces SNPpour les deux cancers du sein de la famille
G1995042 et mise en évidence de régions de LOH coomes.

Les tumeurs HS_169 et HS_171 de la famille G19952:té analysées par puce SNP HumanOmniExpress
v12 (lllumina). (A) Le nombre de copies spécifigde I'allele (ouallele-specific copy numbeide chaque
segment a été déterminé par la méthode GAP (@Benome Alteration Prifitet il est représenté par le nombre
de copies absolu. (B) La variation du nombre ddesopst représentée par le log R ratio (ou LRR)tréesur
zéro. (C) Les déséquilibres alléliques sont remtésepar la fréquence de l'allele B ou BAF (pd&iallele
frequency. (D) Représentation de la fréquence des LOH(sglges dans les échantillons tumoraux explorés.
Nous avons considéré qu’'un segment présentait ¢ quand le nombre de copies était inférieur aed Gue
cette LOH était significative quand elle était sugadre & 1 Mb.

Dans ces conditions, cing régions de LOH(s) commwomg été identifiées pour les deux tumeurs fahagia
étudiées, sur les chromosomes 1, 6 (2 régiong)19.d.es quelques autres LOH(s) communes déteétaemnt
non significatives car inférieures a 1 Mb.
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Figure 18: Profils génomiques obtenus par puces SNPour les deux cancers du sein de la famille
G1995079 et mise en évidence de régions de LOH commas.

Les tumeurs HS_176 et HS_178 de la famille G199501t%té analysées par puce SNP HumanOmniExpress
v12 (lllumina). (A) Le nombre de copies spécifigde l'allele (ouallele-specific copy numbeide chaque
segment a été déterminé par la méthode GAP @eupme Alteration Prifitet il est représenté par le nombre
de copies absolu. (B) La variation du nombre ddesopst représentée par le log R ratio (ou LRR)t{réesur
zéro. (C) Les déséquilibres alléliques sont repitésepar la fréequence de l'alléle B ou BAF (p@&sallele
frequency. (D) Représentation de la fréquence des LOH(seikges dans les échantillons tumoraux explorés.
Nous avons considéré qu'un segment présentait Qe dquand le nombre de copies était inférieur ae0 Gue
cette LOH était significative quand elle était sugudre a 1 Mb.

Dans ces conditions, trois régions de LOH(s) comesumnt été identifiées pour les deux tumeurs fatadi
étudiées, sur les chromosomes 6, 11 et 22. Legjupelautres LOH(S) communes détectées étaient non
significatives car inférieures a 1 Mb.
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Figure 19: Profils génomiques obtenus par puces SNpour les deux cancers du sein de la famille
G2002199 et mise en évidence de régions de LOH commas.

Les tumeurs HS_219 et HS 221 de la famille G200218%té analysées par puce SNP HumanOmniExpress
v12 (lllumina). (A) Le nombre de copies spécifigie I'allele (ouallele-specific copy numbede chaque
segment a été déterminé par la méthode GAP (Gaumome Alteration Prijitet il est représenté par le
nombre de copies absolu. (B) La variation du nongd@reopies est représentée par le log R ratio RR)L
centré sur zéro. (C) Les déséquilibres alléliqued eeprésentés par la fréequence de I'allele B A& Boour
B-allele frequency (D) Représentation de la fréquence des LOH(sgdges dans les échantillons tumoraux
explorés. Nous avons considéré qu’'un segment peésane LOH quand le nombre de copies était inféra

0,5 et que cette LOH était significative quand étlgit supérieure a 1 Mb.

Dans ces conditions, trois régions de LOH(s) comesuwnt été identifiées pour les deux tumeurs fafesi
étudiées, sur les chromosomes 11, 13 et 17. Ldgupsgeautres LOH(s) communes détectées étaient non
significatives car inférieures a 1 Mb.
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Figure 20: Profils génomiques obtenus par puces SNpour les trois cancers du sein de la famille
G2006232 et mise en évidence de régions de LOH commas.

Les tumeurs HS 226, HS 227 et HS_ 228 de la fan@B906232 ont été analysées par puce SNP
HumanOmniExpress v12 (lllumina). (A) Le nombre adpies spécifique de I'allele (aallele-specific copy
numbe} de chaque segment a été déterminé par la métadde(pourGenome Alteration Priftet il est
représenté par le nombre de copies absolu. (Bjatiation du nombre de copies est représentée pag I8
ratio (ou LRR), centré sur zéro. (C) Les désegulitalléliques sont représentés par la fréquentalldde B

ou BAF (pourB-allele frequency (D) Représentation de la fréquence des LOH(sewoiges dans les
échantillons tumoraux explorés. Nous avons condidéiun segment présentait une LOH quand le nombre
de copies était inférieur a 0,5 et que cette LGt éignificative quand elle était supérieure ali. M

Dans ces conditions, seize régions de LOH(s) comnasont été identifiées pour les trois tumeurs fiahed
étudiées, sur les chromosomes 1 (3 régions), Bl & régions), 12, 13 (4 régions), 17, 18 (2 mgjaet 22.
Les quelques autres LOH(s) communes détectéesitataie significatives car inférieures a 1 Mb.
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Figure 21: Profils génomiques obtenus par puces SNpour les deux cancers du sein de la famille
G2009159 et mise en évidence de régions de LOH commas.

Les tumeurs HS 237 et HS 239 de la famille G20091B8 été analysées par puce SNP
HumanOmniExpress v12 (lllumina). (A) Le nombre dpies spécifique de I'allele (allele-specific copy
numbej de chaque segment a été déterminé par la méA&e(pourGenome Alteration Prijtet il est
représenté par le nombre de copies absolu. (Batiation du nombre de copies est représentée pag R
ratio (ou LRR), centré sur zéro. (C) Les déséqguBhalléligues sont représentés par la fréquentalkide

B ou BAF (pourB-allele frequency (D) Représentation de la fréquence des LOH(spodées dans les
échantillons tumoraux explorés. Nous avons congidéiun segment présentait une LOH quand le nhombre
de copies était inférieur & 0,5 et que cette LGt éignificative quand elle était supérieure ali. M

Dans ces conditions, onze régions de LOH(s) commangété identifiées pour les deux tumeurs fatedia
étudiées, sur les chromosomes 4, 6, 8, 9, 10,8317, 19 (2 régions) et 22. Les quelques autreld(kD
communes détectées étaient non significativesnbarieures a 1 Mb.
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Figure 22: Profils génomiques obtenus par puces SNpour les deux cancers du sein de la famille

G2010325 et mise en évidence de régions de LOH coomes.
Les tumeurs HS 249 et HS 250 de la famille G2010328 été analysées par puce SNP

HumanOmniExpress v12 (lllumina). (A) Le nombre dpies spécifique de I'allele (aallele-specific copy
numbej de chague segment a été déterminé par la méthage(pourGenome Alteration Prijtet il est
représenté par le nombre de copies absolu. (Batiation du nombre de copies est représentée pag I8

ratio (ou LRR), centré sur zéro. (C) Les déséqubtalléliques sont représentés par la fréquentealldde B

ou BAF (pourB-allele frequency (D) Représentation de la frequence des LOH(Sedges dans les
échantillons tumoraux explorés. Nous avons conéidéaiun segment présentait une LOH quand le nombre
de copies était inférieur & 0,5 et que cette LGt éignificative quand elle était supérieure ali. M

Dans ces conditions, cing régions de LOH(s) commum été identifiées pour les deux tumeurs fatagia
étudiées, sur les chromosomes 3, 9, 13, 17 et &4 guelques autres LOH(s) communes détectéestétaien

non significatives car inférieures a 1 Mb.
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Tableau 3. Caractéristiques des 45 régions de LOH identifiées

Famille LOH_ID Chrom  Startpos Endpos Startcyto Endcyto  Length.bp
G1995037_11 11 78928731 132815368 11qil4.1 11925 53886637
61995037 G1995037_16 16 57719586 87802311 16q21 16g24.2 30082725
G1995042_1 97999687 98292937 1p21.3 1p21.3 293250
G1995042_6.1 203878 10231925 6p25.3 6p24.3 10028047
G1995042 G1995042_6.2 65125567 170919470 6qg12 6q27 105793903
G1995042_9 86920632 125044199 992133  9q33.2 38123567
G1995042_14 14 39802186 107287663  14q21.1 14qg32.33 67485477
G1995079_6 6 61891118 170919470  6qll.1 6q27 109028352
G1995079 G1995079_11 11 90070103 134934063 11qg14.3 11925 44863960
G1995079_22 22 17177470 47310536  22ql11.1 22913.31 30133066
G2002199_11 11 71626089 134934063 11q13.4 11925 63307974
G2002199 G2002199_13 13 43057549 115103529 13ql14.11 13934 72045980
G2002199_17 17 8547 22242355  17p13.3  17pl11.1 22233808
G2006232_1.1 1 1425700 25039867  1p36.33  1p36.11 23614167
G2006232_1.2 1 74712181 80248531 1p31.1 1p31.1 5536350
G2006232_1.3 1 112783743 114861832  1p13.2 1p13.2 2078089
G2006232_6 6 145122139 162627290  6q24.2 6026 17505151
G2006232_8 8 164984 36628405 8p23.3  8p11.23 36463421
G2006232_11.1 11 198510 12122574  11p15.5 11p15.3 11924064
G2006232_11.2 11 72800970 134934063 11q13.4 11925 62133093
G2006232_12 12 191619 18276749  12p13.33  12p12.3 18085130
62006232 G2006232_13.1 13 63110606 64733435 13921.31 13g21.31 1622829
G2006232_13.2 13 76310850 77488736  13g22.2  13g22.3 1177886
G2006232_13.3 13 86296819 87860052  13g31.1  13qg31.2 1563233
G2006232_13.4 13 98203727 111180101  13g32.2 13q34 12976374
G2006232_17 17 8547 13946187  17p13.3 17p12 13937640
G2006232_18.1 18 14308620 15375878  18p11.21 18p11.21 1067258
G2006232_18.2 18 21178845 41191319  18q11.2  18q12.3 20012474
G2006232_22 22 32930263 51211392  22q12.3 22q13.33 18281129

LOH, Loss Of Heterozygosity; LOH_ID, Identité de la région de LOH ; Chrom, Chromosome; Startpos/Startcyto, Début de la position génomique et
cytologique des LOHs identifiées; Endpos/Endcyto, Fin de la position génomique et cytologique des LOHs identifiées; Nsnp, Length.bp, taille de la
LOH en paire de bases.
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Tableau 3. Caractéristiques des 45 régions de LOH identifiées (suite)

Famille LOH_ID Chrom Startpos Endpos Startcyto  Endcyto Length.bp
G2009159 4 4 71566 190915650  4pl6.3 4935.2 190844084
G2009159 6 6 67860579 170353312 6q12 6q27 102492733
G2009159_8 8 164984 41877317 8p23.3 8pl1.21 41712333
G2009159 9 9 130598125 141066491 9q34.11 9934.3 10468366
G2009159_10 10 61331409 135477883 109g21.2  109g26.3 74146474
G2009159 G2009159_13 13 19058717 115103529 13qg11 13934 96044812
G2009159_15 15 43101885 71993353 15q15.2 15923 28891468
G2009159 17 17 8547 47448346 17p13.3  17921.33 47439799
G2009159 19.1 19 27795706 33289811 19qg11 19g13.11 5494105
G2009159_19.2 19 52654833 59097160 19g13.41 19q913.43 6442327
G2009159 22 22 16114244 51211392 22q11.1 22g13.33 35097148
G2010325_3 843748 83952437 3p26.3 3pl2.1 83108689
G2010325_9 46587 44218056 9p24.3 9p11.2 44171469
G2010325 G2010325_13 13 19058717 44574009 13qg11 13g14.11 25515292
G2010325_17 17 8547 18923818 17p13.3  17pl1.2 18915271
G2010325_21 21 10827533 48100155 21p11.2 219223 37272622

LOH, Loss Of Heterozygosity; LOH_ID, Identité de la région de LOH ; Chrom, Chromosome; Startpos/Startcyto, Début de la position génomique et
cytologique des LOHs identifiées; Endpos/Endcyto, Fin de la position génomique et cytologique des LOHs identifiées; Nsnp, Length.bp, taille de la

LOH en paire de bases.
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La visualisation de ces résultats sous IGV montngr ges régions une parfaite concordance
des SNPs analysés entre les paires ou les tritgnuurs familiales. Un exemple est donné
pour chaque famille dans les Figures 23 a 29.

Ces régions candidates restent cependant assetuéser64Mb [min 15 — max 132] en
moyenne par famille et contiennent de nombreux geA84 [min 164 — max 802] en

moyenne par famille.

4.1.2 Recherche de variants candidats par Séquengage d’exome

L’approche par génotypage tumoral a permis d’idientdifférentes régions candidates dans
sept familles. Etant donné la taille de ces régieinke nombre de genes qu’elles pouvaient
contenir, nous avons choisi de les explorer pauesggage d’exome afin d’'y rechercher de
potentiels variants constitutionnels déléteres. €asnes ont été realisés a partir des ADNs

leucocytaires des sept cas index de ces familles.

4.1.2.1 Résultats globaux

Pour chaque patient, environ 50 000 000 de séqgaemteité générées pour feadsl, et le

méme nombre pour legads2 (séquencagRaired-End. Le pourcentage d’alignement était
de 96% en moyenne, le score de qualité moyen psg bda 35 (Qphred), la profondeur
moyenne de 75X, la couverture exomique moyennedée ® 1X, 97% a 10X et 89% a 25X,

'ensemble témoignant d’'un séquencage de bonnédual

2700 INDELs et 37 000 SNVs environ ont ainsi égntifiés pour chaque patient.

4.1.2.2 Tri des variants par le logiciel ERIS®

Les variants détectés pour chaque patient étanbream, ils ont été triés a I'aide du logiciel
ERIS® d’'IntegraGen avec les filtres suivants (Fey80):

— Statut hétérozygote des variants (une transmisaigosomique dominante

étant suspectée dans nos familles) ;
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INTEGRAgEN Filter results by variants
Variations @ : | All %
C Jeris
Type 3UTR o Missense o | Exonic (indel
SUTR | Nonsense o/ | Splice intron
of| Intronic of'| Synonymous o' | Splice exon
External Databases : Quality Control :
Keep known SNPs (dbsnp132) @ : | Yes o | Exclude benign Polyphen2 @ No » Min depth @ :| 10
EVS variant freq max (%) : @ 05 Integragen het freq max (%) @ 05 Exclude ambiguous genotypes @
Qv - oL P——.
1000G variant freq max (%) @ 05 Integragen homo freq max (%)@ : | 0,5 Exclude "No Coverage” @
Hapmap variant freq max (%) @ 05
Locus / Gene search : Other :
Position @ chr14:101356010-10728198! Breakpoints only @ : | No &
miRNASs only @ No »
Filter by gene(s Fiter by refseq
e (2] Exclude Ensembl @ : | No o
Group n°1
Status : HTZ »
G1995042-11:14

Figure 30: Procédure de tri des variants dans le logiciel ERIS® d’IntegraGen.

La société IntegraGen a developpé le logiciel ERIS® pour aider a trier les nombreux variants obtenus
par patient testé en fonction de leur type (INDEL, non sens, intronique...), de leur qualité¢ (profondeur
minimale de lecture), de leur fréquence allélique rapportée dans les bases de données connues (dbSNP,
1000Genomes, HapMap et EVS) et/ou dans la base de données IntegraGen, de leur position génomique
et de leur statut hétérozygote (HTZ) ou homozygote (HMZ).
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— Variants avec impact délétére clair d'abord (INDEB&Vs non sens, SNVs
au niveau des sites consensus d’épissage) puiBN¥s faux-sens, ainsi que
les SNVs synonymes et introniques plus profondsvaou retentir sur
I'épissage ;

— Variants avec une fréquence allélique rapportées das bases de données
1000Genome, EVS et HapMap <0,5% ;

— Variants avec une fréquence allélique rapportée tlamase d’Integragen au
statut hétérozygote (HTZ) et au statut homozygdidl4) <0,5% (afin
d’éliminer les «variants artefacts » dus a la méemphe ou a des erreurs
d’alignement) ;

— Variants avec une profondeur de lecture minimaléG¢;

— Variants présents dans les régions candidates g@éuaent identifiees par

génotypage tumoral pour chaque famille.

En appliquant ces filtres, un total de 91 variatass 80 genes différents a été génére pour les
sept cas index. On dénombre parmi eux, 43 vari@s sens, 28 variants introniques, 18

variants synonymes et deux duplications en phase.

En revanche, aucun variant clairement déléteregrrimpant le cadre de lecture ou
retentissant sur [|'épissage, n'a été observé desgégions candidates. Les deux seuls
variants « INDELs » rapportés étaient des duplicetien phase, respectivement de 1 et 5
triplets de nucléotides, ne les faisant pas comsidéomme des mutations ayant un
retentissement majeur sur la protéine. De plugrdaiere n’était pas si rare car retrouvée sur
plusieurs échantillons (5/20) de patients non appés appartenant a deux projets de
recherche différents mais analysés dans le mémpstemrapportée avec une fréquence de
25% et 28% respectivement dans les bases ESP Exoune Sequencing Projeat EXAC
(pour Exome Aggregation Consortignia deuxieme duplication était en revanche pars r
car rapportée uniguement dans la base ExAC et fsdggence associée. Toutes les deux
cependant, concernaient des genes, respective@&lurf58 et GPR78 dont la fonction
protéigue ne semblait pas liée a la tumorigén&¥lorf58 est effectivement un « open
reading frame gene » ou gene du cadre de lectwertadu chromosome 21 et le g6BER78
serait plutét impliqué dans les troubles bipolagek schizophrénie [391]. L’ensemble de ces

résultats est résumé par patient et par région idated dans les Tableaux 11 a 17.
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4.1.2.3 Les variants candidats

Les variants synonymes et introniques identifiészahos sept patients ne présentaient aucun
intérét, les premiers ne modifiant pas la séqu@nottique, les seconds étant en dehors des
sites consensus d’épissage et les deux n'ayanhanonpact prédit sur I'épissage (Tableaux 11
a17).

Par contre, parmi les variants faux sens idenjifidsont attiré notre attention car ils étaient
prédits déléteres par au moins trois sur quatrieilg de modélisation protéique dont Align
GVGD, PolyPhen-2, SIFT et mutation Taster [392-30Bbleaux 13 a 16). Ces variants
concernaient 11 génes différentd/WA5B1 TLR1 ANK2, C4orf47 UFL1, LRP11
DYNC2H1 ATM, ASGR1 ISX et SGSM3dont les rdles ou les fonctions biologiques sont

brievement décrits ci-apres.

Le geneVWAB1(von Willebrand factor A domain containing 5Bdode une protéine (5B1)
contenant un domaine du facteur de Willebrand g t. Trés peu d’informations sont
disponibles le concernant mais des mutations ra@eerdans un gene proché\WA3B
seraient responsables a I'état homozygote, d’atagr€belleuse avec déficit intellectuel
[396].

Le geneTLR1 code une protéine appartenant a la famille desptéarsToll-like, laquelle
joue un réle fondamental dans la reconnaissancagkrgs pathogenes et dans I'activation de
limmunité innée [397].

Le géene ANK2 code une protéine appartenant a la famille desyAmds, lesquelles
permettent de lier les protéines membranaires riakég au cytosquelette sous-jacent formé
par I'actine et la spectrine. La protéine codéeANdK?2 intervient plus particulierement dans
la stabilité des canaux Na/Ca situés au niveawdetiomyocytes. Des mutations A&IK2
sont d’ailleurs responsables d’arythmies cardiaggtedu syndrome du QT long de type 4
[398].
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Le géne C4orf47 est un <«Open Reading Frame gemedu chromosome 4, sans plus

d’information a son sujet.

Le geneUFL1 code une E3 protéine ligase qui permet I'ufmylati@u conjugaison) de
certaines protéines comme DDRGKJ1. Le réle de I'Uftign n’est pas bien connu mais cette
protéine pourrait agir comme un suppresseur de uume bloquant la voie de signalisation
NF-kappa-B [399].

Le geneLRP11code un récepteur de lipoprotéine de basse d€hfitd.

Le geneDYNC2H1code une large Dynéine cytoplasmique impliquées datransport ciliaire
rétrograde et jouant un role dans le transporaifibgellaire. Des mutations dans ce gene sont
associées a un large spectre d’anomalies allana diyskinésie ciliaire primitive a des

anomalies squelettiques plus ou moins complexd3 [40

Le géne ASGRL1 code un récepteur transmembranaire asialoglyo@pret, exprimé
exclusivement dans le foie. Ce dernier joue un rélgique dans I'homéostasie des
glycoprotéines dans le sérum en permettant leuo@nadse et leur dégradation lysosomale.
Une haploinsuffisancASGR1serait par ailleurs associée a un risque rédutbdenaropathie
[401].

Le genelSX appartient a la famille des genes homeobox RAXLUXcode un facteur de
transcription régulant I'expression des génes diartsstin. Ce dernier participerait ainsi au

meétabolisme de la vitamine A en régulant 'exprassie BCO1 dans l'intestin [402].

Le geneSGSM3(small G protein signaling modulaton 8ode une protéine modulant la voie

de signalisation médiée par les protéines RAP eB,Rées dernieres étant des «small

GTPase » [403]. La protéine codée [@BESM3 en interagissant avec le suppresseur de
tumeur Merlin, jouerait également un réle dans uppsession de la croissance cellulaire

[403;404].

Le géneATM, comme vu précédemment dans le paragraphe 1.4d2l@,une sérine/thréonine
kinase jouant un role clé dans le contréle du cgeldulaire, la détection et la signalisation

des dommages causés a I'ADN et la réparation dssutes double-brin de I’ADN, en
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phosphorylant des protéines majeures comme BRCAB & CHEK2 [277;311]. Ses
mutations sont responsables, a I'état homozygoteé&érozygote composite, du syndrome
d’Ataxie-Télangiectasie alors qu’a I'état hétéroatgy elles sont associées a un risque modéré
de cancer du sein.

De maniére intéressante, la mutation faux sendifenici chez la patiente G1995079 llI:1
et nomenclaturée c. 7570G>C (p. Ala2524Pro), ara@pportée précédemment dans deux
familles AT finlandaises, en association avec ungation «frameshift» pour la premiére et

a I'état homozygote pour la deuxieme [405;406]. ®ars deux familles, plusieurs cas de
cancers du sein ont été observés chez les poftétgsozygotes de la mutation ¢.7570G>C.
Cette méme mutation a de plus été identifiée atliéétérozygote dans au moins trois familles
finlandaises, non AT, avec agrégation familialecdacers du sein [406]. L’ensemble de ces
deux observations était donc en faveur du caradtéégere de la mutation faux sens et de son

implication dans le risque de cancer du sein.

Ainsi, la mutation faux sens touchant le géN€M constituait le seul véritable variant
candidat de prédisposition héréditaire au cancesein, la pathogénicité prédite pour les
autres variants détectés étant effectivement défie démontrer. De plus, la majorité de ces
derniers concernait des genes dont I'implicationsda cancérogénése mammaire n’était pas

évidente.

4.2 Etude 2 : A propos de 11 Formes familiales de cancer du sein

associées a une mutation constitutionnelle du gene ATM

La mise en évidence d’'une mutation délétéere du gdrhd dans une famille avec récurrence
familiale de cancer du sein, trés suspecte d'umédité sous-jacente, constituait un résultat
intéressant dans la mesure ou le rél&TiV dans la prédisposition héréditaire au cancer du
sein, a longtemps été un sujet discuté et contsévi99;303-308;407]. En effet, des études
épidémiologiques menées dans des familles AT omtr@dadans les années 1990 que les
hétérozygotes présentaient un risque de canceeiduasgmenté [299;300;302]. Ce risque

était cependant modéré et donc insuffisant pouligugr des formes familiales de cancer du
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sein, avec un risque relatif compris entre 2 etldrsles études précédentes, contre 11 et 12
pour les mutation8RCAlet BRCA2[408]. Ce n’est qu’en 2006, qu’une plus large étud
portant cette fois sur des cas de cancer du smiiidax a révélé que le risque de cancer du
sein était augmenté chez les hétérozyg{Esl non AT, mais que ce risque restait modéré
avec un RR a 2,37 (p = 0,0003) [174]. Depuis, p&tudes ont étudié et précise le role
d’ATMdans ce contexte.

Parallelement a I'identification de cette mutatiolous nous sommes apercu au laboratoire
d’Oncogénétique de I'Institut Bergonié, que l'idiénation de mutations incidentes pour le
géeneATM dans le cadre du diagnostic moléculaire réalisdN@&S ciblé, était clairement plus
fréquente lorsque l'indication d’analyse était laghostic de formes familiales de cancer du
sein plutét que le diagnostic de formes familiadescancer digestif ou autres syndromes de
prédisposition comme la maladie de Cowden ou ledyne de Gorlin (données non

publiées).

L’ensemble de ces observations nous a conduits wspiere nos investigations en
sélectionnant dix familles supplémentaires ave@gaion familiale de cancers du sein,
associées a une mutation constitutionnelle déléig¢igeneATM identifiée au laboratoire chez
le cas index. L'objectif principal de cette noueelBtude était d'explorer les pertes
d’hétérozygotie au locus ATM dans les tumeurs du sein familiales afin d’évalseton le
modele de Knudson, son implication dans la tumoégé de ces tumeurs. Le deuxiéme
objectif était également d’étudier la ségrégati@s anutationsATM identifiées avec les
atteintes familiales lorsqu’elles étaient dispoeshl Cette étude a fait I'objet d'un article,

présenté ci-apres.
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Abstract:

Familial breast cancers (BCs) account for 10-20%llodiagnosed BCs, yet only 50% of such
tumors arise in the context of a germline mutatroRnown tumor suppressor genes such as
BRCAl or BRCA2 The vast genetic heterogeneity which characterBRCAx families
makes grouped studies impossible to perform. Neregation sequencing (NGS) techniques,
however, allow individual families to be studiedarder to identify private mutations. Single
nucleotide polymorphism (SNP) arrays allow the dgb@ of conserved haplotypes within
recurrent regions of loss of heterozygosity, commmrseveral familial tumors, therefore
identifying genomic loci likely to harbor a germéirmutation in cancer predisposition genes.
The combination of both exome sequencing and Sh&ysrfor a series of familial BC,
revealed a germlinATM mutation associated with a loss of the wild-typel@ain a BRCAX
family. The analysis of additional breast tumormsnirten BC families in which a germline
ATM mutation had been identified revealed a high feaxqy of wild-type allele loss in these
tumors (>80% compared to the 20% expected in spp@; p <0.001). This result argues
strongly in favor of the involvement &TM in the carcinogenesis of these tumors as a tumor
suppressor gene and suggests that gernflinkl mutations are involved in a subset of

familial BC.
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Introduction

Breast cancer (BC) is the most common cancer anwmgen, with one in nine
women diagnosed in their lifetime in the developextid. Although the majority of BC cases
are sporadic, 10-20% of BC patients have a familiatory with multiple affected family
members (Rahman & Stratton, 1998). The early deteaf BC reduces the morbidity and
mortality of the disease therefore the diagnosiherfeditary BC predisposition may help
improve the disease management. In the 19BBCAland BRCAZermline mutations in
genes were identified using linkage analysis amdaasociated with a high BC risk (Miki et
al., 1994;Wooster et al., 1995). Using the sanedeyy or through a candidate gene involved
in DNA repair approach, mutations in other high amwbderate penetrance cancer-
susceptibility genes have been identified (WalshKi&ag, 2007). However, a significant
proportion (>50%) of the families (known as BRCA®&)e not associated with mutations in
BRCA1BRCA2or other known BC susceptibility genes (StrattonR&hman, 2008). The
difficulty in identifying new BC susceptibility gess led to the idea of a vast genetic
heterogeneity, with private mutations in BRCAx féed. Thus, the identification of
susceptibility genes is now based on the studynddlisindividual families which does not
allow classical gene localization strategies sughinkage analysis to be used.

Recently, Letouzé et al. described a Single nuicdlegbolymorphism (SNP) array-
based approach allow the detection of conservetbtyges within recurrent regions of loss
of heterozygosity (LOH), common to several tumdhsrefore identifying genomic loci likely
to harbor a founder germline mutation in cancedigposition genes (Letouze et al., 2012).
Tumors from patients with an inherited germline atiwin in a tumor suppressor gene
frequently show loss of the wild-type (wt) allelegvealing the mutant phenotype, in
accordance with Knudson’s two-hit model (Knudso®0P). Germline mutations are

therefore often located in regions of LOH and thas been used to map cancer predisposition
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genes. LOH results in the retention of only on¢heftwo chromosomes and tumor genotypes
obtained by SNP array provide the haplotype ofrdmaaining chromosome. In the present
study, we used this approach for two BC from ssstdra BRCAXx family in order to detect
conserved haplotypes common to both tumors andetatify a pathogenic germline mutation
in these candidate regions using exome sequenthegcharacterization of akTM mutation
prompted us to explore the status of bA#M alleles in an additional series of ten familial

BC from patients with a germlin&TM mutation.

Patients and methods

Patients and samples

Breast tumor samples from two individuals oB&CAx family (G1995079) were
analyzed by SNP array in order to generate tumplohgpes. A blood sample from one of
these patients (patient 1ll:1) underwent exome eeqing. The pedigree is represented in
Figure 1 and the familial BC characteristics angoréed in Table 1. An additional 17 breast
tumor samples from ten BC families in which indes@ATM germline mutations had been
identified, were screened for mutations in a geaeepusing NGS. The pedigrees of these
patients are provided in the online supplementagwyrés (S1-S10).

All index cases of the selected families had undleegmolecular genetic diagnostic
testing in the context of a suspected breast/ovazancer predisposition. NBRCAL nor
BRCA2 germline mutations had been identified, with theception of two patients
(G2014701_II1:20 and G2009467_111:11) who harbor@dBRCAL1 and BRCA2 mutation,
respectively. All patients agreed to the use ofirtteamples for research purposes, in
compliance with the French law on tumor banks (feunber 2004-800, French Public Health
Code articles L. 1243-4 and R. 1243-61) under aightoon number AC-2008-812, which

was approved by the Comité de Protection des Peesasind all patients agreed to the use of
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their samples for germline genetic analysis in clienpe with the French law (law n°2004-
800).

DNA from peripheral blood and fresh frozen tumompées was extracted using a
conventional phenol / chloroform method. DNA froorrhalin-fixed embedded tissues was
extracted using the QlIAamp® DNA FFPE Tissue KitAGEN France SAS, Courtaboeuf,

France) according to the manufacturer's recomménusat

Tumor SNP array

Breast tumors from patients Ill:1 and IlI:2 (famiy1995079) were analyzed using
lllumina HumanOmniExpress v12 chips, containiigl442 probes. Hybridization was
performed by IntegraGen (Evry, France), accordmghe manufacturer’s instructions. Raw
fluorescent signals were imported into the lllumB@adStudio software and normalized, as
previously described (Peiffer et al., 2006), toabbta log R ratio (LRR) and B allele
frequency (BAF) for each SNP.

Bioinformatics analysis of the SNP arrays data pagormed in collaboration with
the CIT program from the French Ligue Nationale @®ne Cancer. Genome-wide copy-
number changes and therefore LOH, were identifisshguthe Genome Alteration Print
(GAP) method, as previously described (Popova g£t28109). A genomic segment was
considered to have undergone LOH when the minoy bag a copy number of <0.5 and the
LOH was classed as significant if it covered >1 Nlhe tumor haplotypes were then inferred
from their BAF profiles. In genomic regions of LOHhe BAF profile is either close to 0 (A
allele retained) or close to 1 (B allele retaindtle used fixed thresholds to reconstruct tumor
haplotypes in regions of LOH. SNPs with a BAF of.6®)were assigned the genotype B,
whereas SNPs with a BAF of <0.35 were assigned¢netype A. We considered SNPs with

a BAF between these two thresholds in at least afnéhe tumors to be unreliable, and
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therefore excluded them from the analysis. Oncairrent regions of LOH had been
established and tumor haplotypes within these nsgi@constructed, the FounderTracker
pipeline using the GERMLINE algorithm was used tetedt haplotypes significantly
conserved in each candidate region, as previowsgribed (Gusev et al., 2009;Letouze et al.,
2012). The data were visualized using the Integeatbenomics Viewer (IGV), Broad

Institute, USA (Robinson et al., 2011).

Exome Sequencing

Exome capture using the SureSelect Human All Exan\K5; Agilent, Santa Clara,
CA), and paired-end sequencing on an lllumina Hi2@g0 system (San Diego, CA) were
performed by IntegraGen using blood DNA from pati&€iL995079 Ill:1. Bioinformatic
analysis was based on the lllumina pipeline CASAVB1using ELANDV2E alignment
algorithms and the hgl9 human reference genomgnédi reads were visualized using
IGV® or Alamut® (Interactive Biosoftware, Rouen,alfce). Annotation of genetic variants
was performed using an IntegraGen custom pipelgetiae IntegraGen ERIS® software was
used for variant sorting. Fifty million sequencesra generated for both read 1 and read 2,
with 96% alignment and a quality score per baseh(€q) of 35. The overall sequencing
coverage of the captured regions was 97% and 88% depth of 10X and 25X, respectively,

resulting in a mean sequencing depth of 68X pee.bas

Targeted Next Generation Sequencing and ATM mutafiele ratio evaluation

Tumor DNA samples were pair-end sequenced analjaed panel of 25 genes
including ATM, using the SureSelect Target Enrichment Kit ardMiSeq bench top next-
generation sequencer (lllumina). Details of theggpanel are shown in supplementary table

S1. The BCL files generated by the Illlumina MiSeerevconverted to FASTQ format by the
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MSR software (Chang et al., 2012) and aligned &ohtiman reference genome hgl9 using
the BWA algorithm (Li & Durbin, 2010). Local reahgnent, PCR duplicate marking, base-
quality recalibration, and calculation of coverageetrics were performed with GATK
(McKenna et al., 2010) and Picard tools (v.1.118p:Hbroadinstitute.github.io/picard/).
Putative somatic insertion-deletions (INDELs) amagke nucleotide variants (SNVs) were
called from bam files using Somatic Variant Céllefeveloped by Illlumina. The variants
identified were then annotated by Ensembl VEP (Meheaet al., 2016). Only variants that
passed the standard Somatic Variant Calfédters and that concerned t#ér'M gene were
considered. Aligned reads and variants were vigedlusing IGV® or Alamut® (Interactive
Biosoftware, Rouen, France).

The average sequencing depth of the targeted regam 630X [min 74X — max
1134X] per base and 99% of the targeted regionomasred at a depth af378X.

For eachATM mutation, the allele ratio was calculated as thmlmer of mutated reads
divided by the total number of reads at that positiThe ratio obtained for the tumor DNA
was compared to that of the leucocyte DNA, whicld leeen previously analyzed in a
diagnostic setting. A theoretical ratio correspogdio a monosomy of chromosome 11 with
loss of the wt allele was calculated accordingh® histological evaluation of normal cell
contamination using the formula: y = (1-x)/2 + xhave y is the expected percentage of

mutated alleles and x the percentage of tumor.cells

Sanger Sequencing

Sanger sequencing using standard protocols wagsrpesfl to confirm the presence of
ATM mutations detected by NGS in 11 index cases, ansfudy their segregation with
disease in family members. Briefly, DNA was amplifiby polymerase chain reaction (PCR)

using the AmpliTaq Gof¥Kit (Life Technologies, Paisley, UK). PCR produutsre purified
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then sequenced using an ABI 3130xI DNA AnalyzerffglTechnologies). Specific primers

and PCR conditions are provided in supplementabJera2.

Results

Shared haplotypes are detected within regions dfl lOmmon to two familial breast cancers
Patients IlI:1 and 11I:2 from family G1995079 haev@loped early onset breast cancer,
bilateral disease at 30 and 32 years and uniladiésaase at 29 years, respectively. Despite the
absence of poor prognosis tumor characteristical(dominal A invasive ductal carcinoma
without axillary node involvement) and an optimaatment (Table 1), they both underwent
metastatic relapses and died from their patholo@band 38 years, respectively. The ages at
diagnosis and the family history (Fig. 1) are sglgnin favor of a cancer predisposition
syndrome.BRCA1 and BRCA2 analysis performed for both patients did not detmty
mutations. SNP-based CGH array performed for tleettwnors allowed the identification of
three regions with common LOH on chromosomg6cd 1.1 - 6g27], 11 [11914.3 - 11925]
and 22 [22911.1 - 22g13.31] (Figure 2). For thesgions, tumor haplotypes were
reconstructed from the B Allele Frequency profilesd analyzed with FounderTracker to
detect conserved chromosome segments. This analgsisfied 7 shared haplotypes: two on
chromosome 6, one on chromosome 11 and four ommdsome 22. The details of these

haplotypes are shown in Figure 3 and Table 2. Theggiens contain a total of 756 genes.

Candidate germline mutations in the regions ofriegéinclude the ATM gene.

In order to identify a pathogenic germline mutationthe candidate regions previously
identified by SNP array, we performed Exome sequento screen the germline DNA of
patient Ill:1 of family G1995079.

A total of 2766 INDELs and 36504 SNVs were ideetifi INDELs and SNVs of interest were

then selected by the IntegraGen ERIS® softwareguie following criteria: heterozygous
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status; all variant types except 3’ and 5’UTR wvatsa Minor Allele Frequency (MAF) of
<0,5% in the 1000Genome, EVS, HapMap and Integradasémbases; read depth>df0X and
variants located in the 7 conserved haplotypesiqusly identified by SNP array.

No INDELs, Stop or Splice (consensus splice siteg)ants were identified but 19 SNVs
including 4 synonymous, 3 intronic and 12 missera&ants were detected (Table 3). Six of
the missense variants were predicted to be dedetenr probably damaging in at least three
of the four predictive programs Align GVGD, SIFTgliZPhen-2 and MutationTaster (Kumar
et al., 2009;Adzhubei et al., 2010;Schwarz et2§11,0;Tavtigian et al., 2006). These variants
were found in six different genegFL1, LRP11 DYNC2H1 ATM, ISXand SGSM3(Table

3). Interestingly, the ¢.7570G>C; p.Ala2524Fx®M missense variant had been previously
reported in two Finnish ataxia telangiectasia (Adinilies, in combination with alA\TM
frameshift mutation in one family and in a homozygatate in the second family (Allinen et
al., 2002). Several heterozygous carriers in thefamilies had BC (Allinen et al., 2002) and
furthermore, this particular heterozygous mutatias been identified in at least three Finnish
BC families, arguing in favor of its deleteriougest and its implication in BC risk (Pylkas et
al., 2007). Sanger sequencing of tumor DNA fromttiie BC and germline DNA from both
affected sisters (patients Ill:1 et 111:2), an ueated sister (patient 111:3) and their parents
(patients I1:1 et 11:2) confirmed the results ofoexe sequencing and revealed that the mutated
allele was inherited from the father and that thaftected sister was a non-carrier (Figure 4
and Supp. Figure S11). Sanger sequencing of thertNA showing a reduction of the wt
allele compared to the germline DNA, confirming tloes of the wt allele in both tumors

(Figure 4).
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Loss of wild type allele is a frequent event in BSsociated with deleterious germline ATM
deleterious mutations

In order to evaluate the frequency of biallelicatimgation of ATM in BCs occurring in
the context of a germlindTM mutation, we selected 10 additional BC familieghwa
germline ATM mutation which had been previously identified irdiagnostic setting. The
pedigrees are shown in supplementary figures Slé®tlOdetails of the breast tumors and
germline ATM mutations are provided in Table 4. For one patiesth bilateral BC
(G2009467_1II:11), samples from both tumors werailable. In five families, tumor samples
were also available from family members other tti@nindex case. In three of these tumors
(belonging to two families), Sanger sequencing a&aak the presence of the familialM
mutation (Table 4). In total, 14 tumor DNA sampieere analyzed and the germliAdM
mutation was found in all cases. The mutated allele found at a ratio greater than 0.60 in
11 tumors (range: 0.64 - 0.90) and when compardtidgallelic ratio observed in germline
DNA (mean: 0.48; range: 0.41 -0.54) the data sugbes the wt allele is lost in 11/14 tumors
(Table 5). Only 3 tumors (G2010321_II:4; G200946I711(T2); G2011018 III:9) displayed
the mutated allele at a proportion similar to timathe germline DNA, independent of the
level of normal cell contamination. In the caseaomonosomy 11 higher theoretical ratios
were expected in these tumors (Table 5).

Overall, for the eleven families in which a gerreliTM mutation had been detected,
loss of the wt allele was observed in 13/16 tuni®i86), which is significantly (Chi_2 test; p
= 0.0004) greater than the expected frequency di@H at theATM locus in BCs of 20%

(three cases) (Hall, 2005;Rio et al., 1998).

Limited evidence of co-segregation of ATM mutatiand breast cancer in hereditary BC

families
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In six of the eleven families, co-segregation asiglyvas performed using Sanger sequencing
to determine if the germlinATM mutation segregated with BC cases. Co-segregatam
found in seven patients belonging to three diffefamilies but four patients each belonging
to a different family did not carry the mutatede#d! (in accordance with the four expected

cases if théA\TM mutation was unrelated to BC) (Tables 1 and 4).

Discussion

Filtering of variants detected using exome sequenan order to retain those in loci with
conserved haplotypes common to tumors from the $amiy allowed us to identify aATM
germline mutation in a BRCAx family. Germlid€TM mutations cause ataxia-telangiectasia
(AT), a rare autosomal recessive syndrome charaeteby progressive neurodegeneration,
oculocutaneous telangiectasia, immunodeficiencyprabsomal instability, radiosensitivity
and a predisposition to childhood cancer, partityllgmphoid malignancies (Chun & Gatti,
2004). Previous study of AT families have revedlet heterozygous mutation carriers are at
an increased risk of BC (Thompson et al., 2005;Renet al., 2006;Janin et al., 1999;Athma
et al., 1996) but this risk is moderate and notigeht to underlie familial BC, with a relative
risk (RR) of only 2-4 compared to a RR of 11-12 BRCAmutations (Easton et al., 2015).
Given these observations, several mutation scrgestiurdies have been performed to clarify
the role ofATM sequence variation in BC risk, but the initialdance regarding the role of
ATM as a BC susceptibility gene was unclear and coiotaag (Athma et al., 1996;Bebb et
al., 1999;Bishop & Hopper, 1997;Chen et al., 1988¢erald et al., 1997;lzatt et al.,
1999;0lsen et al., 2005;Vorechovsky et al., 19963tudy of familial BCs however, showed
an estimated RR of BC of 2.37 (95% confidence vater 1.51-3.78) in monoallelic carriers
(Renwick et al., 2006). More recently, the analysis hereditary BCs by gene-panel

sequencing approaches has identified germfii® mutations at a frequency in 2-5% in
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BRCAX patients (Maxwell et al., 2015;Aloraifi et a2015;Byers et al., 2016;Ellingson et al.,
2015;Snape et al., 2012) compared with 0.5-1%engeneral population (FitzGerald et al.,
1997;Renwick et al., 2006), thus indicating an aepresentation AATM germline mutations
in a specific group of familial BC. Similarly, Maell et al. performed whole-exome
sequencing in families at high risk for breast and/varian cancer. In 389 individuals from
243 families, 2.9% were found to have AMM mutation and interestingly, these mutations
were significantly more frequent in the subsetrafividuals with familial BC or early onset
BC than in those with individuals with multiple prary breast and/or ovarian cancer (p <
0.01) (Maxwell et al., 2016). These data are coestsvith our results as the 11 families that
we report are characterized by an aggregationrofliil BC with a mean age at diagnosis of
45 years (range: 29-74 years) for the 19 tumorscested with ATM germline mutations, and
no ovarian cancer cases were reported in thesdidamiPancreatic cancer cases however,
were present in 3 of the 11 families, and six caddslateral BC were documented in 4 of the
11 families, as has previously been reported ierbeygousATM mutation carriers (Roberts
et al., 2012;Broeks et al., 2000).

Loss of heterozygosity at theTM locus is not a rare event and has been reported in
40% of sporadic breast tumors (Hall, 2005;Rio et B998). If ATM was not the specific
target of the deletion, this genomic event shodfdca both wt and mutated alleles with a
similar frequency yet over 80% of tumors in ourdstinad specifically lost the wt allele. This
significant difference argues strongly in favortioé involvement oATM as tumor suppressor
gene in the carcinogenesis of these tumors.

In two of the families, aBRCA1 (G2014701) orBRCA2 (G2009467) germline
mutation was associated with th&TM mutation. To our knowledge, it has not been
established if such double heterozygous carrieve laae a higher tumor risk. For tumor T1

from patient G2009467_111:11, a loss of the wt lalleas observed both f&TM andBRCA2
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Conversely, no LOH was observed for either of the genes in tumor T2 from the same
patient (data not shown). For patient G201470110ll:the tumor allelic ratios showed not
only a loss of the wATM allele but also loss of the mutatBRCA1lallele (data not shown),
suggesting that the tumorigenesis was not dueetgéhmlineBRCA1mutation but associated
with the ATM mutation.

These data indicate that germline inactivating tnarta of ATM are BC susceptibility alleles
involved in a subset of familial BC.

Co-segregation of the mutatéd’ M allele with BC cases was observed in only 3 of @éhe
informative families, concordant with previous resoRenwick et al., 2006;Vorechovsky et
al., 1996), which showed little evidence of co-sggition and a modest estimated RR of BC
associated witiATM mutations (Easton et al., 2015). Interestingly,féonily G1995079, the
ATM mutation which segregated with early onset B(hmtivo affected sisters was inherited
from the father and not from the mother who had@néed a BC. The absence of BC in the
paternal lineage is due to the small size of thembh and the likely predominance of male
over female carriers. The maternal lineage, whials wot associated with tAa&M mutation,
shows a notable aggregation of BC with five cadéecting the mother, three aunts and a
cousin. These cases were late onset (range: 5Q tedrs), in contrast to the early onset
(range: 29 to 32 years) and premature death ofwbeindex cases. This observation could
raise the question of a digenic inheritance, erpigi the early and severe forms of BC
observed in the two sisters which may result frbm association of th&TM mutated allele
with an unidentified BC susceptibility allele thaggregates within the maternal lineage.

Further studies are needed to explore this hypisthes
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FIGURE LEGENDS

Figure 1: Pedigree of the family G1995079.

The age stated below of each individual is the @gkast contact or the age of death. The
occurrences of cancer with the respective ageagndsis are indicated. The index patients
are indicated with an arrow. Striped symbol, deas@n; Filled symbol, breast cancer; Half-
filled symbol, other cancer; BC, breast cancer;,Li@er cancer; C?, unknown primary
cancer; (+), mutation carrier; (-), wild type; year. The figure 1B is a zoom of the pedigree

showing more precisely the patients who were aralyz our study.

Figure 2: Whole genome single nucleotide polymorpbim (SNP) array profile and
common loss of heterozygosity (LOH) in the two brest cancers of family G1995079.

The whole genome profile of genomic rearrangemémtsvo breast cancers sisters was
measured by HumanOmniExpress v12 lllumina SNP-ar(&y Copy-number variation
profile is represented by log R ratio (LRR), ceaterat zero. (B) Allelic imbalances are
represented by B-allele frequency (BAF). (C) Théelalspecific copy number of each
segment was determined by the Genome Alteratiart FBAP) method and is represented by
absolute copy number. (D) Representation of LOHifs}wo familial breast cancers. A
genomic segment was considered to have undergokkvidi®n the minor copy had a copy
number of <0.5 and the LOH was classed as signifi¢at covered >1 Mb. Three regions of
common LOH(s) were identified in the two sistertgdst cancers, on chromosomes 6 [6g11.1

- 6027], 11 [11914.3 - 11925] and 22 [22g11.1 -122§1].

149



Figure 3: Detection of 7 long conserved haplotypesa the two breast cancers of family
G1995079.

Visualization with Integrative Genomics Viewer (IG¥9f the conserved haplotypes that were
detected. (a) Representation of chromosome andrregfithe chromosome that is precisely
concerned. (b) Tumor haplotypes are representedhdtr patients (lll:1 and 1ll:2) of the
family G1995079, as series of blue and yellow eattiines, corresponding to SNPs with
respectively “A” and “B” genotype, according touithina nomenclature. The conserved
haplotypes are represented by an accolade abowar tuaplotypes and corresponds to the
long haplotypes that are identical between thelfahtumors. (c) Representation of the genes
that are contained in the tumor haplotypes. Sewvasarved haplotypes were detected for the
both familial breast cancers: two on chromosom&dil]l.1 - 6g12] (A) and [6q15 - 6927]
(B), one on chromosome 11 [11q14.3 - 11925] (C) fanal on chromosome 22 [22q11.22]
(D), [22912.3] (E), [22913.1 - 22913.2] (F) and ¢A3.31] (G). Note that only the extremities

of the conserved haplotypes are represented fdighees (B) and (C).

Figure 4: Sanger sequencing of thé&TM gene at the position of the germlinéATM
mutation identified in the family G1995079.

Sanger sequencing of leucocyte DNA (L DNA) and tumdlA (T DNA) of patient 111:1 (A)
and patient Ill:2 (B) of family G1995079, showsdlatively low intensity of the wild-type
allele in the tumors suggesting LOH of this allatethis position. The position of thETM

mutation (c.7570G>C — p.Ala2524Pro), is indicatethwan arrow.
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ADDITIONAL MATERIAL

Additional file 1: Supplementary figures.

File containing eleven supplementary figures. Sgprés 1 to 10 showing pedigrees of ten
additional BC families with a germlit®TM mutation which had been previously identified in
a diagnostic setting (Sup figure 1: Pedigree ofiliai@2010321. Sup figure Pedigree of
family G2014349. Sup figure 3: Pedigree of famil0&2237. Sup figure 4edigree of
family G2012530. Sup figure 5: Pedigree of familg0&1417. Sup figure 6: Pedigree of
family G2009467. Sup figure 7: Pedigree of famil20%1018. Sup figure 8: Pedigree of
family G2013539. Sup figure 9: Pedigree of famil20@4581. Sup figure 10: Pedigree of
family G2014701). Sup figure 11: Sanger sequenoingermline DNA from the parents and
unaffected sister of the index case of family GIB®5 showing segregation of tiAeIrM

mutation in the family.

Additional file 2: Supplementary tables.

File containing two supplementary tables. Sup tdblBetails of the genes in the diagnostic

NGS panel. Sup table 2: Primers used for ampliboadf theATM gene.
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5 DISCUSSION ET PERSPECTIVES

5.1 L’apport des explorations tumorales dans l'identification de

nouveaux genes de prédisposition héréditaire au cancer

Les stratégies d’identification des genes ont a®rablement changé avec le développement
des techniques de séquencage de nouvelle génélatiiveloppement du NGS ayant permis
de passer progressivement d’une biologie restraii&ude d’'un gene a une approche beaucoup

plus globale.

Les évolutions spectaculaires de cette nouvellni@ogie en termes de capacité et de
diminution des co(ts font gu'il est désormais plolssd’accéder a I'intégralité du génome de
la plupart des especes et d’en étudier leur véiteabiRappelons que le séquencage du génome
humain selon la méthode de Sanger développée en a9@it nécessité plus de 10 ans et
plusieurs milliards de dollars, pour étre acheve2e4 [409]. Aujourd’hui, le séquencage
d'un exome, représentant la partie codante dessgé&oé environ 1% du génome humain,
peut étre réalisé en quelques jours pour moinsQf® 2uros. Mais s'il est tres facile de
disposer aujourd’hui du séquencage d’'un exomestibeaucoup plus complexe d’interpréter
les nombreuses variations génétiques identifiéedeeleur attribuer une causalité, comme
peuvent en témoigner les sept exomes que nous awalisés avec la détection d’environ
2700 INDELs et 37000 SNVs par patient. On retroaffectivement dans la littérature, la
notion d’environ 20 000 variations nucléotidiques®NVs détectées par exome et d’environ
500 variations rares dont la frequence alléliquardsrieure a 0.1 %, une fois les variations
polymorphiques déja répertoriées dans les basefoneées éliminées [410;411]. Ces 500
variations sont susceptibles d’avoir un impactdgajue méme si la majorité d’entre-elles ne
sont pas déléteres [412]. Certaines de ces var@asont cependant privées et spécifiques a

'exome d’un individu [410].
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L'une des stratégies développée pour trier cesiphest variants génétiques est I'analyse
comparative d’exomesjotamment par la réalisation de trios avec soustra@ partir de
'exome du cas index, des exomes parentaux afotedtifier des mutationde novo.Cette
stratégie s’applique lorsqu’un seul individu egeiat dans une famille et que I'on suspecte
une transmission dominante en vue d’identifier WWSle novoavec un impact biologique
potentiel. Vissers et al, ont décrit cette straétgs trios d’'exome chez dix patients présentant
un retard mental modéré ou sévere. Six variatiéhstéresde novoont été identifiées sur des
genes reliés a des génes du retard mental [41@uti2s études ont ensuite confirmé
I'efficacité de cette stratégie et le role des riates de novodans I'apparition de certaines
pathologies [413;414].

Il est également possible de comparer les exomeagsiendex de différentes familles atteints
de la méme maladie génétique pour identifier, sdostratégie de récurrence, un gene altére
en commun. Elle recherche chez plusieurs indivgarss lien de parenté, un géne commun
portant une variation délétére mais elle supposeabsence d’hétérogénéité geénétique. En
2010, Hoischen et ses collaborateurs ont décriprlemiere étude de ce type capable
d’identifier un gene SETBP) responsable d’'une maladie Mendélienne rare anmesion
autosomique dominante (le syndrome de Schinzeli@gdchez quatre individus atteints non
apparentés. L'implication de ce gene a ensuiteatdée chez huit individus sur neuf atteints
du méme syndrome par séquencage Sanger [415]. reera@née, Ng et ses collaborateurs
ont réalisé une étude comparative d’exomes sirajlar partir de dix patients atteints du
syndrome de Kabuki mais en combinant tous les miatides auteurs n'ont pas réussi a
sélectionner le gene impliqué. L'analyse d’'un noenblus limité de patients leur a permis en
revanche d’identifier le géne en cause : le gehd 2 [411]. Cette étude montre que cette
stratégie est applicable aux pathologies ayanthameogénéité génétique et que la sélection

des patients doit étre restrictive pour éviterdeénocopies.

Une derniere possibilité de tri des variants esblaparaison d’exomes d’apparentés distants
atteints de la méme maladie génétique au seinatelgs familles, pour identifier la mutation
delétére. Elle consiste a séquencer plusieursitdivde la famille, sains et malades, puis a
sélectionner la/les variation(s) commune(s) auxividds atteints. Plusieurs études ont
démontré que ce type d’approche intrafamiliale pituypermettre d’identifier le géne
responsable de maladies Mendéliennes monogénigueasnsmission dominante [416-418].

Mais le succés de cette stratégie repose essent@it sur le nombre et le choix des
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individus. En effet, plus les individus sont éladgngénéalogiquement, moins ils partagent de
matériel génétigue en commun alors que le pourgerda matériel génétique commun entre
deux fréres est d’environ 50 %. Ainsi, l'identifizan du gene responsable sera plus aisée si

plusieurs individus malades sont séquenceés eingilsont pas apparentés au premier degre.

Le cancer du sein, nous I'avons vu précédemmentirespathologie rarement héréditaire (5
a 10%), se caractérisant dans ce cas par une enpotétérogénéité génétique. Il s’agit de
plus d’'une pathologie fréquente, touchant actual@nune femme sur huit, a l'origine d’un

certain nombre de phénocopies dans les famillelegs.

Toutes ces raisons font que les différentes siegéd’analyse comparative d’exomes
précédemment décrites, ne s'appliquent pas vrairaehétude des formes familiales de

cancer du sein pour identifier de nouveaux gengs@disposition a ce type de pathologie.

En revanche, la combinaison d’'une approche NGS gtaint l'identification de mutations
privées et d’'une approche tumorale par puces SNRgi@ant I'identification de régions
candidates (ou haplotypes conservés), semblait @iee stratégie d’analyse nouvelle et
intéressante pour sélectionner des variants petkmient délétéres a partir d’'un petit nombre
d’échantillons par famille.

Letouzé et ses collaborateurs ont ainsi décrit @R2une stratégie d’analyse utilisant les
données de puces SNP haute résolution obtenueesgroupes de tumeurs afin d’identifier
des mutations fondatrices en cause dans certgies tye cancer [381]. Leur méthode était
basée sur deux concepts : le premier étant quéléaauvage était généralement perdu par
LOH dans la tumeur des patients porteurs d’une tioatgerminale (modéle de Knudson) ; et
le second étant que la taille du fragment chromagoenhérité d’'un ancétre commun se
réduisait avec les générations du fait dexssing overet conduisait a un haplotype conservé
de taille minimale pour chaque patient porteur demutation fondatrice. Grace a cette
approche, il était donc possible de détecter detotyges conservés au sein de régions de
LOH communes a plusieurs tumeurs et d’identifies degions candidates a forte probabilité
d’abriter des mutations germinales fondatrices dies genes de prédisposition au cancer.
Cette méthode d’analyse a été validée par les musen deux sets de tumeurs différents : 13
cas brésiliens de corticosurrénalomes de I'enfaB0ecas francais de phéochromocytomes et
paragangliomes, avec mise en évidence d'un hamotgnservé en 17p13 pour les 13
corticosurrénalomes (contenant le g@ib3et permettant de retrouver la mutation fondatrice

p.R337H) et d’'un haplotype conservé en 11923.1 peuwrx des 30 phéochromocytomes et
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paragangliomes (comprenant le g&i2HD et permettant de retrouver la mutation p.R22X).
Le premier set de tumeurs constituait un groupdud® idéal pour valider la méthode
d'analyse car extrémement rare en l'absence deufation R337H. Le deuxiéme set de
tumeurs montrait en revanche que la méthode dépétoptait également capable de détecter

une mutation fondatrice présente dans seulementé@ghantillons.

Letouzé et ses collaborateurs ont ainsi démonteéleur approche était tout a fait adaptée a
l'identification de genes de prédisposition au enbdlous avons alors choisi de I'appliquer a
des familles BRCAx dans l'idée d’identifier des lmppes communs dans les aberrations
chromosomiques propres aux tumeurs ayant touchératits membres d’'une méme famille
puisque seulement deux échantillons tumoraux pailléa suffisaient pour I'entreprendre.
L’objectif ici n’était pas d’identifier une mutatiofondatrice commune a un groupe de cancers
du sein mais des mutations privées, propres a ehdgmille. Ces mutations ont été
recherchées secondairement par NGS, dans les ségaadidates identifiées.

Cette approche ne s’est malheureusement pas révééeoncluante puisque pour la famille
témoin d’'une mutatioBRCA2(G2009373), 'une des deux tumeurs familiales rés@ntait
pas de LOH au locus dBRCAZ2 ne permettant pas dans ce cas l'identificationgdoe
BRCA2 comme géne responsable des cancers du sein abs#damé cette famille. Cet
exemple souligne les limites de I'approche, nétassgue l'alléle sauvage du géne en cause
soit inactivé par LOH dans la tumeur. De plus, eonant les autres familles étudiées, cette
approche n’a pas permis l'identification de nouveganes de prédisposition au cancer du
sein. En revanche, elle a permis d'identi#®fM comme gene responsable d’'une récurrence
familiale de cancer du sein longtemps restée ingx@e par I'exploration de plusieurs

membres de la famille et selon différentes techesqiianalyse.

Cette approche reste malgré tout intéressante lleapermet le tri des nombreux variants
génétiques détectés par NGS sur I'hypothése dactivation d’'un géne suppresseur de
tumeur répondant au modele de Knudson, concepin sielquel I'oncogénétique s’est
majoritairement fondée. Elle nécessite de plusgdéchantillons ¥ 2) par famille, permettant
de multiplier les familles a la recherche de motaiprivées. Elle impose en revanche des
échantillons tumoraux de bonne qualité. En effetya pas été possible de génotyper les
tumeurs de six familles du fait d'une contaminaties échantillons par des cellules non
tumorales, réduisant ainsi le nombre de famillegliées a 11. L'exploration de familles

BRCAX supplémentaires parait nécessaire pour mijeger de la pertinence de cette
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approche. Aussi, il semblerait intéressant d’étenditre stratégie aux régions communes de

duplication ou d’amplification, dans I'hypothésedénse de I'implication d’un oncogéne.

5.2 L'implication du gene ATM dans la prédisposition héréditaire

au cancer du sein

Les exomes réalisés dans les régions candidatesfiges par génotypage tumoral de sept
familles BRCAx ont permis d’identifier une dizairde variants faux sens pouvant étre
intéressants dont un concernant le gai®l. Bien qu’il s’agisse d'un variant faux sens, la
mutationATM identifiée dans la famille G1995079 était claireneonsidérée délétere sur le
plan bibliographique car rapportée dans des famild a I'état homozygote ou en
association avec une mutatitameshiftavec un excés de cas de cancer du sein obserwé che
les hétérozygotes porteurs de la mutation, ainsidpns des formes familiales de cancer du
sein sans contexte d’AT associé [405;406]. L'enderdk ces observations plaidait en faveur
de sa pathogénicité et de son implication dansdgie tumoral mammaire, ce qui n'était pas
le cas des dix autres variants faux sens simpleprédtits comme potentiellement déléteres

selon des logiciels de modélisation protéique.

C’est de plus grace a l'identification de cette atioh ATM, au sein d’'une famille restée
longtemps inexpliquée sur le plan moléculaire néalig nombreuses explorations génétiques
entreprises chez differents membres, que nousswumes repenchés sur le réle que pouvait
avoir le géneATM dans la prédisposition héréditaire au cancer @u eteque nous avons
élargi notre étude a dix familles supplémentaikas effet, ce gene tout d’abord connu pour
étre responsable a I'état homozygote du syndromidaxie-télangiectasie, une affection
prédisposant notamment au cancer de I'enfant, miten&té mis en rapport avec un risque
augmenté de cancer du sein chez les apparenté@®zygotes d’enfants AT puis, plus
tardivement, chez les hétérozygotes en dehorsuiedotexte familial d’AT. Depuis 2006, le
risque de cancer du sein lié aux mutations hétéaizg du genATM est connu mais étant

moderé, il était jusqu’a présent considéré commavéatent au risque d’'une personne ayant
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un antécédent familial de cancer du sein au predagré, ne justifiant pas de surveillance

différente que celle préconisée dans ce cas.

Plus récemment, les études de familles BRCAXx paiageroches NGS utilisant des panels de
genes impliqués, ou potentiellement impliqués, damsédisposition héréditaire au cancer du
sein ont montré que les mutations constitutionaealie genéATM étaient retrouvées avec une
fréquence bien plus élevée que dans la populagmérgle (2-5% [419-423] contre 0,5-1%
[174;306]), suggérant une surreprésentation destmans ATM dans le groupe des familles
BRCAX. Par une approche similaire, Maxwell et seaborateurs, ont réalisé des exomes
sur 389 individus appartenant a 243 familles cangiels & haut risque de cancer du sein et/ou
de l'ovaire avec mise en évidence d’'une muta#ofM dans 2,9% des cas. De maniere
intéressante, les mutations concernant le @ged etaient significativement plus fréquentes
dans le groupe des individus avec des formes falesliou des formes précoces de cancer du
sein que dans le groupe avec des atteintes magltqaledes cancers de l'ovaire [424]. Ces
données de la littérature sont finalement assexordantes avec nos propres résultats
puisque les 11 familles de [larticle que nous avaiadiées dans ce contexte, se
caractérisaient toutes par une agrégation famitdeleancer du sein avec un age moyen au
diagnostic de 45 ans [min 29 ans — max 74 ans] lgsut9 tumeurs associées a une mutation
constitutionnelle du gen&TM, et aucun cas de cancer de I'ovaire n’était retequarmi elles.

En revanche, nous avons pu remarquer la survenwaslde cancer du pancréas (au moins
trois) ainsi que des atteintes bilatérales (six gasni 4/11 familles) comme déja rapportés
chez les hétérozygotdd M [425;426].

Pour démontrer I'implication &TM dans la carcinogénése mammaire, nous Nous sommes
intéressés aux pertes d’hétérozygotie touchani-cellans 16 tumeurs du sein associées a
une mutation constitutionnelle du geA€M. La perte d’hétérozygotie au locus du géévi

est cependant un événement fréquent, rapporté 4fisdes cancers du sein sporadiques
[312;427]. Si I'on suppose oTM n’est pas la cible spécifigue de cette délétiost, c
évenement génomique peut concerner l'alléle saugagene 'alléle muté, chacun avec une
frequence de 20%. Or dans notre étude, nous avougét que plus de 80% (13/16; p <

0.001) des tumeurs étudiées avaient perdu |'adi@levage.

Par ailleurs, deux familles parmi les 11 étudiégssgntaient en plus de la mutatiaimM
identifiée, soit une mutatiorBRCAL (famille G2014701) soit une mutatioBRCA2
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(G2009467). A notre connaissance, il n'a pas gipodé un plus haut risque tumoral chez les
porteurs hétérozygotes d’une double mutaB&CAet ATM. Concernant la tumeur T1 de la
patiente G2009467 11l :11, nous avons observé amte e l'alléle sauvage autant pour le
geneATM que pour le genBRCAZ alors que pour la tumeur T2 de la méme patierdas
n‘avons observé aucune LOH pour les deux génescefoant la tumeur de la patiente
G2014701_111:10, les ratios alléliques montraieoh seulement une perte de I'allele sauvage
pour ATM mais également une perte de l'allele muté BRCAlsuggérant que la survenue
de cette tumeur n’était pas liée a la mutaB&RCA1mais associée a la mutatiam M.
L’ensemble de ces résultats plaide fortement eauiade I'implication du genATM dans la
carcinogénese de ces 13 tumeurs, tel un gene sgppre et indique qu’il est un géne de
susceptibilité au cancer du sein impliqué dansoyes formes familiales.

En revanche, le bilan que nous pouvons faire detedtde coségrégation des mutatiami/
identifiées avec les atteintes familiales rapparid@ns certaines familles est plus mitigé dans
la mesure ou elle n'est observée que dans troidléansur les six informatives. Ceci est
cependant en accord avec les résultats d’étudesdeptes montrant la faible coségrégation
et le risque modéré de cancer du sein en cas dationgATM [174;407]. Toutefois, dans
notre étude comme dans la littérature, le nombréadelles explorées est assez restreint (
6). L’étude d’'un plus grand nombre de familleBM avec des apparentés atteints disponibles,

est nécessaire pour espérer mettre en évidenaguetmnque différence significative.

L’ensemble de ces nouvelles données montrant qgeneATM est fortement impliqué dans
la cancérogénése mammaire de formes familialesadeecs du sein, renforce les données
d’épidémiologie génétique publiées a son sujeteempt de le resituer parmi les génes de
prédisposition héréditaire au cancer du sein. Geciléve cependant la question de son
criblage moléculaire dans le cadre du diagnostiiétigue des formes héréditaires de cancer
du sein au méme titre que les geBEBCAL/2etPALB2analysés actuellement, d’autant que la
connaissance d’'une mutatigXTM pourrait avoir un intérét thérapeutique. En effegte
rapporté que les femmes porteuses d’'une mutaibd délétere, prise en charge pour un
cancer du sein et traitée par radiothérapie, dtasggnificativement plus a risque de
développer un cancer du sein controlatéral quéelasnes porteuses d’une mutation similaire
non irradiées [428]. Il est de plus entendu queudeseurs présentant un défaut de réparation
des cassures double-brin de 'ADN par recombinaisomologue, dont les tumeurs ATM

font partie, sont plus sensibles a certaines mt@écaomme les sels de platine et les
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inhibiteurs de PARP [313]. Enfin, le diagnostic émilaire des mutatior8TM permettrait
également de proposer aux femmes concernées willamce mammaire plus adaptée, au
moins annuelle et a partir de I'age de 30 ans adesuages de survenue rapportés dans notre

étude.

5.3 L’hérédité manquante dans les formes familiales de cancer du

sein

Ce travail, comme d’autres auparavant, montre @segenes majeurs de prédisposition
héréditaire au cancer du sein ont déja été idéstifies familles BRCAx sont donc liées a des
mutations dans d’autres genes, de pénétrance nepdéle que le gen&TM, pour lesquels

les niveaux de risque tumoral et I'expression gliei de la maladie sont trés probablement

dépendant de I'action de génes modificateurs.

Dans la littérature, il est effectivement retroules exemples concrets de génes modificateurs
dans des syndromes de prédisposition au canceucoomme en témoigne la survenue plus
précoce de tumeurs (5 ans avant 'age moyen) clezpdtients Li-Fraumeni lorsque la
mutation du gene en causd,P53 est associée a I'haplotype 285G-309G (pour
€.14+309T>G ; ¢.14+285G>C) du ga®M2 considéré comme gene modificateur [429].
L’existence d’'un digénisme a également pu étre ogpp dans une forme héréditaire de
cancer colorectal, par la mise en évidence d’'un&tiom d'épissage touchant I'exon 1 du
geneOGGlet d’une mutation faux sens du geMEITYH chez une patiente décédée a 37 ans
de I'évolution d’'un cancer colorectal diagnostiguréan plus tot. Les apparentés du cas index,
porteurs de I'une des deux mutations, présentgieant a eux un phénotype moins sévere, a

type d’adénomes ou de cancer colorectal aprés tladsb ans [430].

De maniére intéressante, la mutat®nM faux sens identifiée dans la famille G1995079, qui
ségrége avec les atteintes précoces développéeeyparsceurs, a été héritée de leur pere et
non de leur mere ayant elle-méme présentée unrcdacin. L'absence de cas de cancer du

sein dans la lignée paternelle peut s’expliqueryper généalogie peu étendue et constituée a
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majorité d’hommes. La lignée maternelle qui n’es$ poncernée par cette mutation, montre
en revanche une agrégation notable de cancers ou aec cing cas rapportés,
respectivement chez la meére, trois tantes et unsim® germaine maternelles. Toutes ces
atteintes sont survenues tardivement, entre 501eans, contrastant avec les pathologies
présentées par les deux sceurs, entre 29 et 3danslles sont décédées rapidement malgré
un pronostic initial favorable (tumeurs de type inake A) et une prise en charge optimale.
Cette observation pose effectivement la questiam dligénisme pour expliquer les formes
précoces et séveres des cancers du sein obsem&deshdeux sceurs, la mutatiéid M
paternelle dont elles sont porteuses pouvant dencas étre associée a un alléle de
susceptibilité d’origine maternelle non identifi€l@eure actuelle. Des études supplémentaires
sont nécessaires pour explorer cette hypothésedadtague si I'on reprend les résultats
d’exome du cas index de cette famille (patiente 5099 IIl :1), on retrouve dans les
régions candidates identifiées par génotypage talndeux variants faux sens intéressants,
concernant respectivement les gengésL1 (sur le chromosome 6) e8GSM3 (sur le
chromosome 22), décrits dans la littérature compoterpiels génes suppresseurs de tumeur
ou agissant étroitement avec des génes supprestetusneurs connus [399;403;404]. Il a
d’ailleurs été décrit recemment que 'ufmylatioM8C1 (pourActivating signal cointegrator

1) par le systeme UFM1 (poWwhbiquitin-fold modifier } dont fait partie 'E3 ligase UFL1,
jouerait un réle dans le développement du canceseituen permettant la transactivation du
récepteur aux estrogenes RE431]. L'exploration d'un phénomene de digénismeutp
permettre de mieux comprendre le cas précis de fattille mais peut certainement s’étendre
a de tres nombreuses autres situations cliniquderdes familiales de cancer de sein pour
lesquelles le diagnostic moléculaire ne permet ddbeure actuelle d’identifier de facon

formelle un syndrome de prédisposition pourtantefoent pressenti.
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3
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0 O
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0
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Annexe 6: Arbre généalogique de la famille G2009223
L'age indigqué sous chaque individu est I'age auxigees nouvelles ou I'age du déces. La survenue d’
cancer est indiquée sous chaque individu, de méradegtype de cancer et I'dge au diagnostic lorsque
ces informations étaient disponibles. Les numérbiS« indiqués a c6té de ou sous certains individus
représentent la disponibilité d'un échantillon twedo(T) et/ou d'un échantillon sanguin (N) pour

l'individu correspondant. Les cas index sont indisjpar une fléche.

Signification des symboles : symbole barré, indivitecédé; symbole entierement grisé, individu ayant
présenté un cancer du sein; symbole & moitié grid&jidu ayant présenté un autre cancer que leazan

du sein.
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Famille G2010220

v J (/‘ )
<

2 | 4 3
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1 |1S_217(T)
y e I
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1 () ‘ )
./ P, dii
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. O /}\, S
_/ \_/ \_/
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Annexe 9: Arbre généalogique de la famille G2010220

L'age indiqué sous chaque individu est I'dge auxnidees nouvelles ou I'age du déces. La
survenue d’'un cancer est indiquée sous chaqueidadide méme que le type de cancer et I'age
au diagnostic lorsque ces informations étaientatigpes. Les numéros « HS » indiqués a coté
de ou sous certains individus représentent la dibpibé d’'un échantillon tumoral (T) et/ou d'un
échantillon sanguin (N) pour l'individu correspontlaLes cas index sont indiqués par une
fleche.

Signification des symboles : symbole barré, indivitecédé; symbole entre crochets, individu
adopté; symbole entierement grisé, individu ayaésenté un cancer du sein; symbole a moitié
grisé, individu ayant présenté un autre cancetl@uaancer du sein.
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Famille G2009373
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Annexe 10: Arbre généalogique de la famille G20093{Témoin BRCA2).

L'age indigué sous chaque individu est I'age auxidees nouvelles ou I'age du déces. La survenue d’
cancer est indiquée sous chaque individu, de méradegtype de cancer et I'dge au diagnostic lorsque
ces informations étaient disponibles. Les numérbiS< indiqués a c6té de ou sous certains individus
représentent la disponibilité d’'un échantillon tuedo(T) et/ou d’'un échantillon sanguin (N) pour
I'individu correspondant. Les cas index sont indigjpar une fleche.

Signification des symboles : symbole barré, indivittcédé; symbole entierement grisé, individu ayant
présenté un cancer du sein; symbole a moitié grid&jidu ayant présenté un autre cancer que leezan

du sein.

A noter I'identification dans cette famille, d’'unautation constitutionnelle délétére du g&RCA2
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Famille G1995042

2 6 +:z:szL 5}

HS_171 (T)
n LE HS_172 (N) ﬂ)

Annexe 12: Arbre généalogique de la famille G199504

L'age indiqué sous chaque individu est I'age auxidees nouvelles ou I'age du décés. La survenue
d’'un cancer est indiquée sous chaque individu, @menque le type de cancer et I'dge au diagnostic
lorsque ces informations étaient disponibles. Lendros « HS » indiqués a coté de ou sous certains
individus représentent la disponibilité d’'un écliort tumoral (T) et/ou d’un échantillon sanguin)(N
pour I'individu correspondant. Les cas index sodidués par une fleche.

Signification des symboles : symbole barré, individécédé; symbole entre crochets, individu
adopté; symbole entierement grisé, individu ayaésgnté un cancer du sein; symbole a moitié grisé,
individu ayant présenté un autre cancer que leecahcsein.
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Famille G2010325

g 7 A i

1 2 3 4
111 ( ) | P, HS_249
(T)
5 6 7
74 ans 72 ans 71 ans
T sein Dg 40
T sein Dg 70
11 3 HS_250 (T) £ g>
O 251 (N) #
10 8 9
48 ans 46 ans
T sein Dg 47
. o = 0

11 12 13
22 ans 16 ans 10 ans

Annexe 17: Arbre généalogique de la famille G201082

L’age indiqué sous chaque individu est 'age aunigees nouvelles ou 'dge du déces. La survenue
d’un cancer est indiquée sous chaque individu, émenque le type de cancer et I'dge au diagnostic,
lorsque ces informations étaient disponibles. Lawéros « HS » indiqués a c6té de ou sous certains
individus représentent la disponibilité d’un éclilbort tumoral (T) et/ou d’'un échantillon sanguin)(N
pour I'individu correspondant. Les cas index sodiqués par une fleche.

Signification des symboles : symbole barré, indivitEcédé; symbole entierement grisé, individu
ayant présenté un cancer du sein; symbole a ngitié, individu ayant présenté un autre cancer que
le cancer du sein.
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Annexe 18. Caractéristiques des couples d'amorces utilisés pour I'amplification des exons du géne ATM
Exon Nom de I'amorce Séquence amorce (5'-> 3')

Position génomique* Longeur Tm (°C) % GC Température Concentration Taille amplicon

(Nt) d'hybridation MgCl, (mM) (pb)
(°Q)

ATM_ex10.01F GTCTATATATTTCCTTTTAGTTTG 108121356-108121379 24 60 25

10 58 1,5 244
ATM_ex10.01R CCTCTTGTCTTGACACAATGC 108121579-108121599 21 62 48
ATM_ex13.02F ACTATTTCTTCAGACAAC G 108124592-108124614 23 60 30

13 58 1,5 250
ATM_ex13.02R CCCTATTTCTCCTTCCTAAC 108124822-108124841 20 58 45
ATM_ex15F GTATGACTACGTGGAACTTCT 108128050-108128070 21 60 42

15 58 1,5 509
ATM_ex15R CCAGTGATCAATTCCCTGCA 108128539-108128558 20 60 50
ATM_ex26.01F TAATGCTGATGGTATTAAAACAG 108154855-108154877 23 60 30

26 58 1,5 292
ATM_ex26.01R CTCTCTTTGCTGTGCCATCC 108155127-108155146 20 62 55
ATM_ex31F ACAGTAAG GTTGGCTTAC 108163968-108163989 22 60 36

31 58 1,5 314
ATM_ex31R GCTAGAGCATTACAGAT G 108164260-108164281 22 60 36
ATM_ex51F GCTAATAGAGGAGCACTGTC 108202071-108202090 20 60 46

51 60 1,5 319
ATM_ex51R TTTGTATTTCCATTTCTTAGAGG 108202367-108202389 23 60 29
ATM_ex59.01F TATGCACATCATTTAAGTAGGC 108217865-108217886 22 60 36

59 58 1,5 216
ATM_ex59.01R GTACAAGTTCTGCTGACTGC 108218061-108218080 20 60 50
ATM_ex62F TACTGGTTCTACTGTTTCTAAG 108235734-108235755 22 60 36

62 58 1,5 293
ATM_ex62R AGTGAGGTGAACAGTTTAAAGG 108236005-108236026 22 62 40

* selon transcrit hg19 GRCh37 NM_007294.3; Nt, Nucléotide; °C, degré Celsius; % GC, pourcentage de GC contenu dans I'amorce; mM, milliMolaire; pb, paire de

bases.
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Annexe 19. Composition du mix réactionnel des PCR

Réactifs

Quantité* / tube

Tampon (1X)

MgClI2 (25mM)/MgS04
Amorce 5' (12,5uM)
Amorce 3' (12,5uM)

dNTP

Taq Gold/Optimase*

H20
ADN (20ng/ul)

2,5ul
1,5ul
1l
1l
0,5ul
0,2ul
15,3l

3ul

* Pour un volume réactionnel final = 25ul

Annexe 20. Programme des PCR du gene ATM

Etapes PCR * Taq Gold
Activation 95°C-10mn
Dénaturation 95°C - 30 sec !

Hybridation**
Elongation
Elongation finale

I
58 ou 60°C - 30 sec 1 X 40 cycles
72°C-45 sec !

72°C-20 mn

* Appareil utilisé : SimpliAmp (Life Technologies); ** Température
d'hybridation dépendante de I'exon amplifié : 60°C pour I'exon 51

et 58°C pour tous les autres.

Annexe 21. Composition du mix des réactions de séquence

Réactifs

Quantité* / tube

Sequencing Buffer
BigDye Terminator
Amorce 5' ou 3'
H20

PCR Séquence (dilution 1/10)

3,5ul
0,5ul
0,5ul
11,5ul
aul

* Pour un volume réactionnel final = 20ul
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