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Résumé de la thèse 

L’ataxie-télangiectasie (A-T) est une maladie génétique récessive rare de l’enfant, caractérisée par un 

syndrome neurodégénératif, un déficit immunitaire et des télangiectasies cutanées. La maladie est 

causée par des mutations bialléliques inactivatrices dans le gène ATM (Ataxia-Telangiectasia 

Mutated). La maladie implique aussi un risque élevé de développer des cancers, en particulier des 

leucémies et des lymphomes. Les sujets atteints d’A-T ont également une radiosensibilité accrue. Les 

femmes de plus de 50 ans apparentées à un enfant atteint d'A-T, porteuses d’une seule copie mutée 

d’ATM (HetAT), ont un risque plus élevé de cancer du sein que les femmes de la population générale 

(RR 4,94, 95%CI 1,90 - 12,09). Des études épidémiologiques confirment l’implication d’ATM dans la 

prédisposition au cancer du sein et montrent que 0,5% à 1% de la population porte une mutation 

délétère dans ce gène mais les risques de cancer pour les individus HetAT sont encore mal estimés. 

Dans le premier volet de ma thèse, j’ai recherché des facteurs génétiques constitutionnels pouvant 

modifier le risque de cancer chez les femmes de la cohorte CoF-AT (cohorte de femmes apparentées 

à un enfant atteint d’A-T). J’ai ensuite décrit les caractéristiques histologiques et génomiques des 

tumeurs du sein de sujets HetAT afin d’identifier des biomarqueurs permettant de discriminer les 

tumeurs ATM des autres tumeurs. 

Les résultats obtenus dans la première partie de mes travaux menés sur un échantillon de 284 

individus HetAT et 174 individus non-HetAT issus de 103 familles A-T montrent que les individus 

HetAT ont des télomères plus longs que leurs apparentés non-HetAT (p=0.0008). En revanche, la 

longueur des télomères n’est pas associée au risque de cancer dans cette population. De plus, le SNP 

rs9257445 (ZNF311) qui est associé à la longueur des télomères chez les individus HetAT n’est pas lui 

non plus associé au risque de cancer. En revanche les SNPs rs6060627 (BCL2L1) et rs2380205 

(ANKRD16) modifient le risque de cancer chez les femmes HetAT et non-HetAT.  

Les résultats obtenus dans la deuxième partie de la thèse à partir de la description morphologique de 

41 tumeurs mammaires montrent que les tumeurs des porteurs d’une mutation dans ATM sont 

majoritairement de sous-type luminal B. D’un point de vue moléculaire, les 23 tumeurs ATM étudiées 

ne présentent pas la signature BRCAness associée à de grandes pertes chromosomiques. En 

revanche, nous avons montré que la majorité des tumeurs ATM sont tétraploïdes et présentent une 

perte d’hétérozygotie au locus 11q22-23 entrainant une inactivation de l’allèle normal d’ATM dans 

les tumeurs. De plus, l’analyse du nombre de copies réalisée sur ces tumeurs montre une signature 

ATM impliquant des pertes des loci 13q14.11-q14.3, 21p11.2-p11.1 et 22q11.23.  

L’ensemble de ces travaux aura permis de mieux caractériser les caractéristiques génétiques des 

femmes de la cohorte CoF-AT et de mettre en évidence des bio-marqueurs des tumeurs ATM. 

  



                                         

 20 

  



                                         

 21 

Abstract 

Inherited biallelic mutations in the ATM gene cause Ataxia Telangiectasia (A-T), a multisystemic 

disorder characterized by neurological, cutaneous and immunological abnormalities. The disease is 

associated with an elevated risk of malignancies, particularly of lymphoma or leukemia, and a high 

radiosensitivity. Epidemiological studies have shown that female heterozygote carriers (HetAT) 

younger than 50 years are at increased risk of breast cancer, as compared to women from the 

general population (RR 4,94, 95%CI 1,90 - 12,09). Despite the rarity of A-T disease, 0.5 to 1% of the 

population is estimated to be HetAT. Epidemiological studies have confirmed that some specific 

truncating or missense variants in ATM are associated with increased breast cancer risk but this risk 

is not yet well estimated. The first part of my thesis project has consisted in characterizing inherited 

genetic factors modifying cancer risk in women participating in the prospective cohort CoF-AT 

(“cohorte de femmes apparentées à un enfant atteint d’A-T). In the second part of my work, I 

described the morphological and molecular features of ATM breast tumours with the aim to identify 

biomarkers allowing to distinguished ATM-associated tumours from sporadic tumours. 

Assessment of the contribution of inherited factors such as SNPs of telomere length on the risk of 

cancer was performed on 284 HetAT individuals and 174 non-HetAT individuals belonging to 103 A-T 

families.  We showed that HetAT individuals have longer telomeres than their non-HetAT 

counterparts (p=0.0008). However, we found that telomere length was not associated with cancer 

risk in our study population. The SNP rs9257445 (ZNF311), which is associated with telomere length 

in HetAT participants, was not associated with cancer risk. Conversely, the SNPs rs6060627 (BCL2L1) 

and rs2380205 (ANKRD16) modified cancer risk in HetAT and non-HetAT women. 

Pathology review of 41 ATM-associated breast tumours revealed that these tumours mostly 

belonged to luminal B molecular subtype. The molecular characterization of 23 ATM-associated 

tumours did not revealed the BRCAness profile associated with Large-Scale State Transitions. 

However, we found that ATM tumours were mostly tetraploïd and observed loss of heterozygosity at 

11q22-23 in the majority of the tumours and loss of ATM wild type allele. Moreover, copy number 

losses at loci 13q14.11-q14.3, 21p11.2-p11.1 and 22q11.23 appeared to be specific of ATM tumours.  

Altogether, this project allowed to better characterize the genetic background of the CoF-AT 

participants and to highlight biomarkers of ATM breast tumours.  
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1. Les cancers du sein 

1.1 Rappel sur la glande mammaire et anatomie du sein  

Le sein est composé de 15 à 20 lobules subdivisés en alvéoles produisant le lait, de canaux 

galactophores assurant la sécrétion du lait et de tissus adipeux servant de protection aux parties 

exocrines. A l’extérieur du sein se trouve le mamelon qui permet l’expulsion du lait et l’auréole qui 

sécrète de la sueur pour agir comme lubrifiant lors de l’allaitement (Figure 1). 

 

 

Figure 1 :  Structure de la glande mammaire d’après l’Institut du Cancer. 

 

La forme du sein évolue au cours de la vie d’une femme, car de la puberté à la ménopause les seins 

sont soumis aux variations des hormones sexuelles. La survenue d’un cancer entraine également une 

modification de la structure du sein. 

1.2 Morphologie des tumeurs du sein et facteurs pronostiques 

Les tumeurs du sein, ou adénocarcinomes (du grec adeno signifiant glande et carcinoma signifiant 

cancer) se développent principalement à partir des cellules épithéliales. On distingue deux types 

principaux d’adénocarcinomes, les carcinomes in situ et les carcinomes invasifs, différenciables par 

l’état d’envahissement des cellules néoplasiques au niveau du stroma. Par ailleurs, il existe quelques 

rares tumeurs du sein mésenchymateuses, fibro-épithéliales ou classées comme carcinosarcomes. 
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Les carcinomes in situ représentent 20% des carcinomes mammaires et sont définis comme une 

atteinte tumorale locale, de type canalaire ou lobulaire (Figure 2A et 2B), sans franchissement de la 

membrane basale par les cellules néoplasiques. Les carcinomes in situ sont sans risque de métastases 

et d’envahissement ganglionnaire mais sont parfois les précurseurs d’un carcinome invasif (ou 

« carcinome infiltrant »).  

 

 

 

Figure 2 : Coupes histologiques d'adénocarcinomes mammaires in situ. 
A. Adénocarcinome in situ canalaire. B. Adénocarcinome in situ invasif. Les noyaux colorés en violet correspondent aux 

noyaux des cellules tumorales. Les images des coupes histologiques ont été empruntées au service d’anatomopathologie de 
l’Institut Curie. 

 

 

Les carcinomes invasifs représentent 80% des carcinomes mammaires et, à l’inverse du carcinome in 

situ, ils se caractérisent par l’envahissement des cellules néoplasiques au stroma, par un risque de 

métastases et d’envahissement ganglionnaire. 

 Classification histologique des adénocarcinomes 1.2.1

La morphologie des tumeurs du sein étant très hétérogène, l’Organisation Mondiale de la Santé 

(OMS) a défini des sous-types histologiques permettant de les différencier. En 2012, l’OMS a revu la 

classification des cancers du sein datant de 2003 et a notamment défini vingt-trois sous-types 

histologiques associés aux carcinomes invasifs du sein1 (Tableau 1 et Figure 3).   
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Classification des carcinomes mammaires invasifs Code de classification de la morphologie 

Carcinome canalaire invasif sans atypie particulière (NST) 85003 

Carcinome lobulaire  85203 

Carcinome tubuleux  82113 

Carcinome cribriforme 82013 

Carcinome mucineux  84803 

Carcinome invasif avec des caractéristiques médullaires 85103 

Carcinome invasif à différenciation apocrine 84013 

Carcinome invasif mésenchymateux 84903 

Carcinome micro-papillaire 85073 

Carcinome invasif métaplasique sans type particulier 85753 

Tumeurs épithélial-myoépithélial  

Adénomyoépithéliome avec carcinome 89830 

Carcinome adénoïde kystique invasif 82003 

Types rares  

Carcinome invasif avec caractéristiques neuroendocrines 80133 

Carcinome sécrétant 85023 

Carcinome papillaire  85033 

Carcinome invasif à cellules acineuses 85503 

Carcinome muco-épidermoïde  84303 

Carcinome polymorphe 85253 

Carcinome oncocytaire 85083 

Carcinome invasif à cellules riche en lipides 82903 

Carcinome invasif à cellules claires, riches en glycogènes  83153 

Carcinome sébacé 

Carcinome inflammatoire 

84103 

85303 

Tableau 1 : Liste des sous-types histologiques et codes définis par l'Organisation Mondiale de la Santé 
(d’après Sinn et al.)

1
. 
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Figure 3 : Les différents sous-type d'adénocarcinomes mammaires. 
Tous les sous-types histologiques rares des carcinomes invasifs ne sont pas représentés sur ce schéma mais chaque sous-

type représente entre 1% et 2% des carcinomes diagnostiqués (d’après (Malhotra et al., 2010
2
) 

1.2.1.1 Carcinome canalaire invasif 

Soixante-dix pourcents des carcinomes mammaires invasifs diagnostiqués sont de type canalaire sans 

atypies particulières, ou « NST » (« No Special Type » en anglais) (Figure 3). D’un point de vue 

macroscopique, ces tumeurs forment une lésion stellaire mal délimitée (Figure 4).  

1.2.1.2 Carcinome lobulaire invasif 

Le carcinome lobulaire invasif est le second sous-type histologique le plus diagnostiqué, représentant 

10% à 15% des carcinomes invasifs. Il se caractérise par de petites cellules néoplasiques non-

adhérentes, généralement disposées en file-indienne, qui envahissent le stroma (Figure 4). Dans 90% 

des cas, l’absence de cohésion cellulaire dans ces tumeurs est due à l’absence d’expression de la 

protéine E-cadhérine3. Ce sous-type histologique est associé à un bon taux de survie à cinq ans mais 

cette tendance s’inverse après 6 ans de suivi des patients4.  

1.2.1.3 Autres types d’adénocarcinomes 

Différents sous-types histologiques, plus rares, se distinguent du carcinome canalaire NST par leurs 

atypies morphologiques. Nous allons ici en décrire quelques uns. 
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 Le carcinome tubuleux, représente environ 2% des tumeurs du sein et est caractérisé par une 

prolifération de tubules ovales ou allongés, arrangés de façon aléatoire et entourés d’une couche 

de tissus adipeux (Figure 4). 

 Le carcinome cribriforme, identifié dans 3,5% des tumeurs du sein est reconnaissable par l’aspect 

criblé des cellules tumorales (Figure 4). 

 Le carcinome mucineux, principalement diagnostiqué chez les femmes post-ménopausées se 

détache des autres sous-types histologiques par la présence d’au moins 30% de mucine 

extracellulaire (Figure 4). 

 Le carcinome papillaire, pouvant être invasif, solide ou encapsulé, est souvent diagnostiqué chez 

les femmes post-ménopausées et se distingue par la présence de lésions intra-canalaires 

dessinant des projections bordées de cellules épithéliales. Il se caractérise également par une 

tige fribovasculaire et peu de cellules myoépithéliales 5, 6 (Figure 4). 

Ces quatre sous-types histologiques sont de pronostic favorable mais d’autres sous-types rares sont 

associés à un mauvais pronostic, comme le carcinome apocrine ou le carcinome métaplasique. D’un 

point de vue macroscopique, le carcinome apocrine présente de larges cellules avec un cytoplasme 

granuleux et des noyaux proéminents alors que le carcinome métaplasique est un groupe 

hétérogène pouvant se décliner en carcinome à cellules fusiformes, en carcinome métaplasique 

« fibromatous-like », ou en carcinome métaplasique avec différenciation 

mésenchymateuse cartilagineuse, osseuse, neurogliale ou squameuse (Figure 4)7.  

D’autre part, l’un des carcinomes mammaires le plus reconnaissable au niveau clinique est le 

carcinome inflammatoire, identifiable par le changement d’aspect du sein. Le sein affecté est lourd, 

douloureux, présentant des rougeurs, un œdème et un aspect de peau d’orange. Les tumeurs 

associées au carcinome inflammatoire sont souvent des carcinomes canalaires NST. Il s’agit d’un 

sous-type histologique agressif avec un taux de survie faible des patientes 8, 9. 
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Figure 4 : Aspect morphologique des tumeurs du sein selon leur sous-type histologique. 

Les différents sous-types répertoriés montrent qu’il n’existe pas une tumeur du sein mais une 

hétérogénéité de tumeurs (Figures 3, 4). Cette hétérogénéité tumorale est parfois présente dans une 

même tumeur, on parle alors d’hétérogénéité intra-tumorale. 

 Facteurs histo-pronostiques 1.2.2

Les sous-types histologiques donnent une indication sur le pronostic, mais il existe d’autres 

marqueurs morphologiques utiles pour définir le risque de rechute locale ou métastatique, ainsi que 

le risque de décès. Ces marqueurs permettent également de classer les carcinomes et de proposer 

un traitement adapté aux patients. 

1.2.2.1 Bio-marqueurs anatomo-cliniques  

Au niveau clinique, l’âge du patient est pris en compte dans l’estimation du pronostic : une femme de 

moins de 40 ans a un risque cumulé de rechute locale sur 20 ans de 34% alors que celui d’une femme 

de plus de 50 ans diminue à 11% 10.  

Au niveau anatomique, la taille de la tumeur, l’envahissement des ganglions par les cellules 

tumorales et la présence de métastases permettent d’évaluer le stade de propagation de la tumeur. 

En 1950, la classification pTNM pour « post-opératoire Taille, Nodes (ganglions en anglais), 

Métastases » établie par le chirurgien français Pierre Denoix est introduite par l’Union Internationale 

Contre le Cancer dans le système de classification des tumeurs. L’objectif était d’établir une 

nomenclature unique pour ces trois critères anatomiques (Tableau 2) et de décrire le stade de 

progression la tumeur (Tableau 3).  



                                         

 30 

De façon indépendante, la taille de la tumeur permet d’évaluer les chances de survie globale à 5 ans, 

celles-ci étant inversement corrélées à la taille de la tumeur. Par exemple, les chances de survie des 

patients sont de 91% pour une tumeur de moins de 20mm et de 60% pour une tumeur de plus de 

50mm. De la même manière, le taux de survie diminue en fonction du nombre de ganglions envahis 

par des cellules tumorales et de leur distance avec le site originel de la tumeur. 

 

 

Biomarqueurs anatomiques Classification et description du biomarqueur 

Taille pTx : non-évaluable 

pT0 : tumeur non-palpable 

pT1 : taille ≤ 2cm 

pT2 : 2cm ≤ taille ≤ 5cm 

pT3 : taille > 5cm 

T4 : extension de la tumeur à la paroi thoracique ou à la peau 

Envahissement des ganglions 

régionaux 

pNx : non-évaluable 

pN0 : absence d’envahissement 

pN1 : 1 à 3 ganglions envahis 

pN2 : 4 à 9 envahis 

pN3 : au moins 10 ganglions envahis 

Métastases pMx : non-évaluable 

pM0 : absence de métastases 

pM1 : présence de métastases 

Tableau 2 : Classification de la taille de la tumeur, de l'envahissement des ganglions tumoraux et de la présence de 
métastases. 

 

Stade de progression 
de la tumeur 

Taille (pT) Envahissement des 
ganglions régionaux (pN) 

Présence de 
Métastases (pM) 

I pT1 
pT2 

pN0-pN1 
pT0 

pM0 
pM0 

II pT1 
pT2 
pT3 

pN2-pN3 
pN1-pN2 
pN0-pN1 

pM0 
pM0 
pM0 

III pT2 
pT3 
pT4 

pN3 
pN2-pN3 
pN0-pN2 

pM0 
pM0 
pM0 

IV pT1 à pT4 pN0 à pN3 pM1 
Tableau 3 : Etablissement du stade tumoral en fonction de la taille de la tumeur, de l'envahissement ganglionnaire et de 

la présence de métastases. 
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1.2.2.2 Grade histologique 

Le grade histologique, qui évalue l’agressivité de la tumeur11, est l’un des éléments architecturaux de 

la tumeur le plus important à prendre en compte dans la prise en charge clinique du patient3. Une 

première définition du grade histopronostique établie par Scarff, Bloom et Richarson (classification 

SBR) dans les années 1960 a été révisée par Ellis et Elston (EE) en 199112 et cette dernière définition 

est utilisée comme référence. Le grade histologique est classé en trois niveaux : I - faible agressivité, 

III - forte agressivité et II - agressivité intermédiaire de la tumeur. Il est intéressant de noter que 

quelque soit la classification utilisée, SBR ou EE, la signification du grade ne change pas. 

Le grade révisé par EE est déterminé par l’addition de trois critères : l’architecture de la tumeur, c’est 

à dire l’état de différenciation des cellules tumorales, l’anisocaryose correspondant à la forme des 

noyaux, et l’activité mitotique permettant d’évaluer les capacités de prolifération de la tumeur. Ces 

trois critères morphologiques sont scorés de 1 à 3 (Tableau 4) et la somme des scores permet de 

déterminer le grade de la façon suivante :  

 score de 3 à 5 : grade I 

 score de 6 ou 7 : grade II 

 score de 8 et 9 : grade III 

 

Le suivi de patients sur 24 mois montre que les tumeurs de bas grade sont associées à un meilleur 

taux de survie que les tumeurs de haut grade (Figure 5) (Histological grade, Chap 19 page 231, Ellis 

and Elston, Breast Pathology, S. Pinder & F. O’Malley, Elsevier Editor).  
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Architecture 
(formation de la glande mammaire) 

scores 

>75% 1 
10% – 75% 2 

<10% 3 

Anisocaryose  

Léger 1 
Modéré 2 
Marqué 3 

Index mitotiques  

0-1 1 
2 2 

>=3 3 
Tableau 4 : Attribution des scores en fonction des caractéristiques de la tumeur 

 

 

 

Figure 5 : Temps de survie des patients en fonction du grade histologique. 
(Histological grade, Chap 19 page 231, Ellis and Elston, Breast Pathology, S. Pinder & F. O’Malley, Elsevier Editor). Les 

courbes de Kaplan-Meier montrent que plus le grade est élevé plus le taux de survie est faible. 
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1.2.2.3 Récepteurs hormonaux et autres bio-marqueurs 

L’analyse de l’expression des récepteurs aux œstrogènes et à la progestérone par 

immunohistochimie (IHC) est utilisée comme facteur pronostic et aide à la prise en charge des 

patients. 

Environ 60% à 80% des tumeurs expriment les récepteurs aux œstrogènes (tumeurs RO+). Les 

patients développant ce type de tumeurs ont de meilleures chances de survie que les patients 

développant des tumeurs RO-13. La présence de récepteurs aux œstrogènes à la surface des cellules 

tumorales oriente le traitement vers une hormonothérapie (Tamoxifène14) afin de bloquer l’action 

des œstrogènes sur la croissance tumorale. 

Plusieurs études ont montré que l’expression des récepteurs à la progestérone était importante à 

prendre en compte dans l’évaluation du pronostic car les tumeurs exprimant ces récepteurs 

(tumeurs PR+) sont associées à une faible agressivité et à un meilleur pronostic15-17.  

La mise en évidence en 1988 par Tal et coll. de l’amplification du proto-oncogène gène ERBB218 a 

conduit à une meilleure prise en charge des patients. En effet, l’amplification de ce gène entraine 

une surexpression de la protéine transmembranaire HER2 qui peut être ciblée spécifiquement par 

l’anticorps trastuzumab19. Des essais thérapeutiques ont montré une meilleure survie globale des 

patients bénéficiant d’un traitement à l’Herceptine (nom commercial du trastuzumab) en 

complément d’une chimiothérapie20-22. 

De plus, la protéine Ki-67, marqueur de prolifération cellulaire, est également utilisée comme facteur 

prédictif de la réponse aux traitements : plus le niveau de Ki-67 est élevé dans les cellules tumorales 

meilleure sera la réponse aux chimiothérapies23, 24. En revanche, une forte expression de Ki-67 est 

associée à un faible pronostic de survie25. 

 

Nous avons vu précédemment que le pronostic diffère d’un sous-type histologique à l’autre ; 

cependant la prise en compte d’autres facteurs cliniques et anatomiques est essentielle dans 

l’évaluation du pronostic du patient.  
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 Classification moléculaire des cancers du sein 1.2.3

Jusque dans les années 2000, seule la classification morphologique des tumeurs du sein établie par 

l’OMS était en vigueur. Bien qu’un suivi plus adapté était proposé aux patients développant une 

tumeur triple-négative, peu de données permettaient de classer plus finement les tumeurs afin 

d’adapter les traitements aux autres types de tumeurs. 

Grâce aux avancées technologiques, une meilleure compréhension de la taxonomie des cancers du 

sein a pu être établie permettant in fine de tendre un peu plus vers une médecine « de précision ». 

Différents groupes de tumeurs se ressemblant ont été mis en évidence selon leurs caractéristiques 

moléculaires, ce qui a permis de définir des protocoles thérapeutiques ciblant par exemple certains 

types d’altérations génomiques. 

1.2.3.1 Classification par expression génique 

En 2000, Perou et coll. émettent l’hypothèse que la diversité phénotypique des tumeurs est liée à 

une diversité d’expression génique26. Pour investiguer cette hypothèse ils mesurent dans 40 tumeurs 

du sein (36 carcinomes canalaires invasifs, deux carcinomes lobulaires invasifs, un carcinome 

canalaire in situ et un fibroadenome) l’expression de plus de 8 000 gènes au moyen d’une puce 

ciblant l’ADN complémentaire (cDNA) de ces gènes. Pour la première fois dans la littérature, les 

termes de « portrait moléculaire » et de « sous-type intrinsèque » émergent. Quatre sous-types 

intrinsèques se distinguent : les tumeurs « ER+/luminales », sur-exprimant les gènes normalement 

exprimés par les cellules luminales ; les tumeurs « basales-like », associées a une forte expression des 

gènes exprimés dans les cellules basales ; les tumeurs « ERBB2+ » sur-exprimant ce gène, et les 

tumeurs « normal-like » ayant un profil d’expression similaire à celui du tissus mammaire sain. Un an 

plus tard, la même équipe confirme ces résultats dans une deuxième série de 78 tumeurs 

mammaires (71 carcinomes canalaires invasifs, cinq carcinoma lobulaires invasifs, et deux carcinomes 

canalaires in situ) et dissocie les tumeurs ER+/luminales en classe A et B27. 

Par ailleurs, une autre étude, portant sur des sous-types histologiques plus rares montre qu’il est 

possible d’associer un sous-type histologique à un sous-type moléculaire28. Par exemple, les 

carcinomes médullaires ont un profil d’expression « basal-like » alors que les carcinomes tubuleux 

appartiennent au sous-type luminal. 

1.2.3.2 Altération du nombre de copies 

Il est aujourd’hui bien établi que les tumeurs se développent à partir de l’accumulation d’aberrations 

génétiques ou épigénétiques et que des altérations spécifiques récurrentes permettent de distinguer 

des groupes de tumeurs particuliers. Dès 1992, Kallioniemi et coll. montraient par hybridation 
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fluorescente in situ (FISH) dans des cellules tumorales du sein que même en cas de perte 

d’hétérozygotie (« LOH » pour Loss Of Heterozygosity)29 au niveau du locus 13q14 contenant le gène 

RB1, deux copies de ce gène étaient pourtant présentes dans les cellules tumorales. Hicks et al. ont 

ensuite montré avec la technique d’hybridation génomique comparative (« CGH » pour Comparative 

Genomic Hybridation) que les variations du nombre de copies (« CNV » pour copy number variation), 

identifiées sur l’ensemble du génome permettaient de classer les tumeurs en 3 groupes : un profil 

d’altérations simple (ou « simplex ») caractérisé par peu de régions d’amplifications et de pertes ; un 

profil « complexe I » ayant une apparence en dent de scie et un profil « complexe II » présentant une 

alternance d’amplifications et de délétions (Figure 6)30. Plusieurs études, dont l’étude METABRIC et 

l’étude du Cancer Genome Atlas (TCGA), réalisées sur de plus larges séries de tumeurs, ont confirmé 

la présence de profils CNV spécifiques aux différents sous-types moléculaires de tumeurs du sein 31-

33.  

 

 

Figure 6 : Profil des altérations du nombre de copies sur l'ensemble du génome mis en évidence par CGH. 
A. Profil « simplex » B. Profil « complex I » C. Profil « complex II » d’après Hicks et coll

30
. 

 

1.2.3.3 Mutations somatiques spécifiques 

L’essor du séquençage à très haut débit a affiné les connaissances sur la nature des mutations 

somatiques (substitutions, insertions, délétions, réarrangements) pouvant conduire à l’évolution de 

la tumeur, sur la localisation de ces mutations dans le génome et sur leur fréquence. Dans les 

tumeurs du sein, une dizaine de gènes se révèlent fréquemment mutés : TP53 (Tumor Protein 53), 

PIK3CA (PIK3CA phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-kinase catalytic subunit alpha), MYC (MYC 

proto-oncogene), CCND1 (Cyclin D1), PTEN (Phosphatase and tensin homolog), FGFR1 (Fibtroblast 

growth factor receptor 1), GATA3 (GATA binding protein 3), RB1 (RB transcriptional corepressor 1), 

ERBB2 (erb-b2 receptor tyrosine kinase 2) et MAP3K1 (mitogen-activated protein kinase kinase kinase 

1)31, 33-35. Ces gènes mutés caractéristiques des tumeurs du sein ne sont cependant pas tous des 

cibles thérapeutiques. De plus, le séquençage de nombreux génomes tumoraux mammaires a permis 

de mettre en évidence de nouvelles cibles thérapeutiques visant les voies biologiques impliquant les 
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gènes BRAF (BRAF proto-oncogène), mTOR (mechanistic target of rapamycin kinase) ou encore EGFR 

(epidermal growth factor receptor)36. 

Par ailleurs, le séquençage du génome de 560 tumeurs du sein par l’équipe de MR. Stratton au 

Wellcome Trust Sanger Institute en Angleterre a permis d’identifier 12 « signatures » reposant sur 

une prépondérance de transvertions (C>T ; C>A) ou de transitions (A>G ; T>C). Des mutations 

localisées dans 93 gènes du cancer et potentiellement impliquées dans le développement tumoral 

(mutations « driver » ou «conductrices ») ont également été mises en évidence 34.  

Ainsi, de nombreuses données sur les mutations somatiques ont été générées durant cette dernière 

décennie. L’enjeu actuel est de déterminer quelles mutations sont de potentielles mutations 

« driver » dans le développement du cancer pour mieux comprendre leur rôle dans l’étiologie de la 

maladie et ainsi identifier des cibles thérapeutiques potentielles.  

Les catalogues de mutations issus des projets tels que The Cancer Genome Atlas (TCGA), le 

International Cancer Genome Consortium (ICGC) ou bien les signatures établies par le Wellcome 

Trust Sanger Institute sont mis à disposition de la communauté scientifique pour répondre à des 

questions particulières. En effet, comme nous le verrons dans le chapitre portant sur la 

caractérisation moléculaire des tumeurs du sein des porteurs d’une mutation ATM, ces données 

permettent, par exemple, de comparer deux séries de tumeurs pour déterminer si certaines 

mutations sont surreprésentées dans un groupe particulier de tumeurs. Je n’évoque ici que les 

cancers du sein, mais de telles données sont également disponibles pour de nombreux autres types 

de cancer tel que les cancers de la prostate, du pancréas ou encore le mélanome. 

 Quelles caractéristiques pour quel sous-type ? 1.2.4

Les sous-types moléculaires définis par Perou et coll. ont pu être précisés par l’analyse du 

transcriptome, la CGH et le séquençage à haut débit. Certaines caractéristiques moléculaires sont 

aujourd’hui clairement identifiées, bien qu’il ne s’agisse encore que d’une liste non-exhaustive 

d’altérations. 

1.2.4.1 Tumeurs luminales A 

Environ 40% des carcinomes canalaires invasifs sont de sous-type luminal A37. Ces tumeurs sont RO+, 

généralement de bas grade avec une faible prolifération cellulaire et sont de pronostic favorable27. 

Ce sous-type moléculaire est caractérisé par une surexpression du gène ESR1 (codant le récepteur 

aux œstrogènes) ainsi que des gènes régulés par cette hormone, tels que GATA3, SLC39A6 (Solute 

carrier family 39 member 6), XBP1 (X-box binding protein) ou FOXA1 (Forkhead box A1)38. 



                                         

 37 

L’analyse des variations du nombre de copies (CNVs) montre que les tumeurs luminales A présentent 

un profil peu remanié (Figure 6.A). Cependant, l’amplification des bras chromosomiques 1q et 16p et 

la perte du bras 16q sont des événements conjoints fréquemment trouvés dans ces tumeurs32. 

Peu de mutations somatiques de type SNV (« single nucleotide variations » ou variations 

nucléotidiques simples) ont été identifiées dans les tumeurs luminales A. Néanmoins les gènes 

PIK3CA, GATA3, MAP3K1, KMT2C (lysine methyltransferase 2C) et CBFB (core-binding factor beta 

subunit) s’avèrent souvent altérés dans ces tumeurs. 

1.2.4.2 Tumeurs luminales B 

Les tumeurs luminales B représentent 20% des carcinomes canalaires invasifs et appartiennent au 

groupe des tumeurs RO+. Comme les tumeurs luminales A, les tumeurs luminales B présentent une 

expression élevée des gènes régulés par l’œstrogène mais sont en revanche de moins bon 

pronostic27. De plus, elles se distinguent par une forte expression des gènes de prolifération cellulaire 

tels que v-MYB (MYB porto-oncogene), GGH (Gamma-glutamyl hydrolase), LAPTMB4 (Lysosome-

associated transmembrane protein 4 beta), NSEP1 (Nuclease sensitive element binding 1), and CCNE1 

(Cyclin E1)39, ainsi que par la récurrence des mutations somatiques dans les gènes PIK3CA et TP5340.  

Les profils CNVs des tumeurs luminales B sont de type « complexe II » (Figure 6.C), avec une 

alternance de gains et de pertes. Des amplifications des loci 1q et 8q associées à des pertes des loci 

1p, 8p, 16q, 17q et 22q sont souvent mises en évidence dans ces tumeurs33, 41, 42.  

1.2.4.3 Tumeurs basales-like 

Ce sous-type moléculaire représente environ 15% des carcinomes canalaires invasifs et est associé 

aux tumeurs RO-, plus particulièrement aux tumeurs dites triple-négatives n’exprimant pas les 

récepteurs hormonaux ni la protéine HER2 (RO-, PR-, HER2-). Les tumeurs basales-like sont de haut 

grade et sont associées à un mauvais pronostic, ce qui est probablement en lien avec la prolifération 

accélérée des cellules tumorales43. Bien que ces tumeurs ont un profil mutationnel très hétérogène, 

on note cependant un fort taux de mutations de TP5331, 44. Le profil CNV de ce sous-type moléculaire 

est très caractéristique avec de nombreuses amplifications et délétions (profil « complexe I » en dent 

de scie)3 (Figure 6.B). 

Par ailleurs, les tumeurs basales-like présentent une déficience de la réparation des dommages à 

l’ADN par recombinaison homologue. La découverte de cette vulnérabilité des cellules a permis 

l’émergence de deux classes de nouvelles molécules, les cisplatines et les inhibiteurs de la poly ADP-

ribose polymerase 1 (PARP)45 (Olaparib), majorant l’anomalie de réparation des cassures double-brin 

de l’ADN par recombinaison homologue et faisant l’objet de nombreux essais cliniques.  
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1.2.4.4 Tumeurs sur-exprimant HER2 

Les tumeurs HER2+ sont souvent de haut grade et agressives, d’où le mauvais pronostic qui leur est 

associé46. Parmi les tumeurs HER2+, on distingue deux sous-groupes de tumeurs en fonction de 

l’expression, ou non, des récepteurs aux œstrogènes.  

Les tumeurs RO+/HER2+, également appelées luminales B/HER2+, présentent les mêmes 

caractéristiques que les tumeurs luminales B au niveau de l’expression de ESR1 et des gènes régulés 

par l’œstrogène tandis que les tumeurs RO-/HER2+ se distinguent des tumeurs luminales B/HER2 par 

l’absence d’expression des gènes associés au sous-type luminal et par un taux plus élevé de mutation 

de TP533.  

Les tumeurs HER2+ forment un groupe très hétérogène, aucun profil génomique ou mutationnel clair 

n’ayant été associé à ce sous-type moléculaire.  

 

 

En 2015, des experts réunis à Vienne à la quatorzième conférence international de St Gallen sur le 

cancer du sein ont proposé une nouvelle méthode de classification des tumeurs permettant de faire 

une approximation des sous-types intrinsèques moléculaires à partir des résultats 

d’immunohistochimies (IHC) obtenus en routine par les laboratoires d’anatomopathologie 47, 48 : 

 Tumeurs luminales A : RO+, RP+/-, HER2- et Ki-67<20% 

 Tumeurs luminales B : RO+, RP+/-, HER2- et Ki-67≥20% 

 Tumeurs luminales B/HER2+ : RO+, RP+/-, HER2+ et Ki-67≥20% 

 Tumeurs triple-négatives : RO-, RP-, HER2- 

 Tumeurs HER2-positives : RO-, RP-, HER2+ 

 

A partir des données d’expression, de l’analyse des CNVs et de l’identification de mutations 

somatiques récurrentes, des outils de diagnostic tel que les tests PAM50 (Prediction Anlaysis of 

Microarrays)49, 50, MammaPrint51, Oncotype DX assay52, Breast cancer Index53 ou encore 

EndoPredict54 sont aujourd’hui utilisés pour prédire la réponse aux traitements, le risque de rechute 

ou les bénéfices d’une hormonothérapie étendue à 5 ans pour ainsi améliorer la prise en charge des 

patients. 

La classification des cancers du sein est devenue de plus en plus intégrative avec l’accumulation des 

connaissances au niveau moléculaire. Le diagnostic et la prise en charge des patients repose donc sur 

une approche multidisciplinaire, mettant en relation les oncologues, les anatomopathologistes, les 

plateformes de génomique, les laboratoires de diagnostic moléculaire et les généticiens. 
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2. Epidémiologie des cancers du sein  

Selon les données de l’International Agency for Research on Cancer (IARC) (http://globocan.iarc.fr) le 

cancer du sein est le cancer le plus fréquent chez les femmes dans le monde avec 1,67 millions de 

nouveaux cas diagnostiqués en 201255. Bien que ce type de cancer affecte majoritairement les 

femmes, environ 1% des cas sont des hommes. Le cancer du sein est la cinquième cause de mortalité 

par cancer, touchant aussi bien les pays développés que les pays dits « en voie de développement ». 

Cependant, une incidence et un taux de survie plus élevés sont observés dans les pays développés 

comme l’indiquent les données d’Amérique du Nord (incidence : 92 pour 100 000 personnes, taux de 

survie : 60%) et d’Afrique (incidence 24 pour 100 000 personnes, taux de survie : 40%) (Figure 7)55. 

L’étude de l’IARC de 2013, portant sur les données de registre de 40 pays estimait l’incidence du 

cancer du sein en France en 2012 à 137/100 000 femmes et un taux de mortalité de 24/100 000 

femmes56. En 2015, d’après l’Institut National du Cancer (INCa), 54 000 nouveaux cas ont été 

diagnostiqués et la maladie a été la première source de mortalité par cancer avec 11 900 décès 

recensés (données de « La situation du cancer en France en 2015" l’Institut National du Cancer). 

Néanmoins entre 2005 et 2012, une diminution de 1.5% par an de l’incidence et de 1.5% par an de la 

mortalité ont été observées (Figure 8)57. La diminution de l’incidence et de la mortalité peut 

s’expliquer par la généralisation du dépistage organisé en France depuis 2004. Ce dépistage organisé 

consiste en une mammographie réalisée tous les deux ans pour les femmes âgées de 50 à 74 ans ne 

présentant pas de prédispositions génétiques connues. La proportion de femmes diagnostiquées 

grâce au dépistage est estimée, selon l’INCa, à 10-15% des cas diagnostiquées par an.  

La survie nette standardisée sur l’âge s’améliore également depuis quelques années. En effet, selon 

les données de registre du réseau FRANCIM, la survie à 5 ans est passée de 80% entre 1989 et 1993 à 

87% entre 2005 et 2012 (http://www.e-cancer.fr/ressources/cancers_en_france/). La survie nette à 

10 ans est de 76% (données de l’INCa, 2010). Cette évolution s’explique par l’amélioration des 

thérapeutiques et de la prise en charge des patients. 
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 A. 

 

B. 

 
Figure 7 : Incidence et mortalité du cancer du sein dans le monde estimés en 2012 par l’OMS. 

A. Incidence du cancer du sein. B. Mortalité liée au cancer du sein. 
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Figure 8 : Evolution de l'incidence et de la mortalité par cancer du sein en France métropolitaine de 1980 à 2012. 

 (d’après Binder-Foucard, 2013)
57

. 
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3. Les facteurs de risque 

Au cours de sa vie une femme est soumise à différentes expositions environnementales ou 

biologiques qui peuvent influer sur le risque de développer un cancer du sein. 

3.1 Facteurs environnementaux et cliniques 

 Age  3.1.1

L’âge est l’un des facteurs de risque les plus importants. En effet, le risque de cancer du sein pour 

une femme de la population générale augmente par tranche de 10 ans : ce risque est de 0,44% pour 

une femme de 30 ans, sans histoire familiale de cancer du sein et de 3,82% à 70 ans (Howlader N, 

Noone AM, Krapcho M, et. al. (eds). SEER Cancer Statistics Review, 1975–2009 (Vintage 2009 

Populations)). 

 Antécédents personnels 3.1.2

Différents aspects de la vie d’une femme influencent le risque de développer un cancer du sein, tel 

que l’âge à la première grossesse ou encore les antécédents médicaux. 

3.1.2.1 Grossesses 

De façon générale, une femme ayant mené une grossesse à terme avant ses 30 ans présente un 

risque de cancer du sein moins élevé qu’une femme nullipare58. Le nombre de grossesses menées à 

terme est également un facteur protecteur du risque de développer la maladie, celui-ci diminuant de 

3% à chaque grossesse59. Une étude prospective norvégienne réalisée chez plus d’un million de 

participantes a montré que l’effet protecteur de la parité était plus fort chez les femmes ayant eu 

une première grossesse avant 20 ans comparé aux femmes ayant accouché d’un premier enfant 

après leur 30 ans60. Bien que l’âge à la première grossesse menée à terme et le nombre de grossesse 

soient des facteurs protecteurs du risque de cancer du sein, une augmentation transitoire de ce 

risque après la première grossesse a été mise en évidence61. L’effet protecteur de la parité n’apparait 

qu’à l’âge de 40 ans pour les femmes ayant mené une première grossesse à terme avant 25 ans, et à 

environ 50 ans pour les femmes ayant mené une première grossesse à terme entre 25 et 29 ans61. 

3.1.2.2 Maladies bénignes du sein 

Les maladies bénignes du sein telles que les fibroadénomes, les kystes, les écoulements au niveau du 

mamelon ou encore les hyperplasies augmentent le risque de cancer du sein. Une étude de suivi 

portant sur 9 087 femmes a montré que les femmes développant une hyperplasie atypique du sein 
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avaient un risque de cancer du sein environ quatre fois supérieur à celui de femmes non atteintes 

d’une maladie bénigne du sein (RR=4,24 (95% IC : 3,26 - 5,41))62.  

 

 Densité mammaire 3.1.3

A l’imagerie, la densité mammaire absolue est définie comme le rapport entre le tissu glandulaire et 

le tissu adipeux. Les seins sont denses lorsque le tissu glandulaire est la composante majoritaire du 

sein. En 2006, McCormack et al. montrent à partir des données de plus 14 000 cas et 226 000 

témoins que le risque de cancer du sein augmente avec la densité mammaire63. Les femmes ayant 

entre 25% et 49% de tissus glandulaire ont un risque deux fois plus élevé que les femmes ayant 

moins de 5% de tissus glandulaire (RR 2.1 (95% IC : 1.70, 2.63)); ce risque est multiplié par cinq pour 

les femmes ayant plus de 75% de tissu glandulaire (RR 4.6 (95% IC : 3.64- 5,91)). Récemment il a été 

montré que le pourcentage de zones denses est plus important à prendre en compte dans 

l’estimation du risque que la densité absolue64.  

 

 Facteurs hormonaux 3.1.4

Les facteurs hormonaux décrits comme ayant une influence sur le développement des tumeurs du 

sein sont de deux types : les facteurs endogènes, qui concernent les hormones produites par notre 

système endocrinien, et exogènes, comme les hormones contraceptives ou les traitements 

hormonaux de substitution (THS) utilisés lors de la ménopause. 

3.1.4.1 Facteurs hormonaux endogènes 

La glande mammaire est soumise au cours des cycles menstruels et pendant les grossesses aux 

variations hormonales. Dès 1932, Antoine Lacassagne rapporte dans le compte rendu de l’Académie 

des Sciences, que la folliculine, un type d’œstrogène, est impliqué dans le développement de tumeur 

mammaire chez la souris65. Depuis, plusieurs études ont montré qu’une exposition plus longue aux 

hormones sexuelles liée à l’apparition des règles avant l’âge de 12 ans ou à une ménopause tardive 

augmente le risque de cancer du sein58, 66. 

3.1.4.2 Facteurs hormonaux exogènes 

3.1.4.2.1 Contraceptifs oraux 

La mise en évidence d’un lien entre la prise de contraceptifs oraux et le risque de cancer du sein est 

un réel enjeu de société car 10% des femmes en âge de procréer (environ 100 millions) utilisent un 

moyen contraceptif. La méta-analyse du Collaborative Group on Hormonal Factors in Breast Cancer 

réalisée en 1996 chez 61 196 femmes utilisatrices d’un contraceptif oral et 90 747 non-utilisatrices, 
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atteintes ou non de cancer du sein, montrent une faible augmentation du risque de cancer du sein 

chez les utilisatrices d’un contraceptif oral (RR=1,07, 95%IC : 1,02 - 1,13)67. Ce risque décroit à l’arrêt 

de la contraception, jusqu’à atteindre le risque associé à l’âge de la femme67. Par la suite, les 

données combinées de la cohorte du Women’s Health Life et de deux études de suivi norvégiennes et 

suédoises regroupant plus 103 000 femmes ont permis d’estimer le risque de cancer du sein à partir 

de 1 800 cas prospectifs. Selon cette étude, le risque dû à la prise de contraceptifs serait augmenté 

de 1,6 (95% IC : 1,0 – 2,4) mais il n’y aurait pas de variation de ce risque en fonction de la durée 

d’exposition68. En 2002 et 2003 deux autres études de suivi menées dans la population américaine ne 

montrent pas d’association entre la prise de contraceptif oral et le risque de cancer du sein69, 70. 

Malgré des résultats divergents, l’IARC a classé en 2015 les contraceptifs oraux dans le « groupe 1 » 

des agents carcinogènes, ce qui les place au rang des agents carcinogènes pour l’Homme71. 

3.1.4.2.2 Traitements hormonaux  

Les THS sont prescrits aux femmes lors de la ménopause pour diminuer progressivement la dose 

d’hormones dans le sang afin de contrer les symptômes de la ménopause, comme les modifications 

osseuses, les douleurs articulaires ou musculaires, les bouffées de chaleur ou des manifestations 

neuropsychiques liées à la privation œstrogénique. De façon générale, les femmes exposées aux THS 

ont un risque augmenté de cancer du sein de 26% à 35% comparé aux femmes non-exposées. 

L’un des traitement hormonal concentrant le plus de preuves d’association avec le risque de cancer 

du sein, est le diéthylstilbestrol ou Distilbène (DES), prescrits aux femmes de 1950 à 1970 en 

prévention des fausses couches et des risques de prématurité. La prise de ce médication est associée 

à une augmentation du risque de 1.4 (95% IC : 1,1 - 1,9) chez les femmes ayant pris ce traitement et 

de 1,91 (95% IC : 1,09 - 3,33) chez leurs filles72, 73. 

 

 Expositions aux radiations 3.1.5

Les radiations ionisantes (rayons X, rayons gamma) ont été associées à une augmentation du risque 

de cancer du sein dans des études s’intéressant à l’impact des ces radiations74, 75. De plus, trois 

études portant respectivement sur 10576, 10777 et 1678 cas ont évalué l’impact d’une radiothérapie 

sur le risque de développer un cancer du sein en deuxième localisation et ont montré un effet 

linéaire entre la dose reçue et l’augmentation du risque.  

 

 Expositions liées au mode de vie 3.1.6

3.1.6.1 Alcool et tabac 

La consommation d’alcool, de tabac ou encore l’indice de masse corporel (IMC) sont des facteurs 

influençant le risque de cancer du sein. L’alcool et le tabac sont classés comme agents carcinogènes 
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pour l’Homme (groupe 1 des agents carcinogènes par l’IARC). Une consommation journalière de plus 

de 3 à 4 verres augmente le risque de cancer du sein de 1,32 (95% IC : 1,19 - 1,45) par rapport aux 

femmes qui déclarent ne pas consommer d’alcool, ce risque augmente à 1,46 (95% IC : 1,33 - 1,61) 

pour les femmes consommant plus de 4 verres/jour79. 

Les expositions au tabac, quelles soient actives ou passives ont un impact négatif sur le risque de 

cancer du sein comme sur bien d’autres cancers. Une étude de suivi réalisée sur plus de 50 000 

sœurs a montré que les fumeuses avaient un risque de cancer du sein augmenté de 17% (95% IC : 

1,00 - 1,36) par rapport aux non-fumeuses, et que les femmes exposées durant la grossesse de leur 

mère avaient un risque relatif de 1,16 (95% IC : 1,01 - 1,32). 

Par ailleurs, l’étude du WECARE réalisée sur 1 521 femmes ayant développé un cancer du sein 

asynchrone et 2 212 femmes atteintes d’un cancer du sein unilatéral a montré que les patientes 

consommant à la fois de d’alcool et du tabac durant leur premier cancer avait un risque de rechute 

1,6 (95% IC : 1,24-2,11) fois supérieur aux femmes n’en consommant pas 80. 

3.1.6.2 Indice de masse corporelle 

Le surpoids (IMC>29) influencerait le risque de cancer du sein par une modification du taux 

d’œstrogènes81. En effet, l’obésité serait liée à des règles précoces et à une ménopause tardive, ce 

qui augmenterait l’exposition de la glande mammaire aux hormones sexuelles. Le risque de cancer 

du sein associé à l’IMC varie en fonction de l’état pré- ou post-ménopausé d’une femme. Une méta-

analyse réalisée chez plus de 2,5 millions de femmes, dont 7 930 femmes pré-ménopausées atteintes 

de cancer du sein, montre que les femmes pré-ménopausées ont un risque de développer la maladie 

qui diminue de 8% par 5 kg/m2 au-dessus du seuil de surpoids (RR=0,92, 95% IC : 0,88 – 0,97)82. Cet 

effet protecteur du surpoids s’inverse après la ménopause, comme le montre l’étude réalisée au 

Royaume-Uni chez 1,2 millions de femmes âgées de 50 à 64 incluant 45 037 femmes atteintes de 

cancer du sein83 : les femmes post-ménopausées en surpoids présentent un risque de cancer du sein 

1,29 supérieur aux femmes ayant un IMC compris entre 22.5 et 24,9 (95% IC : 1,22 – 1,36). 

Il a été estimé que 38% à 50% des cancer du sein survenant dans les pays dits « développés » 

seraient évitables par une modification de nos habitudes de vie84. Les facteurs environnementaux 

connus ne permettent donc pas à eux seuls d’expliquer la survenue de la maladie.  
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3.2 Facteurs de risque génétiques 

L’histoire familiale est le deuxième facteur de risque le plus important après l’âge. Le risque relatif 

familial (RRF) d’une femme augmente en fonction du degré et du nombre d’apparentées atteintes 

d’un cancer du sein. Une femme présente un risque relatif familial de 1,80 (99% IC : 1,69 - 1,91) si sa 

mère a développé un cancer du sein, et ce risque est de 2,93 (99% IC : 2,36 - 3,64) si sa mère et sa 

sœur ont développé la maladie (Figure 9)85. 

L’augmentation du risque de cancer du sein est d’autant plus importante que l’âge et les antécédents 

familiaux sont pris en compte dans l’estimation de ce risque. Par exemple, il a été montré que le 

risque cumulé pour une femme de 50 ans sans apparentée de premier degré atteinte de cancer du 

sein est de 1,7% et que ce risque est respectivement de 3,7% et de 8,0% si cette femme a une ou 

deux apparentées du premier degré atteintes de cancer du sein85. 

 

 
Figure 9 : Représentation du risque relatif familial de cancer du sein en fonction du nombre d'apparentées atteintes de la 

maladie. 
RRF : Risque relatif familial. La flèche indique la femme pour qui le risque de cancer est estimé en fonction du nombre 

d’apparentées du premier degré ayant développé un cancer du sein.  

 

Bien que le chirurgien français Paul Broca décrit dès 1866 dans le « Traité des Tumeurs » une famille 

dans laquelle une dizaine de cas de cancer du sein avaient été diagnostiqués, ce n’est qu’un siècle 

plus tard que des facteurs génétiques seront impliqués dans la prédisposition au cancer du sein. On 

estime aujourd’hui que 5 à 10% des cancers du sein sont dus à une prédisposition génétique, la 

majorité des cas étant considérés comme des cas « sporadiques » c’est à dire sans histoire familiale 

connue.  

Depuis les années 1990, la liste des gènes, ou loci, impliqués dans la prédisposition génétique au 

cancer du sein n’a cessée de s’étoffer. On sait aujourd’hui classer les allèles associés à la maladie en 

trois catégories : 

 Les allèles conférant un risque élevé, mis en évidence pour les gènes BRCA1 (BReast CAncer 

susceptibility 1) et BRCA2 (BReast CAncer susceptibility 2), ou bien pour les gènes impliqués 
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dans les syndromes de Li-Fraumeni (TP53), Peutz-Jegher (STK11), Cowden (PTEN) ou les 

cancers gastriques familiaux (CDH1). 

 Les allèles conférant un risque modéré, associés notamment aux gènes ATM, CHEK2, RINT1, 

XRCC2 et mis en évidence par le reséquençage de ces gènes dans des familles à haut-risque 

de cancer du sein et dans des études cas-témoins multicentriques.  

 Les allèles conférant un risque faible, associés à des variants fréquents dans la population et 

identifiés par les études pangénomiques, comme les études du Breast Cancer Association 

Consortium (BCAC). 

Nous allons dans ce chapitre détailler les caractéristiques de ces trois catégories d’allèles associés 

à la prédisposition au cancer du sein. 

 

 Allèles associés à un risque élevé de cancer du sein 3.2.1

3.2.1.1 Gènes BRCA1 et BRCA2 

3.2.1.1.1 Découverte des gènes 

Dans les années 1990, les études de liaison génétique sont réalisées dans des familles présentant 

plusieurs cas de cancer du sein et de l’ovaire afin d’identifier des gènes responsables du cancer du 

sein. Les analyses de liaison utilisant la méthode des lod-scores (LOD) sont basées sur la co-

ségrégation, au cours des générations, des allèles responsables de la maladie dans les familles. Le 

LOD est calculé en définissant soit un modèle de transmission de la maladie récessif ou dominant, la 

fréquence de l’allèle à risque dans la famille et la pénétrance de la mutation. L’âge peut également 

être pris en compte dans l’estimation du LOD. Par cette méthode, deux gènes majeurs de 

prédisposition, BReast CAncer susceptibility 1 (BRCA1) localisé sur le locus 17q21 et BReast CAncer 

susceptibility 2 (BRCA2) localisé sur le locus 13q13 sont mis en évidence. En 1990, le premier gène de 

prédisposition BRCA1 est mis en évidence par l’équipe de Marie-Claire King 86 à partir de 23 familles 

présentant plusieurs cas de cancer du sein et/ou de l’ovaire. Quatre ans plus tard ce locus est cloné 

afin d’en définir la séquence nucléotidique précise87. BRCA1 est un gène mesurant 81,2kb et est 

composé de 24 exons dont 22 codant pour une protéine de 1863 acides aminés (AA).  

La même année où BRCA1 a été cloné, un deuxième locus situé en 13q12-13 est mis en évidence par 

Wooster et coll.. Le clonage de ce locus révèlera le gène BRCA2 mesurant 84kb et composé de 27 

exons dont 26 codant pour une protéine de 3418 AA.  

3.2.1.1.2 Structure des protéines BRCA1 et BRCA2 

D’un point de vue structurel, les protéines BRCA1 et BRCA2 présentent peu de similitudes. La 

protéine BRCA1 est composée de plusieurs domaines ayant chacun un rôle bien déterminé : le 
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domaine RING permet la liaison avec la protéine BARD1 pour activer les fonctions d’ubiquitine ligase 

de BRCA1 ; les deux domaines BRCT (BRCA1 C-Terminal) permettent l’interaction de la protéine avec 

des partenaires impliqués dans les mêmes voies biologiques ; les deux domaines NLS (Nuclear 

Localization Sequence) assurent la localisation de la protéine au noyau et le domaine SCD (séquence 

de sérines et de thréonines) est préférentiellement phosphorylé par ATM88 (Figure 10.A). 

La protéine BRCA2, plus longue que BRCA1 possèdent un domaine BRCT plusieurs fois répété et deux 

domaines NLS88 (Figure 10.B). 

 
Figure 10 : Domaines fonctionnels des portéines BRCA1 et BRCA2. A. Domaines fonctionnels de BRCA1. 

A. Domaines fonctionnels de BRCA1 : le domaine RING interagit avec la protéine BARD1 ; NLS : nuclear localization 
sequence permet la localisation de BRCA1 au noyau ; le domaine coiled-coil permet la liaison avec PALB2 ; BRCT : BRCA1 C-
terminal interagit avec les protéines ABRAXAS, CtIP et BRIP1 ; B. Domaines fonctionnels de BRCA2. BRC : domaines BRCA2 
permettent la liaison avec RAD51 ; NLS : nuclear localization sequence permet la localisation de BRCA2 au noyau (d’après 

Roy et coll., Nature review, 2012)
89

. 

3.2.1.1.3 Fonction des protéines BRCA1 et BRCA2 

La protéine BRCA1 est impliquée dans plusieurs voies biologiques permettant de maintenir l’intégrité 

du génome en contrôlant par exemple la prolifération cellulaire ou en intervenant dans la réparation 

de l’ADN. 

BRCA1 contrôle la prolifération cellulaire des tissus hormono-dépendants en se liant au récepteur de 

l’œstrogène REα pour inhiber, par exemple, la transcription du gène VEGF (Vascular Endothelial 

Growth Factor) responsable de l’angiogenèse des endothéliums90. 

Une autre fonction de BRCA1 est de contrôler le point de passage du cycle cellulaire, notamment des 

phases G2 à M. En cas de dommage à l’ADN, BRCA1 s’associe à CHEK1 pour inhiber l’action de cycline 

B afin de bloquer le passage des cellules en phase de mitose et enclencher la réparation des 

dommages91. BRCA1 joue également un rôle essentiel dans la réparation des cassures doubles brins 

de l’ADN ou des liaisons inter-brins par recombinaison homologue (RH). Grâce à son domaine de 

liaison à l’ADN et aux domaines BRCT, BRCA1 peut détecter les cassures doubles-brins de l’ADN et 
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recruter les protéines nécessaires à la réparation par RH (Figure 11). BRCA1 a également une 

fonction d’ubiquitine-ligase via son domaine BRCT qui facilite le transfert des ubiquitines aux 

protéines cibles. L’interaction de BARD1 avec BRCA1 stimule l’activité d’ubiquitine-ligase de BRCA1 

pendant la réparation des dommages à l’ADN et pendant la réplication de l’ADN92. 

La protéine BRCA2 est également impliquée dans la réparation des cassures doubles-brin de l’ADN en 

maintenant la protéine RAD51 inactivée. L’interaction du domaine BRC de BRCA2 avec RAD51 

maintient inactive cette dernière93 et régule sa fixation avec BRCA1.  

 

Figure 11 : Réparation des cassures double-brin de l'ADN. 
Via son domaine BRCT, BRCA1 interagit directement avec les protéine BRIP1, BARD1, CCDC98 (ABRAXAS) et CtIP afin de 

recruter les protéines essentielles à la réparation les dommages à l’ADN. 

Les gènes BRCA1 et BRCA2, de part leur rôle dans la maintenance de l’intégrité du génome sont 

considérés comme des gènes suppresseurs de tumeur. Une perte d’expression de ces gènes conduit 

au développement tumoral. 

3.2.1.1.4 Les allèles de prédisposition au cancer  du sein 

La prévalence des allèles délétères de BRCA1 et BRCA2 dans la population générale est faible ; ces 

allèles sont identifiés dans moins de 0.05% à 0.5% de la population générale94. Des milliers de 

mutations ont été recensées, majoritairement des mutations pertes de fonction réparties sur tout le 

gène. Les bases françaises Universal Mutation database BRCA1 et BRCA2 (UMB-BRCA1 et UMD-

BRCA2) recensent les différents variants identifiés chez des cas indexes vus en consultation de 

génétique et testés pour BRCA1 et BRCA295. Avant d’être incrémentés dans la base, tous les variants 

sont validés et stratifiés en cinq classes : causal, probablement causal, variant de signification 

inconnu (VSI), probablement bénin et bénin. A ce jour 897 variants causaux de BRCA1 identifiés chez 

5 637 familles, et 968 variants causaux de BRCA2 identifiés chez 4 185 familles sont répertoriés dans 
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les bases françaises UMD-BRCA1 et UMD-BRCA2. On observe cependant quelques points chauds 

(« hotspot »), comme le montre une étude dans la population française chez qui des mutations 

causales sont plus fréquemment trouvées dans les exons 2, 5 et 20 de BRCA1 et dans les exons 8, 13 

et 23 de BRCA295. Il existe également quelques mutations fondatrices dans la population juive 

Ashkénaze originaire d’Europe de l’Est (mutation BRCA1 : c.185_186del96 ; mutation BRCA2 : 

c.6174del97), dans la population québécoise issue de l’immigration française (mutations BRCA1 : 

c.4446C>T, c.2834_2836delinsC, c.3768dup et c.2598C>A ; mutation BRCA2 : c.8765_8767del, 

c.6085G>T, c.2816_2817insA and c.6503_6504del)98, 99 ou encore dans la population polonaise 

(mutations BRCA1 : c.5383dup, c.61C>G et c.4153del100 ; mutations BRCA2 : c.9631del et 

c.6886_6887del)101. 

Les premiers risques absolus (ou pénétrance) pour les porteurs d’une mutation dans l’un de ces deux 

gènes ont été estimés à partir de familles sélectionnées pour leur histoire familiale de cancer du sein 

ou de l’ovaire102. Dans ces familles, le risque de développer un cancer du sein pour les porteurs d’une 

mutation dans l’un ou l’autre des deux gènes a été estimé à 74% pour une femme âgée de 70 ans 102. 

Cependant en raison du biais de sélection des familles on sait aujourd’hui que ces risques ont été 

surestimés. Différentes méta-analyses réalisées dans les années 2000 à partir de cas non-

sélectionnés sur leur histoire familiale ont réévalué le risque de cancer du sein associé aux mutations 

dans ces gènes. D’après la méta-analyse de Antoniou et coll. portant sur plus de 8 000 cas familiaux 

non sélectionnés sur la présence d’une mutation BRCA1 ou BRCA2, le risque cumulé à 70 ans pour les 

porteurs BRCA1 est estimé à 65% et à 39% pour les porteurs BRCA2103. Bien que les femmes soient le 

plus affectées par la maladie, les mutations de BRCA1 et BRCA2 augmentent également le risque de 

cancer du sein chez l’homme ; le risque cumulé à 70 ans est de 1,2% pour les porteurs d’une 

mutation BRCA1 et de 6,8% pour les porteurs d’une mutation BRCA2104.  

En raison des risques élevés de cancer du sein et de l’ovaire pour les porteuses d’une mutation dans 

les gènes BRCA1 et BRCA2, un test génétique est proposé aux personnes malades (cas index) et non 

malades dans les familles hautement prédisposées vues en consultation d’oncogénétique pour 

rechercher la présence d’une mutation dans l’un de ces gènes. Un test positif implique des 

recommandations et un suivi bien particulier pour ces patientes et leur famille, consistant en un 

examen clinique mammaire annuel avant 30 ans et après 65 ans et en une imagerie par résonnance 

magnétique (IRM) et une mammographie entre 30 et 65 ans. Une réduction mammaire annexielle 

peut être proposée à 40 ans pour les porteuses BRCA1 et à 45 ans pour les porteuses BRCA2 

(recommandations françaises 2017 de l’INCa).  
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3.2.1.2 Le gène PALB2 

Le gène PALB2, mis en évidence chez des enfants atteints d’anémie de Fanconi, est également 

associé à une prédisposition génétique au cancer du sein105, 106. Les premières études réalisées dans 

des familles de cas multiples de cancer du sein, sans mutation BRCA1 ou BRCA2, estiment que les 

mutations délétères de PALB2 confèrent un risque de 2 à 6,1 fois supérieur à celui de non-porteurs 

106, 107. Des mutations fondatrices de ce gène ont également été mises en évidence dans la population 

canadienne (c.2323C>T ; p.Gln775X)108 et finlandaise (c.1592del ; p.Leu531Cysfs30) 105. 

Les variants de PALB2 ont d’abord été associés à un risque intermédiaire de cancer du sein jusqu’aux 

travaux du PALB2 Interest group109. D’après cette étude, les porteurs de mutations tronquantes de 

PALB2 ont un risque 9 fois supérieur à celui de la population générale et un risque absolu à 70 ans qui 

varie de 33% pour les femmes sans apparentées atteintes de cancer du sein à 58% pour les femmes 

ayant une ou deux apparentées atteintes109. Ces résultats suggèrent que des variants délétères de 

PALB2 seraient associés à un risque de cancer du sein proche du risque estimé pour les porteurs 

d’une mutation de BRCA2. Depuis cette étude, les patients porteurs d’une mutation délétère dans ce 

gène reçoivent des recommandations et un suivi plus adaptés. Aux Etats-Unis, le National 

Comprehensive Cancer Network (NCCN) recommande une mammographie annuelle pour les femmes 

de 30 ans et plus, une IRM peut également être réalisée et une mastectomie prophylactique peut 

être prescrite selon l’histoire familiale. En France, le Groupe Génétique et Cancer d’Unicancer 

(http://www.unicancer.fr/la-recherche-unicancer/les-groupes-transversaux/groupe-genetique-

cancer-ggc) regroupant des cliniciens, des biologistes, des chercheurs et des épidémiologistes a établi 

des recommandations similaires : une mammographie, un IRM ou un sonogramme du sein 

(échographie) sont prescrits pour les femmes de 30 à 65 ans et une mastectomie bilatérale peut 

également être proposée. 

3.2.1.3 Gènes associés à des syndromes  

En plus des gènes BRCA1, BRCA2 et PALB2, les gènes TP53, PTEN (Phosphatase and Tensin homology 

deteted on chromosom ten), STK11 (Serine/Threonine kinase 11) et CDH1 (Cadherin 1) impliqués dans 

différents syndromes confèrent un risque accru de cancer du sein chez les patients atteints par ces 

syndromes.  

3.2.1.3.1 TP53 et syndrome de Li-Fraumeni 

 Le syndrome de Li-Fraumeni est un syndrome héréditaire autosomique dominant causé par des 

mutations délétères dans le gène TP53110. Les tumeurs les plus caractéristiques associées à ce 

syndrome sont les ostéosarcomes, les sarcomes des tissus mous, les leucémies ou lymphomes, les 



                                         

 52 

tumeurs cérébrales et également le cancer du sein. En effet, le risque de cancer du sein est de 15% à 

15 ans et de 80% à 50 ans en présence d’une mutation de TP53111. 

Selon les critères de Chompret , une famille est suspectée comme affectée par ce syndrome si 112: 

- un patient est atteint d’un cancer appartenant au spectre tumoral lié au syndrome de Li-Fraumeni 

avant 46 ans (sarcome, ostéosarcome, cerveau, cancer du sein pré-ménopause, carcinome des 

glandes surrénales, leucémie) et q’un apparenté du premier ou second degré présente soit une 

tumeur liée à ce syndrome avant 56 ans soit des cancers multiples ; 

- un patient est atteint de tumeurs multiples (hors cancer du sein multiple) dont deux tumeurs sont 

liées au spectre tumoral du syndrome de Li-Fraumeni, un cancer étend survenu avant 46 ans ; 

- un enfant atteint d’un corticosurrénalome. 

3.2.1.3.2 PTEN et le syndrome de Cowden 

Le syndrome de Cowden est un syndrome rare (1/200 000) à transmission autosomique dominante 

lié à des mutations du gène PTEN113. La maladie se caractérise par des hamartomes (malformation 

des tissus d’origine embryonnaire) de la peau et de la  thyroïde, mais également par une 

macrocéphalie, une ataxie cérébelleuse et un risque accru de tumeurs mammaires, de l’endomètre 

ou de la thyroïde. Le risque cumulé de cancer du sein chez les personnes atteintes de ce syndrome à 

70 ans est de 77% (95% IC : 59%-91%)114. 

3.2.1.3.3 STK11 et le syndrome de Peutz-Jeghers 

Le syndrome de Peutz-Jeghers est une maladie gastro-intestinale héréditaire rare apparaissant 

durant l’enfance ou l’adolescence et qui se caractérise par le développement de polypes 

hamartomateux au niveau du tube digestif115. Ce syndrome est causé par des mutations délétères du 

gène STK11. Les femmes atteintes de ce syndrome ont un risque accru de cancer du sein, avec un 

risque cumulé de 31% (95% IC : 18-50) à 50 ans116. 

3.2.1.3.4 CDH1 et les formes héréditaires de cancers gastriques 

Les formes familiales de cancer gastriques sont liées à des mutations dans le gène CDH1117. Ces 

familles présentent également un risque accru de cancer du sein et particulièrement de cancer 

lobulaire avec un risque cumulé de 42% à 80 ans118. 

 

Les patients affectés par les formes familiales de cancer gastrique, par les syndromes de Cowden et 

de Li-Fraumeni ont un suivi adapté dû au fort risque de développer un cancer du sein. En effet, les 

patients atteints d’un syndrome de Cowden ou d’une forme familiale de cancer gastrique ont une 

surveillance mammaire de 30 à 65 ans consistant en une mammographie, une IRM ou un 

sonogramme annuel. Pour les patients atteints du syndrome de Li-Fraumeni, la surveillance 
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mammaire par IRM ou sonogramme commence à l’âge 20 ans. Une mastectomie prophylactique 

pour l’ensemble de ces patients peut également être proposée. 

 Allèles associés à un risque faible de cancer du sein 3.2.2

La mise en évidence des allèles conférant un risque faiblement accru de cancer du sein repose sur 

l’hypothèse du modèle polygénique. Le développement de la maladie ne serait pas dû à une seule 

mutation mais à un ensemble de facteurs, notamment à des variants relativement fréquents dans la 

population ; dans cette hypothèse, chaque variant pris individuellement serait associé à une 

augmentation du risque minime, mais l’effet cumulé de ces variants augmenterait fortement le 

risque de développer un cancer du sein. 

Grâce aux progrès technologiques, en particulier à l’avènement des puces à ADN permettant le 

génotypage simultané de dizaine de milliers de SNPs (Single Nucleotide Polymorphisms) et à l’accès à 

de grandes études cas-témoins ou à des cohortes prospectives menées le plus souvent dans la 

population générale, un grand nombre de variants fréquents dans la population ont ainsi pu être 

associés individuellement à une augmentation faible du risque du cancer du sein (OR de l’ordre de 

1,2 - 1,4). 

Les premières études d’association de type cas-témoins ont ciblé des SNPs candidats ayant une 

fréquence de l’allèle mineur (FAM) d’au moins 5% et localisés dans des gènes impliqués dans la 

réparation des dommages à l’ADN, le cycle cellulaire ou encore la carcinogenèse. En 2004 et 2005, 

deux études portant respectivement sur 6 000 et 1 355 participants119, 120 mettent en évidence un 

SNP dans le gène CASP8 associé à une diminution du risque de cancer du sein pour les porteurs du 

variant. Ces résultats seront par la suite validés dans une étude plus large du Breast Cancer 

Association Consortium (BCAC) impliquant 16 423 cas and 17 109 témoins (OR=0.89 (95%CI: 0.85–

0.94))121. 

Grâce au succès de ces études, au développement de nouvelles générations de puces à ADN, 

pouvant aujourd’hui cibler plusieurs millions de SNPs, et à la diminution des coûts de génotypage, de 

plus larges études ont vu le jour. Dès 2007, les approches « SNPs ou gènes candidats » ont été 

remplacées par des études pangénomiques ou « Genome Wide-Association Studies » (GWAS). Ces 

études ont permis d’identifier plus d’une centaine de SNPs associés au risque de cancer du sein. En 

2013, plusieurs études internationales s’intéressant aux cancers du sein (chez les porteurs et les non-

porteurs d’une mutation dans BRCA1 ou BRCA2), de l’ovaire et de la prostate forment le consortium 

Collaborative Oncological Gene-environment Study (COGS)122 et élabore la puce iCOGS (Illumina), 

ciblant plus de 211 000 SNPs chez plus de 200 000 participants. Ces travaux ont permis de mettre en 

évidence des SNPs localisés dans plus de 100 loci, notamment au niveau des gènes FGFR2, TNRC9, 
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MAP3K1, COX11, NEK10, RAD51L1, 11q13, ZMIZ1, CDKN2A/B, ZNF35 et ANKRD16 ainsi que dans les 

régions intergéniques en 2q35, 6q25 et 5q12 123-125. Là encore, ces SNPS sont associés à une 

augmentation faible du risque de cancer du sein, de l’ordre de 1,2 à 1,5 pour les cas dits sporadiques.  

D’autre part études réalisées par le consortium CIMBA, auquel contribue l’étude française GEMO 

(Gènes modificateurs des risques tumoraux chez les sujets portant une mutation de BRCA1 ou 

BRCA2) ont montré que certains loci associés au risque de cancer du sein modifient particulièrement 

le risque de développer la maladie chez les porteurs d’une mutation dans les gènes BRCA1 et BRCA2. 

Par exemple, être porteur de l’allèle mineur des SNPs rs11249433 (EMPB1) 126, rs10995190 (ZNF365) 

127, rs889312 (MAP3K1) 128 ou rs3817198 (LSP1) 129 augmente le risque de développer la maladie chez 

les porteurs BRCA2, alors qu’être porteur de l’allèle mineur des SNPs rs13387042 (IGFPB5) ou 

rs3803662 (TNRC9) augmente le risque de cancer du sein à la fois chez les porteurs BRCA1 et les 

porteurs BRCA2. 

Bien que l’identification des SNPs permette d’expliquer environ 28% de l’héritabilité, environ la 

moitié de la prédisposition familiale restait inexpliquée. On estime aujourd’hui que des milliers de 

SNPs impliqués dans la prédisposition génétique au cancer du sein restent à identifier130.  Des 

analyses menées par les consortia BCAC et CIMBA sont actuellement en cours pour évaluer 

l’implication de nouveaux SNPs dans différents groupes de population. Ces nouvelles analyses 

exploitent en plus des données générées avec la puce iCOGS les informations apportées par une 

nouvelle puce ciblant plus de 600 000 SNPs (puce OncoArray d’Illumina)131.  

A l’heure actuelle, une réflexion sur l’intérêt clinique d’incorporer un score de risque polygénique 

(PRS pour Polygenic Risk Score) dans les modèles de prédiction commence à émerger. 

 

 Allèles associés à un risque modéré de cancer du sein 3.2.3

L’une des démarches actuelles pour identifier de nouveaux gènes de prédisposition est le re-

séquençage de gènes candidats dans des études familiales et/ou cas-témoins pour mettre en 

évidence des facteurs génétiques qui pourraient contribuer à l'apparition du cancer du sein. En 

général, les gènes sont sélectionnés dans ces études selon leur implication dans différentes voies 

biologiques liées par exemple à la réparation de l’ADN ou au cycle cellulaire (Figure 12). Certains sont 

parfois aussi mis en lumière par séquençage de l’exome de cas familiaux, comme par exemple les 

gènes XRCC2 et RINT1132, 133. 
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Figure 12 : Mécanismes potentiellement impliqués dans le risque de cancer du sein et les gènes connus qui y sont 

associés. 
Les gènes en rouge correspondent aux allèles de prédisposition à forte et moyenne pénétrance, alors que les gènes en bleu 
correspondent aux allèles à faible pénétrance. (Adapté de Ghoussaini M et al, 2013)

134
.  

 

3.2.3.1 ATM 

En 2006, Renwick et coll. publient une étude dans laquelle la séquence codante du gène ATM a été 

entièrement reséquencée chez 443 cas familiaux de cancer du sein et 521 témoins, et confirment la 

contribution des variants tronquants (perte de fonction) d’ATM dans la prédisposition à la maladie. 

Le risque estimé pour ces variants est environ 2 fois supérieur à celui de non-porteur (RR = 2,4 (95% 

IC : 1,51-3,78))135. Ce résultats n’était pas une « découverte » puisqu’en 1987, Swift et coll. mettaient 

déjà en évidence que les femmes porteuses d’une mutation dans ce gène ont un risque de cancer du 

sein 3 fois plus élevé que les femmes non-porteuses de la mutation.  

Deux ans plus tard, Tavtigian et coll. réalisent une analyse groupée à partir de données publiées 

provenant de sept études, regroupant 1 544 cas de cancer du sein et 1 224 témoins, et du 

séquençage d’ATM dans la ressource multicentrique du Breast Cancer Family Registry (BCFR) 

impliquant plus de 1200 cas précoces de cancer du sein (<45 ans) et 1200 témoins d’Australie, du 

Canada et des USA136. Cette étude a ainsi évalué l’implication dans la prédisposition au cancer du sein 

de variants rares tronquants ou faux-sens situés dans la séquence codante d’ATM. L’impact des 

variants faux-sens sur la protéine a été évalué en fonction de la conservation de l’acide aminé au 

cours de l’évolution grâce à l’outil in silico Align-GVGD classant les variants faux-sens en 7 grades, du 

grade le moins délétère C0 (effet probablement bénin) au grade le plus délétère C65 (effet 
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probablement délétère), avec cinq classes associés à des effets intermédiaires C15, C25, C35, C45, 

C55. La distribution des variants rares tronquants et faux-sens a ensuite été comparée chez les cas et 

les témoins afin d’estimer les risques (Odd Ratio, OR) de cancer sein associé à ces variants. Les 

résultats obtenus pour les variants tronquants à partir du séquençage d’ATM dans l’étude du BCFR et 

de l’analyse groupée confirment les résultats de Renwick et coll. (OR mutations tronquantes = 2,08 

(95%IC : 1,03-4,21)) (Tableau 5). Cette étude montre également que des variants faux-sens dans le 

gène augmentent significativement le risque de cancer du sein et que cette augmentation du risque 

de cancer du sein pourrait être plus élevée que l’augmentation du risque associé aux mutations 

tronquantes (Tableau 6). Cette dernière étude montre donc l’intérêt de prendre en compte tous les 

types de variants dans les analyses cas-témoins. L’application de la même stratégie dans l’étude du 

BCFR a d’ailleurs a permis d’évaluer la contribution des variants codants rares de plusieurs autres 

gènes candidats impliqués dans la réparation des cassures doubles-brins de l’ADN. ; nous allons 

détailler ces gènes dans le paragraphe 3.2.3.2.  

 

 

 
Tableau 5 : Risque de cancer du sein estimé par l’analyse groupé chez les porteurs d'un variant tronquant d'ATM. 

 Cas Témoins OR ajusté (95% IC)* 

Séquençage d’ATM dans l’étude du BCFR 

Non-HetAT 
Porteurs d’un VT 

2 505 
26 

2 235 
10 

ref 
2.08 (1.03-4.21) 

Etude groupée 

Non-HetAT 
Porteurs d’un VT 

4 076 
36 

2 389 
10 

ref 
2.08 (1.03-4.21) 

*Odd ratio ajusté sur l’origine ethnique et le centre d’inclusion. VT : variants troncants (d’après Tavitigan et al. 2009)
136

   

 

 

 

Tableau 6 : Risque de cancer du sein estimé chez les porteurs d’une substitution faux-sens d’ATM 

 Cas Témoins OR ajusté (95% IC)* 

Non-HetAT 
C0 

C15 
C25 
C35 
C45 
C55 
C65 

1 788 
86 
34 
9 
0 
1 
5 

25 

1 717 
89 
29 
7 
1 
0 
4 
5 

ref 
0.93 (0.68-1.26) 
1.13 (0.68-1.86) 
1.24 (0.46-3.33) 

- 
- 

1.20 (0.32-4.49) 
6.00 (2.09-1.26) 

*Odd ratio ajusté sur l’origine ethnique et le centre d’inclusion. L’effet des variants faux-sens a été évalué avec l’outil de 
prédiction Align-GVGD en 7 grades, du grade le moins délétère (C0) au plus délétère (C65) (d’après Tavitigan et al. 2009)

136
. 
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Une autre étude de type cas-témoins portant sur le gène ATM réalisée dans la population 

australienne confirme les résultats publiés par Renwick et coll. et Tavtigian et coll.. Cette étude a été 

mené dans un échantillon indépendant de 2 570 cas et 1 448 témoins ; elle rapporte une 

augmentation du risque (OR = 2,55 (95%IC : 0.54-12.0)) pour les porteurs de variants faux-sens 

classés C65 ou C55137. Dans cette dernière étude les auteurs se sont intéressés plus spécifiquement 

au variant c.7271T>G (p.Val2424Gly) prédit comme délétère et souvent identifié dans des familles 

australiennes à haut risque de cancer du sein (prévalence du variant : 0,2% de la population 

australienne 138 et <0.1% dans la population Française (Girard, Lesueur et coll. Etude GENESIS, 

communication personnelle)). Les porteurs de ce variant ont un risque 8 fois plus élevé que les non-

porteurs d’une mutation d’ATM (95% IC : 2,3-27,4). 

L’ensemble de ces résultats confirment donc l’implication d’ATM dans la prédisposition au cancer du 

sein.  

3.2.3.2 Autres gènes de la réparation de l’ADN ayant été associés à 
un risque intermédiaire de cancer du sein 

3.2.3.2.1 CHEK2 et les gènes du complexe MRN 

Le reséquençage des régions codantes du gène CHEK2 et des gènes du complexe MRN (MRE11, 

RAD50 et NBN) dans l’étude du BCFR139, 140 a montré, comme pour ATM, que les variants tronquants 

mais également les variants faux-sens conféraient une augmentation du risque de cancer du sein 

(ORCHEK2_tronquant = 6.18 (95%IC : 1.76-21.8) versus ORCHEK2_faux-sens= 2.2 (95%IC : 1.2-4.01) ; 

ORMRN_tronquants = 2.61 (0.67-10.1) versus ORMRN_faux-sens = 3.17 (95%IC : 1.17-8.59)).  

Concernant le gène CHEK2, il existe comme pour BRCA1 et BRCA2, des mutations fondatrices 

impliquées dans le risque de cancer du sein et présentent dans plus de 1% des populations d’Europe 

du nord (c.1100delC)141-143 et dans la population Slave (p.Ile157Thr). Les porteurs de la mutation 

tronquante c.1100delC présentent un risque deux fois supérieur144 à celui de non-porteurs alors que 

la mutation faux-sens p.Ile157Thr augmenterait le risque de 1,4145.  

3.2.3.2.2 RAD51 

La protéine RAD51 joue un rôle essentiel dans la recombinaison homologue de l’ADN. Plusieurs 

études ont montré l’implication des paralogues de RAD51, RAD51C146, RAD51D147 et XRCC2132, dans la 

prédisposition au cancer du sein, mais trois études ayant reséquencées RAD51 dans des familles 

finlandaises et australiennes à haut-risque de cancer du sein ou de l’ovaire n’ont pas montré 

d’association du gène avec le risque de cancer du sein148-150. Le reséquençage du gène RAD51 chez 1 

330 cas et 1 123 témoins de l’étude du BCFR a confirmé ses résultats151.   
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3.2.3.2.3 XRCC2 et RINT1, : deux nouveaux gènes de prédisposition 

au cancer du sein ? 

Plus récemment, les projets de séquençage de l’exome de femmes hautement prédisposées au 

cancer du sein ont mis en évidence le rôle de nouveaux gènes, impliqués comme les gènes cités plus 

haut dans des voies de la réparation de l’ADN. Une étude internationale a d’abord mis en évidence la 

présence de variants probablement délétères dans le gène XRCC2 dans un groupe de femmes 

prédisposées au cancer du sein puis l’implication de ce gène dans la maladie a ensuite été confirmée 

dans l’étude cas-témoins du BCFR 132. Une deuxième étude de type cas-témoins réalisée chez 3548 

cas et 1435 témoins n’a cependant pas confirmé ce gène comme gène de prédisposition au cancer 

du sein152. Plus récemment, la prévalence des variants rares tronquants (perte de fonction) et des 

variants faux-sens potentiellement délétères a été par la suite évaluée dans un échantillon comptant 

plus de 54 000 femmes ayant reçu un test génétique dans le cadre d’une prédisposition au cancer du 

sein et 38 000 témoins de l’Exome Aggregation Consortium153 ; les résultats de cette étude cas-

témoins ne confirment pas les résultats décrits par Park et coll. 

L’approche en deux temps (analyse de l’exome de cas familiaux de cancer du sein, puis validation 

d’un gène candidat dans une étude cas-témoins) utilisée dans l’étude du BCFR portant sur XRCC2 a 

également permis de mettre en lumière le gène RINT1. Le reséquençage de l’exome de 89 femmes 

atteintes d’un cancer du sein à un jeune âge à mis en évidence trois variants délétères dans ce gène 

dans trois familles différentes 133. Le reséquençage de RINT1 dans la population de l’étude BCFR a 

montré une association signifcative entre les variants rares de RINT1 et le risque de cancer du sein 

(OR, 3.24; 95% ICI : 1,29–8,17). Deux ans plus tard, Li et coll. séquencent les régions codantes de 

RINT1 chez 2 024 cas de cancer du sein de patients non-porteurs de mutations dans les gènes BRCA1, 

BRCA2 et PALB2 et chez 1 886 témoins154. Dans cette dernière étude, la proportion de variants rares 

tronquants ou faux-sens identifiés chez les cas est similaire à la proportion mis en évidence chez les 

témoins, suggérant que RINT1 n’est pas impliqué dans la prédisposition au cancer du sein dans la 

population étudiée. 

 

3.2.3.2.4 ABRAXAS  

Dans le cadre de mon projet de Master j’ai participé au projet du BCFR et ai reséquencé le gène 

ABRAXAS (FAM175A) chez 1330 cas précoces de cancer du sein et 1123 témoins pour déterminer si 

des variants rares (<1%) de ce gène contribuaient à la prédisposition génétique au cancer du sein. Le 

choix de ce gène candidat reposait sur le rôle d’ABRAXAS dans le recrutement de BRCA1 lors de la 

réparation des cassures doubles-brin de l’ADN (Figure 11). En plus de deux SNPs, seize variants rares, 

dont un variant « inframe », ont été identifiés dans la population du BCFR mais aucun de ces variants 
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n’a été associé au cancer du sein155. Néanmoins, les essais d’immunofluorescences réalisés pour 

déterminer l’impact des variants faux-sens classés comme dommageables pour la protéine par l’outil 

de prédiction Align-GVGD (p.Thr141Ile et p.Gly39Val) montrent une diminution du nombre de focis 

formés par ABRAXAS au niveau des histones ϒH2AX, suggérant que ces deux variants affectent la 

réparation des cassures doubles-brins de l’ADN. Les résultats de ces travaux qui ont fait l’objet d’une 

publication suggèrent que seule une petite proportion des cancers du sein héréditaire pourrait être 

due à des variants rares d’ABRAXAS (ANNEXE 1). 

3.2.3.3 BRIP1 

Le gène BRIP1 est impliqué dans l’anémie de Fancomie156 et dans la réparation des cassures doubles- 

brins de l’ADN. En 2006, Seal et coll. ont séquencé le gène chez 1 212 femmes atteintes de cancer du 

sein et 2 012 témoins et ont montré que les porteurs d’un variant tronquant de BRIP1 avaient un 

risque 2 fois supérieur à celui de non-porteurs (95% IC : 1,2-3,2)157. Dix ans plus tard, Easton et coll. 

génotypent chez 48 143 cas et 43 608 témoins inclus dans le consortium BCAC la mutation 

tronquante p.Arg798* et 10 variants faux-sens158, et séquence également les régions codantes de 

BRIP1 chez 13 213 cas et 5 242 témoins. Les résultats suggèrent que les variants de BRIP1 ne sont pas 

impliquées dans la prédisposition au cancer du sein (ORvariants_tronquants=0,9 (95% IC : 0,48-1,7) ; 

ORvariants_faux-sens=1,08 (95% IC : 0,95-1,24).  

3.2.3.4 Gènes impliqués dans le syndrome de Lynch 

Le syndrome de Lynch également appelé cancer colorectal héréditaire sans polypose (HNPCC pour 

« hereditary non-polyposis colorectal cancer”) est la forme héréditaire de cancer colorectal la plus 

connue. Le syndrome de Lynch est soupçonné dans une famille lorsqu’un patient de moins de 50 ans 

développe un HNPCC ou lorsque d’autres membres de la famille ont été atteints entre 40 et 50 ans. 

Ce syndrome rare (3% des cancers colorectaux) se développe à l’âge adulte et est causé par des 

mutations dans les gènes de la réparation des bases non-appariées (« gènes MMR » pour MisMatch 

Repair) : MLH1, MSH2, MSH6 et PMS2159. Les personnes atteintes de ce syndrome ont également un 

risque augmenté de cancers de l’ovaire, des voies urinaires et biliaires, de l’intestin grêle et de la 

peau. En revanche, les évidences d’une augmentation du risque de cancer du sein ne sont pas 

probantes et ce sur-risque n’est pas pris en compte dans les recommandations de l’INCa de 2009. 

 

 

 

L’ensemble des études d’association ont permis d’identifier de nouveaux gènes de prédisposition 

conférant un risque relatif pour les porteurs 2 à 5 fois supérieur à celui de la population générale et 
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expliquent environ 3% du risque familial de cancer du sein (Figure 13). ATM, BRIP1, BARD1 et CHEK2 

entre autre, sont maintenant inclus dans les tests multi-gènes utilisés dans les laboratoire de 

diagnostic moléculaire en parallèle de BRCA1 et BRCA2. Cependant en France comme ailleurs, l’utilité 

clinique de ces tests multi-gènes fait débat. En effet, les données familiales actuelles sont 

insuffisantes pour avoir une estimation précise du risque absolu de cancer du sein pour les porteurs. 

De fait, il n’y a pas de consensus quant aux recommandations de surveillance et de suivi pour ces 

patients et pour leurs apparentés porteurs. 

 

On estime que 5 à 10% des cancers du sein sont d’origines familiales. Grâce aux études de liaison, 

d’association et aux études pangénomiques on sait aujourd’hui expliquer environ 50% du risque 

génétique (Figure 13). L’héritabilité manquante pourrait être expliquée par l’identification de 

nouveaux SNPs associés avec la maladie ou de nouveaux gènes de prédisposition de risque 

intermédiaires mis en évidence par le séquençage de gènes candidats ou le séquençage d’exome 

dans de larges études. 

 

 
Figure 13 : Proportion des cas familiaux de cancer du sein et gènes/loci mis en évidence dans les études familiales et dans 

les études de population . 
La découverte ne nouveaux gènes/loci permettraient d’expliquer une part de l’héritabilité manquante. 
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4. La problématique ATM 

4.1 ATM : un gène, une protéine, des fonctions 

 La protéine ATM 4.1.1

Le gène ATM (Ataxia-Telengiactasia Mutated) est localisé au locus 11q22 et mesure 150kb. Soixante-

trois exons le composent dont 62 codant pour une protéine160 longue de 3056 AA et appartenant à la 

famille des Phosphatidyl inositol 3' kinase-related kinases (PIKKs) (Figure 14). ATM possède un 

domaine FATC, commun aux extrémités C-terminales de toutes les protéines de la famille PIKK. Par 

ailleurs, quatre autres domaines fonctionnels se distinguent : le domaine NLS assurant le transport 

de la protéine au noyau, le domaine à leucine zipper, le domaine FAT contenant la sérine 1981 (site 

d’auto-phosphorylation d’ATM) et le domaine PI3-K.  

 

 

Figure 14 : Domaines fonctionnels d'ATM. 

 Les fonctions d’ATM 4.1.2

La protéine ATM joue un rôle majeur dans le maintien de l’intégrité du génome par son implication 

en tant que « transmetteur » dans le contrôle du cycle cellulaire et dans la détections des cassures 

doubles-brins de l’ADN (« DSB » pour Double-Strand Break) 161.  

Lorsque la cellule est soumise à des radiations ionisantes, un stress oxydatif ou encore des agents 

chimiques, des cassures DSB peuvent survenir et impliquer une réparation par recombinaison 

homologue (HR) ou par jonction des brins non-homologues (NHEJ, pour Non-Homologous End-

Joining). Lorsque la cellule n’est pas exposée à ces différents stress, ATM est présente dans le noyau 

sous forme de dimères inactifs qui vont se dissocier par autophosphorylation d’ATM sur la sérine 

1981 suite à l’induction d’un DSB162. Le recrutement d’ATM aux sites de dommages de l’ADN est 

conduit par le complexe MRN composé de MRE11, RAD50 et NBN. La protéine MDC1 se lie alors à 

ATM et stimule l’activité de phosphorylation d’ATM sur les histones H2AX qui vont en retour recruter 

d’avantage de protéines MDC1 au niveau des cassures DSB ainsi qu’un relâchement de la 

chromatine163. Parallèlement, ATM va permettre le recrutement de la protéine BRCA1 de façon 
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directe ou indirecte en phosphorylant les protéines CHEK1 et CHEK2164. D’autres protéines telles que 

p53 sont recrutées aux sites de cassures et vont entrainer l’activation des points de contrôle du cycle 

cellulaire, un arrêt de celui-ci et enfin la réparation des dommages à l’ADN ou l’entrée de la cellule en 

phase d’apoptose165.  

 

Plus de 1 000 protéines ont été identifiées comme substrats potentiels d’ATM ; ces protéines sont 

impliquées dans le contrôle de l’expression des gènes, dans l’organisation de la chromatine, dans la 

mort cellulaire programmée ou encore dans la régulation de l’élongation des télomères166.  Nous 

reviendrons sur ce dernier mécanisme un peu plus loin dans ce mémoire. 

 

4.2 L’ataxie-télangiectasie 

Des mutations bialléliques inactivatrices d’ATM sont responsables de l’ataxie-télangiectasie (A-T)167, 

un syndrome rare  touchant 1 enfant sur 100 000.  Egalement appelé syndrome de Louis-Bar, du nom 

du médecin qui a décrit pour la première fois le phénotype de cette maladie, la transmission de l’A-T 

suit un mode autosomique récessif. La maladie se caractérise par une immunodéficience primitive 

touchant principalement les lymphocytes T et les anticorps168, une dégénérescence neuronale 

progressive affectant le cervelet et entrainant un déséquilibre de la marche (ataxie)169, la présence 

de petits vaisseaux sanguins (télangiectasies)170 au niveau de la conjonctive et à la surface de la peau, 

et un risque accru de cancer171, notamment de lymphome. Les premiers symptômes de l’A-T 

apparaissent généralement vers 2-3 ans avec l’apprentissage de la marche chez l’enfant. Le 

diagnostic de l’A-T est confirmé par un dosage de l’alpha-fœto protéine supérieur à 10 ng/ml et par 

un déficit en immunoglobuline A et E (IgA et IgE). De plus, au niveau cellulaire, la cytologie des 

lymphocytes des patients A-T est caractérisée par des cassures chromosomiques principalement au 

niveau des chromosomes 7 et/ou 14. 

La majorité des enfants atteints d’A-T sont hétérozygotes composites, c’est à dire que les mutations 

héritées de la mère et du père sont différentes172, 173. La majorité des mutations mises en évidence 

chez ces enfants sont des mutations « perte de fonction » ou  « tronquantes » mais une petite 

proportion des mutations causales sont des mutations faux-sens174. Li et al. ont montré à partir des 

données moléculaires et cliniques de 134 enfants atteints d’A-T que les porteurs de deux mutations 

faux-sens avaient un phénotype atténué, avec par exemple une espérance de vie plus longue et un 

poids plus élevé que les porteurs de deux mutations tronquantes173.  

Par ailleurs,  en raison du rôle d’ATM dans la réparation des cassures DSB de l’ADN, l’absence 

d’expression de la protéine dans les cellules des enfants A-T entraine une forte instabilité génomique 

et une sensibilité accrue aux radiations ionisantes et aux radiations médicales175. 



                                         

 63 

 

4.3 Quels risques de cancer pour les porteurs 
hétérozygotes d’une mutation d’ATM ? 

Dès les années 80, Swift et coll. mettent en évidence sur un échantillon de 110 familles A-T une 

incidence de cancers particulièrement élevée dans ces familles. Le risque relatif (RR) de cancer pour 

les hommes porteurs hétérozygotes d’une mutation d’ATM (HetAT) est estimé à 2,3 (p=0,014) et à 

3,1 (p=0,004) pour les femmes HetAT. Dans ces familles, le RR pour le cancer du sein s’élève à 6,8 

pour les femmes HetAT (p=0,006)176. Quelques années plus tard, plusieurs études menées dans des 

familles A-T françaises, anglaises, américaines et norvégiennes confirment ces premiers résultats et 

montrent que le risque de cancer du sein des femmes HetAT est 3 à 6 fois celui de non porteuses de 

mutations (non-HetAT)177-181 selon la population étudiée.  

D’autre part, l’étude française rétrospective sur les familles A-T coordonnée par Dominique Stoppa-

Lyonnet et Nadine Andrieu afin d’évaluer les risques de cancer dans ses familles a également montré 

que le risque de cancer du sein varie en fonction de la localisation de la mutation familiale. Les 

mutations localisées dans le site d’interaction d’ATM et de BRCA1 et de p53 (200 premiers acides 

aminés), dans le site de fixation de la B-adaptine et dans le domaine FAT sont associées à un risque 

de cancer du sein plus élevé que des mutations localisées ailleurs sur la protéine182. 

 

Comme nous l’avons vu précédemment, des études de types cas-témoins menées en population 

générale, c’est à dire en dehors d’un contexte familial de prédisposition à l’A-T se sont également 

intéressées au rôle d’ATM dans la prédisposition au cancer du sein183-185.  

 

4.4 Quelles implications en oncogénétique ?  

D’après les études de population mentionnées plus haut, on estime que 0,5% à 1% de la population 

serait porteuse d’un variant délétère d’ATM ; ces variants seraient au moins trois fois plus fréquents 

chez les sujets atteints d’un cancer du sein d’origine familiale. Pour cette raison, comme nous l’avons 

vu plus haut, ATM fait partie des gènes séquencés en parallèle de BRCA1, BRCA2 et PALB2, chez les 

sujets issus de familles prédisposées au cancer du sein et/ou de l’ovaire, dans les laboratoires de 

diagnostic moléculaire. Bien qu’il n’existe par de consensus sur les traitements et le suivi des 

patients, aux Etats-Unis, le NCCN recommande un suivi annuel reposant sur une mammographie ou 

une IRM à partir de 40 ans et une mastectomie prophylactique peut également être envisagée selon 

l’histoire familiale. En France, cette surveillance est appliquée chez les participantes à l’étude de suivi 

sur les femmes apparentées à un enfant atteint d’A-T (étude CoF-AT détaillée dans la partie II) mais 

aucune recommandations n’est prescrites pour les femmes porteuses d’un variant délétère d’ATM 
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identifiées hors contexte A-T. 

De plus, aucun traitement spécifique n’est actuellement proposé aux patients HetAT en raison du 

manque de connaissance sur les caractéristiques histologiques et moléculaires des tumeurs du sein 

qu’ils développent.  
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5. Objectifs de la thèse 

Le premier objectif de la thèse a consisté à rechercher des facteurs génétiques constitutionnels 

pouvant expliquer une partie de la variabilité du risque de développer un cancer chez les porteurs 

hétérozygotes d’une mutation dans le gène ATM (HetAT). Pour ce faire j’ai comparé les profils 

génétiques de personnes HetAT ayant développé un cancer du sein à celui de personnes indemnes. 

J’ai orienté mes analyses sur i) la recherche de variants rares potentiellement délétères et situés dans 

d’autres gènes de prédisposition au cancer du sein, ii) le rôle de la longueur des télomères qui est un 

marqueur du vieillissement cellulaire et un facteur de risque pour certains cancers et iii) sur 

l’implication de SNPs fréquents dans la population et ayant été associés au risque de cancer du sein 

chez les cas dits « sporadiques » ou modifiant le risque de cancer du sein chez les porteuses d’une 

mutation constitutionnelle dans le gène BRCA1 ou BRCA2. 

Dans un deuxième volet, je me suis attachée à décrire les caractéristiques histologiques et 

moléculaires des tumeurs du sein développées par les patients ayant hérité une ou deux copies 

mutées d’ATM afin d’identifier des biomarqueurs permettant de discriminer les tumeurs du sein des 

sujets HetAT des autres tumeurs, et donc d’évaluer le potentiel clinique de détection d’une telle 

signature. 
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1. Contexte de l’étude 

La pénétrance incomplète des variants délétères dans le gène ATM suggère que d’autres facteurs 

génétiques constitutionnels augmenteraient ou diminueraient le risque de cancer chez les individus 

porteurs hétérozygotes d’une mutation dans ce gène dans les familles A-T. Dans la première partie 

de la thèse j’ai analysé trois types de facteurs génétiques constitutionnels susceptibles de moduler le 

risque de cancer du sein :  

 la présence d’un variant rare délétère dans un autre gène connu de prédisposition au cancer 

du sein, 

 la longueur des télomères, 

 les variants fréquents dans la population (SNP) rapportés comme étant associés à la longueur 

des télomères ou au risque de cancer du sein dans d’autres populations.  

2. Population étudiée 

Pour réaliser ces travaux, je me suis appuyée sur deux ressources disponibles à l’Institut Curie : 

l’étude rétrospective sur les familles apparentées à un enfant atteint d’ataxie-télangiectasie (A-T) et 

l’étude prospective sur les femmes apparentées à un enfant atteint d’A-T.  

2.1 Etude rétrospective sur les familles A-T 

Réalisée entre juin 1994 et février 1997 à l’Institut Gustave Roussy et à l’Institut Curie, l’étude 

rétrospective sur les familles A-T (Retro-AT) est la première étude française portant sur les familles 

d’enfants atteints d’ataxie-télangiectasie 179. Cette étude, initiée par le Dr Nadine Andrieu, le Pr 

Dominique Stoppa-Lyonnet et le Dr Nicolas Janin avait pour but de recenser les familles françaises A-

T et d’étudier le risque de cancer pour les apparentés d’un enfant atteint d’A-T 181, 182, 186.  

Les enfants atteints d’A-T ont été identifiés par les cytogénéticiens et les pédiatres qui assuraient leur 

suivi médical. Tous les enfants atteints d’A-T vivant en France ainsi que tous leurs apparentés âgés de 

plus de 18 ans étaient éligibles pour l’étude (parents, grands-parents, oncles, tantes, cousins, 

cousines…). 

Trente-quatre familles A-T ont ainsi été ainsi recrutées, ce qui représente 1 429 sujets dont 44 

enfants atteints d’A-T, 711 femmes et 674 hommes. Un échantillon sanguin ou salivaire a été prélevé 

à l’inclusion chez les enfants et chez 402 participants afin de déterminer leur statut mutationnel pour 

ATM. Les allèles mutés ont été identifiés chez les enfants par génotypage de 8 marqueurs 

microsatellites repartis entre les loci des gènes MRE11 et ATM : D11S1817, D11S1819, D11S1778, 

D11S2180, D11S1294, D11S2180, D11S2178 et D11S2179. La ségrégation des allèles mutés dans les 

branches maternelles et paternelles a ensuite été déterminée par le génotypage des participants 
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pour les marqueurs microsatellites associés à l’A-T. 

 

2.2 Etude prospective sur les familles A-T : CoF-AT 

 La cohorte CoF-AT 2.2.1

L’étude CoF-AT pour Cohorte prospective de Femmes apparentées à un enfant atteint d’Ataxie-

Télangiectasie a été initiée en 2003 par le Dr Nadine Andrieu et le Pr Dominique Stoppa-Lyonnet. 

Ayant déjà confirmé par l’étude Retro-AT l’hypothèse d’une prévalence plus forte de cancer du sein 

dans les familles françaises A-T 186, cette étude vise à mieux comprendre le rôle du gène ATM dans 

l’étiologie du cancer du sein. Les objectifs de l’étude sont multiples : 

 Proposer aux femmes un suivi permettant un dépistage précoce de cancer du sein. 

 Estimer plus précisément le risque de cancer associé au gène ATM, en particulier le risque de 

cancer du sein. 

 Etudier l’histoire naturelle du cancer du sein chez les femmes porteuses d’une mutation à 

l’état hétérozygote dans le gène ATM. 

L’étude CoF-AT est coordonnée par la Plateforme d’Investigation en Epidémiologie Génétique (PIGE) 

intégrée au sein de l’équipe Epidémiologie Génétique des Cancers de l’U900. L’équipe 

coordonnatrice est composée d’Eve Cavaciuti et de Dorothée Le Gal qui réalisent l’inclusion et le suivi 

des participantes, collectent et codent dans la base les données familiales, cliniques et 

épidémiologiques et contactent les médecins pour valider les informations médicales fournies par les 

participantes. 

 Identification des familles A-T 2.2.2

Parmi les 34 familles identifiées via l’étude Retro-AT, 27 d’entre elles ont accepté de participer à 

l’étude CoF-AT. L’identification des nouvelles familles A-T se fait grâce aux pédiatres, neuro-pédiatres 

et à l’association pour la recherche sur l’A-T (APRAT : http://www.aprat.fr). Le diagnostic 

phénotypique posé par les médecins est validé par un diagnostic moléculaire réalisé dans le service 

de génétique de l’Institut Curie (IC), centre de référence en France pour les tests génétiques sur le 

gène ATM. Un test ciblé est également effectué chez les parents pour déterminer l’origine paternelle 

et maternelle des mutations responsables de la maladie de l’enfant. Le service de génétique de l’IC 

informe le centre coordonnateur de l’identification d’une nouvelle famille A-T et transmet les 

coordonnées du médecin afin de l’informer sur l’étude qu’il pourra alors proposer à la famille. 

 

 L’inclusion des participantes 2.2.3

Toutes les femmes apparentées à un enfant atteint d’A-T (la mère, les sœurs, les grands-mères 
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maternelles et paternelles, les tantes maternelles et paternelles, les nièces) de plus de 18 ans et 

indemnes de tout cancer sont éligibles pour participer à l’étude. La première femme incluse dans 

l’étude, généralement la mère de l’enfant atteint d’A-T, reçoit des fiches d’information (Annexe 2) et 

de pré-participation (Annexe 3) à transmettre aux autres femmes de la famille éligibles pour l’étude. 

Les inclusions se font ensuite en cascade grâce aux femmes déjà incluses qui communiquent sur 

l’étude au sein de leur famille. 

Les participantes sont incluses lors d’une consultation d’oncogénétique et de génétique au cours de 

laquelle les femmes signent un consentement de participation (Annexe 4) et élaborent avec 

l’oncogénéticien(ne) un arbre aussi détaillé que possible sur les antécédents familiaux dans les 

branches maternelles et paternelles. Pour chaque membre de la famille répertorié sur l’arbre 

généalogique la date de naissance, l’âge (ou la date de décès) et le sexe sont demandés. Pour les 

antécédents médicaux, notamment de cancer, une fiche d’autorisation d’accès au dossier médical 

est demandée afin de confirmer la date de diagnostic et la localisation du cancer. Lorsque j’ai initié ce 

projet de thèse en novembre 2013, 415 femmes participaient à l’étude ; aujourd’hui (juillet 2017) le 

nombre de femmes suivies s’élève à 509. 

 Statut mutationnel d’ATM des participantes 2.2.4

Un prélèvement sanguin est réalisé lors de l’inclusion afin de déterminer le statut mutationnel d’ATM 

des participantes selon leur appartenance à la branche maternelle ou paternelle de l’enfant A-T. Le 

test génétique est effectué dans le service de génétique de l’IC où les échantillons de sang et d’ADNs 

sont centralisés.  

Parmi les 415 participantes étudiées dans le cadre de la thèse, 213 femmes sont porteuses de la 

mutation familiale d’ATM (ces femmes seront appelées par la suite « HetAT ») et 202 femmes ne 

portent pas cette mutation (ces femmes seront appelées « non-HetAT »).  

 Suivi des participantes 2.2.5

À l’inclusion, les participantes remplissent un premier questionnaire épidémiologique (EPI1) 

(Annexe 5) compilant des questions sur leurs antécédents médicaux et gynécologiques ainsi que sur 

leur mode de vie (consommation de tabac et expositions aux irradiations). Puis, tous les deux ans 

pendant 10 ans les participantes reçoivent un nouveau questionnaire (EPI2, EPI3, EPI4, EPI5 et EPI6) 

reprenant les questions du premier questionnaire auxquelles s’ajoutent de nouvelles questions sur la 

consommation d’alcool, la prise de Distilbène chez la mère de la participante et l’origine ethnique 

(Annexe 6). Les questionnaires sont revus avec les femmes lors d’une interview téléphonique par le 

centre coordinateur pour confirmer, et préciser si besoin, les informations fournies. 

Un suivi médical est également proposé aux participantes âgées de 25 ans et plus. Ce suivi consiste 
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pour les femmes de 25 à 40 ans en une surveillance clinique mammaire seule, et pour les femmes de 

plus de 40 ans une mammographie est prescrite tous les deux ans. 

2.3 Autre source d’échantillons biologiques : familles A-T 
recrutées lors d’une consultation de génétique à l’Institut 
Curie 

Le service de génétique de l’institut Curie est le centre de référence pour le diagnostic moléculaire de 

l’A-T. Le résultat du test génétique pour l’A-T est divulgué aux parents de l’enfant atteint d’A-T lors 

d’une consultation de génétique. Au cours de l’entretien, le médecin leur propose de signer un 

consentement éclairé autorisant l’utilisation de leur prélèvement sanguin et de ses dérivés à des fins 

de recherche.  Des sujets de 47 familles A-T ne participant ni CoF-AT ni Retro-AT ont pu ainsi être 

inclus dans les analyses moléculaires réalisées dans le cadre de cette thèse (11 femmes HetAT, 52 

hommes HetAT ainsi qu’une femme et trois hommes non-HetAT). 

 

2.4 Prévalence des cancers dans les familles participant à CoF-AT 
ou à Retro-AT 

Lors de l’initiation de mon projet de thèse, 45 femmes de l’étude CoF-AT avaient développé un 

cancer après leur inclusion dans l’étude. Vingt huit de ces femmes avaient développé un cancer du 

sein et 20 d’entre elles étaient porteuses d’une mutation d’ATM (Tableau 1). Il y avait donc deux fois 

plus de femmes HetAT que de femmes non-HetAT qui avaient développé la maladie.   

Par ailleurs, parmi les hommes et les femmes ayant participé uniquement à l’étude Retro-AT, 38 

participants HetAT (12 femmes et 26 hommes) et 48 participants non-HetAT (32 femmes et 16 

hommes) ont été atteints d’un cancer (Tableau 7). On note que le nombre de cas de cancer chez les 

femmes HetAT est inférieur au nombre de cas observés chez les femmes non-HetAT, ce qui pourrait 

s’expliquer par une volonté plus forte des femmes HetAT de participer à l’étude Retro-AT.  

Grâce au suivi des familles de CoF-AT, le centre coordonnateur a également recensé les enfants et 

adultes A-T ayant développé un cancer. Parmi les 37 patients A-T atteints d’un cancer, trois d’entre 

eux ont développé un cancer du sein, dont un homme (Tableau 7). 
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Tableau 7 : Prévalence des cancers chez les participants aux études CoF-AT et Retro-AT. 

 Cohorte CoF-AT Etude Retro-AT Enfants atteints d’A-T 

 
Non-HetAT 

(N=14) 
HetAT 
(N=31) 

Non-HetAT 
(N=32) 

HetAT 
(N=38) 

Homozygotes composites 
(N=37) 

Femmes atteintes N=14 N= 31 N=16 N=12 N=17 

Col de l’utérus 0 2 1 1 0 
Colon-rectum 1 0 0 0 0 

Estomac 0 0 0 0 1 
Foie 0 0 0 1 0 

Leucémie 0 0 0 0 1 
Leucémie lymphoïde 0 0 0 0 1 
Lèvre-bouche-larynx 0 0 1 0 0 

Lymphome 
non-Hodgkinien 

1 1 1 1 8 

Maladie de Hodgkin 0 0 0 0 1 
Maladie 

immunoproliférative 
maligne 

0 0 0 0 1 

Mélanome 0 1 0 0 0 
Organe digestif 0 0 1 2 0 

Organes génitaux 0 1 0 0 0 
Ovaire 1 0 1 0 0 

Pancréas 0 1 2 0 0 
Poumon 1 0 1 0 0 

Rein 2 1       1 0 0 
Sein 8 20 6 5 2 

Thyroïde 0 0 1 0 1 
Utérus 1 1 1 0 0 

Vésicule biliaire 0 0 0 1 0 
Site du cancer primitif 

inconnu 
0 0 0 0 1 

Hommes atteints 0 0 N=16 N=26 N=20 

Colon-Rectum 0 0 2 0 0 
Estomac 0 0 1 2 0 

Foie 0 0 0 0 1 
Leucémie 0 0 0 1 2 

Leucémie lymphoïde 0 0 1 0 4 
Leucémie myéloïde 0 0 1 1 0 

Lèvre-bouche-larynx 0 0 2 1 0 
Lymphome 

non-Hodgkinien 
0 0 0 1 7 

Maladie de Hodgkin 0 0 0 1 1 
Mélanome 0 0 0 1 0 

Organes digestifs 0 0 0 0 0 
Pancréas 0 0 1 2 0 
Poumon 0 0 0 4 0 
Prostate 0 0 4 10 0 

Sein 0 0 0 0 1 
Testicules 0 0 0 1 0 

Tissus conjonctif 0 0 0 0 2 
Vessie 0 0 0 1 0 

Site du cancer primitif 
inconnu 

0 0 2 0 2 

 

 



                                         

 73 

3. Recherche de variants rares délétères dans des gènes connus de 
prédisposition au cancer autre que le gène ATM 

Lors de l’inclusion dans l’étude Retro-AT ou CoF-AT seul le statut mutationnel d’ATM des participants 

est déterminé. Hormis une famille A-T connue pour ségréger, en plus des mutations dans ATM, une 

mutation délétère dans le gène BRCA1 et deux autres familles A-T ségrégant également une 

mutation délétère dans le gène BRCA2, aucune autre altération génétique constitutionnelle n’avait 

été recherchée pour expliquer la survenue des cancers dans les familles participantes. 

 

Afin d’examiner la présence de potentiels variants rares délétères, localisés dans des gènes de 

prédisposition au cancer du sein j’ai utilisé le test multi-gènes développé par le service de génétique 

de l’institut Curie et utilisé depuis 2015 pour le diagnostic moléculaire des familles hautement 

prédisposées au cancer. Le panel de gènes utilisé par le laboratoire est composé de 55 gènes associés 

aux formes familiales de cancer du sein et de l’ovaire, au rétinoblastome, aux syndromes de l’anémie 

de Fanconi, de Lynch, de Peutz-Jeghers, de Cowden, de Bloom, de Nijmegen et de Li-Fraumeni. Le 

panel de gène inclus également des gènes d’intérêt pour la recherche en épidémiologie génétique. La 

liste complète des gènes ciblés par ce panel est détaillée dans le tableau 8.  

3.1 Sélection des sujets d’étude 

Parmi les 152 cas de cancer recensés dans les études CoF-AT et Retro-AT j’ai sélectionné, 

indépendamment du statut mutationnel pour ATM, les 34 femmes et les deux patients A-T ayant 

développé un cancer du sein et pour lesquels un échantillon d’ADN était disponible au laboratoire 

(Tableau 9). J’ai également analysé l’ADN constitutionnel de 15 femmes et cinq patientes A-T ayant 

développé un cancer à une autre localisation que le sein. Après dosage des échantillons, j’ai dû 

exclure de l’analyse huit patients pour lesquels la quantité d’ADN disponible s’est avérée insuffisante 

pour le séquençage (Tableau 9).  

Finalement, les 55 gènes ont été séquencés chez 48 participants dont 30 femmes HetAT (dont 21 

avaient développée un cancer du sein), 12 femmes non-HetAT (dont cinq avaient développé un 

cancer du sein) et six patients A-T (dont un avaient développé un cancer du sein) (Tableau 9). 
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Tableau 8 : Liste des 55 gènes séquencés et maladies héréditaires associées 
 Gènes Maladie associée Autres cancers associés 

Gènes de prédisposition 
de forte pénétrance 

BRCA1  Ovaire 

BRCA2  Ovaire 

PALB2  Ovaire 

CDKN2A Mélanome Sein 

Gènes de prédisposition 
au cancer du sein de 
pénétrance modérée  

ATM Ataxie-télangiectasie  

CHEK2   

RAD50   

RAD51C  Sein/ovaire 

RAD51D  Ovaire 

RINT1  Sein/Lynch 

XRCC2   

Gènes de prédisposition 
au cancer du colon 

APC   

MLH1 Syndrome de Lynch  

MSH2 Syndrome de Lynch  

MSH6 Syndrome de Lynch Endomètre 

EPCAM Syndrome de Lynch Endomètre 

PMS2 Syndrome de Lynch  

MUTYH   

Gènes associés à des 
syndromes 

CDH1  Sein (lobulaire) 

BLM Syndrome de Bloom Sein 

MRE11A Ataxie-télangiectasie « like » Sein 

NBN Syndrome de Nijmegen Sein 

PTEN Syndrome de Cowden Sein, Thyroïde, Utérus, Ovaires 

STK11 Syndrome de Peutz-Jeghers Sein, Colorectal 

TP53 Syndrome de Li-Fraumeni Sein, Leucémie, Cerveau, Sarcomes 

FANCA Anémie de Fanconi  

FANCB Anémie de Fanconi  

FANCC Anémie de Fanconi  

FANCD2 Anémie de Fanconi  

FANCE Anémie de Fanconi  

FANCF Anémie de Fanconi  

FANCG/XRCC9 Anémie de Fanconi  

FANCI Anémie de Fanconi  

FANCJ/BRIP1 Anémie de Fanconi  

FANCL Anémie de Fanconi  

FANCM Anémie de Fanconi  

FANCN/PALB2 Anémie de Fanconi  

FANCP/SLX4 Anémie de Fanconi  

FANCQ/ERCC4 Anémie de Fanconi  

Gènes de prédisposition 
au rétinoblastome 

RB1 
  

Gènes d’intérêt pour la 
recherche 

MED4   

BARD1   

BAP1   

BMPR1A   

DICER1 Dysplasie Pleuropulmonaire  

FAN1   

HELQ   

MDM2  Variants associés à la survie des patientes 
affectées par un cancer du sein 

MET  Sein, gastro-intestinal, mélanome, poumon 

POLD1  Colorectal 

POLE  Colorectal 

RAD51B   

SLC4A7   

SMAD4 Polypose juvénile Colorectal 

SMARCB1  Rhabdoïde 

WT1 Tumeur de Wilms  

 XRCC3   
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Tableau 9 : Liste des participants ayant développé un cancer chez lesquels les 55 gènes de 
prédisposition au cancer ont été analysés. 

Patient Etude Statut ATM Sexe Cancer 
Age au 

diagnostic 
Séquencé 

AT001006 CoF-AT Hétérozygote F Sein 62 oui 

AT001007 CoF-AT Hétérozygote F Sein 40 oui 

AT021005 CoF-AT Hétérozygote F Sein 60 oui 

AT022017 CoF-AT Hétérozygote F Sein 53 oui 

AT023006 CoF-AT Hétérozygote F Sein 45 oui 

AT035001 CoF-AT Hétérozygote F Sein 55 oui 

AT047004 CoF-AT Hétérozygote F Sein 47 oui 

AT082001 CoF-AT Hétérozygote F Sein 65 oui 

AT087001 CoF-AT Hétérozygote F Sein 66 oui 

AT088046 CoF-AT Hétérozygote F Sein 50  oui 

AT105022 CoF-AT Hétérozygote F Sein 51 oui 

AT107020 CoF-AT Hétérozygote F Sein 74 oui 

AT107021 CoF-AT Hétérozygote F Sein 30 oui 

AT120001 CoF-AT Hétérozygote F Sein 49 non 

AT138021 CoF-AT Hétérozygote F Sein 52 oui 

AT149008 CoF-AT Hétérozygote F Sein 45 oui 

AT161008 CoF-AT Hétérozygote F Sein 74 non 

AT215996 CoF-AT Hétérozygote F Sein 40 oui 

AT520001 CoF-AT Hétérozygote F Sein 62 oui 

AT541006 CoF-AT Hétérozygote F Sein 36 oui 

AT001045 CoF-AT Non porteur F Sein 42 non 

AT063051 CoF-AT Non porteur F Sein 42 oui 

AT087006 CoF-AT Non porteur F Sein 50 oui 

AT098041 CoF-AT Non porteur F Sein 58 non 

AT108041 CoF-AT Non porteur F Sein 50 oui 

AT138022 CoF-AT Non porteur F Sein 36 oui 

AT204015 CoF-AT Non porteur F Sein 48 oui 

AT001057 CoF-AT Hétérozygote F Organes génitaux 18 oui

AT004007 CoF-AT Hétérozygote F Thyroïde 47 oui 

AT004009 CoF-AT Hétérozygote F Thyroïde 39 oui 

AT009038 CoF-AT Hétérozygote F Col de l’utérus 33 oui 

AT023026 CoF-AT Hétérozygote F Rein 73 oui 

AT035006 CoF-AT Hétérozygote F 
Lymphome non 

Hodgkinien 
78 oui 

AT047002 CoF-AT Hétérozygote F Pancréas 73 oui 

AT090001 CoF-AT Hétérozygote F Mélanome 52 non 

AT127009 CoF-AT Hétérozygote F 
Lymphome non 

Hodgkinien 
43 oui 

AT206040 CoF-AT Hétérozygote F Colon Rectum 52 oui 

AT141010 CoF-AT Non porteur F 
Lymphome non 

Hodgkinien 
47 oui 

AT162003 CoF-AT Non porteur F Rein 70 oui 

AT242004 CoF-AT Non porteur F Ovaires 33 oui 



                                         

 76 

AT273025 CoF-AT Non porteur F Rein 74 oui 

AT404002 CoF-AT Non porteur F Poumon 49 oui 

AT063003 Retro-AT Hétérozygote F Sein 35 oui

AT088042 Retro-AT Hétérozygote F Sein 77 oui

AT114011 Retro-AT Hétérozygote F Sein 58 oui

AT001011 Retro-AT Non porteur F Sein 96 non 

AT001012 Retro-AT Non porteur F Sein 44 oui 

AT103032 Retro-AT Non porteur F Sein 67 non 

AT096024 Retro-AT Non porteur F Utérus/Sein 64/66 oui 

AT021001 Patient AT 
Hétérozygote 

composite 
H Sein 28 oui 

AT137001 Patient AT 
Hétérozygote 

composite 
F Sein 42 non

AT105001 Patient AT 
Hétérozygote 

composite 
F 

Lymphome non 
Hodgkinien 

13 oui 

AT186002 Patient AT 
Hétérozygote 

composite 
F Estomac 32 oui 

AT193007 Patient AT 
Hétérozygote 

composite 
F Thyroïde 22 oui 

AT211003 Patient AT 
Hétérozygote 

composite 
F 

Maladie 
immunoproliférative 

maligne 
25 oui 

AT269004 Patient AT 
Hétérozygote 

composite 
F 

Lymphome non 
Hodgkinien 

10 oui 

Huits patients n’ont pas été séquencés faute de quantité d’ADN suffisante pour réalisé le séquençage à haut 
débit.  
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3.2 Préparation des banques d’ADN et séquençage. 

Les exons des 55 gènes ont été capturés par enrichissement des régions codantes en utilisant le 

protocole SureSelectQXT Target Enrichment system (Agilent Technologies) (Figure 14) qui permet de 

cibler des régions d’intérêt. Les échantillons d’ADN sont préparés en même temps que deux 

échantillons  témoins présentant respectivement une grande délétion des exons 2 à 6 dans le gène 

BRCA1 et une mutation délétère dans le gène RB1 (c.52insCCCTCCTGAG ; p.Glu19Leufs15X). Avant la 

préparation des banques, les échantillons d’ADN génomique (ADNg) sont dosés à l’aide du kit Qubit 

dsDNA BR permettant de doser spécifiquement l’ADN double-brin. Les échantillons sont dilués à 

25ng/µL dans un volume final de 10µL.  

 

Figure 15 : Processus de préparation des échantillons d’ADN avec le kit SureSelect Target Enrichment d’Agilent. 

 Préparation des échantillons 3.2.1

Cette première étape vise à amplifier l’ADNg pour créer une banque d’ADN qui facilitera la capture 

des amplicons ciblés. Cette étape se décompose en 3 parties : la fragmentation de l’ADN, l’ajout 

d’adaptateurs et l’amplification par PCR (Figure 13). 

Vingt-cinq nanogrammes d’ADNg de chaque échantillon sont digérés par une réaction enzymatique 

générant des fragments de 300pb. Parallèlement à la digestion, deux adaptateurs 

A (AGATCGGAAGAGCACACGTCTCTGAACTCCAGT) et B (AGATCGGAAGAGCGTCGTGTAGGGAAAGAGT)  

de 33pb sont ajoutés aux extrémités de chaque fragments afin de servir d’amorces pour 

l’amplification de la banque d’ADN par réaction en chaine par polymérase (PCR) (NB : le protocole 

complet de la préparation des banques d’ADN figure en Annexe 7).  
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Les banques d’ADNg sont ensuite purifiées sur billes magnétiques par 2 lavages successifs à l’éthanol 

70% puis éluées dans un tampon spécifique au protocole utilisé. Un premier contrôle qualité a alors 

été effectué par un dosage au LabChip afin de vérifier les aspects qualitatifs et quantitatifs des 

banques. 

 Hybridation et amplification de la capture 3.2.2

L’objectif de cette deuxième étape est de capturer la région codante des 55 gènes d’intérêt puis de 

les amplifier par PCR (Figure 14). Cette étape est réalisée à partir de 250ng des banques d’ADN 

amplifiées qui sont hybridées à des appâts d’ARN mesurant environ 120 nucléotides et ciblant 

spécifiquement les régions d’intérêt. Les ARNs étant biotinylés, les ADNs hybridés (ou la capture) 

sont purifiés par fixation de la biotine sur des billes de streptavidine activées. Les ADN hybridés 

purifiés sont ensuite amplifiés par PCR (Annexe 7). 

3.2.2.1 Indexage et préparation au séquençage 

Lors de l’amplification de la capture les échantillons sont « étiquetés » par un système de double 

index (petites séquences d’ADN) (indexes P7 et P5, Annexes 8) qui permet de réduire le taux d’erreur 

d’attribution des échantillons lors de l’analyse des données. Au terme de l’amplification, les banques 

indexées sont purifiées sur billes magnétiques, puis des contrôles quantitatifs et qualitatifs sont 

réalisés par dosage au Qubit dsDNA BR et par une analyse au LabChip pour évaluer la qualité des 

banques avant leur séquençage. Afin de ne pas séquencer préférentiellement certains échantillons, 

les banques obtenues pour chacun d’eux sont combinées en un mélange équimolaire dont 

l’équimolarité a été validée par PCR-quantitative (q-PCR). La banque à façon est ensuite diluée à 4nM 

et dénaturée chimiquement.  

3.2.2.2 Séquençage de la banque 

La banque à façon ainsi qu’une banque servant de contrôle interne (banque PhiX) sont diluées à 

20pM avant d’être déposées sur la puce de séquençage Illumina. Les échantillons ont été séquencés 

sur l’appareil NextSeq500 (Illumina) en utilisant le kit SureSelectQXT Read Primers with Illumina’s 

Paired-End Cluster Generation selon les indications du fabricant. La réaction de séquençage est 

réalisée de façon « paired-end » (séquençage du brin sens et anti-sens de l’ADN) pendant 218 cycles. 
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3.3 Analyses bioinformatiques 

 Traitement des données brutes 3.3.1

Les données de séquençage générées ne peuvent être analysées directement. Elles sont d’abord 

traitées par un processus standardisé mis en place par la plateforme de bioinformatique de l’U900 

qui effectue également plusieurs étapes de contrôle qualité avant d’obtenir une liste exhaustive de 

variants (Figure 15).  

La première étape consiste à éliminer les doubles-index qui se trouvent aux extrémités de chaque 

lecture ou « read » et de transformer les fichiers bruts (fichiers .bam) au format fastq. Ce premier 

traitement des données est réalisé avec le logiciel Consensus Assessment of Sequence and Variation 

(CASAVA v.2.15.0.4) d’Illumina. Les adaptateurs sont ensuite éliminés avec le logiciel Cutadapt 

(version 1.8) en appliquant les paramètres suivants : au moins 3pb de chevauchement entre la 

séquence connue de l’adaptateur et le read, et une longueur minimale de l’adaptateur de 10pb. Au 

terme de ces deux premières étapes la qualité des reads est évaluée avec le logiciel FASTQC 

(v.0.10.1).  

Les reads sont ensuite alignés sur le génome humain de référence (hg19) grâce au logiciel Bowtie2 

(v.2.1.0) par un système de point d’ancrage. Vingt-deux paires de base sont alignées sur le génome et 

servent de point d’ancrage autour duquel le read est progressivement aligné jusqu’à alignement 

complet. Pour chaque segment de séquence de 22 paires de bases (pb) correctement alignées le 

logiciel tolère le non-appariement d’une base. Si lors de l’alignement des insertions ou des délétions 

trop longues (plus de quelques nucléotides) sont introduites, le score d’alignement change et les 

reads sont éliminés. 

Parmi les reads correctement alignés sur le génome humain seuls ceux ciblant les gènes du panel 

sont conservés. La suite de logiciels Samtools (V.1.1) est utilisée pour reconnaître et conserver les 

reads correspondants à la cible choisie. La qualité de couverture des régions ciblées est estimée avec 

le script Coverage Marker (BedTools V2.17.0) pour les régions couvertes à moins de 30X et avec le 

script Coverage Percentage pour les régions couvertes à au moins 30X. 

 Identification et annotation des variants 3.3.2

La dernière partie du traitement des données consiste à identifier et à annoter les variants. L’appel 

des variants, ou « variant calling », est réalisé avec le logiciel VarScan2 (v2.3.6) en appliquant les 

paramètres suivants : 

 Une profondeur minimum de 10X pour annoter le variant. 

 Au moins 2 reads portant le variant. 
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 Un ratio allélique d’un minimum de 15% est appliqué pour la majorité des gènes. Cependant 

un ratio allélique de 5% est accepté pour les variants des gènes RB1, DICER1, BRCA1, BRCA2 et APC 

afin de détecter du mosaïcisme germinal. 

Cette stratégie permet d’identifier les variants nucléotidiques (Single Nucleotide Variants ou SNV) et 

les insertions délétions (Indels) de moins de 15pb. 

 

Figure 16 : Pipeline bioinformatique utilisé pour lister les variants identifiés dans les échantillons séquencés avec le panel 
de gènes. 

Sont indiqués à gauche les logiciels utilisés pour effectuer chacune des étapes de traitement des données de séquençage 
(cadres bleus) ainsi que les étapes de contrôles qualité (cercles oranges).  

 

Les variants ainsi identifiés sont annotés avec le logiciel Annovar à partir des bases de données 

publiques répertoriant les variants mis en évidence dans le cadre de projets spécifiques : 

 dbSNP138 (NCBI) : base de données incrémentée par les chercheurs et les centres de 

séquençage. 

 ESP6500 (National Hearth, Lung and Blood Institute) : projet de séquençage de 6 500 

exomes d’individus américains pour identifier de nouveaux gènes impliqués dans les 

maladies du cœur, des poumons et du sang. 

 1000Genomes (version 2014) : projet de séquençage du génome de 1000 individus à fin 

d’identifier des variants ayant une fréquence allélique d’au moins 1% dans la population 

générale et dans certains groupes de population. Vingt-six populations d’origines 

caucasiennes, afro-américaines, d’Asie de l’est et du sud sont représentées dans ce projet. 
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L’impact des variants exoniques sur la protéine est également évalué avec différents outils de 

prédiction in silico : SIFT (Sort Intolerant From Tolerant amino acid) 187, PolyPhen2 188  et PhyloP 189  

(Annexe 7). Ces trois algorithmes reposent sur le fait que plus un acide aminé est conservé au cours 

de l’évolution plus une modification de cet acide aminé aura de conséquences sur la fonction ou la 

conformation de la protéine. SIFT classe les substitutions faux-sens en deux groupes : variants 

« tolérés » ou « délétères » d’un point de vue évolutif, PolyPhen les classe en 3 groupes :  variants 

« bénin », « possiblement délétères » ou « probablement délétères », et PhyloP détermine si la 

position de l’acide aminé est conservé (score négatif) ou non (score positif) dans la phylogénie. 

Le « variant calling » des insertions/délétions de taille intermédiaire (15-20pb) est réalisé 

séparément avec logiciel Pindel (v0.2.5a3) sur des fenêtres de 500pb, en acceptant un score de 

qualité d’alignement (MAPQ) d’au moins 20 (c’est-à-dire en tolérant une probabilité d‘erreur de 1% 

selon le codage PHRED). Seuls les ratios alléliques supérieurs à 5% sont rapportés. Les 

réarrangements de grande taille (RGT) sont identifiés avec le logiciel DESeq en estimant le nombre de 

reads par exon, ou par fenêtre de 300pb pour les exons de grande taille. 

L’ensemble des variants annotés est résumé dans un fichier .csv qui est ensuite importé dans la base 

de données développée pour le service de génétique constitutionnelle de l’Institut Curie. Celle-ci 

permet de lister les variants mis en évidence dans chaque échantillon.  

 Filtrage des variants 3.3.3

Pour déterminer quels variants pouvaient être d’intérêt dans l’implication dans le risque de cancer 

chez les femmes HetAT, j’ai utilisé l’algorithme de filtrage des variants mis en place par l’équipe du 

service de génétique constitutionnelle (Figure 16) basé sur :  

1) La fréquence du variant dans les populations de 1000 Genomes ou dans la base de données 

du laboratoire de génétique. J’ai sélectionné les variants ayant une FAM<0.5% des 

populations de 1000 Genomes. 

2) Le taux de mutation de la variation, c’est à dire l’occurrence de l’altération (nombre de fois 

où l’altération a été observée dans la base de donnée du laboratoire de génétique) et la 

récurrence (pourcentage de reads portant le variant) : 

 Si l’occurrence est inférieure à 3 porteurs et si le variant est présent sur au moins 

40% des reads, le variant est alors considéré comme un variant « isolé fort », 

suggérant qu’il s’agit d’une vraie variation de séquence potentiellement délétère. Si 

le variant est présents dans moins de 40% des reads il est considéré comme « isolé 

faible ».  
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 Si l’occurrence est supérieure ou égale 3, le variant est considéré comme « récurrent 

fort » s’il est présent dans au moins 40% des reads et comme « récurrent faible » s’il 

est présent dans 15 à 40% des reads.  

3) La qualité de séquençage, reposant sur l’équilibre entre les reads fowards (F) et reverses (R) 

est estimée pour les variants « récurrents faibles ». Un variant est considéré comme 

« récurrent faible équilibré » si l’une des quatre conditions suivantes est respectée : 

 La fréquence de reads F portant l’altération (Falt) est comprise entre 0,1 et 0,9. 

 La fréquence de reads Falt et la fréquence de reads portant l’allèle normal (Fref) sont 

inférieures à 0.1. 

 La fréquence de reads Falt et la fréquence de reads portant l’allèle normal (Fref) sont 

supérieures à 0.9 

 Le ratio (Fref/Rref)/ (Falt/Ralt) est compris entre 0.32 et 2.96. Ces bornes ont été définies 

par le laboratoire de génétique en utilisant la loi de Student pour évaluer la 

distribution de ce ratio pour des variants connus utilisés comme contrôles. 

L’intervalle [0.32-2.96] a été déterminé avec ces « vrais » variants avec un risque 

d’erreur de 1/10 000. 

Si l’une de ces conditions n’est pas respectée alors l’altération est considérée comme «récurrente 

faible déséquilibrée » et donc probablement non délétère. 

Dans le cadre de la question posée ici (c’est à dire la recherche de variants potentiellement délétères 

dans un gène connu de prédisposition au cancer autre qu’ATM et pouvant expliquer la survenue des 

cancers dans les familles de CoF-AT), une attention particulière a été portée aux variants rares 

potentiellement délétères, définis comme  « variant isolé fort » et « variant récurrent fort ».  
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Figure 17 : Filtres appliqués dans FileMakerPro pour classer les altérations identifiées lors du séquençage d’un panel de 
gènes de prédisposition au cancer. 

Indel : insertion délétion ; SNV : Single Nucléotide Variant ; F : foward ; R : reverse ; f(Falt) : fréquence de reads foward 
portant l’altération ; f(Fred) fréquence de reads foward portant l’allèle de référence. En rouge : variants rares à 
confirmer par séquençage de Sanger. En vert : variants considérés comme non délétères. 

 Classification des variants  3.3.4

Pour évaluer l’impact biologique des variants identifiés je me suis appuyée sur différents outils de 

prédiction in silico et sur des bases de données publiques faisant le lien entre un variant et son 

impact clinique possible ou avéré. 

3.3.4.1 Prédiction sur les substitutions faux-sens  

L’impact des substitutions faux-sens localisées dans les parties exoniques des gènes est déterminé 

lors de l’annotation des variants avec SIFT, PolyPhen et PhyloP (partie I.A.3.ii). Cependant, pour 

certains gènes comme BRCA1, BRCA2, PALB2, ATM, ou encore les gènes MMR (MisPatch Repair) 

(MSH2, MLH1, MSH6 et PMS2) des alignements protéiques sont disponibles sur le site de l’outil de 

prédiction Align-GVGD (http://agvgd.hci.utah.edu/agvgd_input.php) 190. Cet algorithme repose sur la 

conservation de la protéine dans la phylogénie et prend également en compte la composition de 

l’acide aminé qui est substitué, son volume et sa polarité. L’avantage d’Align-GVGD par rapport à 

d’autres outils disponibles est qu’il fait appel à des alignements protéiques multiples qui ont été 

établis et corrigés manuellement afin d’obtenir un degré d’informativité (utilisation d’espèces 
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suffisamment éloignées pour ne pas introduire de biais dans les prédictions et surestimer l’effet 

délétère des variants). Ces alignements corrigés sont disponibles sur le site d’Align-GVGD 

(http://agvgd.hci.utah.edu/agvgd_input.php).  

 

 

3.4 Résultats de l’analyse sur l’identification de nouveaux variants 
rares chez les individus séquencés 

Le séquençage du panel de 55 gènes chez 48 sujets (30 femmes HetAT, 12 femmes non-HetAT et 3 

patients A-T) ayant développé un cancer a permis l’identification de cinq variants rares de type 

« perte de fonction » chez cinq patients provenant de familles A-T différentes, 13 variants faux-sens 

rares classés comme probablement délétères ou VSI par les différents outils de prédiction cités 

précédemment (Tableau 10). 
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Tableau 10 : Liste des variants identifiés chez les individus séquencés avec le panel de 55 gènes. 

Individu 
Mutation ATM 

familiale 

Mutation 
ATM 

confirmée 
Cancer 

Autre 
gène 
altéré 

Variants 
Effet sur la 
protéine 

Référence 
dbSNP 

Fréquence 
EVS (%) 

Grade 
Align-
GVGD 

Classement selon 
ClinVar 

SIFT PolyPhen 

AT023006 c.5644C>T oui Sein BRCA2 c.2944A>C p.Ile982Leu rs28897717 - C0 
VSI pour les cancers 

du sein et de 
l’ovaire 

Toléré Bénin 

AT082001 c.3801delG oui Sein FANCF c.1087C>T p.Gln363* rs201285915 0.01 - VSI1 - - 

AT107020 c.5763-2A>T oui Sein MUTYH c.270C>A p.Tyr90* rs121908380 0.2 - - - - 

AT107021 c.5763-2A>T oui 

Sein MUTYH c.270C>A p.Tyr90* rs121908380 0.2 - - - - 

Sein BRIP1 c.550G>T p.Asp184Thr rs201047375 0.01 - 
VSI pour les cancers 

héréditaires 
Délétère 

Probablement 
délétère 

AT149008 c.8124TT>A oui Sein MSH6 c.3727A>T p.Thr1243Ser rs147453999 0.02 C55 
VSI pour les cancers 

héréditaires 
Délétère 

Possiblement 
délétère 

AT047002 c.73-2A>G oui Pancréas CDH1 c.1774AG>A p.Ala592Thr rs35187787 0.5 - Pas de consensus2 Délétère 
Possiblement 

délétère 

AT186002 
c.2922-2A>G 
c.3248A>G 

oui Estomac FANCM c.171G>C p.Leu57Phe rs142007602 0.2 - 
VSI pour l’anémie 

de Fanconi 
Délétère Bénin 

AT211003 
c.6680G>T 

c.8283_8284delTC 
oui 

Maladies 
immunoprolifératives 

malignes 

PALB2 c.2435C>T p.Pro812Leu rs774502617 - C0 VSI1 Toléré Bénin 

MET c.3253C>A p.Gln1085Lys rs45628136 - - 
VSI pour le 

carcinome rénal 
Délétère 

Possiblement 
délétère 

AT108041 non-HetAT - Sein FANCM c.1576C>G p.Leu526Val rs144215747 0.1 - 
VSI pour l’anémie 

de Fanconi 
Délétère Bénin 

AT138022 non-HetAT - Sein BRCA1¶ c.1016dupA p.Val340Glyfs*6 rs80357569 - - 
Pathogène pour les 
cancers du sein et 

de l’ovaire 
- - 

AT096024 non-HetAT - Utérus/Sein ATM c.7658C>A p.Pro2553His rs864622368 - C65 VSI pour l’A-T Délétère 
Probablement 

délétère 

AT141010 non-HetAT - 
Lymphome non-

Hodgkinien 
FANCL c.1114insATTA p.Thr372Asnfs*13 rs759217526 0.2 - Pas de consensus3 - - 

AT242004 non-HetAT - Ovaires MSH6 c.3820G>T p.Glu1274* - - - - - - 

AT273025 non-HetAT - Rein RINT1 c.1985T>C p.Ley662Ser rs139459919 0.02 - VSI1 Délétère 
Probablement 

délétère 

AT404002 non-HetAT - Poumon 

ATM c.4324T>C p.Tyr1442His rs201666889 0.02 C65 

Bénin pour la 
prédisposition au 

cancer 
VSI pour l’A-T 

Toléré 
Probablement 

délétère 

FANCM c.527C>T p.Thr176Ile rs77374493 0.4 - Pas de consensus4 Toléré Bénin 

BRIP1 c.2344A>G p.Ile782Val rs142806416  - 
VSI pour le cancer 

du sein familial 
Toléré Bénin 

VSI : variant de signification clinique inconnue. (-) Pas d’information sur l’effet de la protéine. ¶ Mutation déjà identifiée dans cette famille. 
1
Variant considéré comme VSI 

dans le cadre de tests cliniques. 
2
Variant rapporté dans ClinVar (3 fois comme « bénin », 4 fois probablement bénin et une fois VSI dans le cadre de prédisposition familiale 

au cancer). 
3
Variant classé dans le cadre de l’anémie de Fanconi 2 fois comme pathogène, une fois comme bénin et une fois comme VSI. 

4
Variant classé une fois comme VSI 

et une fois comme bénin dans le cadre de l’anémie de Fanconi. 
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 Variants « perte de fonction » identifiés  3.4.1

Le reséquençage du panel de 55 gènes a conduit à l’identification de trois variants « perte de 

fonction » situés dans les gènes FANCF (patiente HetAT AT082001 ayant développé un cancer du 

sein), MUTYH (patientes HetAT AT107020 et AT107021 ayant développé toutes deux cancer du sein) 

et MSH6 (patiente non-HetAT AT242004 ayant développé un cancer de l’ovaire).  

 

La patiente HetAT AT082001 portant le variant d’ATM pathogène pour l’A-T (c.3802delG ; 

p.Val1268X) est également porteuse hétérozygote du variant non-sens c.C1087T (p.Gln363X) dans le 

gène FANCF (Tableau 10). Cette variation n’est ni rapportée dans la base de données LOVD 

(http://databases.lovd.nl), ni dans les bases ClinVar (www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar) ou ClinGen 

(www.clinicalgenome.org). FANCF, comme les autres protéines FANC est impliquée dans la 

réparation de l’ADN via l’ubiquitination de BRCA2, mais les variants localisés dans le gène FANCF ne 

semblent cependant pas associé au risque de cancer du sein 191.   

 

Dans la famille AT107 (Figure 18), les deux sœurs HetAT AT107020 et AT107021 portent à l’état 

hétérozygote, en plus de la mutation familiale d’ATM (c.5763-2A>T), un variant non-sens dans le 

gène MUTYH, (c.C270A ; p.Tyr90X) (Tableau 10) non répertorié dans les bases ClinVar et LOVD. La 

protéine MUTYH intervient dans la réparation des dommages à l’ADN causés par le stress oxydatif. 

Des mutations bi-alléliques dans le gène MUTYH sont associées aux formes de polypose 

adénomateuse familiale (PAF) (ou en anglais « MAP » pour « MUTYH-associated polyposis »). Dans 

ces familles, plusieurs cas de cancer avec polyposes ainsi que des cas multiples de cancer colorectal 

sont généralement diagnostiqués 192. Une association entre cancer du sein et mutation mono-

allélique du gène MUTYH a été montré dans des familles prédisposées aux PAF 193, 194 mais une étude 

cas/témoins menées chez des cas de cancer du sein sans mutation dans les gènes BRCA1 et BRCA2 a 

montré que le risque de développer ce cancer n’était pas augmenté chez les porteurs hétérozygotes 

d’une mutation dans MUTYH 195. Il semble donc peu probable que ce variant soit responsable de la 

prédisposition au cancer du sein dans la famille AT107. 
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Figure 18 : Arbre généalogique simplifié de la famille AT107. 
Les individus en gras sont les participants à CoF-AT ou Retro-AT pour lesquels un échantillon d'ADN est disponible. ATM-/+ : 
porteur hétérozygote de la mutation familiale ATM, ATM+/+ : non-porteur de la mutation familial ATM. Les flèches indiques 

les individus séquencés pour les 55 gènes du panel.  

 

Enfin, la patiente non-HetAT AT242004 ayant développé un cancer de l’ovaire porte un variant non-

sens (c.3820G>T ; p.Glu1274*) sur le gène MSH6 (Tableau 10). Le gène MSH6 code pour une protéine 

impliquée dans la détection des bases non-appariées de l’ADN et est impliqué dans les formes 

familiales HNPCC prédisposant aux cancers colorectaux et de l’endomètre 196, 197. Les tumeurs liées à 

une mutation de ce gène étant caractérisées par une instabilité des microsatellites198, j’ai donc 

recherché cette instabilité dans l’ADN tumoral de la patiente au moyen de 7 marqueurs 

microsatellites localisés à différentes positions du génome : BAT-25, BAT-26, NR-21, NR-24 et MONO-

27 (the MSI Analysis System, v.1.2 Promega). Les résultats montrent une instabilité des marqueurs 

BAT-25 et MONO-27. Une instabilité d’au moins 2 des 5 marqueurs étant considérée comme une 

instabilité forte 199, ce résultat pourrait être une indication quant à la pathogénicité du variant 

c.3820G>T dans la famille AT242 (Figure 19). 

Six autres membres de la famille AT242 ont développé un cancer (Figure 20), dont trois femmes 

participant à CoF-AT (AT242001, AT242003 et AT242005). La recherche ciblée du variant MSH6 par 

séquençage de Sanger montre qu’aucune de ces participantes n’est porteuse du variant c.3028G>T 

(Figures 21).   
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Figure 19 : Résultats de l'analyse de l'instabilité des microsatellites dans l'ADN tumoral de la patiente AT242004. 
A. Profil attendu d’un échantillon d’ADN normal sans instabilité des microsatellites et d’un échantillon d’ADN tumoral 
présentant une instabilité des cinq marqueurs microsatellites. B. Les marqueurs microsatellites BAT-25 et MONO-27 
présentent un profil similaire à celui de la tumeur du cadre A, caractéristique d’une instabilité liée à une mutation dans le 
gène MSH6. 
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Figure 20 : Arbre généalogique simplifié de la famille AT242. 
L’enfant A-T (AT242006) est l’enfant ayant permis l’identification de la famille. Les individus en gras sont les individus pour 
lesquels un échantillon d’ADN est disponible. Les résultats des analyses moléculaires pour les gènes ATM et MSH6 sont 
indiqués en rouge : ATM+/+ : non-porteur de la mutation familiale pour ATM ; ATM-/+ : porteur hétérozygote de la 
mutation familiale pour ATM ; ATM-/- : porteur homozygote composite des mutations maternelle et paternelle d’ATM ; 
MSH6+/+ : non-porteur de la mutation c.3820G>T dans MSH6; ATM-/+ : porteur hétérozygote de la mutation c.3820G>T 
dans MSH6. 
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Figure 21 : Résultats du séquençage ciblant le variant c.3028G>T de MSH6 pour les participantes de la famille AT242. 
A. Chromatogrammes confirmant le variant identifié par séquençage NGS du panel de gènes chez la patiente AT242004. La 
position de la mutation est indiquée par le trait vertical bleu. B, C, D. Chromatogrammes correspondant à la recherche du 
variant chez les autres membres de la famille (AT242001, AT242005 et AT242003).  

 

L’ensemble des observations concernant la famille AT242 ouvre sur différentes hypothèses : 

 le variant du gène MSH6 est transmis par la branche maternelle de la participante 

AT242004 chez qui le variant  a été découvert, 

 la participante AT242004 a hérité du variant MSH6 de son père (AT242021), 

 il s’agit d’un variant de novo. 

Malheureusement nous ne pouvons confirmer aucune de ces hypothèses car nous n’avons pas accès 

au prélèvement sanguin d’autres membres de cette famille. La branche maternelle de la participante 

AT424004 ne peut être incluse dans l’étude CoF-AT car elle ne possède pas de lien avec l’enfant 

atteint d’A-T et les autres membres de la branche paternelle ont soit refusé de  participer à CoF-AT 

ou ne sont pas éligibles pour cette étude.  

Le fait qu’un VSI de MSH6 ségrége dans la famille AT242 devra donc être pris en compte dans les 

analyses futures visant à estimer les risques de cancer pour les porteurs de la mutation familiale 

c.2830G>T 



                                         

 91 

d’ATM dans cette famille. 

 Variants faux-sens de signification clinique inconnue.  3.4.2

A l’issue du séquençage du panel de gènes chez les sujets atteints de cancer dans les familles A-T 

étudiées, trois variants faux-sens classés « délétères » par SIFT, « probablement délétères » par 

PolyPhen et avec les gardes les plus sévères C65 et C55 par Align-GVGD ont retenus notre attention. 

L’impact des variants sur la protéine définis à partir de ces trois outils in silico concordent, sauf pour 

le variant c.4324T>C (p.Tyr1442His) d’ATM classé comme « toléré » par SIFT. 

La patiente AT149008 porte, en plus de la mutation familiale ATM, un variant faux-sens dans le gène 

MSH6 (c.A3727T, pThr1243Ser) classé C55 par Align-GVGD et rapporté comme VSI pour les cancers 

héréditaires dans ClinVar. Les données cliniques et familiales de cette famille ne mettent pas en 

avant une prédisposition génétique au cancer colorectal, suggérant que le variant n’intervient pas 

dans le développement de la maladie ou que sa pénétrance est incomplète.  

Deux variants faux-sens d’ATM ont été identifiés chez les patientes AT096024 (c.C7658A ; 

p.Pro2553His) et AT404002 (c.4324T>C ; p.Tyr1442His) non porteuses de la mutation familiale 

responsable de l’A-T dans cette famille (Tableau 10). Seule l’analyse de la ségrégation du variant 

c.7658C>A a pu être réalisée dans la famille AT096. Le séquençage ciblé du variant chez six membres 

de la famille révèle que trois d’entre eux sont porteurs hétérozygotes (AT096018, AT096005 et 

AT096002) (Figure 22), dont un patient atteint d’un cancer de la prostate. Bien que les résultats de 

séquençage combinés aux données familiales et cliniques ne permettent pas de conclure sur 

l’implication du variant dans le risque de cancer du sein, ce variant rapporté comme VSI pour l’A-T 

dans ClinVar ne semble pas être impliqué dans ce syndrome d’après les données dont nous 

disposons à ce jour. En effet, le variant est retrouvé chez le père de l’enfant atteint d’A-T (AT096005), 

à la fois porteur hétérozygote de la mutation délétère d’ATM responsable de la maladie (p.Val1268X) 

et du variant faux-sens c.7658C>A.  
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Figure 22 : Arbre généalogique simplifié de la famille AT096. 
L’enfant A-T (AT096001) est l’enfant ayant permis l’identification de la famille. Les identifiants des individus en gras 
indiquent les participants pour lesquels un échantillon d’ADN est disponible. Les variants d’ATM qui ségrégent dans la 
famille sont indiqués pour chaque individu lorsque que la variation a été recherchée. ATM +/+ : non-porteur de la mutation 
pour ATM ; ATM-/+ : porteur hétérozygote de la mutation pour ATM ; ATM-/- : porteur homozygote composite des 
mutations maternelles et paternelles dans le ATM. 

 

 

 

En conclusion, une faible proportion des familles A-T étudiées ségrégent en plus d’ATM un variant 

rare délétère dans un autre gène de prédisposition au cancer. Bien que trois participantes de CoF-AT 

portent un variant tronquant associé à une perte de fonction de MSH6, FANCM ou MUTYH, les 

éléments dont nous disposons sont insuffisants pour établir clairement un lien entre le variant et le 

développement du cancer. Dans la suite de mes travaux portant sur la recherche de facteurs 

modificateurs du risque de cancer dans les familles A-T, j’ai décidé d’exclure les femmes porteuses 

d’une mutation dans les gènes BRCA1 ou BRCA2 et la patiente porteuse du variant délétère de MSH6. 
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4. Les télomères 

Après m’être concentrée sur la recherche de variants rares dans d’autres gènes de prédisposition au 

cancer, je me suis intéressée à la longueur des télomères. Mon intérêt s’est porté sur cet autre 

facteur constitutionnel car ATM possède un rôle direct dans la maintenance de l’élongation des 

télomères. Avant d’exposer les résultats issus de ces travaux, nous allons faire un bref rappel sur les 

télomères. 

L’extrémité des chromosomes est constituée de séquences nucléotidiques répétées (TTAGGG)n 
200

  

protégées par un complexe protéique formé par les protéines shelterin 201. Cet ensemble forme les 

télomères, un complexe nucléoprotéique dynamique qui mesure à la naissance entre 10 et 15 kb 202 

et qui se raccourcit à chaque division cellulaire. Les télomères se raccourcissent progressivement 

jusqu’à une longueur critique qui entraine la cellule en phase de senescence ou à l’apoptose 203 

(Figure 23). En plus de leur fonction d’horloge biologique de la cellule, les télomères veillent au 

maintien de l’intégrité du génome en empêchant la dégradation de l’ADN par les nucléases ainsi que 

les fusions ou les réarrangements des extrémités des chromosomes 202, 204, 205.  

La longueur moyenne des télomères d’un individu est donc considérée comme un bio-marqueur du 

vieillissement cellulaire.   

 

 

Figure 23 : Raccourcissement des télomères au cours de la division cellulaire 
(d’après S. Leighton, The Scientist, 2012). 

4.1 Structure de l’ADN télomérique 

Les répétitions des nucléotides TTAGGG  forment une séquence d’ADN double-brin se terminant en 
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ADN 3’-simple brin riche en G sur une longueur de 50 à 500 nucléotides 202. En amont de la partie 

double-brin des télomères se trouve une séquence d’ADN spécifique subtélomerique et une 

séquence d’ADN dégénérée de séquences nucléotidiques TTAGGG (Figure 24.A).  

Griffith et al. ont montré que l’ADN 3’-simple brin a la capacité d’envahir l’ADN télomérique double-

brin pour donner une conformation en boucle dite en « t-loop »206 (Figure 24.B). Cette structure 

permet à la cellule de distinguer l’ADN simple brin situé à l’extrémité des chromosomes des cassures 

d’ADN survenant sur le reste du génome et nécessitant l’intervention des mécanismes de réparation 

207.  

 

 

Figure 24 : Représentation de la structure des télomères dite en "t-loop". 
a. Structure des extrémités des chromosomes. b. Schéma de la formation de la boucle dite en t-loop (d’après W. Palm, 

Annual Reviews Genetics, 2008
202

) . 

 

4.2 Rôle des protéines shelterin 

Les protéines shelterin forment un complexe de six protéines connectées les unes aux autres (Figure 

25) :  

 TRF1 (TTAGGG Repeat Factor 1) fixe l’ADN double-brin spécifiquement au niveau des 

répétitions de TTAGGG et a pour rôle de réguler l’élongation des télomères en empêchant la 

fixation de la télomérase 208, 209 ; 

 TRF2 (TTAGGG Repeat Factor 2) fixe l’ADN double-brin spécifiquement au niveau des 

répétitions de TTAGGG 202 et a la capacité d’entrainer la formation de structure en t-loop 210 ; 

 RAP1 (Repressor/Activator Protein 1) : forme un complexe avec TRF2 211 pour stabiliser la 

fixation de cette dernière sur les télomères 212, 213 ; 
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 POT1 (Protection Of Telomeres  protein 1) : fixe les répétitions de TTAGGG au niveau de 

l’extrémité 3’ simple-brin de l’ADN214, 215 ou au niveau de l’envahissement de l’ADN double-

brin pour former la structure en t-loop ;  

 TIN2 (TRF1 - and - TRF2 Interacting Nuclear protein 2) forme un pont entre les protéines TRF1 

et TRF2 216, 217 et sert également de connecteur entre TRF1 et POT1. TIN2 permet donc de 

faire le lien entre les protéines fixant l’ADN double-brin et POT1 liée à l’ADN simple-brin 218 ; 

 TPP1 (TriPeptidyl Peptidase 1) permet de recruter POT1 au niveau des télomères 218-220 et de 

lier POT1 et TIN2 221. 

 

Figure 25 : Le complexe des protéines shelterins.  
(d’après T. de Lange, Science, 2009

222
). 

En plus de leur rôle dans la conformation des télomères les protéines TRF1, TRF2, RAP1 et POT1 

inhibent également la voie de réparation des dommages à l’ADN par recombinaison-homologue en 

inactivant les protéines ATM et ATR 223, 224. 

Les protéines shelterins permettent donc de protéger et de maintenir la stabilité du génome en 

intervenant dans la formation de la structure en t-loop, en servant de régulateur à l’élongation des 

télomères et en inhibant les voies de réparation liées aux cassures de l’ADN 202, 225, 226.  

 

4.3 Régulation de la longueur des télomères 

 Rôle de la télomérase 4.3.1

La perte d’un fragment télomérique à chaque division cellulaire est compensée par l’élongation des 

télomères par la télomérase, un complexe enzymatique composé de la sous-unité protéique TERT 

(Telomerase Reverse Transcriptase), de la sous-unité nucléotidique hTR (ou TERC) (Telomerase RNA 

Component) et de cinq protéines contribuant à la stabilité du complexe et à ses déplacements  dans 

le noyaux 227-229 : DKC (dyskerin), NPH2 (non-histone protein 2), NOP10 (nucleolar protein 10), TCAB1 

(Telomerase Cajal body protein 1) et GAR (Figure 26). 

Chez l’adulte la prolifération des cellules n’étant pas une nécessité pour la majorité des tissus, la 

télomérase reste inactivée. On observe cependant une exception au niveau des cellules souches 
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notamment dans les cellules hématopoïétiques. 

 

Figure 26 : Protéines et structure de la télomérase. 
 (d’après Calado et Young, 2009

230
).  

 Elongation des télomères 4.3.2

La sous-unité nucléotidique TERC possédant une séquence d’ARN complémentaire à l’ADN se fixe la 

première sur l’ADN via une interaction avec la protéine shelterin TTP1. Dans un deuxième temps la 

sous-unité TERT se lie à TERC afin d’ajouter progressivement les nucléotides nécessaires à 

l’élongation des télomères. Le recrutement de la télomérase au niveau des télomères est régulé par 

les protéines shelterin TRF1, TFR2, TTP1 et RAP1.  En effet, la télomérase est recrutée lorsque la 

cellule présente un faible nombre d’unités répétées de TTAGG et donc que la quantité de protéine 

TRF1, TRF2, TPP1 et RAP1 au niveau des télomères est faible202, 209, 217.  

Récemment, il a été démontré que le recrutement de la télomérase est également régulée via les 

protéines de la réparation ATM et ATR. Ce processus est détaillé dans le premier article émanant de 

mes travaux de thèse portant sur la longueur des télomères chez les individus porteur d’une copie 

mutée d’ATM (pages 106). 

 

4.4 Télomères, vieillissement et cancer 

 Syndromes associés au vieillissement 4.4.1

De part leur fonction biologique les télomères sont associés au phénomène naturel de vieillissement 

mais des défauts chez les différents acteurs de la maintenance des télomères sont responsables des 

syndromes de vieillissement prématuré, comme par exemple la dyskératose congénitale 231. Ce 

syndrome caractérisé par des télomères plus courts chez les jeunes malades 232, 233 est causé par des 

mutations dans les gènes TERC 234-236, TERT 237-239 et TIN2 240, 241. On trouve également des mutations 
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dans les gènes TERT et TERC chez les individus atteints de fibrose pulmonaire 242-244. Les deux formes 

de progéria les plus connues, le syndrome de Werner et le syndrome de Hutchinson-Gilford, sont 

quant à eux associés respectivement à des mutations dans les gènes WRN 245, 246 et LMNA 247 

impliqués dans la réparation de l’ADN. 

 Télomères et cancer 4.4.2

Dans les cellules normales, la longueur des télomères sert de point de contrôle au passage en phase 

de senescence par une activation en cascade des protéines ATM et ATR 248, puis des protéines p53 et 

RB. Cependant, certaines cellules accumulant les modifications oncogéniques contournent ce point 

de contrôle et entrent dans une phase de crise. Durant cette phase les cellules « luttent » contre une 

forte instabilité génomique, due à une perte des télomères sur certains chromosomes 228, et qui se 

caractérise par des pertes d’hétérozygotie, des translocations, des amplifications, une 

tétraploïdisation des cellules, une chromothripsie 1 , une kataegis 2  ou encore des fusions de 

chromosomes 249-254. Lors de cette phase de crise, la réactivation de la télomérase entraine 

l’immortalisation des cellules et la formation d’un clone de cellules tumorales prêt à proliférer. 

Il a été montré que dans 80% des cancers les cellules sont immortalisées par l’activation continue de 

la télomérase 255. Des études sur les formes familiales ou sporadiques de mélanome, de gliome, sur le 

médulloblastome ou encore le cancer du foie ont montré que de l’activation de la télomérase était 

induite par des mutations dans le promoteur du gène TERT 256-260. Par exemple, la présence dans le 

promoteur du gène TERT des variants c.-57A>C, c.-124C>T et c.-146C>T en amont du site initial de 

transcription crée de nouveaux sites de fixation aux facteurs de transcription ETS, ce qui augmentent 

la production d’ARNm ainsi que l’expression des protéines TERT 261. Ces différentes observations 

montrent que le maintien de l’activité de la télomérase perturbe le rôle des télomères en tant que 

suppresseur de tumeur. 

Des mutations constitutionnelles dans le gène POT1 codant la protéine du même nom ont été mises 

en évidence dans des cas familiaux de mélanome 262, 263. Les porteurs de mutations dans ce gène 

présentent des télomères plus longs que les individus non porteurs d’une mutation dans ce gène. Par 

                                                           

1
 Chromothripsie : Réarrangement aléatoire de fragments chromosomiques au cours d’un événement cellulaire. 

Lors de la division de cellules en phase de crise deux chromosomes ayant fusionné forment un pont entre les 

cellules filles, ce qui empêche leur division. La rupture du pont est rendue possible par l’action de la protéine 

TREX1. Lors de ce processus des fragments chromosomiques sont produits aléatoirement et se dispersent dans 

l’une ou l’autre des deux cellules filles. Les fragments sont soit perdus soit réparés de façon aléatoire sur les 

chromosomes. 

2
 Kataegis : Modèle d’hyper-mutation C>T et C>G localisée au niveau de régions génomiques réarrangées. 
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ailleurs, des télomères longs ont également été associés à un risque accru de leucémie lymphocytaire 

chronique 264, 265, de cancer du poumon 266 ou de mélanome 262. Deux études récentes ont montré 

que les télomères longs chez les porteurs de mutations de POT1 seraient probablement dus à 

l’incapacité de la protéine POT1 à se fixer sur l’ADN simple-brin et à inhiber la télomérase. La 

mutation dans le gène POT1 repousserait à la fois la phase de senescence via l’activation de la 

télomérase tout en augmentant l’instabilité génomique, et donc le risque de mélanome. 

 

4.5 Problématique posée dans le cadre de l’étude sur les familles 
A-T 

Différentes études confirment le rôle essentiel des télomères comme suppresseur de tumeur et 

montrent que le lien entre longueur des télomères et cancer dépend d’un équilibre entre télomères 

longs et télomères courts. D’autre part, les données sur ATM suggérant que la protéine est impliquée 

dans la régulation de l’élongation des télomères, nous avons émis l’hypothèse que la longueur des 

télomères varie en fonction du statut mutationnel d’ATM et que le risque de cancer dans les familles 

liées à ATM est modulé par longueur des télomères. 

4.6 Mesure de la longueur des télomères chez l’ensemble des 
participants 

 Choix de la technique 4.6.1

Différentes techniques peuvent être utilisées pour estimer la longueur des télomères (LT) : le 

transfert d’ADN communément nommé « Southern blot » 267, 268, la PCR quantitative (q-PCR) 269, 270 et 

l’hybridation quantitative in situ en fluorescence (Q-FISH pour Quantitative Fluorescence in situ 

Hydridization) 271, 272.  

La technique de  Southern blot consiste à séparer des fragments d’ADN de différentes tailles en les 

faisant migrer sur un gel d’agarose. Cette technique nécessite d’extraire l’ADN à partir de cellules ou 

de tissus, de digérer d’ADN par des enzymes de restriction qui digèrent à la fois les parties 

télomériques et subtélomériques, d’évaluer la qualité de l’ADN digéré par une q-PCR, réaliser une 

électrophorèse sur gel d’agarose pour ensuite transférer l’ADN sur une membrane sur laquelle les 

sondes d’ARN fluorescentes seront hybridées et révélées 268. La mesure des télomères par cette 

technique est considérée comme la technique de référence car elle permet de mesurer la taille réelle 

des télomères.  

La technique de Q-FISH repose sur l’hybridation au niveau des télomères de sondes nucléotidiques 

fluorescentes dans les cellules ou sur une coupe de tissu. 
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La q-PCR, qu’elle soit simplexe (amplification d’un seul fragment dADN) ou multiplexe (amplification 

simultanée de multiples fragments), consiste à amplifier par PCR les télomères et une copie unique 

d’un gène de référence afin de calculer un ratio télomères/gène de référence correspondant à une 

longueur relative de télomères. 

Les avantages et les inconvénients de chacune de ces techniques sont présentés dans le tableau 11.
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Tableau 11 : Comparaison des différentes techniques utilisées dans la littérature pour mesurer la longueur des télomères. 

Technique Références 
Matériel 
analysé 

Principe Avantages Inconvénients 

Southern 
blot 

-  Kimura M et al., Nature 
Protoc, 2010

268
 

- Kimura M et al., Nucleic 
Acids Res, 2011

267
 

ADN -Isolation des régions 
télomériques par digestion par 
des enzymes de restriction 
- Migration sur gel d’agarose 
-Hybridation de l’ADN 
télomérique avec des sondes 
d’ARN fluorescentes. 

Mesure la longueur réelle (kb) des 
télomères pour chaque échantillon. 

- Protocole s’étalant sur plusieurs jours 
et couteux, ne peut être automatisé. 
- Grande quantité d’ADN requise (au 
moins 3ug). 
- Clivage aléatoire de l’ADN par les 
enzymes dans les régions télomériques 
et subtélomériques entrainant une 
variation de la LT entre 2 réactions 
enzymatique  

q-FISH - Ferlicot S al., J Patho, 
2003

271
 

- Ourliac-Garnier I al.,  
Methods Mol Bio, 2003

272
 

Tissu, 
Cellules 

Hybridation de sondes 
nucléotidiques fluorescentes sur 
des coupes de tissu ou des 
cellules fixées. 

- Intensité du signal proportionnelle 
au nombre de répétitions des 
télomères. 
- Mesure réelle de la  LT pour chaque 
chromosome. 

- Protocole nécessitant plusieurs étapes 
- Pas d’automatisation possible. 
- Non applicable à de grandes séries 
d’échantillons. 

q-PCR 
simplex 

- Cawthon RM  al., Nucleic 
Acids Res, 2002

269
 

ADN Amplification par PCR en temps 
réel des télomères et d’un gène 
de référence.  

- Protocole rapide (quelques heures). 
- Possibilité d’amplifier une centaine 
d’échantillons en même temps 
(plaques 96-puits).  
- Peu de matériel de départ (10ng) 
- Faible coût (0.25€/échantillon) 
 

- Estimation d’une longueur relative des 
télomères. 
- Risque de biais dans les résultats 
causés par des quantités différentes 
d’ADN entre la réaction d’amplification 
du gène de référence et celle des 
télomères. 

MM QPCR  - Cawthon RM  al., Nucleic 
Acids Res, 2009

270
 

ADN Amplification simultanée par PCR 
en temps réel des télomères et 
d’un gène de référence dans une 
même réaction. 

- Protocole rapide (quelques heures). 
- Possibilité d’amplifier une centaine 
d’échantillons en même temps. 
- Pas de biais de puits, de 
manipulation ou de différence de 
quantité d’ADN pour chaque 
échantillon. 

- Estimation de la longueur relative des 
télomères. 
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 Mise en place du protocole de q-PCR 4.6.2

Pour notre étude nécessitant l’analyse de plusieurs centaines d’échantillons, j’ai choisi d’optimiser au 

laboratoire la méthode de q-PCR pour estimer la longueur relative des télomères chez les 

participantes. La méthode de q-PCR nécessite d’établir une gamme d’étalonnage pour le gène de 

référence et les télomères à partir d’un échantillon de référence. Pour mettre en place le protocole 

sur l’appareil LightCycler480 (Roche) dont nous disposions au laboratoire, je me suis appuyée sur le 

protocole publié par Cawthon et coll.269. J’ai utilisé l’échantillon d’ADN d’un individu non porteur 

d’une mutation dans le gène ATM et indemne de cancer pour établir la gamme d’étalonnage et 

tester les amorces de q-PCR pour l’amplification des télomères et du gène codant l’albumine, utilisé 

comme gène de référence (Annexe 9). J’ai réalisé la gamme étalon en utilisant une dilution 

séquentielle de l’ADN témoin (150ng, 50ng, 16.7ng, 5.55ng 1.87ng et 0ng). L’amplification par q-PCR 

des télomères et du gène de référence a été faite en triplicats en appliquant les recommandations de 

Promega pour le mélange réactionnel  « GoTaq + qPCR Master Mix » (Annexe 9).  

Afin de vérifier la qualité de la gamme étalon et la sensibilité de la technique, j’ai utilisé comme 

contrôle interne l’ADN des 5 lignées cellulaires suivantes dont la longueur des télomères avait été 

déterminée par l’équipe du Dr Arturo Londoño-Vallejo (Télomères et Cancer, Institut Curie) par la 

méthode de Southern blot : lignée 1080 (5kb), lignée HCA2 (8kb), lignée HeLa (14 à 31kb), lignée 

1080ST (40kb)  et lignée 1301 (80kb). 

Les résultats d’optimisation du protocole (Figure 27) obtenus montrent que les analyses sont 

reproductibles car les coefficients directeurs des droites étalons varient très peu pour le gène de 

référence (r2=0,9966, r2=0,9992, r2=0,9979) et pour les télomères (r2=0,9942, r2=0,9934, r2=0,9938). 

Par ailleurs, les résultats obtenus pour les lignées cellulaires montrent que le seuil de détection de la 

fluorescence varie peu pour le gène de référence (Ctlignée 1301=27,5, Ctlignée 1080ST=28,8, Ctlignée HeLa=27,1, 

Ctlignée HCA=27,6, Ctlignée 1080=28,47) alors que pour les télomères on observe des différences selon que 

la lignée cellulaire a des télomères longs (Ctlignée 1301=13,49) ou des télomères courts (Ctlignée 

HCA2=18.86). 

L’optimisation de la technique de q-PCR sur le LightCycler480 montre que la q-PCR simplexe est une 

technique assez sensible qui génère des résultats reproductibles.  

 



                                         

 102 

 

 

Figure 27 : Réalisation de la gamme étalon. 

Chaque mesure a été réalisée en triplicat. Les coefficients directeurs (R
2
) des droites confirment la linéarité et la 

reproductibilité des droites étalons.   
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4.7 Sélection des échantillons 

Pour comparer la longueur relative des télomères des sujets HetAT et non-HetAT, j’ai sélectionné 

tous les participants des études CoF-AT et Retro-AT (décrites dans la partie I.II), hommes, femmes et 

enfants atteints d’A-T, ainsi que les individus vus en conseil génétique, pour lesquels un échantillon 

d’ADN était disponible. Afin d’éviter les biais dus au traitement par radiothérapie ou chimiothérapie 

j’ai exclu 31 participants ayant développé un cancer avant le prélèvement sanguin, soit 6 participants 

non-HetAT et 23 participants HetAT (Tableau 1 du manuscrit p.107). 

Au total, j’ai mesuré la longueur des télomères de 427 participants dont 396 individus indemnes de 

cancer (236 individus HetAT et 160 individus non-HetAT et) et 31 participants ayant développé un 

cancer après le prélèvement sanguin (25 individus HetAT et 6 non-HetAT). Les détails sur la 

répartition des participants en fonction du statut mutationnel d’ATM, de l’âge au prélèvement et de 

la localisation des cancers sont précisés dans le Tableau 1 de l’Article 1 rapportant sur les résultats de 

cette analyse. 
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5. Rôle modificateurs des SNPs associés au risque de cancer du sein 
et/ou à la longueur des télomères dans la survenue d’un cancer 
chez les femmes de la cohorte CoF-AT ou ayant participées à 
l’étude Rétro-AT 

5.1 SNPs et longueur des télomères 

Il y a 10 ans, Savage et al émettaient déjà l’hypothèse que le risque de cancer du sein pouvait être 

modulé par des SNPs localisés dans les gènes de la maintenance des télomères. Leur étude menée 

sur 1995 cas et 2296 témoins et s’intéressant à 31 SNPs avec une FAM supérieure à 5% dans la 

population générale concluait qu’il n’y avait pas de corrélation entre ces SNPs et le risque de cancer 

du sein273. Les limites de cette première étude étaient que les patientes étaient des cas rétrospectifs, 

prélevés après le traitement du cancer, et que différentes techniques avaient été utilisées pour le 

génotypage des tous les individus. 

Il faut attendre l’avènement des études pan-génomiques (ou GWAS pour Genome-Wide Association 

Studies) dans les années 2010 pour mettre en évidence des associations entre des SNPs et la 

longueur des télomères. Codd et coll. notamment, ont réalisé un GWAS chez 37 684 hommes et 

femmes européens, sans antécédents médicaux connus. Dans cette étude, la longueur moyenne des 

télomères avait été mesurée à partir d’ADN sanguin. Les auteurs ont mis en évidence une association 

significative entre 7 SNPs et des télomères courts : rs10936599 (TERC), rs2736100 (TERT), rs7675998 

(NAF1), rs9420907 (OBFC1), rs8105767 (ZNF208), rs755017 (RTEL1) et rs11125529 (ACYP2) 274. Cette 

étude montre que les effets par allèle sur la diminution de la longueur des télomères sont faibles et 

varient entre 2 et 4pb par an. 

En parallèle de la mise en évidence de SNPs associés à la longueur des télomères, Bojesen et al 

utilisaient les données de la puce à ADN iCOGS 122 pour génotyper 480 SNPs localisés au locus TERT 

chez 53 752 témoins, 103 991 cas de cancer du sein provenant des études du BCAC (Breast Cancer 

Association Consortium) et de CIMBA (Consortium of Investigators of Modifiers of BRCA1/2), 39 774 

cas de cancer de l’ovaire provenant d’OCAC (Ovarian Cancer Association Consortium) et 11 705 

porteurs d’une mutation dans le gène BRCA1. Cette étude met en évidence deux SNPs associés aux 

télomères longs (rs7705526 et rs7726159) mais également une association entre le SNP rs7705526 et 

le risque de carcinome séreux de l’ovaire de bas grade 123. Une autre étude exploitant les données de 

la puce iCOGS a permis de mettre en évidence une association entre télomères courts et les SNPs 

rs1317082 (TERC), rs7726159 (TERT), rs6772228 (PXK), rs9257445 (ZNF311) et rs6060627 (BCL2L1) 

ainsi qu’une association entre le SNP rs2487999 (OBFC1) et les télomères longs 275. 
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5.2 SNPs associés au risque de cancer du sein ou de l’ovaire 

L’analyse des SNPs localisés au locus TERT a montré qu’en plus de l’association avec la longueur des 

télomères certains SNPs sont associés au risque de cancer du sein (rs3215401) ou au risque de cancer 

de l’ovaire (rs10069690) de façon générale, mais qu’ils modulent également le risque associé à ces 

cancers chez les porteurs BRCA1 (rs10069690, rs2242652, rs2736108).  D’autres SNPs également 

localisés au locus TERT sont associés avec le statut des récepteurs aux estrogènes au niveau des 

tumeurs du sein,  comme par exemple les SNPs rs2242652 et rs2736107 associés respectivement aux 

tumeurs RO- et RO+ 123. 

Comme nous l’avons vu dans l’introduction, plusieurs études, dont celles du BCAC, ont montré à ce 

jour une association entre une centaines de SNPs et le risque de cancer du sein dans la population 

générale. Par ailleurs, certains de ces SNPs modulent le risque de cancer du sein ou de l’ovaire chez 

les porteurs de mutations BRCA1 ou BRCA2, mais sont également associés à des caractéristiques 

tumorales spécifiques, augmentant le risque de développer soit des tumeurs œstrogènes-positives 

(rs10941679276, 277, rs6504950278, rs13281615278, 279…), soit des tumeurs triple-négatives 

(rs13387042278, rs3803662280…) ou bien un cancer du sein de type lobulaire invasif (rs10995190) 281 

 

5.3 SNPs d’intérêt dans les familles A-T et génotypage 

 Sélections des SNPs d’intérêts 5.3.1

L’ensemble des données rapportées sur les SNPs montre donc qu’au delà de leur association avec la 

longueur des télomères ou le cancer du sein, certains de ces variants peuvent également modifier le 

risque de cancer du sein ou de l’ovaire chez des porteurs de mutation dans un gène de prédisposition 

forte tel que BRCA1 ou BRCA2. Nous avons donc émis l’hypothèse que des SNPs associés à la 

longueur des télomères ou au cancer du sein dans la population générale pouvaient également 

moduler le risque de cancer des porteurs hétérozygotes d’une mutation d’ATM. Etant donné la petite 

taille de notre échantillon d’étude (284 femmes HetAT et 174 femmes non HetAT), nous nous 

sommes cantonnés à l’étude de SNPs candidats relativement fréquents dans la population générale 

d’origine caucasienne (FAM ≥ 1%).    

Après avoir effectué une revue exhaustive de la littérature je me suis m’intéressée plus 

particulièrement à 25 SNPs dont l’implication dans la prédisposition au cancer du sein ou dans la 

maintenance de la longueur des télomères, a été montrée dans des études pan-génomiques menées 

notamment par les consortia BCAC et CIMBA incluant des milliers de sujets et/ou dont l’association a 

été répliquée dans plusieurs publications. Sept SNPs associés à la longueur des télomères dans la 

population générale (Tableau 12) ainsi que 15 autres SNPs associés au risque de cancer du sein dans 
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des études cas/témoins (Tableau 13) ont ainsi été sélectionnés. 

 Génotypage 5.3.2

J’ai effectué le génotypage avec la méthode Taqman qui permet de déterminer le génotype d’un 

individu à partir de la détection et la quantification de marqueurs fluorescents. Les sondes ciblant le 

polymorphisme sont composées d’un rapporteur fluorescent en 5’ et d’un stabilisateur non-

fluorescent à l’extrémité 3’. Une courte séquence du génome contenant le SNP d’intérêt est 

amplifiée par PCR en présence des sondes spécifiques aux deux allèles. Lors de cette amplification les 

sondes sont dégradées par la Taq polymerase, ce qui libère le rapporteur fluorescent. Au terme de la 

PCR l’intensité de fluorescence est mesurée par excitation à la lumière des agents fluorescents afin 

de définir les génotypes de chaque échantillon. Le protocole du génotypage par la méthode TaqMan 

est détaillée dans l’Annexe 10. 

Pour la petite anecdote, la méthode TaqMan doit son nom au célèbre jeu video PacMan (Taq 

polymerase + PacMan) car la Taq polymerase avance progressivement sur l’ADN et dégrade la sonde 

fluorescente de la même façon que la petite bouche jaune du PacMan sur les fruits. 
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Tableau 12 : SNPs candidats associés à la longueur des télomères dans d’autres études et 
sélectionnés. 

SNPs Locus Gène associé Changement 
allélique 

FAM 
1000 Genomes 

Autres associations 
rapportées 

rs2736100 
274, 282

 5p15.33 TERT C>A 0.50 Cancer du poumon 
283

 
Gliome 

284
 

rs1317082 
275

 3q26.2 TERC A>G 0,24 - 

rs2738783 
274, 275

 20q13.3 RTEL1 T>G 0,20 - 

rs10165485 
274, 275

 2p16 ACYP2 T>C 0,13 - 

rs2320615 
274, 275

 4q32.2 NAF1 G>A 0,26 - 

rs9257445 
275

 6p22.1 ZNF311 G>C 0,24 - 

rs6060627 
275

 18q21.3 BCL2 C>T 0,18 - 
FAM= fréquence de l’allèle mineur 
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Tableau 13 : SNPs candidats associés au risque de cancer du sein dans d’autres études et 
sélectionnés. 

SNPs Locus Gène associé Changement 
allélique 

FAM 
1000 Genomes 

Autres associations 
rapportées 

rs11249433 
285

 1q11.2 EMBP1 A>G 0,40 Cancer du sein chez les 
porteurs BRCA2 

126
 

Tumeurs RO+ 
286

 

rs4973768 
129

 3p22 SLC4A7 C>T 0,50 Cancer du sein chez les 
porteuses BRCA2 

287
 

Tumeurs RO+ 
278

 

rs10941679 
288

 5p12 FGF10/MRPS30 A>G 0,28 Tumeurs RO+ 
276, 277

 

rs2046210 
289

 6q25.1 ESR1 G>A 0,43 Tumeurs RO- des 
porteurs BRCA1/2 

290
 

rs1011970 
127

 9p21 CDKN2A G>T 0,17 Cancer du sein in situ 
291

 
Cancer du sein chez 

l’homme 
292

 

rs2380205 
293

 10p15 ANKRD16 C>T 0,36 - 

rs10995190 
127

 10q21 ZNF365 G>A 0,17 Cancer du sein chez les 
porteurs BRCA2 

127
 

Cancer du sein lobulaire 
281

 

rs704010 
127

 10q22 ZMIZ1 C>T 0,36 - 

rs13387042 
288, 294

 
2q35 IGFPB5 G>A 0,45 Porteur BRCA1/2 

295
 

Tumeurs triples-
négatives 

278
 

Tumeurs basales 
278

 

rs13281615 
296

 8q24 CASC8 A>G 0,44 Tumeurs RO+ 
278, 279

 
Tumeurs de bas grade 

279
 

rs2981578 
297

 10q26 FGFR2 C>T 0,51 - 

rs1045485 
121

 2q33-q34 CASP8 G>C 0,11 Tumeurs PR- 
278

 

rs889312 
297

 5q11.2 MAP3K1 A>C 0,33 Porteurs BRCA2 
128

 
Cancer lobulaire 

281
 

Tumeurs RO- 
279

 

rs3803662 
297

 16q12.1 TNRC9 G>A 0,29 Porteurs BRCA1/2 
128

 
Tumeurs triples-

négatives 
280

 
Cancer du sein chez 

l’homme 
298

 

rs3817198 
297

 11p15.5 LSP1 T>C 0,32 Porteurs BRCA2 
129

 
Tumeurs triples-

négatives 
278

 
FAM : Fréquence de l’Allèle Mineur 

5.4 Analyse statistique 

Les associations entre SNPs et risque de cancer, ou SNPs et longueur des télomères ont été testées 

par régressions logistiques en ajustant le cas échéant, pour différents facteurs : le genre, l’âge au 

diagnostic pour les cas de cancers et l’âge aux dernières nouvelles pour les participants indemnes. 

Pour les SNPs, un modèle co-dominant (ou additif) a été examiné pour estimer les odds ratios (OR) et 

obtenir la valeur de p (« p-value »). Ce modèle consiste à tester l’association du nombre de copies de 
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l’allèle à risque (0, 1, 2) avec le phénotype étudié ; ceci diffère du modèle dominant (1 ou 2 copies 

versus 0 copie) et du modèle récessif (2 copies versus 0 ou 1 copies). J’ai utilisé le logiciel STATA 

(version 14.2, StataCorp) pour réaliser toutes les analyses. 

6. ARTICLE 1 : résultats de l’analyse sur le rôle de la longueur des 

télomères et des SNPs associés à la longueur des télomères sur le 

risque de cancer chez les sujets HetAT. 
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Abstract

Recent studies have linked constitutive telomere length (TL) to aging-related diseases including cancer at different sites. 
ATM participates in the signaling of telomere erosion, and inherited mutations in ATM have been associated with increased 
risk of cancer, particularly breast cancer. The goal of this study was to investigate whether carriage of an ATM mutation and 
TL interplay to modify cancer risk in ataxia-telangiectasia (A-T) families.

The study population consisted of 284 heterozygous ATM mutation carriers (HetAT) and 174 non-carriers (non-HetAT) 
from 103 A-T families. Forty-eight HetAT and 14 non-HetAT individuals had cancer, among them 25 HetAT and 6 non-HetAT 
were diagnosed after blood sample collection. We measured mean TL using a quantitative PCR assay and genotyped seven 
single-nucleotide polymorphisms (SNPs) recurrently associated with TL in large population-based studies.
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HetAT individuals were at increased risk of cancer (OR = 2.3, 95%CI = 1.2–4.4, P = 0.01), and particularly of breast cancer 
for women (OR = 2.9, 95%CI = 1.2–7.1, P = 0.02), in comparison to their non-HetAT relatives. HetAT individuals had longer 
telomeres than non-HetAT individuals (P = 0.0008) but TL was not associated with cancer risk, and no significant interaction 
was observed between ATM mutation status and TL. Furthermore, rs9257445 (ZNF311) was associated with TL in HetAT 
subjects and rs6060627 (BCL2L1) modified cancer risk in HetAT and non-HetAT women.

Our findings suggest that carriage of an ATM mutation impacts on the age-related TL shortening and that TL per se is not 
related to cancer risk in ATM carriers. TL measurement alone is not a good marker for predicting cancer risk in A-T families.

Introduction

Biallelic mutations in the Ataxia-Telangiectasia Mutated (ATM) 
gene are responsible for Ataxia-Telangiectasia (A-T), a rare auto-
somal recessive disorder characterized by progressive neuronal 
degeneration, immunological deficiency, genetic instability, 
radiosensitivity and an increased risk of cancer. Epidemiological 
studies on A-T families showed that heterozygous mutation car-
riers (hereafter called ‘HetAT’ subjects) are at increased risk of 
cancer (1), particularly of breast cancer (BC) in female relatives 
(2–4). Moreover, recent studies conducted in familial or early 
onset BC cases and ethnically similar unrelated controls have 
confirmed ATM as a BC susceptibility gene in a context inde-
pendent of a genetic predisposition to A-T (5,6).

The ATM gene encodes a protein kinase, which is a central 
regulator of the cellular response to DNA damage and also the 
response to telomere dysfunction. Telomeres are repeats units 
of TTAGGG nucleotides coated by a six-subunit protein complex 
named shelterin that comprises TRF1, TRF2, POT1, TPP1, TIN2 
and RAP1. The telomeric complex caps the ends of chromosomes 
to maintain genome integrity by protecting chromosomes from 
end-to-end fusion and exonuclease degradation (7,8). In nor-
mal cells, telomere elongation is telomerase-dependent and is 
highly regulated by various proteins including ATM which is 
a positive regulator of telomere lengthening (9,10). The phos-
phorylation of the shelterin protein TRF1 by ATM diminishes 
the interaction between TRF1 and telomeric DNA (11) leading 
to the release of TRF1 and ensuring access for the telomerase 
enzyme to lengthen telomeres (12). More recently, it was shown 
that the shelterin complex provides protection of chromosome 
ends against classical nonhomologous end-joining (NHEJ) and 
homologous-direct repair (HDR) by repressing the ATM and ATR 
pathway signaling (13).

Telomeres have long been recognized as a biomarker of cell 
aging due to their progressive shortening with each cell divi-
sion (14,15), and a number of studies have demonstrated clear 
involvement of telomere shortening in aging-related diseases, 
in particular in the carcinogenesis of several malignancies 
(16). However, the direction of association between telomere 
length (TL) and cancer risk appears to be cancer-site depend-
ent. For instance, longer telomeres have been associated with 

increased risk of gastric (17), lung (18), bladder (19) and esopha-
geal cancers (20), while shorter telomeres have been associated 
with increased risk of non-Hodgkin lymphoma (21) and mela-
noma (22). The association between constitutive TL and BC risk 
remains controversial: some studies have associated shorter 
telomeres with an increased risk of BC (23,24), other studies 
have associated this risk with longer telomeres (25,26), while 
the prospective Sister Study did not support TL as a biomarker 
for BC risk (27). Results from the EMBRACE study confirmed the 
null association between TL and breast or ovarian cancer risk 
in BRCA1 and BRCA2 mutation carriers although longer lym-
phocyte TL was observed in this high-risk population than in 
the non-carriers population (28). Furthermore, several  studies 
conducted in the general population have shown a signifi-
cant association between TL and SNPs located at different loci 
(29,30), including rs2736100 in TERT (29), rs1317082 in TERC (30), 
rs2738783 in RTEL1 (30), rs10165485 in ACYP2 (30), rs2320615 in 
NAF1 (30), rs9257445 in ZNF311 (30) and rs6060727 in BCL2L1 (30). 
Some of the TL-related SNPs have also been associated with an 
increased risk of cancer (26,30,31).

Association between the ATM function and TL has been sug-
gested by cytogenetic studies where lymphocytes with biallelic 
inactivation of ATM were characterized by an abnormal rate 
of chromosome end-to-end fusions (32,33) suggesting that the 
disruption of the telomere lengthening might be the cause of 
genome instability and disorder progression observed in lym-
phocytes from A-T patients (12). However to our knowledge, no 
study has examined lymphocyte TL in HetAT subjects. The goal 
of the present study was to assess whether being a heterozy-
gous carrier of an ATM mutation influences TL, and to examine 
how ATM mutation status and TL interplay to modify cancer risk 
in HetAT subjects.

Material and methods

Study participants
Study participants were all related to a child affected with ataxia-telangi-
ectasia (A-T) and were enrolled through one of the three following French 
studies: the Prospective Cohort of Women Related to an A-T child (CoF-AT) 
(Lecarpentier J and Andrieu N, personal communication), the Retrospective 
Study on A-T families (Retro-AT) (34), or the A-T families collection assem-
bled by the Genetic Department of Institut Curie, which is the national 
reference center for genetic diagnosis of A-T.

Retro-AT was carried out between 1994 and 1997 to assess cancer risk 
in A-T families living in France (3,34,35). Thirty-four A-T families were 
identified during this period and 27 of them were subsequently included 
in the CoF-AT prospective study. CoF-AT is an ongoing national prospec-
tive cohort, which was initiated in 2003 to investigate environmental and 
genetic risk factors for breast cancer (BC) in HetAT and non-HetAT women. 
All women aged 18 and over are eligible to participate in the study. At inclu-
sion, participants provide a blood sample to determine whether they carry 
the ATM mutations identified in the affected child in that family. Women 
are followed up for 10 years after inclusion, and re-contacted every 2 years 
to provide information on medical data, environmental and lifestyle factors 
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through a detailed epidemiological questionnaire. Three hundred and forty 
six women (177 HetAT and 169 non-HetAT) belonging to 96 A-T families 
from CoF-AT were included in the present study. Among these, three CoF-AT 
families were known to segregate a mutation in the BRCA1 or BRCA2 gene 
in addition to the familial ATM mutation. Carriers of a mutation in one of 
these two major BC predisposing genes were excluded from the subsequent 
analyses (three HetAT and one non-HetAT women). Sixty-seven additional 
subjects related to an A-T child and who attended the family genetics clin-
ics for molecular diagnosis were also included. Written informed consent 
was obtained from all participants. The Retro-AT and CoF-AT study proto-
cols were approved by the appropriate ethics committee (CCP Ile-de-France 
III) and by the French data protection authority (CNIL).

In total, the study was conducted on 458 individuals (284 HetAT and 
174 non-HetAT) with available blood DNA sample. Among those, 62 sub-
jects (48 HetAT and 14 non-HetAT) had cancer, and 31 of them were diag-
nosed after blood sample was collected (incident cases: 25 HetAT and 6 
non-HetAT) (Table 1).

DNA preparation and characterization of ATM 
mutation status
Genomic DNA was extracted from whole blood samples collected from 
EDTA with the Quickgene 610-L automated system (Fujifilm)  according 
to the manufacturer’s instructions or, for less than 10% of the study 
participants, using other silica-based DNA purification kits (Macherey 
Nagel or QIAGEN kits) or standard phenol-chloroform procedure. For all 
participants the presence of the familial ATM mutation identified in the 
A-T child was determined according to their parental branch by targeted 
sequencing on an ABI3500xL DNA analyzer (Applied Biosystems).

Selection of subjects for SNP genotyping and 
telomere length measurement
While all 458 participants were included in the SNP analysis, TL analy-
sis was restricted to the 427 participants (261 HetAT and 166 non-HetAT) 
who were unaffected with cancer when biological material was collected 
(Table 1).

Telomere length measurement
The relative telomere length (RTL) was ascertained by quantitative PCR on 
the LightCycler480 (Roche) using the protocol developed by Cawthon et al. 
(36). The RTL was determined as the ratio of detected fluorescence from 
the amplification of telomere repeat units (TEL) relative to that of a sin-
gle-copy reference sequence from the housekeeping gene ALB  encoding 
Albumin (REF).

Telomere repeat units and the ALB amplicon were amplified in sep-
arate wells on the same 384-well plate to avoid the inter-plate variabil-
ity. A five-point standard curve was established for each plate with one 
 reference genomic DNA sample diluted in 3-fold series (150  ng, 50  ng, 
16.7 ng, 5.55 ng and 1.85 ng per well). The standard curves were then used 
to determine the TEL and REF amplified DNA amount and correspond-
ing dilution factors, which were used to calculate the TEL/REF ratio rep-
resenting the RTL. Telomeres and ALB amplifications were performed in 
duplicate for each individual’s DNA sample. Two blind replicate samples 
were interspersed with the samples on each plate to assess the inter-plate 
variability. Samples with failed amplification of telomere repeat units and/
or ALB were not repeated. The PCR efficiency for both telomeres and ALB 
amplifications was greater than 97%.

Table 1. Distribution of gender, age, cancer cases and cancer type in the 103 A-T families, by ATM mutation status and sample series

CoF-AT (N = 346)* Retro-AT (N = 45) IC Collection (N = 67)

Non-HetAT (N = 169) HetAT (N = 177) Non-HetAT (N = 1) HetAT (N = 44) Non-HetAT (N = 4) HetAT (N = 63)

Gender
 Female 169a 177a,b 1 15 1 11
 Male 0 0 0 29 3 52
Mean age at blood draw (se) 42.3 (1.2) 42.7 (1.0) 35.3 (N/A) 42.5 (1.5) 46.1 (8.6) 43.7 (1.6)
Age at blood draw (years)
 ≤50 120 126 1 37 2 48
 >50 49 51 0 7 2 15
Cancer status
 Unaffected females 155 149 b 1 12 1 7
 Affected females 14 (6) a 28 (10) a, b 0 3 (2) 0 4 (3)
 Unaffected males 0 0 0 22 3 46
 Affected males 0 0 0 7 (5) 0 6 (5)
Cancer Type
 Breast 8 (3)a 18 (7)a,b — 2 (1) — 4 (3)
 Cervix — 2 (1) — — — —
 Colon-rectum — 1 (0) — — — —
 Genital organs — 1 (0) — — — —
 Kidney 2 (2) 1 (0) — — — —
 Leukemia — — — — — 1 (1)
 Lung 1 (0) — — 1 (0) — 1 (0)
 Melanoma — 1 (0) — — — 1 (1)
 Non-Hodgkin lymphoma 1 (0) 1 (0) — 1 (1) — —
 Ovarian 1 (0) — — — — —
 Pancreas — 1 (1) — — — 1 (1)
 Prostate — — — 5 (4) — 2 (2)
 Stomach — — — 1 (1) — —
 Thyroid — 2 (1) — — — —
 Uterus 1 (1) — — — — —

The number of cancer cases eligible for the telomere length analysis is indicated in brackets and in italics.

se: Standard error.
aOne woman from this group carried a BRCA1 mutation and was excluded in the subsequent analyses.
bOne woman from this group carried a BRCA2 mutation and was excluded in the subsequent analyses.
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SNP genotyping
The SNPs rs2736100 (TERT) (29), rs1317082 (TERC) (30), rs2738783 (RTEL1) 
(30), rs10165485 (ACYP2) (30), rs2320615 (NAF1) (30), rs9257445 (ZNF311) 
(30) and rs6060727 (BCL2L1) (30) which have been recurrently associated 
with TL in the literature were selected. These seven SNPs were genotyped 
for all participants using a standard Taqman protocol and the fluores-
cence was read on an ABI PRISM7900HT instrument (Applied Biosystems). 
Taqman probes targeting alleles of the seven SNPs are available from the 
ThermoFisher Scientific website (http://www.thermofisher.com/order/
genome-database/). Ten percent of the samples were randomly duplicated 
between 384-well plates to validate the results reproducibility. The propor-
tion of successfully genotyped DNA samples was above 95% for all SNPs 
except for rs2736100 for which the call rate was 90%.

Statistical analysis
Variance analyses (ANOVA) were performed to estimate the intra- and 
inter-plates assay variability. Linear regressions were used to evaluate the 
correlation between RTL and age at blood sampling for HetAT and non-
HetAT subjects, and a likelihood ratio test was performed to determine 
if the regression coefficients were significantly different between the two 
groups.

Logistic regressions were used to obtain the odds ratios (OR) and 95% 
confidence intervals (CIs) for the association between cancer risk and 
RTL, as well as for the association between cancer risk and ATM muta-
tion status.

In the SNP analysis, the deviation of the genotypes proportion from 
Hardy–Weinberg Equilibrium (HWE) was assessed in the unaffected sub-
jects using chi-square test with one degree of freedom and no tested SNPs 
showed significant HWE deviation with P < 0.05. We used unconditional 
logistic regression models to estimate ORs and the trend p-value for asso-
ciation between cancer risk and each TL-related SNP, using codominant 
coding for genotypes (0,1,2) with the homozygote of the common allele as 
the reference group. The associations between TL and SNPs were assessed 
using a linear regression with dominant coding for genotypes (no effect 
allele = 0, at least one effect allele = 1) and grouping subjects with medium 
and short telomeres together.

All analyses were adjusted on gender (when relevant), age at last inter-
view or age at diagnosis, whichever came first. All statistical tests were 
two-sided and data was analyzed using STATA, version 14.1 (StataCorp, 
College Station, TX).

Results

ATM mutation status and cancer risk

Three CoF-AT families were known to segregate a BRCA1 or 
BRCA2 mutation in addition to the familial ATM mutation. After 
excluding BRCA1 or BRCA2 mutation carriers, 281 HetAT and 173 
non-HetAT participants were included in the genetic study. We 
confirmed in this study set that carriers of a mutated copy of 
ATM had a higher overall cancer risk (OR = 2.3, 95% CI = 1.2–4.4, 
P  = 0.01). In particular, women had a 3-fold increase in risk of 
BC, the most frequent cancer in our study sample (OR = 2.9, 95% 
CI = 1.2–7.1, P = 0.02) (Table 2). Even though most of the subjects 

were enrolled prospectively in the study, 22 of the 59 cancer cases 
were prevalent cases. As a result, the observed association could 
reflect a measure of susceptibility to both cancer onset and sur-
vival. We therefore also performed the analysis on incident cases 
only, and found similar results (OR = 3.3, 95% CI = 1.3–8.1, P = 0.01 
and OR = 3.7, 95% CI = 1.0–13.5, P = 0.04, respectively) (Table 2).

TL and ATM mutation status

No intra-plate variability was observed within telomere assay 
duplicates and within ALB assay duplicates (P = 0.07 and P = 0.05, 
respectively), nor was inter-plate variability observed for the 
 telomere assays or the ALB assays (P = 0.24 and P = 0.20, respec-
tively) using an ANOVA test. Thus, subsequent analyses were 
performed without adjustment for plate location.

RTL was measured on all unaffected participants and on 
cases for whom lymphocyte DNA was obtained prior to the diag-
nosis of cancer (incident cases), as both cancer and treatment 
may affect telomere elongation. As expected, TL was negatively 
correlated with age at sampling in the control group of unaf-
fected non-HetAT subjects (R2  =  −0.0048, P  =  0.003). This ten-
dency was also observed in unaffected HetAT subjects, although 
the rate of decline was not as steep as for their non-HetAT coun-
terparts (R2 = −0.0015, P = 0.31) (Figure 1). The  difference between 
the slopes for TL with respect to age for HetAT and non-HetAT 
participants was significant when females and males were 
included in the analysis (P = 0.0008). Because it has been shown 
that females have longer telomeres than males (37,38), we next 
restricted the analysis to females. In this group TL showed 
a shortening with age but with a less-steep decline in HetAT 
than in non-HetAT females. However, no statistically significant 
difference was seen between the two groups (P = 0.24), which 
could be due to a power lowered by a smaller number of subjects 
(Figure 1). We could not conduct a similar comparison between 
unaffected HetAT and non-HetAT males because data for non-
HetAT were too scarce. However, as observed in HetAT females, 
the shortening of the TL with age was not significant in unaf-
fected HetAT males (data not shown). There were too few obser-
vations on HetAT and non-HetAT subjects affected with cancer 
for meaningful analyses to be carried out.

We also measured the RTL in a group of 73 A-T children 
belonging to the CoF-AT and Retro-AT families. As expected we 
found that they had longer TL than their HetAT and non-HetAT 
relatives due to their younger age (mean age  =  10.6, standard 
error = 0.92) (data not shown). Therefore making further TL com-
parison between A-T children and the HetAT studied group was 
inadequate.

TL status and cancer risk

We first defined tertiles of RTL distribution among all unaf-
fected individuals (Long  >  1.2886; Medium: 1.1009–1.2886; 

Table 2. Association between ATM mutation status and cancer risk, for all cancer sites combined and for breast cancer (BC) in females

All cancer cases Incident cancer cases

Outcome Subjects Unaffected 
(N)

Affected 
(N)

ORa (95% CI) P Affected 
(N)

ORa (95% CI) P

Overall cancer risk (all participants) Non-HetAT 160 13 1 6 1
HetAT 235 46 2.3 (1.2, 4.4) 0.01 31 3.3 (1.3, 8.1) 0.01

Overall cancer risk (females only) Non-HetAT 157 13 1 6 1
HetAT 167 33 2.4 (1.2, 4.7) 0.01 18 2.8 (1.1, 7.4) 0.03

BC risk (females only) Non-HetAT 157 7 1 3 1
HetAT 167 22 2.9 (1.2, 7.1) 0.02 12 3.7 (1.0, 13.5) 0.04

aOR adjusted for age at last interview/diagnosis, and for gender when relevant.

http://www.thermofisher.com/order/genome-database/
http://www.thermofisher.com/order/genome-database/
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Short  <  1.1009) and investigated the association between RTL 
and cancer occurrence using the longest telomere tertile as 
 reference group. No significant association was found with over-
all cancer risk or with BC risk in women (Table 3). No interaction 
was evidenced between RTL and ATM mutation status for either 
overall cancer risk or BC risk (Table 3).

We next classified the subjects into four groups according to 
their ATM mutation status and RTL. Due to the limited number of 
observations in some groups, subjects with medium or short tel-
omeres were pooled together; non-carriers with long  telomeres 
were used as the reference group. Although results did not 
reach statistical significance, we found that HetAT subjects with 
shorter telomeres were more prone to develop cancer at any site 
than the other groups (Ptrend  =  0.03). The same trend was seen 
when restricting the analysis to BC risk (Ptrend = 0.05) (Table 4).

Finally, we examined whether telomere-related SNPs were 
associated (i) with RTL in order to evaluate how those SNPs 
could serve as surrogate of RTL measurement in our population 
sample, and (ii) with cancer risk.

Since age-related shortening of TL was different between 
HetAT and non-HetAT subjects, we tested the association 
between SNPs and RTL in the two groups separately. Surprisingly, 
none of the tested SNPs showed association with RTL in the non-
HetAT group (all the 162 non-HetAT subjects are females but 
three), while suggestive association between rs9257445 and RTL 
was observed in the HetAT group where both 162 females and 

76 males were included in the analysis (P = 0.03) (Supplementary 
Table  1). In addition to rs9257445, two other SNPs, rs2320615 
and rs10165485 showed significant association with RTL when 
analyses were conducted on the HetAT male subgroup (P = 0.02, 
P = 0.04 and P = 0.02, respectively).

Regarding the contribution of the seven selected SNPs and 
cancer risk, only rs6060627 in BCL2L1 showed suggestive asso-
ciation with overall cancer risk, with a significant trend when 
the analysis was focused on females (Ptrend = 0.03) (Table 5). No 
association between the seven SNPs and cancer risk was found 
when HetAT and non-HetAT subjects were analyzed separately 
(data not shown).

Discussion
Few studies have examined whether TL modified cancer risk 
in the context of a familial predisposition involving  inherited 
mutations with incomplete penetrance. One study has 
assessed the association between cutaneous malignant mela-
noma and TL in melanoma-prone families with and without 
CDKN2A mutations. Authors found that longer  telomeres 
increased the melanoma risk in non-carrier cases (39). 
Regarding familial breast cancer, Pooley et al. showed that car-
riers of a mutation in BRCA1 or BRCA2 have longer  telomeres 
than their non-carrier relatives, but BC risk for carriers was 
not modified by the TL28.

Figure 1. Correlations between relative telomere length and age at blood draw in unaffected HetAT and non-HetAT subjects. N, number of analyzed subjects. R2 and P 

values (P) are for the correlation from the linear regression.
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To our knowledge, this is the first exploratory study investigat-
ing TL as a modifier of cancer risk for individuals carrying an ATM 
mutation. One asset of our study design is the homogeneity of the 
study sample, given that HetAT and non-HetAT participants were 
all related to an A-T child. Consequently only ‘true’ pathogenic 
ATM mutations, i.e. base substitutions, insertions or deletions 
that generate premature termination codons or splicing abnor-
malities were considered, thus avoiding variant misclassification. 
Moreover, most of the study participants were recruited prospec-
tively, with blood samples collected prior to cancer diagnosis for 
50% of the cases. Such a design is better able to address the ques-
tion of whether telomeres become shorter before cancer diagno-
sis, and are therefore predictive of cancer development. Finally, 
all DNA samples were processed, stored and analyzed using the 
same workflow thus eliminating biases when measuring RTL.

Consistent with previous reports, and in particular with the 
French retrospective study conducted on 34 A-T families (3,34,35), 
we found in this larger family series that HetAT individuals had 
a 2- to 3-fold increased overall cancer risk as compared to non-
HetAT individuals. Because BC was the most frequent cancer in 
the study population composed of 81.7% of women, we could 
only estimate risk for this specific cancer  separately. We found 
that HetAT women had a 3-fold increase risk of developing BC 
and this was even higher when considering incident cases only, 
confirming previous findings in A-T families (3,4,35). About 1% 
of the general population and nearly 3% of hereditary breast 
and ovarian cancer patients are estimated to carry a deleterious 
ATM variant (5,6). It is therefore important to better estimate the 
risk of cancer associated with a mutation in this gene by taking 
into account other genetic and environmental/lifestyle factors 

Table 4. Cancer risk according to ATM mutation status and RTL

Group Unaffected Affected OR (95% CI) P Ptrend

(all cancers)

All participants N = 381 N = 31
Non-HetAT + Long RTL 53 (13.9%) 1 (3.2%) 1a

Non-HetAT + Medium/Short RTL 103 (27.0%) 5 (16.1%) 2.5 (0.3, 22.3) 0.40
HetAT + Long RTL 74 (19.4%) 6 (19.4%) 3.8 (0.4, 33.3) 0.22
HetAT + Medium/Short RTL 151 (39.7%) 19 (61.3%) 5.8 (0.7, 45.5) 0.10 0.03a

(all cancers)
Females only N = 312 N = 21

Non-HetAT +Long RTL 53 (17.0%) 1 (4.8%) 1b

Non-HetAT + Medium/Short RTL 100 (32.0%) 5 (23.8%) 2.3 (0.3, 20.8) 0.44
HetAT + Long RTL 56 (18.0%) 5 (23.8%) 4.2 (0.5, 37.7) 0.20
HetAT + Medium/Short RTL 103 (33.0%) 10 (47.6%) 5.0 (0.6, 39.9) 0.13 0.06b

(breast cancer)
Females only N = 312 N = 14

Non-HetAT + Long RTL 53 (17.0%) 1 (7.2%) 1b

Non-HetAT + Medium/Short RTL 100 (32.0%) 2 (14.3%) 1.0 (0.1, 11.8) 0.97
HetAT + Long RTL 56 (18.0%) 3 (21.4%) 2.8 (0.3, 27.7) 0.39
HetAT + Medium/Short RTL 103 (33.0%) 8 (57.1%) 4.1 (0.5, 33.5) 0.19 0.05b

aAdjusted on age at last interview/diagnosis and gender adjustment.
bAdjusted on age at last interview/diagnosis.

Table 3. Association between relative telomere length (RTL) and cancer risk, for all cancer sites, and for breast cancer in females

RTL tertile Unaffected Affected OR (95% CI) Ptrend ORc (95% CI) Ptrend
c Pinteraction

(all cancers)

All participants N = 381 N = 31
1st (long) 127 7 1a 1d

2nd (medium) 127 13 1.8 (0.7, 4.7) 1.9 (0.7, 4.9) 0.68
3rd (short) 127 11 1.5 (0.5, 3.9) 0.48 1.5 (0.5, 3.9) 0.49 0.72

(all cancers)
Females only N = 312 N = 21

1st (long) 104 6 1b 1e

2nd (medium) 104 9 1.5 (0.5, 4.4) 1.68 (0.6, 5.0) 0.75
3rd (short) 104 6 0.9 (0.3, 3.0) 0.91 0.96 (0.3, 3.1) 0.94 0.57

(breast cancer)
Females only N = 312 N = 14

1st (long) 104 4 1b 1e

2nd (medium) 104 6 1.5 (0.4, 5.5) 1.6 (0.4, 6.0) 0.93
3rd (short) 104 4 1.0 (0.2, 4.1) 0.99 1.0 (0.2, 4.0) 0.97 0.99

aAdjusted on gender and age at blood draw.
bAdjusted on age at blood draw.
cATM status was included in the model.
dAdjusted on gender, age at blood draw and ATM status.
eAdjusted on age at blood draw and ATM status.
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Table 5. Associations between telomere-related SNPs and cancer risk

SNP Genotype Unaffected Affected OR (95%CI) P Ptrend
c

(all cancers)
All participants rs2736100 (TERT) CC 99 13 1a

CA 155 24 1.18 (0.57, 2.46) 0.66
AA 91 10 0.9 (0.37, 2.17) 0.81 0.84

rs1317082 (TERC) AA 214 30 1a

AG 130 18 0.87 (0.45, 1.66) 0.67
GG 18 6 2.39 (0.88, 6.53) 0.09 0.38

rs2738783 (RTEL1) TT 255 43 1a

TG 102 11 0.67 (0.33, 1.35) 0.26
GG 12 2 1.03 (0.22, 4.79) 0.97 0.41

rs10165485 (ACYP2) TT 308 42 1a

TC 52 12 1.78 (0.87, 3.62) 0.11
CC 7 1 1.09 (0.13, 9.13) 0.93 0.20

rs2320615 (NAF1) GG 203 33 1a

GA 144 20 0.91 (0.50, 1.66) 0.75
AA 24 3 0.82 (0.23, 2.89) 0.76 0.68

rs9257445 (ZNF311) GG 206 36 1a

GC 141 13 0.48 (0.24, 0.95) 0.035
CC 22 7 1.58 (0.61, 4.13) 0.35 0.54

rs6060627 (BCL2L1) CC 146 29 1a

CT 173 22 0.61 (0.33, 1.12) 0.11
TT 52 5 0.49 (0.18, 1.35) 0.17 0.07

Females only (all cancers)
rs2736100 (TERT) CC 82 7 1b

CA 127 21 1.93 (0.79, 4.76) 0.15

AA 72 9 1.47 (0.52, 4.16) 0.47 0.48
rs1317082 (TERC) AA 175 24 1b

AG 104 13 0.91 (0.44, 1.87) 0.80

GG 17 5 2.12 (0.71, 6.27) 0.18 0.43
rs2738783 (RTEL1) TT 210 33 1b

TG 85 9 0.67 (0.30, 1.45) 0.31

GG 7 2 1.68 (0.33, 8.59) 0.54 0.65
rs10165485 (ACYP2) TT 250 32 1b

TC 44 11 1.93 (0.91, 4.12) 0.09

CC 6 0 N/A N/A N/A N/A
rs2320615 (NAF1) GG 171 24 1b

GA 110 17 1.10 (0.57, 2.15) 0.77

AA 22 3 1.0 (0.28, 3.61) 1.00 0.86
rs9257445 (ZNF311) GG 170 28 1b

GC 115 10 0.53 (0.25, 1.13) 0.10

CC 16 6 2.27 (0.82, 6.29) 0.12 0.91
rs6060627 (BCL2L1) CC 115 24 1b

CT 144 17 0.56 (0.29, 1.10) 0.09

TT 44 3 0.33 (0.09, 1.14) 0.08 0.03

Female only (breast cancer)
rs2736100 (TERT) CC 82 4 1b

CA 127 11 1.77 (0.55, 5.76) 0.34

AA 72 6 1.71 (0.46, 6.32) 0.42 0.43
rs1317082 (TERC) AA 175 11 1b

AG 104 11 1.68 (0.70, 4.01) 0.24

GG 17 4 3.74 (1.07, 13.05) 0.039 0.10
rs2738783 (RTEL1) TT 210 19 1b

TG 85 8 1.04 (0.44, 2.48) 0.93

GG 7 0 N/A N/A N/A N/A
rs10165485 (ACYP2) TT 250 22 1b

TC 44 4 1.03 (0.34, 3.18) 0.96
CC 6 0 N/A N/A N/A N/A

rs2320615 (NAF1) GG 171 15 1b

GA 110 11 1.14 (0.51, 2.57) 0.75
AA 22 1 0.52 (0.07, 4.13) 0.54 0.83
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which could modulate this risk, as well as potential genotype-
phenotype correlations.

Given the functional link between ATM and telomere 
maintenance, we hypothesized that TL and telomere-related 
SNPs could act as modifiers of cancer risk for HetAT subjects. 
Interestingly, we observed a sex-dependent effect of some SNPs 
on RTL in HetAT subjects. Indeed, the β cœfficient for rs10165485, 
rs2320615 and rs9257445 was 2- to 5-fold higher in males that in 
females. Such a comparison in non-HetAT subjects was not pos-
sible due to the limited number of non-HetAT males in the study 
population (Supplementary Table  1). This difference in gender 
was not observed in the general population as reported in Codd 
et  al. 2013 (29). We have no obvious explanation for this sex-
dependent effect in ATM carriers, and larger studies are war-
ranted to confirm this finding.

Regarding the possible modifier role of TL on cancer risk, 
we found that RTL, as measured with the Q-PCR assay, was not 
a risk factor for cancer susceptibility in our study population. 
In the SNP analysis, only rs6060627 in BCL2L1 showed associa-
tion with overall cancer risk although this intronic SNP was not 
associated with TL. Therefore a mechanism other than telomere 
maintenance involving BCL2L1 could explain the observed asso-
ciation here. There are several limitations to this study that 
should be noted. First, the power to detect SNPs with small 
effect sizes may be low due to the relatively small number of 
cancer cases included in this study because of the uniqueness 
of the studied population. Indeed for SNP rs10165485 with a 
low MAF in controls (10%), the power of our study for detect-
ing an association between this candidate SNP and cancer 
could reach 80% only for an OR of 2.5 or higher (alpha < 0.05). 
For SNP rs2536100 with a MAF in controls of 50%, our study 
had a power of 90% for detecting an association with an OR 
equals 1.40 (alpha = 0.05). Second, due to the limited number of 
cases, the main analyses were conducted considering all cancer 
sites together, which could mask association with some spe-
cific cancer sites. Indeed, risk of non-Hodgkin lymphoma (40), 
lung (18) and prostate (41) cancers have been associated with 
longer telomeres, whereas melanoma (22), thyroid (42) and ovar-
ian (43) cancers have been associated with shorter telomeres. 
No significant association between BC risk and RTL was found 
here when sorting RTL into tertiles; moreover the association 
between ATM mutation status and cancer was not contingent 
with RTL (i.e. no statistical interaction was found). However, 
classifying subjects according to their ATM mutation status and 
Long vs. Medium/Short  telomeres suggested that HetAT indi-
viduals with shorter telomeres have an increased overall cancer 
risk and an increased BC risk as compared to HetAT individuals 
with Long telomeres. This observation is in agreement with the 
hypothesis that shorter telomeres increased genomic instabil-
ity, as observed in A-T children. Indeed, studies on lymphocytes 
and fibroblasts from A-T children have shown an accelerated 

shortening of telomeres, a deregulation probably involved of 
the chromosome end-to-end fusion and genomic instability 
characteristic of the disorder (44,45). The accelerated telomere 
shortening ascertained for A-T children and HetAT cancer cases 
could be explained by the involvement of ATM in two mecha-
nisms of telomere lengthening regulation. The first pathway 
involves the phosphorylation of TFR1 by ATM which is required 
to release TRF1 from telomeric DNA, ensuring the formation 
of replication forks that allow telomerase recruitment (12,46). 
In the second TRF1-independent pathway, ATM facilitates the 
 telomerase assembly by phosphorylation of currently unknown 
proteins (9). Thus, in HetAT individuals a reduction in the quan-
tity of functional ATM protein might cause a lower efficiency 
to induce replication fork formation and telomerase assembly, 
leading to an accelerated telomere shortening and an increased 
genomic instability. Despite these observations, no statistically 
significant interaction between ATM status and telomere length 
was found in cancer risk but observations are too few to exclude 
this possibility. The finding that unaffected ATM mutation car-
riers have longer TL than their non-carrier relatives was unex-
pected. In order to assess the possibility of a different dispersion 
of RTL measures in HetAT and non-HetAT subjects, we further 
explored median and mean RTL in the two groups according 
to age (Supplementary Figure 1). No difference in median RTL 
was seen between non-HetAT and HetAT subjects in each age 
group but the decline in mean RTL according to age was more 
marked for non-HetAT subjects than for HetAT subjects, which 
is in accordance with our observation that telomere shortening 
is slower in HetAT subjects (Figure 1).

One possible explanation for HetAT subjects having longer 
TL could be that the quantitative PCR assay used also amplifies 
extra-chromosomal telomeric DNA, thus explaining the sur-
plus of telomere signals. Linear or circular extra-chromosomal 
 telomeric DNA is characteristic of alternative lengthening of 
 telomeres (ALT) a mechanism independent of the telomerase 
(47). The formation of such elements was observed in fibroblasts 
from A-T children (48). Hence, the ALT mechanism might par-
ticipate in telomere lengthening in cells from HetAT subjects, 
as previously shown in BRCA2−/+ cell lines (49) and could open 
new lines of research into the function of ATM. This deregulation 
might be due to some environmental exposures like radiation or 
to other unidentified genetic factors involved in TL maintenance.

Taken together, our findings suggest that TL may be modulated 
by the carriage of an ATM mutation but it does not seem itself 
directly related to increased cancer risk in carriers. TL measure-
ment alone is not a good marker for predicting cancer risk in A-T 
families or for predicting ATM mutation status of an individual.

Supplementary Material
Supplementary data are available at Carcinogenesis online.

SNP Genotype Unaffected Affected OR (95%CI) P Ptrend
c

rs9257445 (ZNF311) GG 170 18 1b

GC 115 6 0.49 (0.19, 1.28) 0.15

CC 16 3 1.77 (0.47, 6.66) 0.40 0.72
rs6060627 (BCL2L1) CC 115 15 1b

CT 144 10 0.53 (0.23, 1.23) 0.14

TT 44 2 0.35 (0.08, 1.59) 0.17 0.08

aAdjusted with age at last interview/diagnosis and gender.
bAdjusted with age at last interview/diagnosis.
cP value of the trend test.

Table 5. Continued 
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7. Etude complémentaire : contribution de SNPs associés au risque 
de cancer et en particulier au risque de cancer du sein dans les 
familles A-T. 

En plus de l’étude de la contribution des SNPs associés à la longueur des télomères dans le risque de 

cancer dans les familles A-T présentée dans l’Article 1, j’ai examiné le rôle de 15 SNPs associés au 

risque de cancer du sein dans la population générale dans le même échantillon de familles A-T en 

suivant la même stratégie d’analyse. En particulier, étant donné  la petite taille de notre échantillon 

(pour rappel 167 femmes HetAT et 157 non-AT) (Tableau 14), j’ai dans un premier temps examiné la 

contribution de ces 15 SNPs dans le risque de cancer en prenant en compte l’ensemble des cancers 

diagnostiqués dans les familles A-T étudiés chez les sujets dont l’ADN était disponibles. Les résultats 

des tests d’association montrent une augmentation significative du risque de cancer pour le SNP 

rs2380295 (ANKRD16) (OR=5.1 ; 95%IC (1.36 ; 19.12) ; p-trend=0.02) (Tableau 15). 

J’ai ensuite stratifié les patientes en fonction de la localisation du cancer. Le cancer du sein étant le 

type de cancer plus fréquent dans notre population d’étude j’ai analysé l’association entre les 15 

SNPs et ce type de cancer (Tableau 15). Les résultats des tests d’association montrent qu’aucun SNP 

n’est associé avec le risque de cancer du sein dans notre population 

Le SNP rs2380295 (ANKRD16)  présente une association avec le risque de cancer lorsque que toutes 

les femmes atteintes d’un cancer sont prises en compte dans l’analyse, mais cette association n’est 

pas retrouvée quand l’analyse est stratifiée sur les cas de cancer du sein. Le calcul du test de 

puissance suggère que nous aurions pu détecter une association de 1,8 avec une puissance de 98% 

(Tableau 16). Ce SNP n’est donc pas associé spécifiquement avec le cancer du sein chez les femmes 

des familles A-T.  

 

 

Tableau 14 : Distribution des cas de cancer chez les femmes participantes en fonction du statut mutationnel pour ATM

 Femmes 
indemnes 
(N=384) 

Femmes 
atteintes d’un 

cancer  
(N=46) 

Femmes 
atteintes d’un 
cancer du sein 

(N=29) 

Non-HetAT 157 13 7 

HetAT 167 33 22 
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Tableau 15 : Association entre les SNPs associés au cancer du sein et le risque de cancer chez les 
participantes de CoF-AT et Retro-AT. 

SNP Génoty
pe 

Femmes 
indemnes 

Femmes atteintes 
d’un cancer 

(tous cancers) 

OR* (95%CI) P Ptrend
 b

 

rs2046210 (ESR1) GG 107 12 1
a
    

 GA 152 25 1.44 (0.69, 3.01) 0.33  

 AA 51 7 1.22 (0.45, 3.29) 0.70 0.84 

rs2380295  CC 83 3 1
a
    

(ANKRD16) CT 165 29 4.87 (1.44, 16.44) 0.01  

 TT 61 11 5.1 (1.36, 19.12) 0.02 0.02 

rs4973768  CC 75 18 1
a
    

(SLC4A7) CT 148 13 0.36 (0.17, 0.78) 0.01  

 TT 87 13 0.61 (0.28, 1.33) 0.21 0.18 

rs10995190  GG 209 31 1
a
    

(ZNF365) GA 94 13 0.92 (0.46, 1.84) 0.83  

 AA 6 0 N/A N/A N/A 0.56 

rs13387042  AA 94 15 1
a
    

(IGFPB5) AG 149 17 0.71 (0.34, 1.49) 0.38  

 GG 62 12 1.22 (0.52, 2.73) 0.67 0.68 

rs13281615  AA 83 20 1
a
    

(CASC8) AG 161 18 0.47 (0.23, 0.93) 0.03  

 GG 53 6 0.48 (0.18, 1.29) 0.15 0.06 

rs3803662  GG 154 20 1
a
    

(TNRC9) GA 126 19 1.2 (0.61, 2.36) 0.60  

  AA 24 5 1.56 (0.53, 4.57) 0.42 0.39 

rs2981578  GG 71 11 1
b
    

(FGFR2) GC 146 21 0.92 (0.42, 2.02) 0.85  

 CC 89 12 0.87 (0.36, 2.08) 0.75 0.75 

rs1045485  GG 238 35     

(CAPS8) GC 60 8 0.92 (0.40, 3.28) 0.83  

 CC 5 1 1.46 (0.16, 13.05) 0.73 0.99 

rs889312  AA 132 22 1
b
    

(MAP3K1) AC 139 17 0.74 (0.38, 1.46) 0.39  

 CC 30 5 0.99 (0.35, 2.84) 0.99 0.66 

rs10941679  AA 161 20 1
b
    

(FGF10) AG 114 19 1.33 (0.68, 2.67) 0.40  

 GG 26 5 1.52 (0.52, 4.41) 0.44 0.33 

rs1011970  GG 205 28 1
b
    

(CDKN2A) GT 86 15 1.34 (0.67, 2.67) 0.40  

 TT 12 1 0.66 (0.08, 5.33) 0.70 0.69 

rs704010  CC 127 19 1
b
    

(ZMIZ1) CT 142 16 0.76 (0.38, 1.55) 0.45  

 TT 41 9 1.48 (0.62, 3.52) 0.38 0.64 
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rs11249433  AA 101 17 1
b
 

(EMBP1) AG 153 19 0.73 (0.36, 1.48) 0.39  

  GG 49 8 0.98 (0.39, 2.43) 0.96 0.78 

rs3817198  TT 134 17 1
b
    

(LSP1) TC 147 22 1.17 (0.6, 2.3) 0.65  

 CC 25 5 1.55 (0.52, 4.59) 0.43 0.43 

 
rs2046210  

 
GG 

 
107 

(cancer du sein) 
7 

 
1

a
 

   

(ESR1) GA 152 14 1.41 (0.55, 3.62) 0.48  

 AA 51 6 1.8 (0.58, 5.63) 0.31 0.30 

rs2380295  CC 83 2 1
a
    

(ANKRD16) CT 165 19 4.78 (1.09, 21.01) 0.04  

 TT 61 6 4.1 (0.8, 21.19) 0.09 0.10 

rs4973768  CC 75 12 1
a
    

(SLC4A7) CT 148 9 0.38 (0.15, 0.94) 0.04  

 TT 87 6 0.43 (0.15, 2.2) 0.11 0.08 

rs10995190  GG 209 18 1
a
    

(ZNF365) GA 94 8 0.94 (0.40, 2.22) 0.88  

 AA 6 0 N/A N/A N/A 0.65 

rs13387042  AA 94 9 1
a
    

(IGFPB5) AG 149 11 0.77 (0.31, 1.93) 0.38  

 GG 62 7 1.18 (0.42, 3.33) 0.76 0.83 

rs13281615  AA 83 10 1
a
    

(CASC8) AG 161 12 0.62 (0.26, 1.49) 0.29  

 GG 53 5 0.78 (0.25, 2.44) 0.67 0.54 

rs3803662  GG 154 10 1
a
    

(TNRC9) GA 126 12 1.46 (0.61, 3.51) 0.60  

  AA 24 5 3.23 (1.01, 10.32) 0.05 0.07 

rs2981578  GG 71 7 1
a
    

(FGFR2) GC 146 14 0.97 (0.38, 2.52) 0.83  

 CC 89 6 0.68 (0.22, 2.12) 0.75 0.51 

rs1045485  GG 238 20 1
a
    

(CAPS8) GC 60 6 1.19 (0.46, 3.1) 0.83  

 CC 5 1 2.4 (0.26, 21.98) 0.44 0.49 

rs889312  AA 132 13 1
a
    

(MAP3K1) AC 139 12 0.88 (0.39, 1.99) 0.76  

 CC 30 2 0.68 (0.15, 3.16) 0.62 0.60 

rs10941679  AA 161 10 1
a
    

(FGF10) AG 114 13 1.84 (0.78, 4.34) 0.17  

 GG 26 4 2.49 (0.72, 8.55) 0.15 0.09 

rs1011970  GG 205 18 1
a
    

(CDKN2A) GT 86 9 1.19 (0.51, 2.79) 0.68  

 TT 12 0 N/A N/A N/A 0.80 

rs704010  CC 127 12 1
a
    

(ZMIZ1) CT 142 9 0.67 (0.27, 1.65) 0.38  

 TT 41 6 1.55 (0.55, 4.39) 0.41 0.69 
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rs11249433  AA 101 11 1
a
 

(EMBP1) AG 153 11 0.66 (028, 1.58) 0.39  

  GG 49 5 0.94 (0.31, 2.85) 0.91 0.71 

rs3817198  TT 134 8 1
a
    

(LSP1) TC 147 14 1.6 (0.65, 3.93) 0.65  

 CC 25 5 3.4 (1.01, 11.14) 0.05 0.06 
a
Ajustement sur l’âge au diagnostic pour les cas de cancer et sur l’âge aux dernières nouvelles pour les sujets indemnes. 

b 
p-value pour le test de tendance. 

 
 
 
 

Tableau 16 : Puissance pour l'étude d'association entre le risque de cancer et les SNPs étudiés. 

OR attendu  1,05 1,2 1,5 1,8 

Fréquence de 
l’allèle à risque dans 
la population 
témoin  

0,05 0,06 0,05 0,08 0,12 

0,10 0,05 0,04 0,11 0,23 

0,15 0,04 0,05 0,17 0,33 

0,20 0,03 0,06 0,21 0,45 

0,25 0,03 0,07 0,28 0,56 

0,30 0,03 0,08 0,33 0,68 

0,35 0,03 0,09 0,42 0,80 

0,40 0,03 0,10 0,48 0,91 

0,45 0,03 0,11 0,60 0,98 

0,50 0,03 0,13 0,69 0,99 

 

 

  

OR : Odds-Ratio. Les résultats indiquent la probabilité de détecter une association entre SNP et cancer du sein en fonction 
de la fréquence de l’allèle à risque dans la population témoin et de l’odds ratio attendu. 
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8. DISCUSSION 

Les travaux réalisés dans cette première partie de la thèse ont permis de mieux caractériser la 

population d’étude CoF-AT. En effet, j’ai confirmé la présence d’une mutation pathogène dans 

d’autres gènes associés à un risque élevé de cancer du sein (deux familles ségrégent une mutation 

BRCA1 et deux autres familles ségrégent une mutation BRCA2) et ai mis en évidence des variants 

délétères dans des gènes de prédisposition à un autre type de cancer (variant tronquant de MSH6 et 

de MUTYH). Les quatre femmes porteuses d’une mutations de BRCA1 ou BRCA2, ainsi que la 

participante porteuse du variant de MSH6, ont été écartées des analyses suivantes visant à 

rechercher des facteurs génétiques constitutionnels modificateurs du risque de cancer dans les 

familles A-T. De plus, ces résultats m’ont permis de vérifier que les tumeurs du sein collectées pour 

réaliser le deuxième volet de la thèse n’étaient pas liées à la présence d’un autre variant délétère 

dans un autre gène de prédisposition au cancer du sein afin de ne pas inclure de biais dans l’analyse. 

 

L’analyse de la longueur des télomères dans les familles A-T révèle que les individus HetAT ont des 

télomères plus long que leurs apparentés non-HetAT. La protéine ATM permettant l’accès à la 

télomérase via la phosphotylation de TPP1, la présence d’une copie défectueuse d’ATM laissait 

présager que les individus HetAT auraient des télomères plus courts que les individus non-HetAT. Ces 

résultats suggèrent qu’un autre mécanisme encore inconnu de la maintenance de la longueur des 

télomères est utilisé par la cellule chez les individus HetAT. Bien que la longueur des télomères ne 

semble pas associée au risque de cancer dans nos familles, lorsque l’on stratifie les individus selon la 

présence de la mutation familiale d’ATM et selon la longueur des télomères, on remarque que le 

risque de cancer augmente chez les individus HetAT ayant des télomères courts. 

L’un des avantages de notre étude est la sélection des familles ATM participant à CoF-AT et Retro-AT, 

évitant ainsi les problèmes de classification des variants, puisqu’ils peuvent être donc tous considérés 

comme pathogène pour l’A-T. L’autre avantage est la réalisation du prélèvement sanguin avant le 

diagnostic de cancer, ce qui évite les biais dus aux traitements anti-cancéreux ayant un impact sur la 

longueur des télomères. Néanmoins, la limite de ce travail est la petite taille de l’échantillon. 

L’analyse des facteurs modificateurs du risque n’a pas pu être réalisée sur tous les types de cancer, ni 

sur les hommes spécifiquement, ces derniers n’étant pas éligibles à l’inclusion dans l’étude CoF-AT.  

Le génotypage des sept SNPs associés à longueur des télomères dans la population générale montre 

que seul le SNP rs9257445 (ZNF311) est associé à la longueur des télomères dans notre population 

d’étude. Cela confirme que ce SNP peut être utilisé comme biomarqueur de la longueur des 

télomères dans les études d’épidémiologie génétique.  
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Partie III : Caractérisation histologique et 

moléculaire des tumeurs du sein 
développées par les porteurs d’une ou 

deux copies mutées d’ATM. 
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1. Contexte de l’étude 

 

Comme nous l’avons vu dans l’introduction, la prise en charge des patients repose désormais sur une 

description complète de la tumeur, à la fois morphologique et moléculaire. 

De plus en plus d’études tendent à préciser les caractéristiques des tumeurs du sein survenant dans 

le cadre de prédispositions génétiques.  

 

1.1 Caractéristiques morphologiques et moléculaires des tumeurs 
du sein développées par les porteurs BRCA1 

 Caractéristiques morphologiques 1.1.1

Les tumeurs du sein développées par les porteurs d’une mutation constitutionnelle de BRCA1 sont à 

ce jour les tumeurs les plus étudiées et les mieux caractérisées. D’un point de vue morphologique, les 

tumeurs développées par les porteurs d’une mutation BRCA1 (« tumeurs BRCA1 ») sont souvent des 

carcinomes invasifs médullaires299-301 caractérisés par une délimitation nette de la tumeur, une 

architecture syncitiale (cellules agencées en travées), un stroma lymphocytaire, des atypies 

nucléaires modérées à marquées, et une absence de différenciation glandulaire302. Les tumeurs 

BRCA1 sont de haut grade (grade III)303-305 avec un index mitotique élevé traduisant leur capacité de 

prolifération303-306. 

Quatre-vingt pour cent des tumeurs BRCA1 sont des tumeurs dites « triple-négatives » qui 

n’expriment pas les récepteurs aux œstrogènes, à la progestérone, ni la protéine HER2306-308. Les 

tumeurs BRCA1 exprimant les récepteurs aux œstrogènes sont souvent diagnostiquées chez les 

patients plus âgés108, 305. Par ailleurs, environ 10% des tumeurs BRCA1 expriment la protéine HER2309. 

 Caractéristiques moléculaires 1.1.2

Selon l’hypothèse des « deux-coups » de Knudson, le cancer serait le résultat de l’accumulation de 

mutations au niveau de l’ADN310. En 1994, Neuhausen et Marshall proposent que le premier « coup » 

serait la mutation constitutionnelle et que le deuxième « coup » serait la perte de l’allèle normal. A 

partir de l’étude 14 tumeurs du sein et de l’ovaire BRCA1, ils confirment leur hypothèse en montrant 

que l’allèle normal de BRCA1 est perdu dans 13 des 14 tumeurs étudiées311. Depuis, plusieurs autres 

études ont confirmé la prévalence de la perte de l’allèle normal dans les tumeurs BRCA1, confirmant 

ainsi le rôle de gène suppresseur de tumeur de BCRA1 312-314.  

Plus tard, l’analyse du transcriptome des tumeurs BRCA1 à partir de puces à ADN a montré que ces 

tumeurs expriment les cytokératines CK5/6, CK14, CK17 et EGFR caractéristiques du sous-type 

moléculaire basal-like39, 315, 316. Ce résultat est en adéquation avec la classification déterminée par 
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Perou et coll., les tumeurs basal-like faisant partie du groupe des tumeurs n’exprimant pas les 

récepteurs aux œstrogènes, ni les gènes régulés par cette hormones tel que la cycline D1 ou bcl226, 

317. Les tumeurs BRCA1 exprimant les récepteurs aux œstrogènes sont quant à elles de sous-type 

luminal. 

 

Du point de vue des variations du nombre de copies, Tirkkonen et coll. montrent dès 1997 par 

hybridation fluorescente in situ (FISH) que les tumeurs mammaires BRCA1 sont deux fois plus 

remaniées que les tumeurs des cas sporadiques. Les pertes des loci 2q, 4p, 4q, 5q et 12q 

apparaissent comme spécifiques aux tumeurs BRCA1318. Par la suite, grâce aux données de 

génomique comparative in situ (CGH) et à la mise en évidence de sous-types intrinsèques, les pertes 

des locis 4p, 4q et 5q ont été associées au sous-type moléculaire basal-like. 

La mise en évidence d’un sous-type intrinsèque associé aux tumeurs BRCA1 ne permettait cependant 

pas de prédire parmi les tumeurs basales-like lesquelles étaient associées à une perte de fonction de 

BRCA1319. En 2012, Popova et coll. cherchent à identifier des biomarqueurs permettant de prédire 

l’inactivation biallélique de BRCA1 au sein du sous-groupe des tumeurs basal-like320. Pour ce faire, les 

auteurs évaluent les variations du nombre de copies du génome tumoral de porteuses de mutation 

dans BRCA1 grâce à une de puce à ADN ciblant des SNPs fréquents sur tout le génome (puce 

CytoScan d’Affymetrix) et analysent les données avec la méthode GAP (Genomic Alteration Print) 

qu’ils ont développée321. Cet outil permet de déterminer à partir des données de puces à ADN la 

ploïdie de la tumeur, le nombre de copies des segments génomiques,  l’hétérogénéité tumorale ainsi 

que la contamination des échantillons par l’ADN normal. La comparaison des profils génomiques 

obtenus par cette méthode à partir de 23 tumeurs BRCA1 et 42 tumeurs de patientes non-porteuses 

d’une mutation constitutionnelle dans les gènes BRCA1 ou BRCA2 a permis de montrer que 

l’inactivation biallélique de BRCA1 peut être prédite à partir du nombre de cassures chromosomiques 

de plus de 10Mb entre deux régions adjacentes (« LST » pour Large-scale State Transition). En effet, 

les auteurs montrent que les tumeurs n’exprimant pas BRCA1 présentent plus de 15 LST dans les 

tumeurs pseudo-diploïdes, ou au moins 20 LST dans les tumeurs pseudo-tétraploïdes. L’étude révèle 

également qu’environ 80% des tumeurs BRCA1 sont pseudo-diploïdes alors que les tumeurs des non-

porteurs de la série témoin sont pseudo-tétraploïdes. La série de réplication  composée de 55 

tumeurs basales-like triple-négatives a confirmé ces résultats. Cette signature est nommée 

« BRCAness » ou « HR déficiency » (Déficience de la réparation des cassures de l’ADN par 

recombinaison homologue). 

 

Au niveau des altérations somatiques de type SNV, ou petite insertion ou délétion (indel), la 

prévalence des mutations dans les gènes TP53 et PTEN a été rapportée dans plusieurs études31, 322, 



                                         

 128 

323. Parmi les 560 tumeurs du sein séquencées par l’équipe de MR. Stratton au Sanger Institute, 35 

ont une mutation constitutionnelle ou somatique délétère de BRCA1 et 16 autres tumeurs 

présentent une inactivation du gène du à la méthylation du promoteur de BRCA1. Les résultats 

suggèrent que les tumeurs BRCA1 n’ont pas un profil mutationnel homogène, certaines étant 

caractérisées par un fort taux de substitutions accompagnées de délétions de plus de 3pb, alors que 

d’autres sont caractérisées par des doubles substitutions CC>AA ou de grand réarrangements34. Les 

résultats ne disent pas s’il existe une différence de signature entre les tumeurs venant des porteurs 

BRCA1 et celles venant de non-porteurs avec une mutation somatique délétère de ce gène. 

 

1.2 Caractéristiques histologiques et moléculaires des tumeurs du 
sein des porteurs BRCA2 

Le gène BRCA2 étant impliqué, comme BRCA1, dans la réparation des dommages à l’ADN, 

l’hypothèse que les tumeurs développées par les porteurs BRCA2 présentaient les mêmes 

caractéristiques histologiques et moléculaires que les tumeurs BRCA1 a émergé. 

 Caractéristiques morphologiques 1.2.1

Les tumeurs BRCA2 sont majoritairement des carcinomes canalaires infiltrants NST309, 315 de grade 

intermédiaire à haut (grade II-III) avec un index mitotique élevé et peu de formation de tubules315. 

Ces tumeurs expriment les récepteurs aux œstrogènes299, 309, 315, 324 mais n’expriment généralement 

pas la protéine HER2309, 315. Les tumeurs BRCA2 ne présentent donc pas de similitudes 

morphologiques avec les tumeurs BRCA1. Par ailleurs, l’atteinte des marges d’exérèse est plus 

fréquente dans les tumeurs BRCA2315 que dans les tumeurs de cas sporadiques. 

 Caractéristiques moléculaires 1.2.2

Dès 1999, Collins et coll. montraient à partir de 9 tumeurs du sein BRCA2, que l’expression du gène 

était totalement inactivée dans 8 tumeurs à cause d’une perte de l’allèle normal325. En 2016, Nick-

Zainal et al. confirmaient ce résultat dans une plus large série de tumeurs BRCA2 (N=39)34. 

L’équipe de Tirkkonen et coll. qui avait par ailleurs mis en évidence par FISH des altérations 

spécifiques aux tumeurs BRCA1, a également rapporté dans les tumeurs BRCA2 une prévalence des 

pertes des loci 13q et 6q accompagnées de gain aux loci 17q22-q24 et 20q13318. Quelques années 

plus tard, van Beers et al. comparaient par CGH les profils génomiques de 36 tumeurs BRCA1, 25 

tumeurs BRCA2 et 30 tumeurs de cas sporadiques326. Le profil génomique des tumeurs BRCA2 se 

révèle similaire à celui des cas sporadiques et non à celui des tumeurs BRCA1. Cette différence au 

niveau des profils génomiques se reflète au niveau du sous-type moléculaire intrinsèque puisque les 
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tumeurs BRCA2 sont majoritairement luminales A, et non basales-like comme les tumeurs BRCA1315, 

327. Par ailleurs, une perte de longs fragments chromosomiques a été mise en évidence à partir de 

l’analyse CGH de 18 tumeurs BRCA2327. Ce résultat est supporté par l’étude de Pecuchet et coll. trois 

en plus tard, comparant à partir d’une puce à ADN et de la méthode GAP, les profils CNV de 30 

tumeurs RO+ de porteurs hétérozygotes BRCA2 et de 215 tumeurs RO+ de cas sporadiques328. Cette 

étude montre que les tumeurs BRCA2 ont un nombre plus important de cassures chromosomiques 

de plus de 3Mb que les tumeurs des cas sporadiques. Les tumeurs BRCA2 sont donc, comme les 

tumeurs BRCA1, associée à la signature « Homologous Recombiantion deficiency » (HRD : 

Recombinaison homologue déficiente) De plus, la cooccurrence des pertes aux loci 13q13 et 14q32 

est prédictive, dans les tumeurs RO+, de la présence d’une mutation constitutionnelle de BRCA2 avec 

90% de sensibilité328. La perte des loci 13q et 14q a également été rapportée dans une étude portant 

sur l’analyse de l’expression des gènes dans 27 tumeurs329. 

Des résultats contradictoires ont été rapportés quant à ploidie des tumeurs BRCA2. En effet, une 

étude a rapporté que les tumeurs BRCA2 sont plus souvent tétraploïdes que les tumeurs des cas 

sporadiques330, alors  que d’autres études rapportent une diploïdie des tumeurs BRCA2320, 328. 

 

L’ensemble de ces résultats montre que malgré la présence de la signature HRD dans les tumeurs 

BRCA2, la morphologie et les caractéristiques moléculaires de ces tumeurs diffèrent des tumeurs 

BRCA1.  

 

1.3 Caractéristiques histologiques et moléculaires des tumeurs du 
sein de porteurs d’une mutation dans d’autres gènes de 
prédisposition au cancer du sein. 

La mise en évidence d’une signature HRD associée à la perte de fonction de BRCA1 ou BRCA2 a 

soulevé la question de la présence de cette signature dans les tumeurs développées par les porteurs 

d’une mutation dans d’autres gènes impliqués dans la réparation des dommages à l’ADN et 

prédisposant au cancer du sein. De plus, la mise en évidence de caractéristiques spécifiques aux 

tumeurs associées à d’autres gènes de prédisposition au cancer du sein pourrait servir de bio-

marqueurs pour identifier les porteurs d’une mutation constitutionnelle et personnaliser le suivi et le 

traitement de ces patients. 

 

 Tumeurs PALB2 1.3.1

Comme nous l’avons vu dans l’introduction de ce mémoire, la recherche de mutations 

constitutionnelles dans le gène PALB2 a récemment été introduite dans les tests de diagnostic 
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moléculaire pour les familles hautement prédisposées au cancer du sein et de l’ovaire en parallèle de 

BRCA1 et BRCA2. En raison souvent du petit échantillonnage des études, la morphologie des tumeurs 

associées à PALB2 a fait l’objet de controverses pendant plusieurs années. Certaines études 

rapportent une prévalence de tumeurs RO+ et d’autres une prévalence des tumeurs triple-

négatives109, 331, 332. En 2015, Cybulski et coll. analysent la morphologie de 116 tumeurs de porteurs 

de mutations tronquantes de PALB2 (mutations 509_510delGA ou 172_175delTTGT) et montrent que 

ces tumeurs sont plus triples-négatives (34%) que les tumeurs de non porteurs de mutation PALB2 

(14%)333. 

Par ailleurs, Teo et coll. ont comparé la morphologie de 28 tumeurs PALB2 à celle de 770 tumeurs de 

femmes non porteuses de mutations dans BRCA1 et BRCA2 et ont montré que la morphologie des 

tumeurs PALB2 ne ressemblent pas à celle des tumeurs BRCA1 et BRCA2 mais qu’elles se distinguent 

par un plus fort taux de sclérose332. La majorité des tumeurs analysées dans cette étude provenant 

de femmes porteuses de la mutation c.3113G>A (24/28 tumeurs), les auteurs n’ont pas pu conclure 

si la sclérose était liée en particulier à cette mutation ou aux tumeurs PALB2.  

A ce jour seule une étude canadienne a recherché le LOH de l’allèle normal dans les tumeurs PALB2 

dans 5 tumeurs de porteuses de mutation tronquantes ou faux-sens de PALB2. Le LOH n’a été trouvé 

que dans 2 tumeurs provenant d’une même patiente porteuse de la mutation c.3507_3508delTC 

(p.H1170Ffs*19), la petite taille de l’échantillon ne permet cependant pas de conclure quant à la 

fréquence du LOH au locus 16p12.1 contenant PALB2 dans ces tumeurs334. 

 

 Tumeurs CHEK2 1.3.2

Une étude polonaise portant sur les tumeurs de porteurs d’une mutation tronquante ou faux-sens de 

CHEK2 montre qu’il y aurait une corrélation génotype-phénotype335. En effet, les tumeurs 

développées par les femmes porteuses d’une mutation tronquante de CHEK2 (c.1100delC, 

c.444+1G>A et c.5395) sont de sous-type luminal B (18 tumeurs sur 28 testées) alors que les tumeurs 

développées par les femmes porteuses de la mutation faux-sens c.470T>C (p.Ile157Thr) sont de sous-

type luminal A (72 tumeurs sur 88 testées) et donc de meilleur pronostic335. De plus, la mutation 

c.470T>C a été associée au carcinome lobulaire336. 

Par ailleurs, une autre étude portant sur 18 tumeurs CHEK2 montre que seulement 17% des tumeurs 

présentent une perte de l’allèle normal, suggérant que CHEK2 intervient dans la prédisposition au 

cancer du sein principalement par un mécanisme d’haplo-insuffisance337. Ces observations ont été 

rapportées dans une série de 26 tumeurs développées par des porteurs de la mutation fondatrice 

1100delC338. L’analyse des CNV de ces 26 tumeurs révèle une hétérogénéité des profils génomiques : 

un groupe est caractérisé par des gains des loci 1q, 8q et 16p et des pertes des loci 8p et 16q tandis 
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que le deuxième groupe présente des amplifications focales de ERBB2 et est caractérisé par une forte 

infiltration des lymphocytes.  

D’un point de vue prédictif, bien que les tumeurs CHEK2 soient majoritairement RO+, il ne semble 

pas que l’utilisation des statuts hormonaux comme bio-marqueurs soit discriminant par rapport aux 

tumeurs de non-porteurs de mutation de ce gène339. 

 Tumeurs RAD51C 1.3.3

Les tumeurs développées par les porteurs d’une mutation constitutionnelle de RAD51C ont des 

caractéristiques histologiques associées à un pronostic favorable146. En effet, une étude réalisée sur 

10 tumeurs du sein montre qu’elles sont majoritairement de type canalaire sans atypies particulières 

et présentent un phénotype RO+, HER2-. L’étude de Gevensleben et coll. confirme ces observations 

en définissant le sous-type moléculaire de 22 tumeurs du sein comme luminal A340. De plus, cette 

étude montre que les tumeurs de patients porteurs d’un variant délétère de RAD51C sont de grade 

intermédiaire (grade II) alors que les tumeurs de porteurs de variants faux-sens de signification 

clinique inconnue sont de grade plus élevé (grade III). Par ailleurs, on distingue les tumeurs RAD51C 

des tumeurs BRCA2 grâce au Ki-67, significativement plus élevé dans les tumeurs BRCA2. Une autre 

observation intéressante est que plusieurs études ont rapporté des tumeurs triple-négatives146, 331, 340, 

341, ce qui pourrait être lié à la perte de fonction du gène331. 

 Tumeurs NBN 1.3.4

Peu d’études ont décrit les caractéristiques histologiques et moléculaires des tumeurs du sein de 

porteurs d’un variant de NBN (NBS1). Une étude polonaise sur des patients porteurs hétérozygotes 

de la mutation c.657_661delACAAA (p.Lys219Asnfs) de ce gène décrit cinq tumeurs du sein comme 

étant canalaires de grade intermédiaire à élevé (II-III) et toutes présentant une perte de l’allèle 

normale342. Le LOH de l’allèle normal a également été trouvé chez des 7 des 8 cas de cancer de la 

prostate porteurs de la même mutation343. Cependant, ces résultats ne sont pas retrouvés dans une 

autre étude portant sur 4 tumeurs du sein, une seule de ces tumeurs montrant une perte de l’allèle 

normal du gène337.  

Comparées aux tumeurs de patients non-porteurs de mutation dans ce gène, aucune différence n’a 

été mise en évidence entre le statut des récepteurs hormonaux, le grade histologique et de l’état 

d’envahissement ganglionnaire344.  

 

 Tumeurs CDH1 et carcinomes lobulaires 1.3.5

Les tumeurs du sein de porteurs d’une mutation délétère de CDH1 sont majoritairement de sous-
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type lobulaire345. Une étude a montré qu’il n’y avait pas de différence au niveau clinique et 

histologique ente les carcinomes lobulaires CDH1-mutés et les carcinomes lobulaires CDH1 non 

mutés346. De part leur grade histologique (grade I) et un index mitotique faible ainsi qu’une leur faible 

prolifération cellulaire, les tumeurs lobulaires sont associées à un bon pronostic. Il a cependant été 

observé un plus fort taux de tumeurs multifocales347 ou de cas bilatéraux348. 

Au niveau moléculaire, les carcinomes lobulaires sont associés au sous-type intrinsèque luminal A. 

Deux études récentes ont mis en évidence dans 630349 et 127350 carcinomes lobulaires 

respectivement la présence de mutations somatiques de CDH1, FOXA1, GATA3 ainsi que trois gènes 

impliqués dans la voie du phosphatidylinositol 3-kinase, PIK3CA, PTEN et AKT1. En comparant les 

données de séquençage du génome des carcinomes lobulaires aux données publiques du Cancer 

Genome Atlas (TCGA), il a été montré qu’en plus des mutations de CDH1, les mutations des gènes 

PTEN, FOXA1 et TBX3 ainsi que l’amplification focales du locus 6q25 (ESR1) sont des bio-marqueurs 

de ce sous-type histologique. 

D’un point de vue clinique, les amplifications de ESR1 ont été plus fréquemment mises en évidence 

chez des patients âgés, et les mutations de PIK3CA sont considérées comme un bio-marqueur d’une 

faible prolifération tumorale. De plus, les mutations somatiques des gènes PTEN et TBX3 sont 

associées à la présence de tumeurs multifocales. 

 

 

L’ensemble des ces études visant à définir les caractéristiques morphologiques et moléculaires ont 

pour but d’améliorer la prise en charge du patient en identifiant de nouvelles cibles thérapeutiques. 

Par exemple, la déficience du mécanisme de réparation des cassures à l’ADN par recombinaison 

homologue dans les tumeurs BRCA1 et BRCA2 a permis d’ouvrir la voie à de nouvelles pistes de 

traitement avec les inhibiteurs de PARP (Olaparib)351, 352 ou les cisplatines. Depuis 2010, l’histologie 

des tumeurs est également incorporée dans l’algorithme de prédiction BOADICEA (Breast and 

Ovarian Analysis of Disease Incidence and Carrier Estimation Algorithm) calculant la probabilité de 

porter ou non une mutation dans BRCA1 ou BRCA2. La probabilité pour une femme de moins de 50 

ans d’être porteuse BRCA1 est de 5% si elle développe une tumeur RO+ et de 24% si la tumeur est 

triple-négative avec des caractéristiques basale-like 353. 

Le second objectif de ces travaux est d’identifier des bio-marqueurs tumoraux qui permettraient de 

discriminer, hors d’un contexte de prédisposition familiale connue, les porteurs d’une mutation dans 

un gène de prédisposition au cancer du sein afin de lui proposer au patient diagnostiqué avec un 

cancer du sein et à sa famille, un suivi adapté. 
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2. Problématique posée dans le cadre des porteurs de variants 
d’ATM 

Peu de données sur la morphologie et sur les caractéristiques moléculaires des tumeurs ATM ont été 

rapportées dans la littérature ; lorsque j’ai commencé ce travail de thèse en 2014, ces données ne 

permettaient pas de conclure sur l’existence d’une signature tumorale du sein associée aux 

mutations ATM.  

La protéine ATM étant impliquée dans la réparation des cassures doubles-brins de l’ADN par 

recombinaison homologue, l’inactivation d’ATM dans les tumeurs pourrait se traduire par la perte de 

grandes régions chromosomiques associées la signature HRD comme montré dans les tumeurs 

BRCA1 et BRCA2. Par ailleurs, une signature ATM pourrait également être caractérisée par des gains 

et des pertes, des SNVs, des insertions/délétions ou des grands réarrangements sur l’ensemble du 

génome. 

L’objectif de cette deuxième partie de ma thèse était donc de décrire la morphologie et les 

caractéristiques moléculaires des tumeurs du sein des porteurs d’une ou deux copies altérées du 

gène afin de mieux comprendre le rôle d’ATM dans l’étiologie du cancer et d’identifier des bio-

marqueurs discriminant ces tumeurs des tumeurs dites sporadiques. De plus, l’identification d’une 

signature ATM pourrait permettre de développer de nouvelles cibles thérapeutiques pour améliorer 

la prise en charge des patients. 

3. Population et matériel étudiés 

3.1 Familles A-T 

Pour réaliser ces travaux, je me suis appuyée en grande partie sur les ressources biologiques des 

études CoF-AT et Rétro-AT précédemment décrites (Partie II-2). Lors de la mise en place de CoF-AT 

une tumorothèque a été établi pour collecter le matériel tumoral des participantes ayant développé 

un cancer. Au total, 22 tumeurs mammaires provenant de 20 femmes HetAT et de trois enfants 

atteints d’A-T ont pu être collectées par la PIGE. Afin d’identifier des biomarqueurs spécifiques des 

tumeurs associées à ATM, j’ai exclu des analyses deux tumeurs du sein de femmes HetAT également 

porteuses hétérozygotes d’une mutation constitutionnelle dans le gène BRCA1 ou BRCA2. 

Finalement, 23 tumeurs fixées dans le formol, ou dans le bouin, et enveloppées dans la paraffine 

(« FFPE » pour formalin-fixed paraffin-embedded) ont été collectées. En plus du matériel FFPE, le 

matériel congelé de 4 tumeurs a égaelement pu être exploité pour ce projet (voir Tableau 1 de 

l’article rapportant les résultats de cette analyse, p.22-23 de l’article). Parmi les 18 femmes HetAT 

pour lesquelles le matériel tumoral a été collecté, deux ont été atteintes d’un cancer du sein bilatéral 
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soit synchrone (T0077) soit asynchrone (T0016).  

3.2 Familles prédisposées au cancer du sein  

Comme nous l’avons vu précédemment, des mutations d’ATM sont identifiées dans des familles à 

haut risque de cancer du sein et/ou de l’ovaire indépendamment d’un contexte A-T. Des tumeurs de 

sujets HetAT issus de ces familles ont également été étudiées ici. Ces porteurs ont été identifiés dans 

les études GENESIS et kConFab portant sur la prédisposition familial au cancer du sein dans le cadre 

de grands projets de reséquençage. 

 Etude GENESIS 3.2.1

L’étude GENESIS, pour GENE SISter, est une étude française de type cas-témoins réalisée entre 2007 

et 2013, et visant à identifier de nouveaux gènes de prédisposition au cancer du sein354. 

Toutes femmes vues en consultation de génétique dans l’un des centre du Groupe Génétique et 

Cancer (GGC), atteintes d’un carcinome infiltrant ou d’un carcinome canalaire in situ, non porteuses 

d’une mutation dans les gènes BRCA1 et BRCA2 et ayant au moins une sœur atteinte de cancer du 

sein étaient éligibles à l’inclusion dans l’étude. Les sœurs atteintes des cas index ont également été 

invitées à participer. La population témoin de GENESIS a été recrutée de deux façons : un premier 

groupe de témoins est constitué des sœurs non-atteintes de cancer et le deuxième groupe est 

constitué de femmes non-apparentées (amies, collègues …) appariées sur l’âge des cas à plus ou 

moins 3 ans. A l’inclusion, les participantes ont rempli un questionnaire épidémiologique portant sur 

le mode de vie, l’histoire familiale et sur les données cliniques de la patiente et de ses apparentées 

au premier et second degré. De plus, pour les cas index, les sœurs atteintes et non-atteintes 

participantes un échantillon sanguin a été prélevé. Au total, plus de 5000 femmes ont accepté de 

participer à l’étude, dont la moitié étaient atteintes d’un cancer du sein à l’inclusion dans l’étude. 

Dans le cadre d’un projet de reséquençage parallèle massif mené dans GENESIS par notre équipe, en 

collaboration avec le Centre National de Génotypage (projet France Génomique), la séquence 

codante d’un panel de 114 gènes de la réparation a été réalisé chez 1205 cas indépendants (cas index 

ou sœurs atteintes) et 1207 témoins de population. Parmi les variants rares ou absents dans la 

population témoins, 17 cas portent un variant perte de fonction (variant tronquant) et 25 cas portent 

une substitution faux-sens prédite comme probablement délétère d’après l’outil Align-GVGD (grade 

C45, C55 ou C65) et ne présentent pas de variant délétère dans un autre gène connu de 

prédisposition au cancer du sein.  

 

Onze tumeurs mammaires conservées en FFPE provenant de 11 de ces patientes ont pu être 

collectées par la PIGE, dont 6 tumeurs de patientes porteuses d’un variant tronquant et 5 tumeurs de 
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patientes porteuses d’un variant faux-sens classées soit C65 soit C45. (Tableau 1 de l’article 

rapportant les résultats de cette analyse, p.152-153). 

 Etude kConFab 3.2.2

La ressource du Kathleen Cuningham Foundation Consortium for research into Familial Breast cancer 

(kConFab) a été mise en place en 1997 en Australie et en Nouvelle-Zélande afin d’étudier la 

prédisposition familiale aux cancers du sein et de l’ovaire355. Les données épidémiologiques, 

médicales et psychologiques sont collectées pour chaque famille participante. De plus, un 

prélèvement sanguin est réalisé à l’inclusion des participants et les échantillons tumoraux sont 

collectés afin de caractériser les mutations constitutionnelles dans les gènes de prédisposition au 

cancer. 

Une collaboration avec l’équipe de Georgia Chenevix-Trench, l’une des initiatrices de kConFab, a 

permis d’utiliser le matériel tumoral (tumeurs conservées en FFPE) provenant de 7 participantes 

HetAT dont cinq porteuses d’une mutation tronquante d’ATM et d’un homme et d’une femmes 

porteurs de variants faux-sens classés respectivement C65 et C55 (Tableau 1 de l’article rapportant 

les résultats de cette analyse, p.22-23 de l’article). Aucune des participantes sélectionnées pour ce 

projet n’est porteuse de la mutation c.7271T>C (p.Val2424Gly) retrouvées dans plusieurs familles 

australiennes et dont les tumeurs ont déjà été étudiées137, 356-358. 

 

Au total, 36 tumeurs invasives et 5 tumeurs in situ de sujets HetAT ou de patients A-T étaient 

disponibles pour notre étude. L’ADN constitutionnel (sang) de tous les participants était disponible et 

les comptes rendus anatomopathologiques ont été collectés pour chaque tumeur reçue. 
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4. Article 2 : Caractéristiques histologiques et moléculaires des 

tumeurs ATM. 
 

La morphologie de 23 tumeurs de patients de familles A-T ainsi que 18 tumeurs de sujets HetAT a été 

annotée par les deux pathologistes de référence pour l’étude, le Pr Anne Vincent-Salomon et le Dr 

Guillaume Bataillon (Département de Biologie des tumeurs – Service de Pathologie, Institut Curie). 

J’ai ensuite comparé la morphologie de ces tumeurs à celle d’une série clinique témoin (série PICBIM 

de l’institut Curie).  

Au niveau génomique, j’ai recherché les régions de LOH et ai analysé les variations du nombre de 

copies à partir des données de génotypage de l’ADN tumoral obtenues avec la puce à ADN OncoScan 

(Affymétrix) sur 23 tumeurs pour lesquelles la qualité et la quantité d’ADN étaient suffisantes. De 

plus, le séquençage du génome entier de 3 patients HetAT pour lesquels le matériel tumoral congelé 

était disponible (4 tumeurs en tout) a été réalisé sur la plateforme de séquençage NGS de l’Institut 

Curie afin d’identifier de potentielles mutations driver. 

Les résultats de ces travaux sont décrits dans le manuscrit ci-après soumis pour publication à Cancer 

Research. 
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Abstract   79 

Background. The ataxia telangiectasia-mutated (ATM) gene is a moderate-risk breast cancer 80 

susceptibility gene; germline loss-of-function variants are found in up to 3% of hereditary breast and 81 

ovarian cancer (HBOC) families who undergo genetic counselling. So far, no clear histopathological 82 

and molecular features of breast tumours occurring in ATM deleterious variant carriers have been 83 

described, but identification of an ATM-associated tumour signature may help patients’ 84 

management.  85 

Methods. To characterize hallmarks of ATM-associated tumours, we performed systematic pathology 86 

review of tumours from 21 patients from ataxia-telangiectasia families and 18 patients from HBOC 87 

families, and copy number profiling on a subset of 23 tumours. Morphology of ATM tumours was 88 

compared with those of 599 patients with no BRCA1 and BRCA2 mutations from a hospital-based 89 

series, and with data from the Cancer Genome Atlas. Absolute copy number and loss of 90 

heterozygosity (LOH) profiles were obtained from the OncoScan SNP array. In addition we performed 91 

whole-genome sequencing on four tumours from ATM loss-of-function variant carriers with available 92 

frozen material. 93 

Results. We found that ATM-associated tumours mostly belong to the luminal B subtype, are 94 

tetraploid and show LOH at ATM locus at 11q22-23. Unlike tumours in which BRCA1 or BRCA2 are 95 

inactivated, tumours arising in ATM deleterious variant carriers are not associated with increased 96 

large-scale genomic instability as measured by the large-scale state transitions signature. Losses at 97 

13q14.11-q14.3, 17p13.2-p12, 21p11.2-p11.1 and 22q11.23 were observed. Somatic alterations at 98 

these loci may therefore represent biomarkers for ATM testing and harbour driver mutations in 99 

potentially “druggable” genes that would allow patients to be directed towards tailored therapeutic 100 

strategies.  101 

Conclusions. Although ATM is involved in the DNA damage response ATM-associated tumours are 102 

distinct from BRCA1-associated tumours in terms of morphological characteristics and genomic 103 
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alterations, and are also distinguishable from sporadic breast tumours, thus opening up the 104 

possibility to identify ATM variant carriers outside of an A-T familial context and orientate them 105 

towards effective cancer risk management and therapeutic strategies. 106 

 107 

Background 108 

Ataxia-telangiectasia (A-T) is a rare autosomal recessive disorder caused by biallelic inactivating 109 

variants in the ataxia-telangiectasia mutated (ATM) gene. The phenotype is characterized by 110 

progressive neuronal degeneration, immunological deficiency, genetic instability, hypersensitivity to 111 

ionizing radiation and agents that cause DNA double strand breaks, as well as a predisposition to 112 

malignancies, particularly lymphoid tumours [1-3]. Epidemiological studies on A-T families showed 113 

that heterozygous ATM deleterious variant carriers (hereafter called “HetAT” subjects) are also at 114 

increased risk of other cancer types [4-6], notably of breast cancer (BC) in female relatives [7, 8]. It is 115 

estimated that 0.5 to 1% of the general population carry an ATM deleterious variant, and studies 116 

conducted in hereditary breast and ovarian cancer (HBOC) families or early onset BC cases described 117 

ATM as a moderate BC susceptibility gene, with a 3-fold increase in risk of developing BC for HetAT 118 

subjects as compared to non-carriers [9, 10]. Consequently, ATM is now included in nearly all 119 

multigene panels used for HBOC genetic testing that include, in addition to BRCA1 and BRCA2, other 120 

moderate- to high-risk genes coding for tumour suppressor proteins acting in critical processes of 121 

DNA repair pathways [11]. However, results for ATM testing are usually not issued to patients 122 

because of the imprecise absolute risk estimates and a lack of management recommendations for 123 

ATM variant carriers and their relatives [11]. If a consensus was made to define ATM as a gene with 124 

clinical utility, specific pathological and genomic features associated with ATM inactivation in 125 

tumours could help identify patients for whom a genetic test for ATM may be offered, and therefore 126 

direct those patients toward effective cancer risk management and therapeutic strategies.  127 

So far, no clear histopathological and molecular features have been described for ATM-associated 128 

breast tumours, and well-documented ATM tumour series are very limited. Three Australian studies 129 
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on familial BC investigated breast tumours developed by HetAT patients carrying either a truncating 130 

variant or a missense variant (essentially the c.7271T>G; p.Val2424Gly variant) [12, 13]. The first two 131 

studies carried out on 21 and 35 tumours respectively suggested that histologically, breast tumours 132 

from HetAT subjects do not resemble the tumours from BRCA1 mutation carriers [12], and no 133 

difference was observed between the histological grade of ATM tumours and a series of age-134 

matched control tumours [13]. The third study focusing on six tumours from carriers of the 135 

c.7271T>G variant revealed that all tumours presented with the luminal A or B molecular subtypes 136 

[14]. Finally, no consistent pattern of loss of the normal allele was reported in an Australian series 137 

(N=17) and in a French series (N=16) of tumours from carriers of putative BC-associated ATM variants 138 

[13, 15].  139 

The purpose of the present study was to determine whether breast tumours developed by ATM 140 

variant carriers show distinctive histopathological and genomic features as compared to “sporadic” 141 

tumours, and also whether they resemble the breast tumours described in carriers of a deleterious 142 

variant in other known BC susceptibility genes, in particular the BRCA1-associated phenotype [16]. To 143 

this end, we conducted pathology review of a series of tumours composed of three breast tumours 144 

from three A-T patients, 20 tumours from 18 HetAT subjects from A-T families, and 18 tumours from 145 

18 HetAT subjects from HBOC families who were non-carriers of other known high-risk variants. We 146 

also performed SNP array genomic profiling to assess somatic loss of heterozygosity (LOH) at the 147 

ATM locus and to investigate absolute copy number and LOH profiles at the genome-wide level. 148 

Finally, to complete the repertoire of somatic alterations of ATM-associated breast tumours we 149 

performed whole-genome sequencing on four tumours from HetAT patients with available frozen 150 

material. 151 

 152 

Patients, Material and Methods 153 

Patients and tumour material 154 
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Breast tumour samples were selected from carriers of a deleterious ATM variant from four different 155 

research resources: the French retrospective study on A-T families (Retro-AT) [17], the French 156 

prospective cohort on women related to an A-T child (CoF-AT) [8], the GENESIS study [18] and the 157 

Kathleen Cuningham Foundation Consortium for research into Familial Breast Cancer (kConFab) 158 

study [19]. 159 

Briefly, Retro-AT [17] was carried out between 1994 and 1997 to assess cancer risk in A-T families 160 

living in France. Thirty-four A-T families were identified during this period and 27 of them were 161 

subsequently included in the CoF-AT prospective study. CoF-AT is an ongoing national prospective 162 

cohort on A-T families, which was initiated in 2003 to investigate environmental and genetic risk 163 

factors for BC in heterozygous HetAT and non-HetAT women. All women aged 18 and over are 164 

eligible to participate in the study. At inclusion, participants provide a blood sample to determine 165 

whether they carry one of the ATM inactivating variant identified in the A-T child of the family. In 166 

June 2017, 415 women (213 HetAT and 202 non-HetAT) belonging to 105 A-T families had been 167 

enrolled in CoF-AT, and 37 study participants from Retro-AT or CoF-AT had developed BC, including 168 

23 HetAT women, 11 non-HetAT women and 3 A-T patients (2 females and 1 male). Breast tumour 169 

material from the 3 A-T patients and from 18 HetAT subjects could be retrieved for the present study 170 

(Table 1). 171 

GENESIS is a national study on HBOC families identified through the French family cancer clinics [18]. 172 

Index cases are women diagnosed with invasive mammary carcinoma or in situ ductal carcinoma, 173 

having at least one sister affected with BC, and negatively tested for a pathogenic variant in BRCA1 174 

and BRCA2. ATM carriers of a truncating variant (TV) or of a rare likely deleterious missense 175 

substitution (MS) were identified during the course of a large-scale case-control mutation-screening 176 

study (Girard et al. manuscript in preparation). Tumour material from 11 of them was assessed in the 177 

present study (Table 1). 178 

In addition, we investigated tumours from seven HetAT subjects enrolled in the Australian Kathleen 179 

Cuningham Consortium for Research into Familial Breast Cancer (kConFab) study [19] (Table 1).  180 

 1 
 2 
 3 
 4 
 5 
 6 
 7 
 8 
 9 
10 
11 
12 
13 
14 
15 
16 
17 
18 
19 
20 
21 
22 
23 
24 
25 
26 
27 
28 
29 
30 
31 
32 
33 
34 
35 
36 
37 
38 
39 
40 
41 
42 
43 
44 
45 
46 
47 
48 
49 
50 
51 
52 
53 
54 
55 
56 
57 
58 
59 
60 
61 
62 
63 
64 
65 



 8 

 181 

Selection of ATM variant carriers 182 

Individuals included in the study were either homozygous, compound heterozygous or heterozygous 183 

carriers of a variant considered pathogenic for A-T disease. We also selected HetAT BC patients from 184 

HBOC families carrying a TV that had not necessarily been reported in A-T families, as well as carriers 185 

of a rare likely deleterious MS classified as C65, C55 or C45 according to the Align-GVGD tool as 186 

previously described [10, 20]. Carriers of the p.Val2424Gly variant identified in kConFab were not 187 

included in this study since tumour characteristics of carriers of this variant had been already 188 

investigated [12-14]. In total, 41 tumour tissues were available from 3 A-T patients and 36 HetAT 189 

patients for histopathological review (Table 1). 190 

 191 

Pathology review 192 

The hematoxylin, eosin and safran-stained breast tumour tissue (HES) was reviewed and scored for 193 

morphology features and grade by two pathologists (AV-S and GB) using the modified system of 194 

Elson-Ellis [21]. The World Health Organization (WHO) classification of tumours of the breast was 195 

used to determine the histological subtypes of ATM-associated tumours and the TNM stage 196 

according to tumour size (T), nodal infiltration (N) and metastasis status (M) [22]. ER, PR and HER2 197 

status, as well as expression of proliferating marker Ki67 were obtained from histopathology reports 198 

held by diagnostic laboratories. When incomplete, hormonal statuses were determined by 199 

immunohistochemical (IHC) staining at Institut Curie. Tumours were considered HER2+ if they were 200 

scored 3+ by IHC or for tumours scored 2+ by IHC, if the fluorescence in situ hybridization showed an 201 

HER2 gene amplification. Tumours were classified using IHC data according to the St Gallen 202 

molecular subtypes as follows: triple-negative (ER-, PR- and HER2-), HER2-overexpressing (ER-, PR- 203 

and HER2+), luminal A (ER+, PR+/-, HER2- and Ki67<20%), luminal B (ER+, PR+/-, HER2- and 204 

Ki67≥20%), and luminal B/HER2+ (ER+, PR+/-, HER2+ and Ki67≥20%) [23].  205 

Morphology features of ATM-associated breast tumours were compared to the series of breast 206 
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tumours from patients who received a surgery at Institut Curie between 2005 and 2006, named the 207 

PICBIM series (from “programme incitatif et collaboratif - Cancer du sein: invasion et motilité”). None 208 

of the PICBIM patients received neo-adjuvant treatment. Patients who had developed a previous 209 

cancer at any site were excluded, as well as known BRCA1 or BRCA2 mutation carriers. In total, 516 210 

cases diagnosed with invasive carcinoma and 83 cases diagnosed with in situ carcinoma served as 211 

controls.  212 

 213 

DNA preparation and confirmation of the familial ATM deleterious variant 214 

Tumour DNA was extracted from tumour-enriched areas (with at least 50% tumour content when 215 

possible) delimited from the most representative HES slides for the 35 tumours for which formalin-216 

fixed paraffin-embedded (FFPE) material was available (Table 1). The relevant areas were macro-217 

dissected from four 10μm sections and DNA was purified using the NucleoSpin Tissue protocol 218 

according to the manufacturer’s instructions (Macherey-Nagel, Düren). DNA quantity and quality was 219 

assessed using QuBit fluorometry (Life Technologies) and SYBR-Green-based qPCR assay (Promega). 220 

Of the 35 available FFPE tumour DNA samples, sufficient quantity and quality to perform subsequent 221 

molecular analyses were obtained for 23 of them. Matched blood DNA was extracted with the 222 

Quickgene 610-L automated system (Fujifilm) according to the manufacturer’s instructions. The 223 

presence of the familial ATM deleterious variant was confirmed in all analysable blood and tumour 224 

DNA samples by Sanger targeted sequencing on the ABI3500xL DNA analyser (Applied Biosystems, 225 

Forest City, CA). 226 

 227 

Copy Number Variation analysis 228 

CNVs analysis using the OncoScan SNP array (Affymetrix) was performed on the 23 FFPE ATM-229 

associated tumours, including two tumours from two A-T patients (Table 1). Data were analysed with 230 

the Genome Alteration Print (GAP) method that takes into account both ploidy and large-scale 231 

genomic rearrangements [16, 24]. Copy number was ranged from 0 to 8 copies and all segments 232 
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exceeding 8 copies were ascribed 8-copy status. Chromosome number was estimated by the sum of 233 

the copy numbers detected at the pericentric regions. Output processing files from GAP were 234 

analysed using the VAMP in-house software [25] to define the boundaries of regions recurrently 235 

altered in ATM-mutated tumours. Copy loss and gain for near-diploid tumours were called for the 236 

segments with ≤1 and ≥4 copies, respectively. Copy loss and gain for near-tetraploid tumours were 237 

called for the segments with ≤2 and ≥6 copies, respectively. LOH status was ascribed to regions 238 

having monoallelic content irrespective of copy number. LOH associated with copy loss was referred 239 

as LOH/loss. Breakpoints (changes in the copy number or major allele counts within chromosomes) in 240 

each genomic profile were characterized based on the resulting absolute copy number profile and 241 

after filtering for region with less than 50 SNP variations. Recurrent alterations (CNV, LOH) among 242 

the cohort were obtained using the CNTools R package (v1.24.0) and a homemade script. In order to 243 

find inherent grouping structure, a hierarchical clustering was performed using the alteration status 244 

(absence/ presence of an alteration) per segment using the Jaccard distance and the Ward linkage 245 

function, available in the vegan R package (v2.3-3). 246 

  247 

Validation of LOH status at ATM locus using microsatellites 248 

Tumour and matched blood DNAs were evaluated on a subset of patients by a PCR-based LOH assay 249 

using four fluorescence-labelled microsatellite markers (namely D11S1113, D11S1819, D11S2179 and 250 

D11S1778) spanning a 14.4Mb region encompassing the MRE11A and ATM genes. Capillary 251 

electrophoresis was performed on the ABI3500xL DNA analyser (Applied Biosystems). Raw 252 

electrophoresis data were analysed with GeneMarker software version 1.3 (Softgenetics, LLC, State 253 

College) to assess allele ratios. We considered LOH at ATM locus when allele ratio fell below 50% in 254 

the tumour DNA sample. 255 

 256 

Whole-genome sequencing 257 

Whole genome sequencing (WGS) was performed on four tumour/normal DNA pairs from three 258 
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patients for whom frozen tumour tissue was available (Table 1). Paired-end libraries were prepared 259 

from 2µg DNA using the TruSeq DNA PCR-Free LT Sample Preparation kit (Illumina, San Diego, CA, 260 

USA) and were sequenced on an Illumina HiSeq2500 instrument (Illumina). Tumour DNAs were 261 

sequenced at a higher depth of coverage (100X) than their germline counterpart (30X). Sequencing 262 

reads were mapped to the reference genome (assembly hg19) using BWA (v0.7.5a)[26]. Regions of 263 

CNV and LOH were identified using Facets algorithm (v0.5.6)[27], and single nucleotide variations 264 

(SNVs) and indels were called using Varscan2[28]. Somatic variants were filtered and annotated using 265 

an in-house pipeline. 266 

 267 

Statistical analysis 268 

Statistical analyses were performed using STATA, version 14.1 (StataCorp, College Station, TX). Two-269 

tailed tests with 5% significance level were used throughout. Logistic regressions were used to assess 270 

the level of association between the presence of an ATM variant and various features of interest 271 

when comparing the ATM series with the PICBIM series. A Fisher’s exact test (FET) was used to assess 272 

molecular subtypes difference between ATM-associated tumours and breast tumours from sporadic 273 

cases from The Cancer Genome Atlas (TCGA) [29] and from the Norwegian series [30]. 274 

 275 

 276 

Results 277 

Histopathological features associated with ATM mutation status 278 

Clinicopathological and immunohistochemical features were evaluated on three breast tumours 279 

from three A-T patients and 38 tumours from 36 HetAT patients. This tumour series was compared to 280 

BC cases enrolled in the PICBIM program of Institut Curie. An overview of the features examined in 281 

both series is presented in Table 2. 282 
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Among the 41 reviewed ATM-associated breast tumours, 36 were invasive carcinomas and five were 283 

in situ carcinomas. Overall, subjects with invasive carcinoma and subjects with in situ carcinoma from 284 

the ATM series tend to be diagnosed at a younger age than subjects from the PICBIM series (mean 285 

age:  52.4 vs. 56.2, P=0.08 for invasive carcinomas; 45.5 vs. 54.1, P=0.07 for in situ carcinomas). This 286 

can be explained by the fact that women related to an A-T child or belonging to a HBOC family are 287 

more likely to benefit from early detection of the disease due their higher risk of developing breast 288 

cancer than the general population. We also compared mean age at diagnosis in patients having 289 

developed invasive breast carcinoma between the studies and observed no difference (CoF-AT/ 290 

Retro-AT: 51.9; GENESIS: 55.9; kConFab: 50.6, P=0.90). 291 

Invasive breast carcinomas developed by ATM variant carriers were mostly ductal carcinomas (86%) 292 

with an intermediate to high grade (II-III) which was the same distribution of the histological type 293 

and grade as found in the invasive tumours from the PICBIM series. With respect to the 294 

immunohistochemistry of tumours arising in ATM variant carriers, 97% of ATM tumours were ER+, 295 

which was significantly higher that the proportion of ER+ tumour in PICBIM series (59%, P=0.004). 296 

Low to moderate lymphocytic infiltration was observed in ATM-associated tumours (data not shown) 297 

but this information was not available in the PICBIM, so no comparison could be performed. 298 

Molecular subtypes could be determined for 28 out of 36 ATM-associated invasive breast tumours. 299 

ATM-associated breast tumours mostly harboured luminal B (46%) and luminal A (36%) profiles, and 300 

the distribution of the molecular subtypes differed significantly from that of the PICBIM series. In 301 

particular the luminal B and luminal B/HER2+ subtypes were more represented among tumours 302 

developed by ATM variant carriers (P=0.009 and P=0.005 respectively) (Table 2). As the PICBIM series 303 

might not reflect the distribution of the molecular subtypes of invasive breast tumours in the general 304 

population, we also compared the ATM series to a series of 1,423 primary breast tumours from a 305 

Norwegian population-based survey of women born between 1886 and 1977 [30], and to 501 306 

invasive breast tumours characterized with the PAM50 test [31, 32] available in TCGA, after exclusion 307 

of carriers of a TM in BRCA1, BRCA2 and ATM [29]. We found that the proportion of luminal B 308 
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tumours was also significantly higher in ATM-associated tumours than in the Norwegian study 309 

(PFET=0.03) and in the TCGA series (PFET=0.02), while the prevalence of luminal B/HER2+ tumours and 310 

of triple-negative breast tumours were similar in the two latter series to those observed in ATM-311 

associated tumours (Figure 1). 312 

We next performed two sensitivity tests. First, analyses comparing clinical and histological features 313 

of ATM-associated tumours to those of the PICBIM series were repeated after exclusion of four ATM-314 

associated invasive breast tumours, three of which were second primary tumours (T0016-L, T0173-R 315 

and T0179-L) whose morphology and histology might have been affected by treatment of the first 316 

primary BC. The fifth tumour (T0077-L) was from a patient with synchronous bilateral tumours 317 

(T0077-R and T0077-L); we excluded randomly one of the two tumours in order to take into account 318 

only one tumour per patient in the analysis. Results remained unchanged (Table 2). 319 

Second, we repeated the analyses after exclusion of five invasive tumours developed by carriers of a 320 

missense variant not being reported so far as pathogenic for A-T, namely c.1464G>T (p.Trp488Cys), 321 

c.5750G>C (p.Arg1917Thr), c.8158G>C (p.Asp2720His), c.8614C>A (p.His2872Asn) and c.9008A>T 322 

(p.Asn3003Ile), in order to avoid possible misclassification of the deleterious effect of the variant 323 

based on in silico prediction only. Again, results remained unchanged (Table 2). 324 

We also compared features of the five in situ carcinomas (two ER+, two ER- and one with 325 

undetermined ER status) of the ATM series with those of the 83 in situ carcinomas from the PICBIM 326 

series, and observed no difference in nuclear grades, tumour size and hormonal status between the 327 

two groups of tumours. However due to low number of in situ carcinomas observed in ATM variant 328 

carriers in our study it is not possible at this stage to draw any conclusions about the characteristics 329 

of the in situ tumours developed by ATM variant carriers.  330 

 331 

Genome-wide copy number and LOH profiles of ATM breast tumours 332 

High-quality SNP array data were obtained for 23 FFPE breast tumours; two tumours were from A-T 333 

patients and 21 tumours were from HetAT subjects.  334 
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Tumour ploidy inferred from the absolute segmental copy number profiles and genotype status by 335 

the GAP method [24] identified 16 out of 23 (70%) near-tetraploid tumours and 7 out of 23 (30%) 336 

near-diploid tumours. Copy number variations and regions of LOH were subsequently determined by 337 

taking into account the ploidy of each tumour. No evidence of the homologous recombination 338 

deficiency (HRD) as measured by large-scale state transitions genomic signature [16, 33] was 339 

observed among the ATM-associated tumours (Figure 2A).  340 

Since “two-hit” inactivation of the causative gene is regarded as a principal feature of molecular 341 

pathogenesis of most hereditary tumours, we next examined the LOH status of ATM-associated 342 

tumours at 11q22-23 in the tumours from HetAT patients. LOH was found in 14 out of the 21 343 

tumours (67%) developed by HetAT patients. Microsatellite analysis performed on a subset of 14 344 

tumours confirms OncoScan results except for one tumour (T0005). The one exception may be due 345 

to differences in sensitivity of the two methods. In the subsequent analyses, OncoScan results were 346 

considered for this tumour. Sanger sequencing of the tumour/blood DNA pairs suggested that the 347 

ATM wild type allele was lost in all tumours that underwent LOH at this locus (data not shown).   348 

Genome-wide profiling of the 23 ATM-associated tumours revealed multiple copy number 349 

aberrations including those previously reported in breast tumours, such as losses at 8p and gains at 350 

8q [29] occurring in 50% and 70% of ATM-associated tumours, respectively (Figures 2A and 2B). Copy 351 

number losses at 16q, 17p and 22q, which are known features of breast tumours of luminal A and B 352 

subtypes [29, 34] were also seen in 70% of ATM-associated tumours (Figure 2B). In addition, 70% of 353 

ATM-associated tumours showed copy number losses at 13q14.11-q14.3, 17p13.2-p12 and 21p11.2-354 

p11.1 (Figure 2B). The 13q14.11-q14.3 locus is 9.6Mb long and contains 90 genes including LCP1 355 

(Lymphocyte cytosolic protein 1) and RB1 (RB transcriptional co-repressor 1) (Table 3). This region is 356 

included in the 13q12.3-q21 locus identified in high-grade luminal BRCA2-associated tumours which 357 

was described by Pecuchet et al [35]. The 17p13.2-p12 contains 166 cancer-related genes including 358 

TP53 and MAP2K4 (Table 3). The 21p11.2-p11.1 locus is 1.2Mb long and only contains the PTEN-359 

related tyrosine phosphatase gene TPTE, the pseudogene TEKT4P2, and four miRNA (MIR3648-1, 360 
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MIR3648-2, MIR3687-1 and MIR3687-2) (Figure 2B and Table 3). The complete list of genes located in 361 

segmental losses observed in at least 70% of ATM-associated breast tumours is provided in 362 

Supplementary Table S1. 363 

When restricting the analysis to the 16 tumours in which biallelic inactivation of ATM was 364 

demonstrated (i.e. breast tumours from A-T patients and beast tumours from HetAT patients 365 

showing LOH at ATM locus), we found that copy number losses at 8p, 11q, 13q and 22q 366 

corresponded to longer chromosome segments as compared to the ones described in the 23 ATM-367 

associated tumours. The lost segment at 21p11 was the same as the one initially described (Figure 2C 368 

and Table 3).  369 

We also performed unsupervised hierarchical clustering analyses of CNVs data. This analysis did not 370 

allow separating ATM-associated tumours according to molecular subtype, LOH status at 11q22 371 

(ATM locus), type of inherited variant (TV vs. MS) or origin of HetAT patients (A-T families or HBOC 372 

families) (Figure 2B). Interestingly, the synchronous bilateral tumours from the HetAT patient T0077 373 

showed similar CNV profiles, while tumours from the two A-T patients showed quite distinctive 374 

features  (Figures 2B and 2C). 375 

 376 

Comparison with publicly available data 377 

We used the publicly available data from TCGA [29] accessible through cBioportal [36] to investigate 378 

whether genes listed in Table 3 were specifically lost in ATM-associated tumours. A total of 745 TCGA 379 

tumour samples with available CNV data were used. Those tumours were from patients having 380 

developed invasive primary breast tumours and not carrying a deleterious variant in ATM, BRCA1 or 381 

BRCA2. In addition to LOH at the ATM locus, which was more frequently observed in ATM-associated 382 

tumours (67%) than in the TCGA “sporadic” tumours (40.1%) (P=0.02), several genes at other loci 383 

appeared more frequently lost in ATM-associated tumours, including TPTE (21p11.2-p11.1), GSTT1, 384 

GSTTP1 and GSTTP2 (22q11.23), as well as LCP1, RB1 (13q14), YWHAE, USP6, RABEP1 and MAP2K4 385 

(17p13.3-p12) (Supplementary Table S2).  386 
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 387 

Deep whole-genome sequencing of ATM-associated tumours 388 

Whole genome massively parallel sequencing of four ATM-associated breast tumours (T0001-L, 389 

T0015-L, T0077-L, T0077-R) and their respective germline DNAs, was used to characterize the genetic 390 

landscape of ATM-associated tumours at base-pair resolution. Tumour DNAs were sequenced at a 391 

mean depth of coverage of 97X (range 82X-104X) and paired blood DNA were sequenced at 36X 392 

(range 35X-37X). CNV patterns obtained from WGS data for frozen tumours T0015-L, T0077-L and 393 

T0077-R were compared to CNV pattern obtained in the OncoScan analysis in the corresponding 394 

FFPE tumours. Loss/LOH were confirmed by the whole-genome analysis for loci 8p21.3, 11q21-q24.2, 395 

13q13.3-q32.3, 16q22.1 and 17p13.3, while discordant results were obtained at locus 21p11.2-p11.1 396 

for one tumour, and at locus 22p11.23 for two tumours (Figure 3A). Divergent ploidy estimations 397 

between the WGS analysis (ploidy=3.5) and the OncoScan analysis (ploidy=4), or the use of different 398 

tumour sections to prepare tumour DNA may explain these discrepancies. No OncoScan data were 399 

available for tumour T0001 but the CNV profile obtained from the WGS data showed LOH at 11q21-400 

q24.2 (containing ATM) and also the losses/LOH at 13q13.3-q32.3, 17p13.3 and 22q12.3-q13.31. 401 

In addition we found that the four tumour genomes shared a region of copy number loss/LOH at 402 

6q23.3-q27, which contains ESR1 encoding the oestrogen receptor, as well as a region of copy 403 

number loss at 19p13.3-p13.2 measuring 7.9Mb (Figure 3A) and containing 256 genes (Table 3). 404 

Going back to the OncoScan data, we found that these two latter regions were indeed altered but in 405 

less than 40% of the analysed FFPE tumour genomes.  406 

Based on the analysis of high-confidence single nucleotide variants (SNVs) identified in each ATM-407 

associated tumour genome, we next looked for potential driver mutations. Post-filtering, 51,161 408 

SNVs were identified, 1004 of them were shared by two tumours, and 29 were shared by three 409 

tumours (Figure 3B). Only 794 SNVs were shared by the synchronous bilateral tumours T0077-L and 410 

T0077-R (Figure 3B). When analyses were restricted to the coding part of the genome (exome) no 411 

genes were found to be altered in all four tumours, nor in the two tumours from patient T0077 412 
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(Figure 3C). Six genes were found to be altered in two tumours: MYO1A, DNAH11, SH2D5, ATM, 413 

MUC4 and ROS1 (Figure 3C). However only DNAH11 variants (c.7134+1G>A and c.9255_9257del) and 414 

the nonsense variant in MUC4 (c.11207C>G) are likely to have a deleterious impact on the gene 415 

product function and therefore might represent candidate driver mutations. The two ATM somatic 416 

variants identified in tumours T0015 and T0077-L were predicted as benign variants according to 417 

Align-GVGD prediction tool (Figure 3C). 418 

  419 

Discussion 420 

This exploratory study investigating both the histological and the molecular features of breast 421 

tumours developed by patients having inherited one or two mutated copies of ATM describes, to our 422 

knowledge, the largest series of ATM-associated tumours reported to date. One asset of the study 423 

design is that the vast majority of patients included in the study carried a loss-of-function or 424 

missense variant that had been identified in an A-T family, hence avoiding introducing noise in the 425 

analysis that would be due to misclassification of an ATM variant. Moreover, all ATM-associated 426 

breast tumours and the control series were blind reviewed by trained reference pathologists of 427 

Institut Curie (AVS and GB), thus ensuring unbiased scoring of the morphological features. 428 

The study revealed that most ATM-associated breast tumours are luminal B or luminal B/HER2+ 429 

tumours, which is in accordance with a recent case-control study showing that ATM truncating 430 

variant carriers are at increased risk of developing ER+ breast tumours [37]. Moreover tetraploidy, 431 

loss of the wild type allele at ATM locus, and copy number loss/LOH at loci 13q14.11-q14.3, 17p13.2-432 

p12, 21p11.2-p11.1 and 22q11.23 are hallmarks of breast tumours developed by ATM variant 433 

carriers. 434 

In comparison with breast tumours associated with other BC susceptibility genes, we thus confirmed 435 

previous observation showing that ATM-associated tumours do not resemble BRCA1 tumours [12, 436 

13] or PALB2 tumours, which are also predominantly triple-negative tumours [38, 39]. Like BRCA2 437 
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and CHEK2 tumours, ATM tumours are mostly luminal tumours [40-42] and do not show a particular 438 

histological subtype as observed in BRCA1 (medullary) [43], BRCA2 (lobular) [43], CDH1 (lobular) [44], 439 

and PTEN tumours (apocrine) [45]. 440 

The absence of histological resemblance between BRCA1 and ATM-associated tumours was reflected 441 

at molecular level. Indeed, ATM-associated tumours do not show the HRD signature characterized by 442 

large-scale state transitions [16, 46], suggesting that tumorigenesis in BRCA1 variant carriers and 443 

ATM variant carriers occurs by different mechanisms. ATM-associated tumours also differ from 444 

luminal BRCA2 tumours, which may display the HRD signature [33]. Our results are in accordance 445 

with recently published results on tumour-derived genome sequences from 7 breast cancer patients 446 

from TCGA carrying a TV [47]. Therefore, one cannot predict sensitivity of HetAT subjects to cisplatin 447 

and/or PARP inhibitors. 448 

Interestingly, tumour genomic profile revealed that about 70% of ATM-associated breast tumours 449 

are tetraploid. Polyploidy can be triggered by cell fusion, endoreplication or abortive cell cycle [48]. 450 

ATM being required for three cell cycle checkpoint controls: G1/S border, S phase and G2/M 451 

checkpoints after DNA double-strand breaks, the emergence of polyploidy could be due to cell cycle 452 

checkpoint defects linked to inactivation of ATM in breast tumours. Of note, tetraploidy was also 453 

reported in BRCA2 tumours associated with luminal molecular subtype and loss of the normal allele 454 

[49], although this result was not confirmed when investigating BRCA2 CNV profile with SNP array 455 

and GAP methods [35]. 456 

We found that LOH at ATM locus was more frequent in tumours from HetAT subjects (67%) than in 457 

“sporadic” tumours from TCGA (40%) and from previous studies investigating LOH in tumours from 458 

sporadic breast cancer cases (20%-40%) [50, 51]. This observation is in accordance with Knudson’s 459 

“two-hit” model, where the second allele of the tumour suppressor gene would be an early event in 460 

the oncogenic process of hereditary BC. Similar results were found in BRCA1 and BRCA2 tumours 461 

[46]. With regard to ATM-associated tumours, one cannot exclude that biallelic inactivation of ATM 462 

occurs through promoter methylation of the gene in the seven tumours not showing LOH at ATM 463 
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locus or through point or small size sequence variation (Figure 1C). Another possible explanation for 464 

carriers of a deleterious missense variant would be that such alterations might have a dominant 465 

negative effect, and therefore do not require inactivation of the second allele to impact gene product 466 

function. Finally, as previously reported, we did not observe a clear pattern of the biallelic 467 

inactivation of ATM according to variant type (truncating variants vs. deleterious or likely deleterious 468 

missense variants) [13].  469 

In ATM-associated tumours, the cumulative profile of copy number losses, gains and regions in LOH 470 

revealed several genomic regions frequently altered in breast tumours, and in particular in luminal 471 

tumours, which was consistent with the molecular subtypes defined by IHC staining in our ATM 472 

series. Nevertheless, when comparing to TCGA sporadic tumours, the following copy number losses 473 

or regions of LOH appeared to be specific to ATM-associated tumours: 13q14.11-q14.3 (LHFP, 474 

FOXO1, LCP1, RB1), 21p11.2-p11.1 (TPTE, TEKT4P2, MIR3648-1, MIR3648-2, MIR3687-1, MIR3687-2) 475 

and 22q11.23 (GSTT1, GSTTP1, GSTTP2). Interestingly, loss of RB1 was associated with a poor 476 

response to hormonotherapy [52] and LCP1 was considered as biomarker of advance tumour stage 477 

and tumour severity [53]. Unfortunately in our study protein expression analysis could not be 478 

performed to validate the diminution of expression of these genes in ATM-associated tumours due 479 

to limited material.  480 

To complete the repertoire of somatic alterations in ATM-associated tumours we performed WGS on 481 

the four frozen tumours available. Only four deleterious variants located in the two genes DNAH11 482 

and MUC4 were identified in two tumours. Little is known on the role of these two genes in 483 

tumorigenesis. However, the diminution of MUC4 expression has been associated with tumour 484 

progression, and with an increase infiltration of immune CD8+T and NK cells [53]. Remarkably, no 485 

mutation in TP53 and PIK3CA was detected in any of the four tumours, although these two genes are 486 

frequently mutated in luminal B tumours [54]. Despite the very limited sample size, we found that 487 

ATM-associated tumours were more homogenous at the CNV level than at the SNV level. In 488 

particular the two primary tumours from patient T0077 shared only 2.1% of SNVs. Moreover, no 489 
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specific mutation signature as defined by Alexandrov et al. (Nature 2013) could be evidenced using 490 

SNV pattern of these four tumours only, and a larger tumour series should be sequenced to 491 

determine whether such signatures can discriminate ATM-associated tumours.  492 

 493 

Conclusions 494 

Altogether, ATM-associated tumours do not show the HR deficiency profile and it is not clear 495 

whether breast tumours developed by HetAT patients could be targeted by alkylating agents or PARP 496 

inhibitors [55]. Nonetheless, hallmarks of ATM-associated tumours were found and could help to 497 

identify ATM variant carriers outside of an A-T context or a HBOC family context. More studies are 498 

needed to investigate whether genes located at loci 13q, 21p and 22q could harbour potential new 499 

therapeutic targets and whether RB1 deficiency could be a predictive biomarker for hormonotherapy 500 

response for ATM patients.  501 

 502 
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 753 

 754 

 755 

Figure legends 756 

Figure 1. Distribution of molecular subtypes in the ATM series and in the 3 control series. PAM50 757 

classification was used for TCGA data, which explains the absence of luminal B/HER2+ tumours in this 758 

series. A Fisher exact test was used to assess difference between ATM series and control series.  759 

 760 

Figure 2. Copy number variation profiles of ATM-associated tumours analysed with the OncoScan 761 

array. A. Genome-wide view of cumulative CNVs present in the 23 ATM-associated tumours. Gains 762 

are indicated in red, losses in blue, and LOH in orange. B. Cluster dendogram and genomic regions 763 

altered in at least 70% of the 23 analysed tumours. AT children are indicated by a star (*). C. Cluster 764 

dendogram and genomic regions altered in at least 70% of the 16 tumours with confirmed biallelic 765 

inactivation of ATM. AT children are indicated by a star (*). Loss: the two alleles are present in the 766 

tumour; Loss/LOH: only one allele is present in the tumour; Loss/LOH or Loss: consecutive segmental 767 

regions characterized as either “Loss/LOH” or “Loss”. 768 
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Figure 3. CNV and SNV profiles of ATM-associated tumours obtained by deep whole-genome 770 

sequencing. A. Cumulative profiles of copy number gains, losses and of LOH regions obtained from 771 

whole-genome sequencing (WGS) of 4 ATM-associated tumours. Dark boxes indicate the genomic 772 

regions identified in the OncoScan analysis; green boxes indicated the new genomic regions 773 

identified by WGS. B. Venn diagram representing the number of somatic SNVs and indels shared 774 

between the 4 tumours. C. Venn diagram representing the number of genes altered and shared 775 

between the 4 tumours.  776 
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Table 1. Clinical characteristics of ATM mutation carriers, and available tumour material used for analyses. 1 

 2 

Study Patient 

ID 

Sex Nucleotide change Effect on protein Variant 

type* 

Tumour ID Age at 

diagnosis 

Stade Neoadjuvant 

treatment 

Conservation OncoScan 

Analysis 

A-T families                     

(Retro-AT +  

CoF-AT) 

AT1 M c.2839-580_577del4(-/-) cryptic splice site TV (1) T0072-L 28 Invasive Unknown FFPE Yes 

AT2 F c.8585-2A>C frameshift TV T0075-L 42 Invasive Unknown Bouin No 

 c.5189G>T  p.Arg1730Leu MS (C0)   

AT3 F c.2413C>T p.Arg805X TV T0249-L 30 Invasive Unknown FFPE Yes 

c.7517_7520delGAGA p.Arg2506ThrfsX3   

1 F c.3576G>A     p.Ser1135_Lys1192

del58 

TV T0001-L 62 Invasive No FFPE+Frozen No 

2 F c.2839-580_577del4 cryptic splice site TV T0002-L 60 Invasive No Bouin No 

3 F c.5644C>T p.Arg1882X TV T0003-L 45 Invasive No FFPE No 

4 F c.3802delG p.Val1268X TV T0005-L 65 Invasive No FFPE Yes 

5 F c.6007-2A>T frameshift TV T0007-R 74 Invasive No FFPE No 

6 F c.3085dupA p.Thr1029AsnfsX19 TV T0008-R 51 Invasive Unknown FFPE No 

7 F c.3894dupT p.Ala1299CysfsX3 TV T0009-L 36 Invasive No FFPE Yes 

8 F c.6007-2A>T frameshift TV T0010-L 30 Invasive Unknown Bouin No 

9 F c.6404_6405insTT  p.Arg2136X TV T0015-L 40 Invasive No FFPE+Frozen Yes 

10 F c.2466fs del exon19-65 TV T0016-R 62 Invasive No Bouin No 

 1 
 2 
 3 
 4 
 5 
 6 
 7 
 8 
 9 
10 
11 
12 
13 
14 
15 
16 
17 
18 
19 
20 
21 
22 
23 
24 
25 
26 
27 
28 
29 
30 
31 
32 
33 
34 
35 
36 
37 
38 
39 
40 
41 
42 
43 
44 
45 
46 
47 
48 
49 
50 
51 
52 
53 
54 
55 
56 
57 
58 
59 
60 
61 
62 
63 
64 
65 



 31 

T0016-L 72 Invasive No FFPE Yes 

11 F c.3153+1G>A frameshift TV T0073-L 77 Invasive Unknown Bouin No 

12 F c.8489T>G p.Val2830Gly MS (C65) T0074-L 62 Invasive Unknown Bouin No 

13 F c.73-2A>G frameshift TV T0076-R 47 Invasive No FFPE Yes 

14 F c.3754_3756delTATinsCA  p.Met2918IlefsX21 TV T0077-L 66 Invasive No FFPE+Frozen Yes 

T0077-R 66 Invasive No FFPE+Frozen Yes 

15 F c.8140C>T p.Gln2714X TV T0078-L 55 Invasive No FFPE Yes 

16 F c.5644C>T p.Arg1882X TV T0181-R 39 In situ Unknown FFPE No 

17 F c.8083G>A p.Gly2695Ser MS (C55) T0247-R 48 Invasive No FFPE Yes 

18 F c.7928-2A>C frameshift TV T0248-L 35 Invasive Unknown FFPE Yes 

GENESIS 19 F c.2413C>T p.Arg805X TV T0045-R 31 Invasive No No material - 

T0045-R 67 In situ No FFPE Yes 

20 F c.8584+1G>A frameshift TV T0091-L 51 In situ No FFPE No 

21 F c.3058dupA p.Leu1019fs TV T0099-L 39 Invasive No FFPE Yes 

22 F c.5497-2A>C p.Val1833IlefsX TV (2) T0111-L 32 Invasive No FFPE No 

23 F c.9008A>T p.Asn3003Ile MS (C65) T0118-L 64 Invasive No FFPE No 

24 F c.1464G>T p.Trp488Cys MS (C65) T0120-R 65 Invasive No FFPE Yes 

25 F c.5527delC p.Phe1843fs TV T0123-R 74 Invasive No FFPE Yes 

26 F c.5750G>C p.Arg1917Thr MS (C65) T0191-L 45 Invasive Unknown FFPE No 

27 F c.1236-2A>T p.Trp412X TV T0192-R 42 In situ Unknown FFPE No 
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28 F c.8614C>A p.His2872Asn MS (C65) T0218-R 54 Invasive Unknown FFPE No 

29 F c.8494C>T p.Arg2832Cys MS (3) 

(C45) 

T0220-R 42 Invasive No FFPE Yes 

kConFab 30 F c.3801delG p.Glu1267fs TV T0173-L 44 Invasive Unknown No material - 

T0173-R 49 Invasive Unknown FFPE Yes 

31 M c.6820G>A p.Ala2274Thr MS (C55) T0174-R 45 In situ Unknown FFPE Yes 

32 F c.4909+1G>A frameshift TV (4) T0175-R 42 Invasive Unknown FFPE Yes 

33 F c.8266A>T p.Lys2756X TV (5) T0176-R 60 Invasive Unknown FFPE Yes 

34 F c.8158G>C p.Asp2720His MS (C65) T0177-L 59 Invasive Unknown FFPE No 

35 F c.8266A>T p.Lys2756X TV (5) T0179-R 41 Invasive Unknown No material - 

T0179-L 50 Invasive Unknown FFPE Yes 

36 F c.7176_7177insT p.Ser2394PhefsX9 TV T0180-R 43 Invasive Unknown FFPE Yes 

 1 

AT, ataxia-telangiectasia; F, female; M, male; TV, truncating variant; MS, missense substitution. L, left, R, right; FFPE, formalin-fixed, paraffin-embedded 2 

tissue sample; Bouin, Bouin-fixed, paraffin-embedded tissue sample. 3 

(1,2,3,4,5) Reported as pathogenic for A-T in ClinVar. 4 

* Align-GVGD grades are indicated in brackets for MS variants 5 
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Table 2. Clinical and histological features of ATM-associated invasive breast carcinomas compared with those of sporadic cases. 1 

Clinicopathological variable PICBIM series 

(N=516) 

ATM series                    

(all tumours, 

TV+MS) (N=36) 

Pa ATM series                           

(1st primary tumours 

only) (N=32) 

Pa ATM series                                       

(excluding MS in HBOC 

families) (N=31) 

Pa 

Histological subtype               

Ductal carcinoma 434 30 Ref. 27 Ref. 25 Ref. 

Lobular carcinoma 54 2 0.55 2 0.69 2 0.78 

Others 28 3 0.43 2 0.78 3 0.25 

Unknown 0 1 - 1 - 1 - 

                

Architecture               

1-2 126 0 Ref. 7 Ref. 6 Ref. 

3 390 30 0.97 21 0.86 20 0.96 

Unknown 0 6 - 4 - 5 - 

                

Mitosis               
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0-1 221 15 Ref. 14 Ref. 12 Ref. 

2 103 9 0.58 8 0.70 9 0.31 

3 191 6 0.10 6 0.13 5 0.15 

Unknown 1 6 - 4 - 5 - 

                

Anisokaryosis               

1 30 2 Ref. 2 Ref. 2 Ref. 

2 225 7 0.25 7 0.22 5 0.12 

3 261 21 0.96 19 0.89 19 0.9 

Unknown 0 6 - 4 - 5 - 

                

Histological grade               

I 88 4 Ref. 3 Ref. 4 Ref. 

II 191 16 0.34 15 0.24 13 0.58 

III 236 15 0.64 13 0.55 14 0.75 

Unknown 1 1 - 1 - - - 
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Tumour size (cm)               

pT1 (<2) 329 23 Ref. 20 Ref. 19 Ref. 

pT2 (2 - 5) 166 8 0.37 7 0.41 7 0.48 

pT3 (>5) 14 2 0.37 2 0.30 2 0.26 

pT4 7 0 - 0 - 0 - 

Unknown 0 3 - 3 - 3 - 

                

Pushing margings               

Absent 461 19 Ref. 17 Ref. 15 Ref. 

Present 49 2 0.98 2 0.93 2 0.78 

Unknown 6 15 - 13 - 14 - 

                

Emboles               

Absent 315 13 Ref. 11 Ref. 13 Ref. 

Present 199 14 0.08 14 0.04 11 0.32 
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Unknown 2 9 - 7 - 7 - 

                

N stage               

pN0 286 18 Ref. 15 Ref. 15 Ref. 

pN1 151 10 0.80 9 0.66 9 0.55 

pN2 59 1 0.23 1 0.32 1 0.35 

pN3 16 1 0.96 1 0.81 1 0.76 

pNx 5 6 - 6 - 5 - 

                

Estrogen receptor               

Positive 307 34 Ref. 31 Ref. 29 Ref. 

Negative 209 1 0.003 1 0.004 1 0.005 

Unknown 0 1 - - - 1 - 

                

Progesterone receptor               

Positive 278 26 Ref. 23 Ref. 23 Ref. 
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Negative 236 8 0.03 8 0.07 6 0.02 

Unknown 2 2 - 1 - 2 - 

                

HER2               

Negative 433 25 Ref. 23 Ref. 21 Ref. 

Positive 83 6 0.77 5 0.97 6 0.53 

Unknown 0 5 - 4 - 4 - 

                

Ki67               

<20% 173 11 Ref. 10 Ref. 8 Ref. 

≥20% 336 18 0.55 17 0.59 17 0.97 

Unknown 7 7 - 5 - 6 - 

                

Molecular subtype               

TNBC 142 1 Ref. 1 Ref. 1 Ref. 

HER2 66 0 N/A 0 N/A 0 N/A 
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Luminal A 180 10 0.06 9 0.08 7 0.13 

Luminal B 111 13 0.009 12 0.010 12 0.010 

Luminal B / HER2 17 4 0.005 4 0.005 4 0.005 

Unknown 0 8 - 6 - 7 - 

a P-value adjusted for gender and age at diagnosis 1 

TNBC, triple-negative breast cancer 2 
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Table 3. Copy number losses recurrently observed in the 23 ATM-associated breast tumours. 1 

 2 

Locus Associated 

morphology 

All ATM tumours (N=23) ATM tumours with proven biallelic inactivation 

of ATM (N=16) 

ATM tumours sequenced by WGS (N=4) 

    Cytogenetic 

band 

Number 

of genes 

Cancer 

genes* 

Cytogenetic 

band 

Number of 

genes 

Cancer genes* Cytogenetic 

band 

Number 

of genes 

Cancer genes* 

6q  20% of ATM 

tumours 

            6q23.3-q27 190 ARID1B, ECT2L, 

ESR1, EZR, 

FGFR10P, QKI, 

TNFAIP3 

8p Breast 

cancer 

8p21.3 6d - 8p23.3-p12 216 WRN, NRG1 8p21.3 6d - 

11q  ATM 

tumours 

11q22  2 ATM, ZBTB16 11q21-q25 276 ATM, ZBTB16, 

DDX10, POU2AF1, 

SDHD, ZBTB16, 

PAFAH1B2, 

11q21-

q24.2 

236 ATM, ZBTB16, 

DDX10, POU2AF1, 

SDHD, ZBTB16, 

PAFAH1B2, 

 1 
 2 
 3 
 4 
 5 
 6 
 7 
 8 
 9 
10 
11 
12 
13 
14 
15 
16 
17 
18 
19 
20 
21 
22 
23 
24 
25 
26 
27 
28 
29 
30 
31 
32 
33 
34 
35 
36 
37 
38 
39 
40 
41 
42 
43 
44 
45 
46 
47 
48 
49 
50 
51 
52 
53 
54 
55 
56 
57 
58 
59 
60 
61 
62 
63 
64 
65 



 40 

PDCK7, KMT2A, 

MAML2, DDX6, 

BCL9L, CBL, 

ARHGEF12, KCNJ5 

PDCK7, KMT2A, 

MAML2, DDX6, 

BCL9L, CBL 

13q 70% ATM 

tumours 

13q14.11-

q14.3 

90 LCP1, RB1 13q13.3-

q32.3 

320 LHFP, FOXO1, 

LCP1, RB1 

13q13.3-

q32.3 

320 LHFP, FOXO1, 

LCP1, RB1 

16q Luminal 

tumours 

16q13-q24.3 364 HERPUD1, 

CDH11, CBFB, 

CTCF, CDH1, 

ZFHX3, MAF, 

CBFA2T3, 

FANCA 

16q22.1 1c - 16q22.1 1c - 

17p Luminal 

tumours 

17p13.3 46 YWHAE   - - 17p13.3 46 YWHAE 

17p Luminal 

tumours 

17p13.2-p12 166 USP6, 

RABEP1, 

  - -       
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TP53, GAS7, 

MAP2K4 

19p  40% of ATM 

tumours 

            19p13.3-

p13.2 

256 FSTL3, GNA11, 

MAP2K2, MLLT1, 

SH3GL1, STK11, 

TCF3 

21p 70% of ATM 

tumours 

21p11.2-

p11.1 

2a - 21p11.2-

p11.1 

2a -       

22q Luminal B 

tumours, 

70% ATM 

tumours 

22q11.23 2b   22q11.23 3b GSTT1       

  Luminal B 

tumours, 

70% ATM 

tumours 

- - - 22q12.3 199 APOBEC3B, MKL1, 

EP300 

      

* as reported in the COSMIC database. 1 
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aThis region contains TEKT4P2, TPTE and 4 miRNAs (MIR3648-1, MIR3648-2, MIR3687-1, MIR3687-2). 1 

bThis region contains the pseudogenes GSTTP1 and GSTTP2. 2 

cThis region contains WWP2 and the miRNA MIR140. 3 

dThis region contains PPP3CC, SORBS3, PDLIM2, BIN3, BIN3-IT1, EGR3. 4 
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Table 1. Clinical characteristics of ATM mutation carriers, and available tumour material used for analyses. 1 

 2 

Study Patient 

ID 

Sex Nucleotide change Effect on protein Variant 

type* 

Tumour ID Age at 

diagnosis 

Stade Neoadjuvant 

treatment 

Conservation OncoScan 

Analysis 

A-T families                     

(Retro-AT +  

CoF-AT) 

AT1 M c.2839-580_577del4(-/-) cryptic splice site TV (1) T0072-L 28 Invasive Unknown FFPE Yes 

AT2 F c.8585-2A>C frameshift TV T0075-L 42 Invasive Unknown Bouin No 

 c.5189G>T  p.Arg1730Leu MS (C0)   

AT3 F c.2413C>T p.Arg805X TV T0249-L 30 Invasive Unknown FFPE Yes 

c.7517_7520delGAGA p.Arg2506ThrfsX3   

1 F c.3576G>A     p.Ser1135_Lys1192

del58 

TV T0001-L 62 Invasive No FFPE+Frozen No 

2 F c.2839-580_577del4 cryptic splice site TV T0002-L 60 Invasive No Bouin No 

3 F c.5644C>T p.Arg1882X TV T0003-L 45 Invasive No FFPE No 

4 F c.3802delG p.Val1268X TV T0005-L 65 Invasive No FFPE Yes 

5 F c.6007-2A>T frameshift TV T0007-R 74 Invasive No FFPE No 

6 F c.3085dupA p.Thr1029AsnfsX19 TV T0008-R 51 Invasive Unknown FFPE No 

7 F c.3894dupT p.Ala1299CysfsX3 TV T0009-L 36 Invasive No FFPE Yes 

8 F c.6007-2A>T frameshift TV T0010-L 30 Invasive Unknown Bouin No 

9 F c.6404_6405insTT  p.Arg2136X TV T0015-L 40 Invasive No FFPE+Frozen Yes 

10 F c.2466fs del exon19-65 TV T0016-R 62 Invasive No Bouin No 

Tables Click here to download Table Renault_ATM_tables.docx 

http://www.editorialmanager.com/brcr/download.aspx?id=62017&guid=d8106e04-6f8f-43a1-a228-02c98d49aae8&scheme=1
http://www.editorialmanager.com/brcr/download.aspx?id=62017&guid=d8106e04-6f8f-43a1-a228-02c98d49aae8&scheme=1
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T0016-L 72 Invasive No FFPE Yes 

11 F c.3153+1G>A frameshift TV T0073-L 77 Invasive Unknown Bouin No 

12 F c.8489T>G p.Val2830Gly MS (C65) T0074-L 62 Invasive Unknown Bouin No 

13 F c.73-2A>G frameshift TV T0076-R 47 Invasive No FFPE Yes 

14 F c.3754_3756delTATinsCA  p.Met2918IlefsX21 TV T0077-L 66 Invasive No FFPE+Frozen Yes 

T0077-R 66 Invasive No FFPE+Frozen Yes 

15 F c.8140C>T p.Gln2714X TV T0078-L 55 Invasive No FFPE Yes 

16 F c.5644C>T p.Arg1882X TV T0181-R 39 In situ Unknown FFPE No 

17 F c.8083G>A p.Gly2695Ser MS (C55) T0247-R 48 Invasive No FFPE Yes 

18 F c.7928-2A>C frameshift TV T0248-L 35 Invasive Unknown FFPE Yes 

GENESIS 19 F c.2413C>T p.Arg805X TV T0045-R 31 Invasive No No material - 

T0045-R 67 In situ No FFPE Yes 

20 F c.8584+1G>A frameshift TV T0091-L 51 In situ No FFPE No 

21 F c.3058dupA p.Leu1019fs TV T0099-L 39 Invasive No FFPE Yes 

22 F c.5497-2A>C p.Val1833IlefsX TV (2) T0111-L 32 Invasive No FFPE No 

23 F c.9008A>T p.Asn3003Ile MS (C65) T0118-L 64 Invasive No FFPE No 

24 F c.1464G>T p.Trp488Cys MS (C65) T0120-R 65 Invasive No FFPE Yes 

25 F c.5527delC p.Phe1843fs TV T0123-R 74 Invasive No FFPE Yes 

26 F c.5750G>C p.Arg1917Thr MS (C65) T0191-L 45 Invasive Unknown FFPE No 

27 F c.1236-2A>T p.Trp412X TV T0192-R 42 In situ Unknown FFPE No 
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28 F c.8614C>A p.His2872Asn MS (C65) T0218-R 54 Invasive Unknown FFPE No 

29 F c.8494C>T p.Arg2832Cys MS (3) 

(C45) 

T0220-R 42 Invasive No FFPE Yes 

kConFab 30 F c.3801delG p.Glu1267fs TV T0173-L 44 Invasive Unknown No material - 

T0173-R 49 Invasive Unknown FFPE Yes 

31 M c.6820G>A p.Ala2274Thr MS (C55) T0174-R 45 In situ Unknown FFPE Yes 

32 F c.4909+1G>A frameshift TV (4) T0175-R 42 Invasive Unknown FFPE Yes 

33 F c.8266A>T p.Lys2756X TV (5) T0176-R 60 Invasive Unknown FFPE Yes 

34 F c.8158G>C p.Asp2720His MS (C65) T0177-L 59 Invasive Unknown FFPE No 

35 F c.8266A>T p.Lys2756X TV (5) T0179-R 41 Invasive Unknown No material - 

T0179-L 50 Invasive Unknown FFPE Yes 

36 F c.7176_7177insT p.Ser2394PhefsX9 TV T0180-R 43 Invasive Unknown FFPE Yes 

 1 

AT, ataxia-telangiectasia; F, female; M, male; TV, truncating variant; MS, missense substitution. L, left, R, right; FFPE, formalin-fixed, paraffin-embedded 2 

tissue sample; Bouin, Bouin-fixed, paraffin-embedded tissue sample. 3 

(1,2,3,4,5) Reported as pathogenic for A-T in ClinVar. 4 

* Align-GVGD grades are indicated in brackets for MS variants 5 
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Table 2. Clinical and histological features of ATM-associated invasive breast carcinomas compared with those of sporadic cases. 1 

Clinicopathological variable PICBIM series 

(N=516) 

ATM series                    

(all tumours, 

TV+MS) (N=36) 

Pa ATM series                           

(1st primary tumours 

only) (N=32) 

Pa ATM series                                       

(excluding MS in HBOC 

families) (N=31) 

Pa 

Histological subtype               

Ductal carcinoma 434 30 Ref. 27 Ref. 25 Ref. 

Lobular carcinoma 54 2 0.55 2 0.69 2 0.78 

Others 28 3 0.43 2 0.78 3 0.25 

Unknown 0 1 - 1 - 1 - 

                

Architecture               

1-2 126 0 Ref. 7 Ref. 6 Ref. 

3 390 30 0.97 21 0.86 20 0.96 

Unknown 0 6 - 4 - 5 - 

                

Mitosis               
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0-1 221 15 Ref. 14 Ref. 12 Ref. 

2 103 9 0.58 8 0.70 9 0.31 

3 191 6 0.10 6 0.13 5 0.15 

Unknown 1 6 - 4 - 5 - 

                

Anisokaryosis               

1 30 2 Ref. 2 Ref. 2 Ref. 

2 225 7 0.25 7 0.22 5 0.12 

3 261 21 0.96 19 0.89 19 0.9 

Unknown 0 6 - 4 - 5 - 

                

Histological grade               

I 88 4 Ref. 3 Ref. 4 Ref. 

II 191 16 0.34 15 0.24 13 0.58 

III 236 15 0.64 13 0.55 14 0.75 

Unknown 1 1 - 1 - - - 
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Tumour size (cm)               

pT1 (<2) 329 23 Ref. 20 Ref. 19 Ref. 

pT2 (2 - 5) 166 8 0.37 7 0.41 7 0.48 

pT3 (>5) 14 2 0.37 2 0.30 2 0.26 

pT4 7 0 - 0 - 0 - 

Unknown 0 3 - 3 - 3 - 

                

Pushing margings               

Absent 461 19 Ref. 17 Ref. 15 Ref. 

Present 49 2 0.98 2 0.93 2 0.78 

Unknown 6 15 - 13 - 14 - 

                

Emboles               

Absent 315 13 Ref. 11 Ref. 13 Ref. 

Present 199 14 0.08 14 0.04 11 0.32 
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Unknown 2 9 - 7 - 7 - 

                

N stage               

pN0 286 18 Ref. 15 Ref. 15 Ref. 

pN1 151 10 0.80 9 0.66 9 0.55 

pN2 59 1 0.23 1 0.32 1 0.35 

pN3 16 1 0.96 1 0.81 1 0.76 

pNx 5 6 - 6 - 5 - 

                

Estrogen receptor               

Positive 307 34 Ref. 31 Ref. 29 Ref. 

Negative 209 1 0.003 1 0.004 1 0.005 

Unknown 0 1 - - - 1 - 

                

Progesterone receptor               

Positive 278 26 Ref. 23 Ref. 23 Ref. 
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Negative 236 8 0.03 8 0.07 6 0.02 

Unknown 2 2 - 1 - 2 - 

                

HER2               

Negative 433 25 Ref. 23 Ref. 21 Ref. 

Positive 83 6 0.77 5 0.97 6 0.53 

Unknown 0 5 - 4 - 4 - 

                

Ki67               

<20% 173 11 Ref. 10 Ref. 8 Ref. 

≥20% 336 18 0.55 17 0.59 17 0.97 

Unknown 7 7 - 5 - 6 - 

                

Molecular subtype               

TNBC 142 1 Ref. 1 Ref. 1 Ref. 

HER2 66 0 N/A 0 N/A 0 N/A 
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Luminal A 180 10 0.06 9 0.08 7 0.13 

Luminal B 111 13 0.009 12 0.010 12 0.010 

Luminal B / HER2 17 4 0.005 4 0.005 4 0.005 

Unknown 0 8 - 6 - 7 - 

a P-value adjusted for gender and age at diagnosis 1 

TNBC, triple-negative breast cancer 2 



 10 

Table 3. Copy number losses recurrently observed in the 23 ATM-associated breast tumours. 1 

 2 

Locus Associated 

morphology 

All ATM tumours (N=23) ATM tumours with proven biallelic inactivation 

of ATM (N=16) 

ATM tumours sequenced by WGS (N=4) 

    Cytogenetic 

band 

Number 

of genes 

Cancer 

genes* 

Cytogenetic 

band 

Number of 

genes 

Cancer genes* Cytogenetic 

band 

Number 

of genes 

Cancer genes* 

6q  20% of ATM 

tumours 

            6q23.3-q27 190 ARID1B, ECT2L, 

ESR1, EZR, 

FGFR10P, QKI, 

TNFAIP3 

8p Breast 

cancer 

8p21.3 6d - 8p23.3-p12 216 WRN, NRG1 8p21.3 6d - 

11q  ATM 

tumours 

11q22  2 ATM, ZBTB16 11q21-q25 276 ATM, ZBTB16, 

DDX10, POU2AF1, 

SDHD, ZBTB16, 

PAFAH1B2, 

11q21-

q24.2 

236 ATM, ZBTB16, 

DDX10, POU2AF1, 

SDHD, ZBTB16, 

PAFAH1B2, 



 11 

PDCK7, KMT2A, 

MAML2, DDX6, 

BCL9L, CBL, 

ARHGEF12, KCNJ5 

PDCK7, KMT2A, 

MAML2, DDX6, 

BCL9L, CBL 

13q 70% ATM 

tumours 

13q14.11-

q14.3 

90 LCP1, RB1 13q13.3-

q32.3 

320 LHFP, FOXO1, 

LCP1, RB1 

13q13.3-

q32.3 

320 LHFP, FOXO1, 

LCP1, RB1 

16q Luminal 

tumours 

16q13-q24.3 364 HERPUD1, 

CDH11, CBFB, 

CTCF, CDH1, 

ZFHX3, MAF, 

CBFA2T3, 

FANCA 

16q22.1 1c - 16q22.1 1c - 

17p Luminal 

tumours 

17p13.3 46 YWHAE   - - 17p13.3 46 YWHAE 

17p Luminal 

tumours 

17p13.2-p12 166 USP6, 

RABEP1, 

  - -       
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TP53, GAS7, 

MAP2K4 

19p  40% of ATM 

tumours 

            19p13.3-

p13.2 

256 FSTL3, GNA11, 

MAP2K2, MLLT1, 

SH3GL1, STK11, 

TCF3 

21p 70% of ATM 

tumours 

21p11.2-

p11.1 

2a - 21p11.2-

p11.1 

2a -       

22q Luminal B 

tumours, 

70% ATM 

tumours 

22q11.23 2b   22q11.23 3b GSTT1       

  Luminal B 

tumours, 

70% ATM 

tumours 

- - - 22q12.3 199 APOBEC3B, MKL1, 

EP300 

      

* as reported in the COSMIC database. 1 
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aThis region contains TEKT4P2, TPTE and 4 miRNAs (MIR3648-1, MIR3648-2, MIR3687-1, MIR3687-2). 1 

bThis region contains the pseudogenes GSTTP1 and GSTTP2. 2 

cThis region contains WWP2 and the miRNA MIR140. 3 

dThis region contains PPP3CC, SORBS3, PDLIM2, BIN3, BIN3-IT1, EGR3. 4 

 5 



Figure 1 Click here to download Figure Figure1.png 
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5. DISCUSSION 

L’un des défis de cette étude aura été la collecte d’un nombre suffisant de tumeurs. La législation 

autorise les laboratoires d’anatomopathologie à détruire le matériel biologique conservé depuis plus 

de 10 ans, aussi nous n’avons pu exploiter/analyser le matériel tumorale d’une partie importante des 

porteuses ATM identifiées dans les études CoF-AT et GENESIS. De plus, les laboratoires français ayant 

pendant des années utilisé le liquide de Bouin comme fixateur, les analyses moléculaires sur ces 

tumeurs ont d’office été exclues à cause des dégradations de l’ADN engendrées par cet agent 

chimique.  

L’ensemble des résultats obtenus dans cette partie de la thèse montrent que les tumeurs du sein 

ATM ne sont pas triple-négatives et ne présentent pas la signature HRD, suggérant que des 

mécanismes de tumorigenèse différents sont impliqués dans développement des tumeurs ATM et 

BRCA1. En revanche, le sous-type moléculaire seul ne permet pas de distinguer les tumeurs du sein 

ATM de celles développées par les porteurs d’une mutation dans un autre gène de prédisposition au 

cancer, comme les tumeurs BRCA2 ou CHEK2, elles aussi majoritairement luminales.  

Néanmoins, des caractéristiques spécifiques aux tumeurs du sein ATM semblent émerger de ces 

travaux. En effet, les tumeurs du sein ATM pourraient se distinguer des tumeurs des cas sporadiques 

par la présence d’une tétraploïdie, une perte d’hétérozygotie au locus 11q22-23 contenant ATM et à 

une perte du nombre de copies au niveau des régions 13q, 21p et 22q. La perte de l’allèle normal au 

locus ATM observée dans 70% des tumeurs de patients HetAT analysées confirme le rôle d’ATM dans 

le développement du cancer du sein et pourrait expliquer la tétraploidie dans ces tumeurs. En effet, 

l’absence de protéines ATM fonctionnelles empêcherait les points de contrôle du cycle cellulaire de 

se faire normalement entrainant des fusions de cellules ou des endo-réplications qui conduiraient à 

la formation de cellules tétraploïdes. D’autre part, les régions identifiées en perte ou en LOH devront 

être validées par l’analyse de l’expression des gènes localisés dans ces régions. 

L’une des limites de notre étude est le peu de matériel tumoral congelé disponible pour l’analyse du 

génome tumoral (WGS pour « whole-genome sequencing »). Dû au petit nombre de tumeurs 

analysées, peu de résultats sont ressortis de cette analyse. L’analyse CNV des quatre génomes 

réplique les résultats obtenus à partir de l’analyse Oncoscan et ne met pas en évidence de nouvelles 

régions. Par ailleurs, l’analyse des SNVs sur l’ensemble du génome montre que les tumeurs partagent 

peu de variants. Ce résultat se reflète également au niveau des parties codantes du génome, puisque 

seuls six gènes ont été identifiés comme altérés dans au moins deux tumeurs (MUC4, MYOA1, ATM, 

SH2D5, DNHA11). Seuls les gènes MUC4 et DNAH11 présentent un variant délétère, potentiellement 

driver dans la tumorigenèse. On notera qu’une diminution de l’expression du gène MUC4 est 

associée à la progression tumorale et à une augmentation des cellules immunitaires TCD8 et des 
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cellules NK (Natural Killer) dans l’environnement tumoral. Ce dernier point pourrait expliquer la 

présence d’un infiltrat inflammatoire modéré dans les tumeurs T0077-L et T0015 présentant une 

altération de ce gène. 

Pour aller plus loin, en collaboration avec Elodie Girard, ingénieure bioinformaticienne travaillant sur 

la plateforme de bioinformatique de l’U900, nous avons recherché si l’une des signatures 

mutationnelles mise en évidence par Nik-Zainal et coll. était identifiable dans ces quatre tumeurs34 

(Tableau 17 et Figure 28). La définition de ces signatures ne nous a pas permis d’apporter une 

information supplémentaire claire concernant la caractérisation des tumeurs ATM. En effet, les 

signatures mutationnelles obtenues à partir des quatre tumeurs sont principalement associées à 

l’âge et au tabac, ce qui concorde avec l’âge au diagnostic et au passé de fumeuses pour les patientes 

T0077 et T0001 (Tableau 17). On notera néanmoins l’absence d’association avec la signature 

mutationnelle associée à une déficience de la réparation de l’ADN par recombinaison homologue, ce 

qui est en adéquation avec les résultats d’OncoScan ne montrant pas de profil LST dans les tumeurs 

ATM. 

 

 
Tableau 17 : Signatures mutationnelles identifiées parmi les 4 génomes à partir du catalogue de 

signature publié par MR. Stratton.  

Signature Description T0077-L T0077-R T0015 T0001 

Signature 1A Déamination 5-méthyl cytosine, âge 0.78 0.47 0.59 0.47 

Signature 4 Tabac 0 0.39 0.26 0.1 

Signature 15 Réparation des bases non-appariées déficiente 0.15 0 0 0 

Signature 3 Réparation par recombinaison homologue déficiente 0.07 0 0 0.1 

Signature 1B Déamination 5-méthyl cytosine, âge 0 0 0 0 

Signature 12 Inconnue 0 0 0 0.07 

Signature 9 Hypermutation du gène de l’immunoglobine 0 0 0 0.07 

Les chiffres rapportés pour chaque patient pour les différentes signatures correspondent à la proportion de mutations dans 
le génome associées à chaque signature. Par exemple, 78% des mutations de la tumeur T0077-L sont associées à la 
signature 1A liée à l’âge. 
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  Figure 28 : Profils mutationnels des 4 génomes à partir du catalogue de MR. Stratton. 

La majorité des tumeurs ATM étudiées étant conservées en FFPE, le WGS à partir de ce type de 
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matériel n’est pas réalisable. Afin de compléter la caractérisation génomique des tumeurs ATM nous 

avons initié en collaboration avec la plateforme ICGEx de l’Institut Curie (Institut Curie Génomique 

d’Excellence) un projet pilote pour évaluer la faisabilité de séquencer l’exome (WES pour « whole-

exome sequencing ») de tumeurs conservées en FFPE. 

Le projet pilote a été réalisé sur quatre paires d’ADN normal/ADN tumoral à partir de deux 

protocoles de préparation des banques : les protocoles MedExome (Roche) et SureSelect (Agilent), 

couvrant respectivement 46Mb et 54Mb du génome. Afin de déterminer lequel de ces protocoles 

produit les données les plus fiables, nous avons utilisé comme contrôles qualité les données de 

séquençage du génome pour les patients T0077-R et T0015, et les données d’OncoScan pour les 

patients T0009 et T0076 (Tableau 18). 

 

Tableau 18 : Matériel disponible et analyses réalisées sur les paires d'ADN normal/ADN tumoral 

pour 4 échantillons.  

Sample ID WGS OncoScan SureSelect 
(Agilent) 

MedExome 
(Roche) 

Patient T0077-sang ✓    

Tumeur T0077R-congelé ✓  ✓ ✓ 

Tumeur T0077-FFPE  ✓ ✓ ✓ 

Patient T0015-sang ✓    

Tumeur T0015-congelé ✓  ✓  
Tumeur T0015-FFPE  ✓ ✓ ✓ 

Patient T0009-sang   ✓ ✓ 

Tumeur T0009-FFPE  ✓ ✓ ✓ 

Patient T0076-sang   ✓ ✓ 

Tumeur T0076-FFPE  ✓ ✓ ✓ 

L’ensemble des données obtenues à partir du séquençage du génome pour les patients T0077 et T0015 et l’analyse 
OncoScan pour les patients T0009 et T0076 ont permis d’établir des contrôles qualités. Les SNPs ayant une MAF>1% 
identifié par WGS ont été comparés aux SNPs identifiés dans les 2 kits sur l’ADN congelé ou l’ADN FFPE. Pour les patients 
T0009 et T0076 les SNPs obtenus à partir des données d’OncoScan ont servi de contrôles. 

La comparaison des données obtenues à partir des deux protocoles a été réalisée sur les régions 

communes séquencées, c’est à dire sur 39Mb. Globalement, les données de WES obtenues à partir 

des deux protocoles montrent une couverture similaire pour les différents types de matériel (Tableau 

19). Les contrôles qualité montrent que pour les deux protocoles, plus de 95% des SNPs exoniques 

identifiés par WGS ou génotypés avec la OncoScan sont retrouvés dans les données SureSelect et 

MedExome. Environ 50% des SNPs manquant dans les deux protocoles sont liés à une trop faible 

couverture des régions concernées. Les variants somatiques de type SNV et indels identifiés par WES 

ont été comparés à ceux identifiés par WGS pour les patients T0077 et T0015, et les résultats 

montrent un nombre plus élevés de variants identifiés uniquement avec le protocole MedExome, 

notamment à partir de matériel FFPE (Figure 29). Pour éviter un taux trop important de faux-positifs 

nous avons donc choisi de séquencer l’ensemble du matériel disponible avec le protocole SureSelect. 
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Le séquençage d’une deuxième série de huit tumeurs est actuellement en cours. 

 

Tableau 19 : Profondeur moyenne de séquençage selon le type de matériel et le protocole de 

préparation des banques utilisées. 

Matériel Protocole 
Profondeur 

moyenne (X) 

Blood MedExome 279 
Blood SureSelect 148 

Frozen MedExome 281 
Frozen SureSelect 241 

FFPE MedExome 207 
FFPE SureSelect 160 

Les échantillons séquencés avec les protocoles SureSelect ont une plus faible couverture moyenne que les échantillons 
séquencés avec MedExome. Ces résultats sont probablement dû à un biais de protocole car les « runs » de séquençage ont 
été réalisée à partir de 8 banques SureSelect versus 6 banques MedExome, ce qui a favoriser l’amplification des banques 
MedExome. 
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Figure 29 : Diagramme de Venn décrivant le nombre de variants exoniques somatiques communs identifiés par WGS et 
par WES, et le nombre de variants identifiés uniquement par WES en fonction du matériel chez les patients T0077 et 
T0015. 
A. Parmi les 13 InDels identifiées par WGS, 9 sont retrouvées dans au moins une tumeurs séquencées par WES B. 494 InDels 
ont été trouvées par WGS, 76% d’entre elles sont trouvées avec le protocole MedExome. C. Parmi les 121 SNV identifiées 
par WGS, 66 sont retrouvées dans au moins une tumeur séquencée par WES. D. 1795 SNV ont été mis en évidence par 
WES, 54% d’entre elles sont uniquement trouvées avec le protocole MedExome. 
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Partie IV : Discussion & perspectives  

  



                                         

 204 

1. Nouvelles découvertes associées à ce projet de thèse 

L’objectif de mes travaux était d’identifier des facteurs génétiques constitutionnels pouvant moduler 

le risque de cancer du sein chez les porteurs d’une mutation constitutionnelle d’ATM et de décrire la 

morphologie et les caractéristiques moléculaires des tumeurs mammaires développées par les 

porteurs d’une ou deux copies altérées du gène. 

Ce projet a été réalisé à partir de la ressource biologique collectée dans le cadre des études 

rétrospectives et prospectives sur les familles A-T, CoF-AT et Retro-AT. Lors de l’initiation du projet 

de thèse, seules les mutations familiales d’ATM avaient été recherchées chez les participantes mais 

aucunes autres variations génétiques n’avait encore été recherchée dans ces familles. Le séquençage 

d’un panel de 55 gènes chez les femmes et patients A-T atteints d’un cancer a permis de mieux 

caractériser les mutations ségrégant dans ces familles.  

 

Dans la première partie de la thèse, je me suis concentrée sur l’analyse de la longueur des télomères 

et le génotypage de SNPs associés à la longueur des télomères et/ou au cancer du sein. Les résultats 

montrent de façon surprenante que les individus HetAT ont des télomères plus longs que leurs 

apparentés non-HetAT. Les connaissances sur les mécanismes de régulation de la longueur des 

télomères chez les individus HetAT sont à élargir pour comprendre cette observation et identifier des 

biomarqueurs potentiels en lien avec les fonctions d’ATM. Bien que nos résultats ne montrent pas 

d’association entre la longueur des télomères et le risque de cancer dans les familles A-T, les 

porteurs HetAT ayant des télomères courts semblent néanmoins plus à risque de développer un 

cancer que les non porteurs. Si ces résultats étaient confirmés dans de plus larges études, ce facteur 

génétique constitutionnel pourrait être pris en compte dans un model d’estimation des risques pour 

les individus HetAT. 

D’autre part, sur les 21 SNPs associés à la longueur des télomères et/ou au cancer du sein et 

génotypés dans la population d’étude, seul le SNP rs9257445 dans le gène ZNF311 a été associé à la 

longueur des télomères chez les individus HetAT. Ce SNP pourrait donc servir de proxy pour 

déterminer la longueur des télomères chez les individus HetAT, le génotypage par TaqMan étant une 

méthode plus simple et moins couteuse que la méthode q-PCR permettant d’estimer la longueur 

relative des télomères. 

Par ailleurs, le SNP rs6060627 dans le gène BCL2L1  est associé à une diminution du risque de cancer 

chez les femmes HetAT et non-HetAT de l’étude. Bien que l’ensemble des SNPs testés dans le cadre 

de cette thèse ne correspondent pas à une liste exhaustive de facteurs génétiques pouvant moduler 

le risque de cancer, nos travaux soulignent que, comme déjà mis en évidence chez les porteurs 

BRCA1 et BRCA2126-128, 287, 295, des facteurs génétiques peuvent également moduler le risque de cancer 



                                         

 205 

du sein chez les porteurs de mutation dans un gène de prédisposition conférant un risque de cancer 

plus modéré. Les SNPs aujourd’hui considérés dans les modèles de prédiction de risque (PRS) en 

population générale (études du consortium BCAC) ou chez les porteurs d’une mutation de BRCA1 ou 

BRCA2 (études du consortium CIMBA) pourraient donc moduler de façon significative le risque de 

cancer des sujets apparentés à un enfant atteint d’A-T et seraient à tester dans les familles ATM. 

 

Au niveau somatique, l’analyse des caractéristiques morphologiques et moléculaires des tumeurs du 

sein développées par les porteurs d’une ou deux copies mutées d’ATM a permis de mettre en 

évidence une signature ATM associée au sous-type moléculaire luminal B, à la tétraploïdie des 

cellules tumorales, à l’inactivation d’ATM dans les tumeurs due à la perte d’hétérozygotie de l’allèle 

normal ainsi que des pertes du nombre de copies aux loci 13q, 21p et 22q. Ce travail a permis 

d’enrichir les connaissances sur les tumeurs du sein ATM et également de montrer que ces tumeurs 

ne ressemblent pas aux tumeurs BRCA1 majoritairement triple-négatives et caractérisées par la 

signature HRD au niveau moléculaire. Bien que la signature ATM mise en évidence dans ces travaux 

ne permette pas de prédire la sensibilité aux traitement ciblant les déficiences de la réparation, 

l’analyse des CNV sur l’ensemble du génome a permis de mettre en évidence des pertes au niveau de 

quatre gènes d’intérêt : RB1 impliqué dans le rétinoblastome et associé à une faible réponse à 

l’hormonothérapie, LCP1 considéré comme un biomarqueur de la sévérité de la tumeur, TPTE 

appartenant à la famille du gène PTEN et enfin les délétions de GSTT1. De telles délétions ont été 

associées à une augmentation du risque de rechute de cancer du sein (OR=4,25 ; p=0,04)359. Afin de 

déterminer si l’expression de ces gènes est diminuée à cause des pertes chromosomiques observées 

nous avons initié au laboratoire une étude pilote sur l’analyse du transcriptome des tumeurs du sein 

décrites dans l’Article 2. 

2. Forces et limites 

L’une des limites de cette étude est le petit nombre d’échantillons disponibles dû à la rareté du 

syndrome de l’A-T et donc à la difficulté d’identifier des individus HetAT. Néanmoins, la ressource de 

CoF-AT est une ressource unique au monde, bien caractérisée, sans laquelle ce projet n’aurait pas pu 

être mené. En raison du petit nombre de participant, certaines analyses n’ont pas pu être réalisées, 

comme par exemple l’association entre les SNPs associés au risque de cancer du sein en fonction du 

sous-type moléculaire mis en évidence lors de la relecture anatomopathologique.  De même, ce 

critère de sélection des tumeurs n’a pu être pris en compte dans l’analyse de la longueur des 

télomères chez les sujets HetAT. Nous n’avons pas non plus évaluer la contribution des SNPs et de la 

longueur des télomères dans le développement des cancers à une autre localisation que le sein. 
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En revanche, l’une des forces de notre étude sur les télomères réside dans le fait que les femmes 

participant à CoF-AT étaient indemnes de tous cancers à l’inclusion dans l’étude ; l’analyse de la 

longueur des télomères réalisée sur l’ADN des lymphocytes a donc pu être réalisée sans introduire de 

biais liés aux traitement anti-tumoraux.   

Le recueil de données épidémiologiques, cliniques et biologiques des porteuses d’une mutation 

d’ATM est toujours en cours. Tout au long de ces quatre années de thèse, j’ai mené mes travaux en 

étroite collaboration avec les attachées de recherche en épidémiologie de la PIGE au sein de l’équipe 

de Nadine Andrieu et ai pu bénéficier de leur l’expérience pour recueillir des données de haute 

qualité. Afin d’éviter les biais de déclarations par exemple, les questionnaires épidémiologiques sont 

revus systématiquement, et complétées si besoin par Eve Cavaciuti et Dorothée Le Gal lors d’un 

rendez-vous téléphonique avec la participante. J’ai également pu exploiter les données médicales 

des participantes pour lesquelles le diagnostic avait été validé auprès du médecin traitant.  

Au début du projet sur la caractérisation tumorale, toutes les tumeurs recensées n’avaient pas 

encore été centralisées dans notre laboratoire. Grâce aux interactions avec l’équipe d’investigation 

de la PIGE nous avons pu mettre en place un système de collecte des tumeurs automatisées entre le 

centre coordonnateur (U900), le service d’anatomopathologie de l’Institut Curie et le centre de 

ressource biologique. De plus, ces interactions ont abouti à la mise en place d’une base de gestion 

centralisant les données de la relecture histologiques des tumeurs du sein. Par ailleurs, les 

traitements néo-adjuvants pouvant avoir un impact sur sur la morphologie des tumeurs, nous nous 

sommes assurés qu’aucun des patients n’avaient reçu ce type de traitement.  

L’Institut Curie est un hôpital possédant une grande expertise dans le suivi et le traitement des 

patients atteints de cancer du sein. Pour ce projet de recherche nous avons pu bénéficier de 

l’expertise des anatomopathologistes Anne Vincent-Salomon et Guillaume Bataillon qui ont réalisé la 

relecture histologique à l’aveugle de l’ensemble des tumeurs analysées dans l’article rapportant les 

résultats sur la caractérisation histologique et moléculaire des tumeurs du sein ATM. Cette relecture 

systématique par deux anatomopathologistes de référence avait pour but d’empêcher les biais dans 

la façon d’attribuer les scores aux différentes caractéristiques tumorales. 

L’une des limites du projet sur la caractérisation des tumeurs aura été le faible nombre de tumeurs 

congelées disponibles, ce qui n’aura pas permis de mettre en évidence des mutations drivers qui 

auraient pu constituer de nouvelles cibles thérapeutiques ; cependant grâce à l’implication de 

l’équipe dans des consortia internationaux tels que ENIGMA (Evidence-based Network for the 

Interpretation of Germline Mutant Alleles ; https://enigmaconsortium.org/) nous avons entrepris 

d’étendre l’analyse des tumeurs ATM à d’autres collections et avons notamment travaillé avec 

l’équipe de Georgia Chenevix-Trench du centre anti-cancer Peter MacCallum à Melbourne en 

Australie (Article 2).  
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3. Impact et futur 

Les enjeux de la recherche sur le cancer sont multiples. En effet, une partie du risque génétique lié au 

cancer du sein reste actuellement inexpliquée. Les études pangénomiques comme l’OncoArray131, ou 

les projet séquençage à haut débit (NGS) dans de larges études ont pour but d’identifier de nouveaux 

loci ou gènes de prédisposition au cancer du sein. Par ailleurs, l’introduction des tests multi-

gènes pour le diagnostic moléculaire des familles à haut risque de cancer du sein pause la question 

de l’utilité clinique des gènes de prédisposition de risque intermédiaire tels que ATM, CHEK2, BRIP1 

ou des « nouveaux » gènes comme XRCC2 ou RINT1. En effet, de plus en plus de porteurs de variants 

dans ces gènes sont identifiés par les laboratoires de diagnostic ou dans des projets de recherche 

d’épidémiologie moléculaire dans lesquelles de larges séries cas-témoins sont analysées. Cependant 

les données familiales sont encore trop peu nombreuses pour pouvoir estimer précisément le risque 

absolu de cancer du sein pour les porteurs d’un variant prédit comme délétère dans ces gènes, ce qui 

empêche d’élaborer des recommandations pour le dépistage et le suivi des familles. 

Depuis 2006, le rôle d’ATM dans la prédisposition génétique au cancer du sein n’est plus à démontrer 

et les mutations de ce gène sont associées à un risque intermédiaire135. De plus en plus de données 

de séquençage d’exomes dans des familles BRCAx sont publiées et estiment une fréquence de 

mutation d’ATM d’au moins 2% dans ces familles à haut-risque, suggérant une prévalence des 

mutations d’ATM plus importante qu’initialement estimée. D’autre part, on estime que 0,5% à 1% de 

la population générale serait porteuse d’une mutation délétère d’ATM. Afin de mieux estimer les 

risques absolus de cancer pour les porteurs de mutation dans ATM, ainsi que pour les porteurs de 

variants délétères dans des gènes de prédisposition conférant un risque intermédiaire ou dans des 

« nouveaux » gènes, l’étude TUMOSPEC a été initiée par le Dr Olivier Caron et notre équipe en 

collaboration avec l’ensemble des partenaires du Groupe Génétique et Cancer d’UNICANCER 

(consultations d’oncogénétiques et laboratoires de diagnostic moléculaire). Les patients porteurs 

d’une mutation d’ATM, ou d’un variant faux-sens prédit comme délétère identifiés via TUMOSPEC 

seront invités en consultation d’oncogénétique à participer à l’étude de suivi CoF-AT2. Dans cette 

extension de l’étude CoF-AT, tous les membres de la famille seront invités à participer, hommes et 

femmes, porteurs et non porteurs. L’étude CoF-AT2 permettra d’étudier l’étiologie du cancer du sein 

chez plus de femmes HetAT mais également d’étudier d’autres types de cancer. En effet, d’après les 

données familiales de CoF-AT les porteurs HetAT, hommes et femmes, présentent un risque accru du 

cancer du pancréas (SIR=4,95, 95% IC :3,04 - 7,61), et de lymphome ou de leucémie chez les 

apparentés ayant une probabilité d’être hétérozygote pour ATM (SIR=5,33, 95% IC : 1,43 - 13,7) 

(Lecarpentier J, Andrieu N, communication personnelle). 
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La pénétrance incomplète des mutations d’ATM soulève la question de la présence d’autres facteurs, 

génétiques ou environnementaux qui pourraient modifier le risque de cancer du sein des individus 

HetAT. Les résultats mis en évidence par le Consortium of Investigators of Modifiers of BRCA1/2 

(CIMBA) montrent que le risque de cancer du sein et/ou de l’ovaire chez les porteurs d’une mutation 

de BRCA1 ou BRCA2 est modulé par la présence de SNPs associés au cancer du sein dans la 

population générale 126, 128, 287, 295. Dans notre étude sur les sujets HetAT, la mise en évidence d’un 

SNP associé à la longueur des télomère et d’un deuxième SNP associé au cancer du sein montre que 

l’analyse de ces variants fréquents n’est pas uniquement à considérer chez les porteurs de mutations 

à forte pénétrance mais également chez les porteurs de mutation à pénétrance intermédiaire.  

 

D’autre part, des études internationales s’intéressent également au rôle des expositions 

environnementales sur le risque de cancer. Le consortium International BRCA1/2 Carrier Cohort 

Study (IBCCS) a montré chez les porteurs d’une mutation BRCA1 et BRCA2 que l’exposition aux 

radiations ou le nombre de grossesses menées à terme étaient des facteurs modificateurs du risque 

de cancer du sein chez ces porteurs360, 361. Grâce aux données de suivi de CoF-AT et CoF-AT2, de telles 

analyses seront possibles pour les porteurs de variants d’ATM.  

L’un des autres enjeux actuels de la recherche est la classification des variants. En effet, de nombreux 

variants localisés dans des gènes de prédisposition au cancer du sein autre que BRCA1 et BRCA2 

n’ont pas d’impact clinique démontré et sont donc bien souvent classés comme variant de 

signification clinique inconnue (ou « VSI »). Une étude sur 660 femmes non porteuses de mutations 

BRCA1 ou BRCA2 a révélé que pour seulement 2% d’entre elles le séquençage d’un panel de gènes 

aura eu une utilité clinique362. Néanmoins, pour aider à la classification des VSI plusieurs outils sont 

mis en place pour faciliter l’interprétation de ces variants par les généticiens et les chercheurs. Pour 

les gènes BRCA1 et BRCA2, ces outils consistent en la base française UMD-BRCA1/BRCA2 

(http://www.umd.be/), la classification de l’IARC reposant sur la co-ségrégation du variant, l’histoire 

personnelle et familiale, la pathologie de la tumeur et la co-occurrence du variant en trans et la base 

ClinVar pour laquelle les variants de BRCA1 et BRCA2 notamment sont classés par un panel d’expert.  

Pour le gène ATM, la classification des variants identifiés dans le contexte d’une prédisposition 

familiale au cancer du sein ou de l’ovaire, ou d’un autre cancer mais hors contexte A-T reste 

problématique. L’une des stratégies de classifications des variants faux-sens ou des variants classés 

VSI serait l’utilisation de la signature tumorale ATM. Les résultats rapportés dans l’Article 2 seront 

confirmés dans une deuxième série de tumeurs collectées à partir des collaborations mises en place 

avec des partenaires impliqués dans le consortium ENIGMA lors de cette thèse, notamment avec les 

laboratoires de diagnostic moléculaire de Chicago (Université de Chicago, F. Olopade, S. Nielsen), 
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d’Athènes (National Centre for Scientific Research Demokritos, F. Fostira), l’hôpital Sírio-Libanês (São 

Paulo, Brazil, E. Santana dos Santos) et avec l’étude Malaysian breast cancer genetics (S.Teo). Si la 

signature moléculaire est validée dans cette second série de tumeurs ATM provenant de patients vus 

en consultation de génétique, son utilisation comme outil de classification sera alors envisageable 

pour déterminer si les variants de types faux-sens sont les variants causaux de la maladie, selon la 

présence ou non de la signature ATM. 

D’autre part, cette signature permettrait également d’identifier des femmes porteuses d’une 

mutation d’ATM hors contexte A-T et également hors contexte d’une prédisposition familiale.  

 

La caractérisation des variants ainsi qu’une meilleure estimation des risques permettront in fine de 

stratifier les femmes à risque pour mieux adapter leur dépistage et leur suivi. Les femmes à risque 

élevé seraient suivies plus précocement et de façon plus fréquente ce qui à long terme réduirait les 

effets secondaires des traitements et augmenterait la qualité de vie des patientes. Inversement, une 

stratification des femmes à faible risque diminuerait les coûts de santé publique en réduisant le 

nombre de mammographies. 
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Abstract
Approximately half of the familial aggregation of breast cancer remains unexplained. This
proportion is less for early-onset disease where familial aggregation is greater, suggesting
that other susceptibility genes remain to be discovered. The majority of known breast can-
cer susceptibility genes are involved in the DNA double-strand break repair pathway.
ABRAXAS is involved in this pathway and mutations in this gene impair BRCA1 recruit-
ment to DNA damage foci and increase cell sensitivity to ionizing radiation. Moreover, a
recurrent germline mutation was reported in Finnish high-risk breast cancer families. To
determine if ABRAXAS could be a breast cancer susceptibility gene in other populations,
we conducted a population-based case-control mutation screening study of the coding
exons and exon/intron boundaries of ABRAXAS in the Breast Cancer Family Registry. In
addition to the common variant p.Asp373Asn, sixteen distinct rare variants were identified.
Although no significant difference in allele frequencies between cases and controls was
observed for the identified variants, two variants, p.Gly39Val and p.Thr141Ile, were
shown to diminish phosphorylation of gamma-H2AX in MCF7 human breast adenocarci-
noma cells, an important biomarker of DNA double-strand breaks. Overall, likely damag-
ing or neutral variants were evenly represented among cases and controls suggesting
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that rare variants in ABRAXASmay explain only a small proportion of hereditary breast
cancer.

Introduction
DNA damage induced by endogenous and exogenous genotoxic agents can promote genomic
instability and directly lead to various diseases, particularly cancer. Functionally intact DNA
double-strand break (DSB) repair machinery is essential for the maintenance of genomic integ-
rity and stability. Mutations in genes coding for proteins involved in this pathway have been
shown to cause chromosomal aberrations and defective cell cycle checkpoints, leading to
tumor development [1]. Germline mutations in genes involved in homologous recombination
DNA repair have been associated with breast cancer susceptibility. These include high-pene-
trance susceptibility genes such as BRCA1 [2,3], BRCA2 [4, 5] and TP53 [6] and the moderate
penetrance genes CHEK2 [7, 8], ATM [9, 10], BRIP1 [11], PALB2 [12, 13] andMRE11A,
RAD50 and NBN [14]. However, despite technical progress and studies with greater statistical
power, only approximately 35% of the familial relative risk of breast cancer is currently
explained by the known high- and intermediate-risk genes, suggesting that other breast cancer
susceptibility genes, possibly involved in the homologous recombination repair (HRR) path-
way, remain to be discovered.

ABRAXAS (FAM175A) (MIM 611143; NM_139076.2) is a coiled-coil domain-containing
protein that forms, along with Rap80, BRCC36, BRE and BABAM1, the A-Complex [15–17],
which regulates the G2/M checkpoint and DNA-end resection during HRR [18–20]. Studies
have reported that ABRAXAS-depleted cells have augmented levels of single-strand DNA and
show increased binding of RPA and RAD51 proteins, indicative of increased resected DNA
ends [20, 21]. Excessive DNA resection can lead to loss of genomic integrity. ABRAXAS also
directly interacts with the BRCA1 BRCT (BRCA1 carboxyl-terminal) repeats through its phos-
phorylated SPxF motif [22–24] and contributes to BRCA1-dependent DNA damage responses
by localizing BRCA1 to DNA damage foci [16]. Depletion of ABRAXAS impedes the recruit-
ment of BRCA1 to DNA damage sites, leading to impairment of G2/M checkpoint control
after ionizing radiation (IR) induction [25].

Further attesting to the critical role of ABRAXAS in cellular response to DNA damage and
potential involvement in cancer susceptibility, Castillo et al. recently reported that both homo-
zygous and heterozygous Abraxas knockout mice exhibited decreased survival and increased
tumor incidence [26]. Analysis of gene expression levels in human tumors in the TCGA data-
base revealed reduced ABRAXAS gene expression in numerous cancers, including breast can-
cer. This study also showed that gene copy number loss of the ABRAXAS locus at chromosome
4q21 is frequently found in ovarian and breast cancers and that this loss is well correlated with
reduced ABRAXAS expression levels in these cancers [26].

Solyom et al. reported the screening of 125 Northern Finnish breast cancer families for cod-
ing region and splice-site ABRAXASmutations [27]. Their study identified a novel germline
mutation (p.Arg361Gln) in ABRAXAS in three of the families. Segregation analysis was per-
formed in two of the mutation-positive families, showing co-segregation between the p.
Arg361Gln mutation and breast cancer phenotype. The missense mutation is located in the
nuclear localization sequence (NLS) of ABRAXAS and affects the nuclear localization of the
protein. Consequently, this mutation reduces the formation of BRCA1 and Rap80 foci at DNA
damage sites, leading to IR hypersensitivity of cells and partially impairing the G2/M
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checkpoint [27]. Another recent study, reporting the sequencing of several homologous recom-
bination genes in 390 ovarian carcinomas, identified the loss-of-function ABRAXAS germline
mutation, c.1106insG, in 2 subjects, representing 2% of identified deleterious mutations [28].

Based on the evidence that a germline ABRAXASmutation is associated with an increased
risk of breast cancer in the Finnish population and owing to the crucial role of this protein in
DSB repair, we sought to estimate the frequencies and nature of rare ABRAXAS variants in a
sample of women with early onset breast cancer (N = 1,332) and frequency matched controls
(N = 1,123) from three population-based centers of the Breast Cancer Family Registry (BCFR)
[29] by screening ABRAXAS exons and exon/intron boundaries. We then followed a similar in
silico-driven analysis strategy to that previously proven successful to identify the intermediate
penetrance susceptibility alleles in ATM [10], CHEK2 [7], XRCC2 [30],MRE11, RAD50 and
NBN [14].

Materials and Methods
Ethics statement
This study was approved by the Research Ethics Committee of the Centre Hospitalier Universi-
taire de Québec (Project 123.05.08 / MP-CHUQ-CHUL-08-009), the University of Utah Insti-
tutional Review Board (IRB), the Ethics committee of the International Agency for Research
on Cancer (IARC) and the local IRBs of the BCFR centers: the Health Sciences Human Ethics
Subcommittee of the University of Melbourne, Australia; the Institutional Review Board of the
Cancer Prevention Institute of California; and the Research Ethics Board of Mount Sinai Hos-
pital, Ontario, Canada, from which samples were received. All participants gave written
informed consent.

DNA samples
Subjects (N = 2,455) were selected from the population-based BCFR centers [29]. Women were
recruited between 1995 and 2005 at three centers: the Cancer Prevention Institute of California
(USA), the Cancer Care Ontario (Canada) and the University of Melbourne (Australia). Selec-
tion criteria for cases (N = 1,332) were: the age at breast cancer diagnosis (!45 years), race/eth-
nicity, and grandparents’ country of origin consistent with the ethnic heritage, that is
Caucasian, Latino, East Asian or African-American ancestry. Cases were matched with con-
trols (N = 1,123) within each center according to the age at recruitment (± 10 years from the
age at diagnosis) and race/ethnicity. However, because of limited availability of controls in
some racial/ethnic and/or age groups, the matching was not always one-to-one in these groups
(Table 1).

Mutation screening
Mutation screening of the ABRAXAS gene was performed onWhole-Genome Amplified
(WGA) DNA obtained by mixing 5 ng of amplified DNA from each of two independent WGA
reactions. The 9 coding exons, exon-intron boundaries and part of the promoter region were
screened by High Resolution Melting curve (HRM) analysis on a LightCycler 480 (Roche
Applied Science, Indianapolis, USA), followed by direct Sanger sequencing of the samples for
which an aberrant melting curve was indicative of the presence of a sequence variant (S1 Fig).
All exons and part of the promoter region were amplified using specific primer pairs (S1 Table)
in PCR reactions of 10 μl: each reaction contained 10 ng of WGA DNA, 5 μl of Master mix
(Roche Applied Science, Indianapolis, USA), 1 μl of primers (0.5μM each) and 1.2 μL of MgCl2
(3.6μM). The cycling conditions were as follow: 95°C for 5 min, 40 cycles of DNA denaturation
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at 95°C for 10 sec, annealing for 45sec at temperatures depending on each primer pair (S1
Table), and elongation at 72°C for 14 sec. According to the manufacturer’s recommendations,
the size of amplicons was 250 bp or less in order to optimize amplification specificity and vari-
ant detection sensitivity. Prior to HRM analysis, a melting step consisting of a denaturation
step at 95°C for 1 min, and a cooling step at 40°C for 1 min was carried out for heteroduplex
formation. Finally, the PCR products were heated from 65°C to 95°C to determine the melting
temperature of the amplicons. For each amplicon, samples showing an aberrant melting curve
were purified on silica filtration microplates (Whatman hydrophilic GF/C Filter, GE Health-
care Life Science, Piscataway, USA) prior to Sanger sequencing in order to identify the varia-
tion causative of the observed difference in melting curves. Sequencing was performed using
Big Dye Terminator chemistry on an ABI Prism 3730xl automated sequencer from Applied
Biosystems (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA).

All sequence variants that were either unreported or had an allele frequency of<1% in the
large scale reference groups “Caucasian Americans”, “African Americans” and “East Asians”
based on Exome Variant Server (EVS) [31] and 1,000 genomes project (1000G) data (1000
Genomes) were confirmed by concordant variant sequencing calls of the two independent re-
amplified WGA reaction products. All samples that failed either at the PCR or sequencing reac-
tion stage were re-amplified fromWGA DNAs or genomic DNAs. Samples that still did not
provide satisfactory mutation screening results for at least 80% of the ABRAXAS coding
sequence were excluded from further analysis. A total of 22 subjects were excluded from the
analyses (S2 Table).

Alignments and scoring of missense substitution
The multiple sequence alignment software M-Coffee, which is a part of the T-coffee software
(http://tcoffee.crg.cat) (Tree-based Consistency Objective Function For alignment Evaluation)
[32, 33] was used to prepare a protein multiple sequence alignment with ABRAXAS orthologs.
Ten protein sequences of ABRAXAS were used, ranging from Human (Homo sapiens,
NP_620775.2) to the most divergent zebrafish sequence (Danio rerio, NP_001005993.1), and
including chimpanzee (Pan troglodytes, JAA36615.1), orangutan (Pongo abelii,

Table 1. Distribution of cases and controls by study center and by ethnicity in the BCFR.

Study center Ethnic group Cases (N = 1,332) Controls (N = 1,123) Total (N = 2455)

BCFR Ontario All 314 463 777
Caucasian 302 459 761

East Asian 8 4 12

Latino 4 0 4

African-American Ancestry 0 0 0

BCFR Northern California All 421 136 557
Caucasian 0 0 0

East Asian 177 54 231

Latino 146 46 192

African-American Ancestry 98 36 134

BCFR Australia All 597 524 1121
Caucasian 561 510 1071

East Asian 28 13 41

Latino 8 1 9

African-American Ancestry 0 0 0

doi:10.1371/journal.pone.0156820.t001
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ENSPPY00000016637), rabbit (Oryctolagus cuniculus, ENSOCUP00000011470), cow (Bos tau-
rus, NP_0010015516.1), elephant (Loxondonta africana, ENSLAFP00000000891), mouse (Mus
musculus, NP_765993), chicken (Gallus gallus, NP_001026315.2) and frog (Xenopus laevis,
NP_001005339.1) (Fig 1 and S3 Table).

The impact of the missense substitutions identified during our ABRAXASmutation screen-
ing was scored using our M-coffee alignment with the two prediction software programs
Align-GVGD (http://agvgd.iarc.fr) and Sorting Intolerant From Tolerant (SIFT) (http://sift.
jcvi.org/). PolyPhen2.1 (http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/) was also used with its

Fig 1. ABRAXASmultiple-sequence alignment. Substitution designations are indicated above the corresponding human reference
sequence residue. Amino acid symbols are colored to represent standard Dayhoff groupings.

doi:10.1371/journal.pone.0156820.g001
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precompiled alignment. Briefly, Align-GVGD classifies missense variants in a query sequence
into 7 grades, from the most deleterious C65 to the least deleterious C0, with the intermediate
grades C15, C25, C35, C45 and C55 [34]. The program is based on Grantham calculation [35],
a combination of Grantham Variation (GV) which measures the amount of observed biochem-
ical evolutionary variation at a specific position of the alignment, and Grantham Deviation
(GD) which measures the biochemical difference between the missense residue and the range
of variation observed at this position in the alignment. SIFT is a sequence homology-based tool
that predicts variants in the query sequence as “tolerated” or “deleterious”, calculating normal-
ized probabilities for all possible substitutions in the multiple sequence alignment. Variants
with normalized probabilities<0.05 are predicted to be “deleterious” and those"0.05 are pre-
dicted to be “tolerated” [36]. PolyPhen2 classifies variants as “benign”, “Possibly Damaging”
and “Probably Damaging”, according to eight sequenced-based and three structure-based pre-
dictive features. We used the PolyPhen2 precompiled alignment constructed and refined
through a pipeline that selects homologous sequences, among which orthologs and paralogs
that may or may not be full length [37].

In silico analysis of variants
Intronic and exonic variants located in the vicinity of splice junction consensus sites were
scored for their potential impact on splicing using the Splicing Prediction Module of Alamut
(Interactive Biosoftware) which computes the following prediction methods: SpliceSiteFinder-
like [38], MaxEntScan [39], NNSPLICE [40], GeneSplicer [41] and Human Splicing Finder
[42]. Variants located near the beginning of the first exon were analyzed using the MatInspec-
tor software of Genomatix [43] to assess whether they altered transcription factor binding sites.

Statistical analysis
To assess the relationship between ABRAXAS variants and breast cancer risk we compared fre-
quency distribution of rare missense substitutions and in-frame deletions in cases and in con-
trols. The case-control statistical analysis has been described in detail previously [7]. Briefly, a
single table with one entry per subject, zero or one rare sequence variant per subject, annota-
tions for type of sequence variants, study center, case-control status, and race/ethnicity was
constructed. Analyses were performed using the chi square test, the Fischer test and multivari-
able unconditional logistic regressions using STATA version 11 software (StataCorp, College
Station, TX, USA). Differences in the case/control ratio between racial/ethnic groups and study
center were accounted for by including categorical variables for each racial/ethnic group and
each study center. As demonstrated previously, inclusion of interactions between study center
and ethnic group did not change the estimates [7]. Adjustment for racial/ethnic group should
capture confounding of genetic and social factors with interaction terms, allowing that this
confounding effect may be different for the broadly labeled racial/ethnic groups in different
centers.

Site-directed mutagenesis
To enable immuno-fluorescence assays for p.Gly39Val and p.Thr141Ile variants, site-directed
mutagenesis was performed on a pOZ-ABRAXAS_cDNA-HA-Flag vector (kindly provided by
Dr Roger A. Greenberg, University of Pennsylvania, Philadelphia, PA, USA), containing the
full-length cDNA fragment encoding the complete amino acid sequence for human
ABRAXAS. The vector was mutated at two positions, c.116G>T (p.Gly39Val) and c.422C>T
(p.Thr141Ile) using the QuickChange Site-directed mutagenesis kit from Stratagene (Strata-
gene Cloning Systems, La Jolla, CA, USA) according to the manufacturer’s protocol and in

ABRAXAS (FAM175A) and Breast Cancer Susceptibility

PLOS ONE | DOI:10.1371/journal.pone.0156820 June 7, 2016 6 / 20



conditions specific to each primer pairs for variants c.116G>T (F: 5’-TTGGGGAAGTAAAA
GTTGAAGCCAAGAACAG-3’/R: 5’-CTGTTCTGGCTTCAACTTTTACTTCCCAA-3’) and
c.422C>T (F: 5’-ACCAAGTATAATAATAGAAAGCTGCTCTACTC-3’/R: 5’-GTAGAGCA
GCTTTCTATTATTATACTTGGT-3’) respectively. DNA templates were degraded with 1 μL
of DpnI at 37°C during 1 h. The resulting constructs were purified (Sigma-Aldrich Kit,
St. Louis, USA) and insertion of the desired mutation was confirmed by direct sequencing of
both strands using Big Dye Terminator chemistry on an ABI Prism 3730xl automated
sequencer from Applied Biosystems (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA).

Cell culture
The Human Embryonic Kidney cell line (HEK293T) was grown in DMEM high glucose
(Wisent, St-Bruno, Canada) containing 10% FBS, 2 mM L-glutamine and penicillin/streptomy-
cin. The ER+ human breast adenocarcinoma cells, MCF7, were cultured in DMEM/F12
(Wisent Bioproducts, St-Bruno, Quebec, Canada) supplemented with 5% FBS, 2 mM L-gluta-
mine, penicillin/streptomycin, 15 mMHEPES, 0,2% sodium bicarbonate and 10E-9 M estra-
diol. The human cervical carcinoma cells, HeLa, were grown in DMEMmedium (Wisent) with
5% FBS, 2 mM L-glutamine and penicillin/streptomycin. Cells were grown at 37°C in a 5%
CO2 incubator.

RNA interference
Two ABRAXAS short hairpin RNAs (shRNA) (designated shABX139 and shABX145) cloned
into the pLKO.1-puro vector were retrieved from the Sigma Mission human shRNA library
available at the CHU de Quebec Research Centre (clone numbers TRCN0000139032 and
TRCN0000145012). The pLKO.1-puro vector encoding a scramble sequence not matching any
mammalian sequence was used as a control (designated shNSCTL). Viral supernatants were
generated by transfecting HEK293T cells with the shRNA constructs and the packaging vectors
psPAX2 and pMD2.G (Addgene, Cambridge, MA). The high-titer lentiviral supernatants in
the presence of 10μg/ml of polybrene were used to transduce MCF7 and HeLa cell lines. Two
days later, puromycin (2 μg/ml) was added to the culture media to select stably transduced
cells. The expression levels of ABRAXAS were thereafter confirmed by quantitative PCR (see
S2 Fig for knockdown efficiencies in MCF7 and HeLa cells).

Quantitative RT-PCR
Total RNA was extracted using TriReagent (Sigma-Aldrich) following manufacturer’s instruc-
tions. Reverse transcription was performed with the M-MuLV Reverse Transcriptase (NEB) and
a mix of random hexamers and anchored oligo(dT). Quantitative PCR reactions were per-
formed using four ng of cDNA, analyzed in three replicates for each data point, in a quantitative
PCR (CFX384 RealTimeSystem (Bio-Rad)) using the iTAQ Universal SYBR Green Supermix
(Bio-Rad). The following forward and reverse primers were used: 5’-AGAGATAATTAAAGTTC
TTGACAAAAC-3’ and 5’-TCAAATAATGGGTAAGAAAGAATAC-3’. PCR volume was 10 μl
and conditions were as follow: Initial activation at 95°C, 30s followed by 40 cycles at 95°C, 5s
and 60°C, 30s; final cycle (melting curve) 65°C, 0.05s and 95°C 0.5s. Relative expressions were
calculated using the CFXManager Software v3.1 using U6 and ACTB as normalizers.

Immunofluorescence assays
Four hundred nanograms of empty pOZ-HA-Flag vector, pOZ-ABRAXAS-HA-Flag vector
mutated at positions c.116G>T (p.Gly39Val), c.422C>T (p.Thr141Ile) or WT, were transfected
in the two independent ABRAXAS KDMCF7 and HeLa cell lines (shABX139 and shABX145)
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as well as in the shNSCTLMCF7 and HeLa cell lines with Effectene transfection agent (QIA-
GEN, Valencia, USA). Transfected MCF7 cells were treated with 50 ng/ml of neocarzinostatin
(SIGMA) and transfected HeLa cells with 25ng/ml for 30 min and released in new media for 4
hours (20 hours for empty pOZ-HA-Flag vector specifically), washed twice in PBS, fixed with
2% paraformaldehyde in PBS for 10 min, washed with TBS and fixed with cold methanol
(−20°C) for 5 min. Next, cells were washed once in TBS, permeabilized 5 min with PBS (0.2%
Triton X-100) and washed three times 5 min with TBS. Then, cells were quenched with 0.1%
Sodium Borohydride 5 min, washed once with TBS and blocked in PBS (10% goat serum and
1% BSA) 1h. Cells were then incubated 1 h with the primary antibody diluted in 1% BSA/TBS.
Cells were washed three times 5min with TBS and incubated 1 h with the appropriate secondary
antibody (1% BSA/TBS) conjugated to a fluorophore (Alexa Fluor 488 (green) and Alexa Fluor
568 (red) from Life Technologies). Cells were washed three times 10 min with TBS and cover-
slips were mounted onto slides with PBS-glycerol (90%) containing 1 mg/ml paraphenylenedia-
mine and 0.2 mg/ml of 4,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI). For gamma-H2AX scoring,
images were obtained using a Leica CTR 6000 microscope. Number of foci per cell was automat-
ically counted following background subtraction and deconvolution using Volocity software v
5.5 (Perkin-Elmer Improvision). Foci were scored according to intensity within a! 0.7μM
radius. P-values were obtained usingWilcoxon’s Test with N = 100 cells from four independent
experiments for mutant andWT pOZ-HA-Flag vectors, while N = 129 cells from three indepen-
dent experiments were used to calculate p-values for empty pOZ-HA-Flag vector.

Transient transfection and transcriptional activity assay
Constructs: To assess the impact of variant p.21G>A (rs145796091) on transcriptional activity,
a fragment containing exon 1 and part of the promoter of ABRAXAS was amplified using geno-
mic DNA from an individual heterozygous at this position, and subcloned into the firefly lucif-
erase-reporter pGL3-Basic vector (Promega, Madison, WI, USA). The following primers were
used for amplification (5'-CTAGCTAGCTAGGTGGCATATCCACTGTGGCATCGT-30, 50-
CCGCTCGAGCGGAGGGCTAATGCTGGAGAAGACTTCGTGG-30). The resulting constructs
were sequenced to confirm the presence of the expected polymorphic site, amplified and then
purified using Sigma GenElute HP Plasmid Kit (Sigma-Aldrich, St-Louis, MO, USA) prior to
transfection. Three different clones were obtained for each genotype, in order to take into
account possible inter-clone variability during luciferase reporter assays.

MCF7 cells were seeded in 24-well culture dishes at a density of 130,000 cells/well for 24 h
prior to transfection. Transient transfection was performed using Lipofectamine 2000 transfec-
tion reagent (Life Technologies Inc., Ontario, Canada) according to the supplier’s protocol.
Briefly, MCF7 cells were co-transfected with 1 ug of pGL3-promoter genotype-specific con-
structs encoding a modified firefly luciferase gene and 10 ng of a CMV-driven Renilla luciferase
pRL-CMV plasmid (Promega, Madison, USA) (ratio 100:1) to control for transfection effi-
ciency. The promoterless pGL3-basic vector and pGL3-SV40 control vector, containing the
SV40 early promoter, were used as negative and positive controls, respectively. Cells were har-
vested 24 h post-transfection and luciferase reporter gene activities measured with the Dual-
Luciferase Reporter Assay System according to the manufacturer’s instructions (Promega,
Madison, USA) in a M-1000 luminometer (TECAN). The promoterless pGL3-basic vector was
used to measure basal expression levels. Each experiment was performed three times. Lucifer-
ase activity was normalized to Renilla luciferase. Data from four replicates per construct were
analyzed with a mixed model including the fixed effect of genotype and the random effects of
experiment number and clone within experiment number. The analysis was done at the 0.05
level of significance. The model was fitted using the lme function of the nlme R package [44].
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Splicing reporter mini-gene assays: Vector construction, RNA extraction
and RT-PCR
Exon 1, including the sequence variant c.21G>A (p.Ser7Ser), exon 2 and exon 3 of ABRAXAS
were amplified separately by PCR using 50 ng of genomic DNA from an individual carrying
the variant, and specific primer pairs (S4 Table). The amplified products were subcloned in a
pcDNA3.1(+) vector (Invitrogen, Life Technologies, Burlington, Canada) in a three-step strat-
egy: first, exon 1 was digested with NheI and HindIII (New England Biolabs, Beverly, MA) and
inserted in the vector, then exon 2 was digested with HindIII and EcoRV and inserted in the
pcDNA3.1-exon1, and finally exon 3 was inserted following its digestion with EcoRV and
XhoI. The obtained pcDNA3.1-exon1-exon2-exon3 construction was transfected in HEK293T
cells using Lipofectamine 2000 (Invitrogen, Life Technologies, Burlington, Canada) according
to the supplier’s protocol. After 24 hours, cells were collected and total RNA was extracted
using the TRI-Reagent Solution Protocol according to supplier’s instructions (Sigma-Aldrich,
St Louis, USA). Reverse transcription polymerase chain reaction (RT-PCR) was performed
using a PROMEGA Access RT-PCR System kit (PROMEGA, Madison, USA) according to the
manufacturer’s protocol, with 50ng of the total extracted RNA and the primer pair F: 5’-
ACGACTCACTATAGGGACCACAGG-3’ / R: 5’-AGAAGGCACAGTCGAGGCTGATCAG-3’
specific to the exogenous mRNA of the construction. Finally, the RT-PCR product was ana-
lyzed both by gel-electrophoresis, using 2% agarose gel, and by Sanger sequencing.

Results
Case-control mutation screening
A total of 2,455 subjects from the three study centers that constitute the population-based arm
of the BCFR were screened for mutations. The distribution of cases and controls by race/eth-
nicity and study center are detailed in Table 1. In addition to the common missense substitu-
tion p.Asp373Asn (rs13125836), HRM screening revealed sixteen rare distinct sequence
variants, including an in-frame deletion found in one case and one control, eight missense sub-
stitutions, four silent substitutions, two intronic variations and one variant located in the 5’-
UTR region (S1 Fig). The distribution of the rare variants (minor allele frequency less than 1%
in Exome Variant Server) in cases and controls is shown in Table 2.

Analysis of missense substitutions and in-frame indels
The potential functional impact of the missense substitutions was assessed using the three in
silico prediction programs: Align-GVGD, SIFT and PolyPhen2. The common SNP p.
Asp373Asn and the rare missense substitutions p.Lys42Arg, p.Gln122Glu, p.Ala220Val and p.
Arg252Gln were predicted to be benign by at least two prediction tools, while p.Gly39Val, p.
Gln108Glu, p.Thr141Ile and p.Val306Ala were predicted to be damaging or possibly damaging
(Table 2). In particular, the protein multiple sequence alignment revealed complete evolution-
ary conservation of the ancestral amino acid sequence in the regions surrounding codon 39
and codon 141 among all species investigated (Fig 1), and p.Gly39Val and p.Thr141Ile were
assigned to the most severe grade with the three algorithms.

A simple binary classification combining all rare variants affecting the coding sequence of
ABRAXAS did not reveal any significant difference between cases and controls (p = 0.27). A simi-
lar result was obtained when excluding the four likely neutral variants graded C0 with Align-
GVGD (Table 3). Because the missense substitution p.Thr141Ile appeared to have a frequency
>1% in the European population in our study, we assessed its contribution to breast cancer risk
independently and ruled out an association with the disease in the BCFR population (Table 4).
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Table 2. Distribution of ABRAXAS rare variants (i.e. with a minor allele frequency<1% in the Exome Variant Server (EVS)) identified in the BCFR.

Variant ¶ Effect on
protein

Reference Cases
(N = 1,318)

Controls
(N = 1,115)

Prediction of variant effect

Align-
GVGD

SIFT PolyPhen2

Missense substitutions
c.116G>T p.Gly39Val - 1 0 C65 Damaging Probably

Damaging

c.125A>G p.Lys42Arg rs201948472 1 1 C0 Tolerated Probably
Damaging

c.322C>G p.Gln108Glu - 1 1 C25 Damaging Possibly
Damaging

c.364C>G p.Gln122Glu rs137876115 3* 0 C0 Tolerated Possibly
Damaging

c.422C>T p.Thr141Ile rs150207999 17 13 C65 Damaging Probably
Damaging

c.659C>T p.Ala220Val - 1 1 C0 Tolerated Possibly
Damaging

c.755G>A p.Arg252Gln rs114513239 3 2 C0 Tolerated Benign

c.917T>C p.Val306Ala rs138986552 1 0 C25 Damaging Benign

In-frame deletion
c.826-828delAGG p.GLu276del - 1 1 N/A N/A N/A

Silent substitutions
c.21G>A p.Ser7Ser rs145796091 17* 4* N/A N/A N/A

c.33G>C p.Ser11Ser - 5 0 N/A N/A N/A

c.951C>T p.Leu317Leu rs79357787 2 0 N/A N/A N/A

c.1128T>C p.Ser376Ser - 1 1 N/A N/A N/A

5’UTR substitution
c.-4T>C rs202166386 1 2* N/A N/A N/A

Intronic variations
c.179-35_179-
32delTAAT

- rs199678739 31* 26* N/A N/A N/A

c.681+21C>T - rs188169329 0 1 N/A N/A N/A

N/A, Not Applicable.
¶ NM_139076.2 was chosen as reference sequence.
*One Caucasian control carried both c.-4T>C and c.179-35_179-32delTAAT. One Latino control and one Latino case carried both c.21G>A and c.179-
35_179-32delTAAT. One Latino case carried both c.364C>G and c.179-35_179-32delTAAT.

doi:10.1371/journal.pone.0156820.t002

Table 3. Analysis of potentially pathogenic ABRAXAS in-frame deletion or rare missense substitutions.

Class Cases (N) Controls (N) Crude OR (95% CI) Adja OR (95% CI) (ethnicity and center)

Non-carriers 1,289 1,096

All rare variants (incl. C0) 29 19 1.30 (0.72, 2.33) p = 0.38 1.41 (0.77, 2.57) p = 0.27

All rare variants (>C0) b 21 15 1.19 (0.61, 2.32) p = 0.61 1.32 (0.67, 2.63) p = 0.42

All rare variants (incl. C0), excluding p.Thr141Ile 12 6 1.70 (0.64, 4.55) p = 0.29 1.61 (0.58, 4.47) p = 0.36

a OR are adjusted for race or ethnicity (Caucasian, East Asian, African American or Latina) and study center.
b In the binary analysis, only carriers of a missense substitution with grade>C0 or of an in-frame deletion (IFR) were considered.

doi:10.1371/journal.pone.0156820.t003
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We also analyzed independently the common missense substitution p.Asp373Asn
(rs13125836) in this BCFR series. The observed minor allele (A) frequency in the four racial/
ethnic groups represented is shown in Table 5. No departure from Hardy-Weinberg equilib-
rium was observed in either cases or controls. Overall, there was no significant difference in
allele frequencies between cases and controls for this SNP when pooling the different popula-
tions or after stratifying by race/ethnicity.

Immunofluorescence assays of ABRAXASmissense substitutions
graded damaging by Align-GVGD, SIFT and PolyPhen2 algorithms
To assess the impact of the two variants classified as damaging (C65; Align GVGD) for protein
function (p.Thr141Ile and p.Gly39Val), formation of repair foci was analyzed by

Table 4. Distribution of p.Thr141Ile, p.Ser7Ser and p.Ser11Ser by race/ethnicity.

Variant Race/Ethnicity Cases Controls Trend test p-value (crude analysis) Trend test p-value (adjusted analysis)a

p.Thr141Ile All 17/1301 13/1102 0.78 0.49

European 13/844 13/949 0.77 0.76

Latino 2/151 0/47 - -

East Asian 1/209 0/71 - -

African-American ancestry 1/97 0/35 - -

p.Ser7Ser All 17/1301 4/1111 0.021 0.61

European 0/857 0/962 - -

Latino 12/141 4/43 0.88 0.90

East Asian 5/205 0/71 (0.33)* -

African-American ancestry 0/98 0/35 - -

p.Ser11Ser All 5/1313 0/1115 (0.07)* -

European 0/857 0/962 - -

Latino 0/153 0/47 - -

East Asian 5/205 0/71 (0.33)* -

African-American ancestry 0/98 0/35 - -

*Fisher’s exact test p-value
a OR are adjusted for study center (and for race or ethnicity in the combined analysis).

doi:10.1371/journal.pone.0156820.t004

Table 5. Stratified analyses of the common SNP rs13125836 (c. 1117G>A, p.Asp373Asn) on breast cancer risk in the BCFR.

Number of genotyped subjects Cases
/ Controls

A allele frequency Cases /
Controls

Chi2 P-
valuea

Log-additive modelb OR*
[95% CI]

P-
trend

All 1,318 / 1,115 0.038 / 0.036 0.70 0.90 [0.65, 1.24] 0.50

By race/ethnicity

European 857 / 962 0.035 / 0.040 0.48 0.85 [0.59, 1.21] 0.36

East Asian 210 / 71 0.017 / 0.0 0.12 - -

Recent African
ancestry

98/ 35 0.066 / 0.071 0.88 0.92 [0.30, 2.79] 0.88

Latina 153 / 47 0.049 / 0.043 0.80 0.85 [0.26, 2.83] 0.80

aTest for the difference in A allele frequency between cases and controls.
bResults of the logistic regression assuming a log-additive model with study center included in the regression model as covariate in the combined
analysis, and with race/ethnicity and study center as covariates in the stratified analysis (*OR is given for heterozygous carriers of the A allele).

doi:10.1371/journal.pone.0156820.t005
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immunofluorescence (IF) assays. To do this, we first generated MCF7 and HeLa ABRAXAS
knockdown cells using two different shRNAs (see S2 Fig for expression knockdown efficien-
cies) to evaluate whether the knock down of ABRAXAS had a functional consequence. Using
staining of gamma-H2AX as a marker for damaged DNA, we found that shABRAXAS cell
lines (shABX139 and shABX145) showed a higher percentage of cells containing gamma-
H2AX foci, compared to shNSCTL, 20 hrs post-treatment with the DSB-generating agent neo-
carzinostatin, indicative of a deficiency in DNA repair (S3 Fig). A significant difference is
observed between both shABRAXAS clones and the shNSCTL in HeLa cells (p-values for
shABX139 and shABX145 are 0.0005 and 0.0065, respectively). In the MCF7 cell line, a signifi-
cant difference is observed for shABX145 (p-value = 0.00167) while an increase in the percent-
age of cells containing gamma-H2AX foci is also observed for shABX139, albeit this increase is
not significant (p-value = 0.2145). Although these results appear to show that the partial knock
down of ABRAXAS was sufficient to result in a functional consequence, these results should be
interpreted with caution.

Thereafter, shABRAXAS cells were complemented with ABRAXAS-HA-Flag, ABRAXA-
S-HA-Flag p.Thr141Ile, or ABRAXAS-HA-Flag pGly39Val, to assess the impact of the two var-
iants on DNA repair. As illustrated in Fig 2A, IF of wild-type, p.Thr141Ile and p.Gly39Val
ABRAXAS show that DNA repair foci are formed even in the presence of the variants, indicat-
ing that these variants do not negatively impact the recruitment of the A-complex to DNA
damage sites. Next, we monitored the formation of gamma-H2AX foci after treatment with
neocarzinostatin. After a 4h release, gamma-H2AX foci formation was significantly reduced in
both shABRAXAS MCF7 cell lines (shABX139 and shABX145) transfected with p.Thr141Ile
(p-value 2.01x10-9 for shABX139 and 1.62x10-9 for shABX145) and p.Gly39Val (p-value
4.39x10-14 for shABX139 and 5.26x10-10 for shABX145) compared to WT. On the other hand,
we did not observe a significant difference between the non-silencing control cell line trans-
fected with either the WT or the mutant constructs. Thus the significant difference in foci dis-
tribution observed in shABRAXAS MCF7 cell lines between variants p.Thr141Ile and p.
Gly39Val andWT (Fig 2B) suggests that the two variants either: 1) impair formation of DNA
repair foci or 2) impair DNA damage signaling after DSB formation. Experiments were also
performed in the HeLa cell line (S4 Fig). Results did not show significant differences in the for-
mation of gamma-H2AX foci between WT and p.Gly39Val in both shABRAXAS knock down
cell lines (p-values 0.085 and 0.081 for clones shABX139 and shABX145 respectively), while a
significant decrease was observed for p.Thr141Ile, albeit this difference being weaker than that
observed in MCF7 cells (p-values 0.001 and 0.0005 for clones shABX139 and shABX145
respectively, compared to p = 2x10-9 and p = 1.6x10-9 in MCF7).

Analysis of silent substitutions, 5’-UTR and intronic variations
The variant c.-4T>C located in the 5’-UTR of ABRAXAS and the two silent substitutions
c.21G>A (p.Ser7Ser) and c.33G>C (p.Ser11Ser) located near the beginning of the first exon
were analyzed using the MatInspector software of Genomatix [43] in order to predict whether
they altered transcription factor consensus binding sites. These analyses showed that the vari-
ant c.21G>A (p.Ser7Ser) abolished a consensus binding site for the Early Growth Response
(EGR2) transcription factor, while the two other examined variants were not predicted to affect
the binding sites of any transcription factors known to be involved in breast cancer. Gene
reporter assays were performed in the breast cancer cell line MCF7 using a promoter fragment
containing c.21G>A (p.Ser7Ser) to assess the impact of the variant on transcriptional activity.
A 1.4 fold increase in transcriptional levels was observed for the construct containing the vari-
ant compared to the wild-type construct (F_(1,48) = 45.6, p = 1.76 x 10−8) (Fig 3A). Due to the
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Fig 2. p.Gly39val and p.Thr141Ile ABRAXASmutants have defects in gamma-H2AX formation. (A)
Typical DNA damage foci of ABRAXAS in shABRAXAS (shABX145) MCF7 cells complemented with
ABRAXAS-HA-Flag, ABRAXAS-HA-Flag pThr141Ile, or ABRAXAS-HA-Flag pGly39Val. The anti-Flag
antibody was used to monitor ABRAXAS foci formation (green), anti-gamma-H2AX (red) and the merge
picture is depicted. In blue, DAPI staining. (B) Quantification of gamma-H2AX foci formation in MCF7 cells
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proximity of c.21G>A (p.Ser7Ser) variant to the beginning of the first exon, we also investi-
gated whether this variant could alter the splicing of intron 1 using the in silico prediction pro-
gram Human Splicing Finder [36]. Predictions using this program revealed that the variant
disrupted the consensus binding site for hRNP8G9, a protein involved in the splicing machin-
ery. In attempt to confirm this, splicing reporter mini-gene assays were used to evaluate the
effect of this variant on splicing between exons 1 and 2 (Fig 3B). After transient transfection in
HEK293T cells, the splicing patterns of the transcripts generated from the wild-type and
c.21G>A variant constructs were compared by reverse transcription-PCR analysis and direct
sequencing (Fig 3C). No differences in splicing patterns were observed suggesting that the vari-
ant has no impact on the splicing between exon 1, exon 2 and exon 3.

In silico analysis of the intronic variants c.681+21C>T and c.179-35_179-32delTAAT did
not reveal any predicted impact on splice junction consensus sites.

Discussion
To our knowledge, this study is the largest case-control mutation screening investigating
whether rare sequence variations within ABRAXAS contribute to breast cancer susceptibility.
This gene was an appealing candidate because of (i) its central role in the formation of the A-
complex and it’s critical functions during HR repair, (ii) its implication in BRCA1 recruitment
to DNA double-strand breaks, (iii) its interaction with the proteins encoded by the two known
breast cancer susceptibility genes BRCA1 and BABAM1 (MERIT40) and (iv) its identification
as a breast cancer susceptibility gene in Finnish breast cancer families.

Our mutation screening identified 17 ABRAXAS variants: 11 were already reported in the
public databases such as EVS (Exome Variant Server) [31] and 1,000G (1000 Genomes) and 6
are novel variants. While the two missense variants, p.Thr141Ile (rs150207999) [45] and p.
Asp373Asn (rs13125836) [27, 45] were previously reported in mutation screening studies per-
formed in Spanish and Finnish high-risk breast cancer families, their respective frequencies in
cases and controls in the previously mentioned studies [27, 45] did not suggest a role of these
alleles in breast cancer susceptibility. Similarly, the frequencies of these variants in our study
were not indicative of significant increased risk of breast cancer. However, in silico analyses
using the three prediction tools Align-GVGD, SIFT and PolyPhen2 have classified the p.
Thr141Ile variant at the highest grades of damage for the protein and this variant is located in
the RAP80-binding domain. RAP80 recognizes the ubiquitinated proteins at sites of DNA
breaks, which in turn facilitates the recruitment of BRCA1 to DNA double strand breaks via a
direct interaction between BRCA1 and ABRAXAS [23, 46, 47]. Thus, an alteration of the
sequence in this binding domain could impair the localization of RAP80 and other binding
partners at sites where DNA repair is needed.

The second variant predicted to be deleterious to the protein, p.Gly39Val, was not previ-
ously reported and was only observed in one African-American case, therefore preventing the
analysis of any association with breast cancer risk.

We thus investigated through immunofluorescence assays whether the two variants pre-
dicted to be most damaging, p.Thr141Ile and p.Gly39Val, had a functional impact on the pro-
tein (Fig 2)., In MCF7 shABRAXAS cells complemented with the variants, both variants
localized to DNA damage sites, however the number of gamma-H2AX foci formed was signifi-
cantly different fromWT complemented shABRAXAS cells. Taken together, these results sug-
gest that these variants affect the DNA damage response and are thus likely to play a role in

after neocarzinostatin treatment and release. P-values were obtained with aWilcoxon’s Test with N = 100
cells from four independent experiments.

doi:10.1371/journal.pone.0156820.g002
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Fig 3. Functional assays assessing the impact of variant rs145796091 c.21G>A (p.Ser7Ser) on
transcriptional activity and splicing efficiency in the MCF7 breast cancer cell line. A) Gene reporter
assays. Luciferase activity was normalized to Renilla luciferase. Each experiment was performed three
times. Data from four replicates per construct were analyzed with a mixed model including the fixed effect of
genotype and the random effects of experiment number and clone within experiment number. B) Splicing
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breast cancer susceptibility, but much larger studies would be required to test this hypothesis
due to the rarity of the two variants. The decrease of gamma-H2AX phosphorylation could be
explained by several means including defective activation of ATM/ATR. Further work is war-
ranted to confirm the functional impact of these variants on ABRAXAS.

Solyom et al provided evidence that a mutation in ABRAXAS could indeed have a signifi-
cant impact of the proper functioning of the DNA repair pathway. It has recently been reported
that the mutation c.1082G>A (p.Arg361Gln), identified in 2.4% of the 125 Finnish high-risk
breast cancer families (P = 0.002 –familial cases versus controls), which impaired the localiza-
tion of the protein in cultured cells, caused hypersensitivity to IR and reduced BRCA1 localiza-
tion at sites of DNA damage [27]. This variant was not observed in our BCFR study population
which was ascertained in North America and Australia, and included Caucasians of European
Ancestry, Latinas and African-Americans suggesting that this variation may be specific to the
Finnish population.

Analysis of silent and intronic substitutions did not reveal significant associations of these
variants with breast cancer risk (Table 2). Interestingly, c.21G>A; p.Ser7Ser and c.33G>C; p.
Ser11Ser were observed only in Latinas and East Asians (Table 4). The in silico analyses and
experimental assays performed in this study did not support a functional role for these variants.
Over-representation of these variants in these specific populations would warrant further
investigation in these racial/ethnic groups using larger sample sizes, in order to provide statisti-
cal power to robustly detect an association with the disease.

Although the results of our study did not provide evidence that rare variants in ABRAXAS
are associated with increased breast cancer risk in the populations studied, we cannot rule out
the possibility that rare mutations in ABRAXASmay be involved in some high-risk families
with more specific phenotypes. Solyom et al. reported that in addition to breast cancer, the
families with p.Arg361Gln displayed some relatively rare types of cancer, such as lung and lip
cancer and lymphoma of the throat [27]. Another study, reporting the sequencing of several
homologous recombination genes in 390 ovarian carcinomas, identified the ABRAXAS germ-
line mutation, c.1106insG, in 2 subjects, representing 2% of identified deleterious mutations
[28]. Moreover, a recent genome-wide association study associated a common SNP
(rs1494961) located downstream of the ABRAXAS gene with upper aero-digestive tract cancer
risk (OR = 1.12, 95% CI = 1.08–1.17, p = 1 x 10–8) [48]. In view of this, much larger case-con-
trol studies are needed to determine whether allelic variants in this gene could be associated
with a low or modest risk of breast cancer.

Supporting Information
S1 Fig. Mutation screening of ABRAXAS by High Resolution Melting curve analysis. Repre-
sentative melting curves obtained from 384 samples, for exons where variants were observed.
Panels (A) and (B) First exon, (C) Exon 2, (D) Exon 3, (E) and (F) Exon 5, (G) Exon 7, (H)
Exon 8, (I) to (L) Exon 9.
(TIFF)

S2 Fig. Quantitation of ABRAXAS mRNA levels in ABRAXAS knockdown MCF7 and
HeLa cells. Quantitative PCR analysis of ABRAXAS mRNA levels in MCF7 and HeLa cells sta-
bly expressing two independent shRNAs targeting ABRAXAS (shABX139 and shABX145) and
a control shRNA containing a non-target shRNA (shNSCTL). ACTB (beta-actin) and U6

reporter mini-gene assays. Mini-gene constructions: exons 1, 2 and 3 of ABRAXAS were subcloned in a
pcDNA3.1 vector. C) Gel-electrophoresis of mini-gene RT-PCR products on 2% agarose gels.

doi:10.1371/journal.pone.0156820.g003
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snRNA were used as endogenous controls for normalization.
(PPTX)

S3 Fig. Quantification of gamma-H2AX formation in shABRAXAS (shABX139 and
shABX145) and shNSCTL A) MCF7 and B) HeLa cells complemented with empty pOZ--
HA-Flag vector after neocarzinostatin treatment and release. P-values were obtained with a
Wilcoxon’s Test with N = 129 cells from three independent experiments.
(TIF)

S4 Fig. Quantification of gamma-H2AX formation in shABRAXAS (shABX139 and
shABX145) HeLa cells complemented with ABRAXAS-HA-Flag, ABRAXAS-HA-Flag
pThr141Ile, or ABRAXAS-HA-Flag pGly39Val after neocarzinostatin treatment and
release. P-values were obtained with a Wilcoxon’s Test with N = 100 cells from four indepen-
dent experiments.
(TIF)

S1 Table. Primers used for High Resolution Melting amplification.
(DOC)

S2 Table. Subjects excluded because of poor mutation screening performance, by study cen-
ter.
(DOC)

S3 Table. ABRAXAS protein multiple sequence alignment characterization.
(DOC)

S4 Table. Primers used for subcloning exons 1, 2 and 3 into p.cDNA3.1 (+).
(DOC)
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Etude de Cohorte Française sur l’Ataxie-Télangiectasie (CoF-AT)              Fiche n°0 
 

 

L’Ataxie-Télangiectasie (A-T) est une maladie génétique qui s’accompagne d’un certain nombre d’anomalies 

neurologiques et cutanées ainsi que de désordres biologiques. L’A-T est caractérisée par le fait qu’un enfant atteint a 

reçu de chacun de ses parents une copie d’un gène modifié, impliqué dans l’apparition de la maladie. 
 

Les parents d’un enfant atteint sont donc obligatoirement porteurs d’une copie du gène modifié et sont dits 

« hétérozygotes pour les gènes de l’A-T ». Ils ne présentent aucun symptôme de la maladie, mais auraient, comme 

l’ont suggéré plusieurs études, un risque augmenté de cancer (particulièrement chez les femmes). 
 

La confirmation de ces observations pourrait avoir un retentissement important au niveau de la population 

générale et particulièrement lorsque l’on sera en mesure d’identifier directement les personnes hétérozygotes pour les 

gènes de l’A-T. En effet, bien que l’A-T soit une maladie rare, ces personnes, qui auraient elles aussi une 

prédisposition à l’apparition de cancers, pourraient être nombreuses, représentant jusqu’à 1% de la population 

générale.  
 

Nous souhaitons pouvoir estimer plus précisément le risque de cancers, c’est pourquoi nous organisons, en 

concertation avec les médecins qui prennent en charge les enfants atteints d’AT, une nouvelle étude 
épidémiologique de suivi de femmes appartenant à des familles A-T, intitulée « Etude CoF-AT ».  

 
En théorie, les progrès de la génétique permettent actuellement d’identifier les sujets porteurs d’un gène 

modifié. En pratique, pour les gènes de l’A-T, cette identification est réalisable uniquement dans les familles 

d’enfants atteints d’A-T, et pas encore dans la population générale. C’est pour cette raison que nous nous tournons 

vers ces familles et que leur collaboration est essentielle pour que nous puissions réaliser cette étude.  

 

Ainsi, si vous êtes apparentée à un enfant atteint d’A-T, nous souhaitons vivement obtenir votre 

participation à cette recherche, qui ne pourra être menée à bien qu’avec votre collaboration. 
 

Pour recevoir par courrier les documents qui vous donneront plus d’informations sur cette étude et 

vous permettront d’y participer, nous vous remercions de bien vouloir compléter le coupon-réponse 

ci-dessous et de nous le retourner dans l’enveloppe T jointe. 

 
Nadine Andrieu (Inserm / Institut Curie), Pr Jacques-Olivier Bay (Centre J. Perrin), Dr Nicolas Janin 

(UCL), Janet Hall (Inserm / Institut Curie), Pr Dominique Stoppa-Lyonnet (Institut Curie). 

 
Pour tout renseignement, contactez Eve Cavaciuti : Tél. : 01 72 38 93 84 -  E-mail : eve.cavaciuti@curie.fr  

ou Dorothée Le Gal : Tél. : 01 72 38 93 88 - E-mail : dorothee.legal@curie.fr - Fax. : 01 53 10 26 63 

Inserm U900 & Service de Biostatistiques - Institut Curie –26, rue d’Ulm, 75248 Paris cedex 05 

 

 �                      �                                               � 

Coupon-Réponse à compléter et à nous retourner dans l’enveloppe T 
 

J’accepte d’être contactée par le groupe coordonnateur de l’étude CoF-AT, mes coordonnées sont les suivantes : 
 

Nom : .....................................................................................Prénom : ......................................................................  

Date de naissance : ......................................................................................................................................................  

Adresse : ......................................................................................................................................................................  

Code postal : ................................. Ville : ...................................................................................................................  

Numéro de téléphone - domicile (ou portable) : ....................................  - professionnel : .........................................  

E-mail : ...................................................  

Nom de l’enfant atteint d’A-T : ……………………………   Lien avec l’enfant : ....................................................  

L’étude CoF-AT a pour promoteur l’INSERM (qui a souscrit une assurance conformément à la loi du 20 décembre 1988) et a reçu un avis favorable du CCPPRB (Comité 

Consultatif de Protection des Personnes dans la Recherche Biomédicale) de Paris-Cochin en date du 26/07/2002 (Avis n°1989), du CCTIS (Comité Consultatif sur le 

Traitement de l’Information en matière de recherche dans le domaine de la Santé) en date du 04/09/2002 (Avis n°02.256) et de la CNIL (Commission Nationale de 

l’Informatique et des Libertés) en date du 30/12/2002 (Avis n°902310). L’INSERM, le Ministère de la Recherche, la Fondation de France, le Conseil Scientifique de 

Radioprotection d’EDF, La Ligue Nationale Contre le Cancer, la MGEN, l'ITMO Santé Publique d'AVIESAN, l’Agence Nationale de la Recherche et l’Institut Curie 

soutiennent cette étude. 
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CONSENTEMENT DE PARTICIPATION 

 

de Madame (nom, prénom) : ..........................................................................................N° famille : ..............  

Nom de jeune fille : .........................................................................................................N° sujet : .................  

Adresse : ............................................................................................................................................................  

 
Le Docteur ...................................................................  m’a proposé de participer à une recherche 

coordonnée par l’Institut National de la Santé Et de la Recherche Médicale (Inserm). Il (elle) m’a précisé que 

j’étais libre d’accepter ou de refuser. J’ai eu la possibilité de consulter la note d’information préparée à cet 

effet et de poser toutes les questions complémentaires auxquelles j’ai eu des réponses claires qui m’ont 

satisfaite. 

 

J’ai reçu et j’ai pris connaissance des informations suivantes : 
 

L’étude à laquelle il m’est demandé de participer a pour buts de proposer un suivi avec une action de 

dépistage précoce de cancer du sein (CS), d’estimer précisément le risque de cancer du sein chez les porteurs 

d’une mutation et d’étudier l’histoire naturelle du CS. 
 
Il m’est demandé : 
 

1. d’avoir un entretien avec un médecin généticien pour reconstituer mon histoire familiale, 

2. de répondre à un questionnaire épidémiologique concernant mes antécédents médicaux, ma vie 

reproductive et mes examens radiologiques antérieurs, 

3. de me faire faire une prise de sang (volume = 20 ml) si mon statut vis-à-vis de l’AT n’a pas déjà été 

établi, 

4. d’informer ma mère, mes sœurs et nièces, mes tantes et cousines ainsi que mes filles (de 18 ans ou 

plus) et de leur remettre une note d’information sur l’étude. Si je suis mère d’un enfant atteint de 

l’AT, il m’est également demandé d’informer le père de mon enfant afin qu’il contacte les femmes 

de sa famille (mère, sœurs et nièces, tantes et cousines) et qu’il leur remette une note d’information 

sur l’étude, 

5. d’être suivie pendant 10 ans, c’est-à-dire qu’une fois tous les deux ans, un questionnaire me sera 

adressé, mon histoire familiale sera mise à jour et il me sera pratiqué un examen clinique à partir de 

25 ans et une mammographie à partir de 40 ans. 

 
J’autorise le médecin coordonnateur à se procurer les confirmations de diagnostic concernant mes 

antécédents de maladie et ceux de mes ascendants décédés. 
 
J’autorise les médecins de cette étude à contacter mon médecin généraliste ou mon gynécologue. 
 
Je m’engage à avertir le centre coordonnateur des changements d’adresse, ainsi que des éventuelles 

modifications de mon état de santé survenant entre chaque suivi (exemple : survenue d’une tumeur). 
 
J’autorise l’utilisation des prélèvements biologiques (prélèvements sanguins et éventuellement tumoraux) à 

des fins de recherche sur les gènes de l’AT et des autres gènes interagissant avec ceux-ci. 
 
J’autorise également l’utilisation anonyme de l’ADN, en France et à l’étranger, sous le contrôle de 

l’investigateur principal, le Pr Stoppa-Lyonnet. Les recherches pourront être menées en collaboration avec 

des partenaires publiques ou privés et les échantillons biologiques pourront être échangés pour permettre une 

recherche plus rapide ou plus performante. L’ADN prélevé ne sera pas utilisé à d’autres fins que celles de la 

présente étude sans qu’un nouveau consentement ne me soit demandé. 
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Le résumé de l’entretien de génétique et les réponses aux questionnaires seront consignés dans un dossier 

informatisé géré par l’équipe Inserm U900 partiellement localisée dans le Service de Biostatistiques de 

l’Institut Curie. Ces informations seront codées de façon à les rendre anonymes. Je pourrai à tout moment 

vérifier l’exactitude des données et je pourrai exiger que ces informations soient supprimées.  
 
L’étude à laquelle je participe a pour promoteur l’Inserm (qui a souscrit une assurance conformément à la loi 

du 20 décembre 1988) et a reçu un avis favorable du CCPPRB (Comité Consultatif de Protection des 

Personnes dans la Recherche Biomédicale) de Paris-Cochin en date du 26/07/2002 (Avis n° 1989), du 

CCTIS (Comité Consultatif sur le Traitement de l’Information en matière de recherche dans le domaine de la 

Santé) en date du 04/09/2002 (Avis n°02.256) et de la CNIL (Commission Nationale de l’Informatique et des 

Libertés) en date du 30/12/2002 (Avis n°902310). Cette étude bénéficie du soutien de l’Inserm, du Ministère 

de la Recherche, de la Fondation de France, du Conseil Scientifique de Radioprotection d’EDF, La Ligue 

Nationale Contre le Cancer, de la MGEN, de l'ITMO Santé Publique d'AVIESAN, de l’Agence Nationale de 

la Recherche et de l’Institut Curie. 
 
 

J’ACCEPTE DE PARTICIPER A CETTE RECHERCHE DANS LES CONDITIONS 
PRECISEES CI-DESSUS. 
 

 

Mon consentement ne décharge pas les organisateurs de la recherche de leurs responsabilités. 
 
Je conserve tous mes droits garantis par la loi. 
 
Si je le désire, je serai libre à tout moment d’arrêter ma participation. J’en informerai alors le médecin 

du Centre Coordonnateur de l’étude. 
 
Les données qui me concernent resteront strictement confidentielles. Je n’autorise leur consultation que par 

des personnes qui collaborent à la recherche, désignées par les organisateurs, et éventuellement par un 

représentant des Autorités de Santé. 
 
Je pourrai à tout moment demander toute information complémentaire aux médecins organisateurs de l’étude 

et demander, lorsqu’ils seront disponibles, les résultats des analyses me concernant, leur signification ainsi 

que les résultats de l’ensemble de l’étude. 

 

 
Nom, prénom du médecin investigateur : ............................................................. 

 
Signature du médecin investigateur : 
 

 

 

 
Fait à................................................................ Le .................................................. 
 

Signature * : 

 

                                                 
* La loi oblige tout responsable d’une recherche biomédicale à informer les participants des objectifs de cette recherche. 

Votre signature atteste que cette information vous a été fournie. 
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NOTE D’INFORMATION 
 

 

L’Ataxie-Télangiectasie (AT) est une maladie qui s’accompagne d’un certain nombre de manifestations 

cliniques et biologiques dont une sensibilité aux radiations ionisantes (aux rayons X, par exemple). C’est une 

maladie génétique caractérisée par le fait qu’un enfant atteint a reçu de chacun de ses parents une copie d’un 

gène modifié, impliqué dans l’apparition de la maladie. 

 

Les parents d’un enfant atteint sont donc porteurs obligatoires d’une copie du gène modifié et sont appelés 

hétérozygotes pour le gène AT. Ils ne présentent aucune manifestation clinique de la maladie, mais semblent 

avoir une sensibilité discrètement augmentée à l’action des radiations. Il apparaît également, comme l’ont 

suggéré plusieurs études, dont l’étude française à laquelle vous avez peut-être participé, que les 

hétérozygotes AT présentent un risque augmenté de cancer et tout particulièrement de cancer du sein chez 

les femmes. 

 

Nous souhaitons pouvoir estimer plus précisément ce risque (qui est de l’ordre de trois par rapport celui de la 

population générale), c’est pourquoi nous mettons en place une étude épidémiologique de suivi de femmes 

appartenant à des familles AT. Ce suivi consistera en une mammographie biennale à partir de l'âge de 40 ans, 

ou d’un examen clinique avant cet âge. Il nous paraît raisonnable que les femmes apparentées à un enfant 

atteint de l’AT débutent une surveillance mammaire à partir de l’âge de 40 ans, soit un peu plus précocement 

que ce qui est recommandé dans la population générale. Il n’y a pas lieu de contre-indiquer les radiographies, 

dont les mammographies, utiles au diagnostic et aux surveillances régulières. Actuellement, aucune étude 

épidémiologique ne met en évidence une augmentation du risque de cancer du sein liée aux mammographies, 

alors que le retard au diagnostic peut avoir des conséquences très préjudiciables. 

 

Cette recherche vise également à étudier l’histoire naturelle du cancer du sein. 

 

Les progrès de la génétique permettent actuellement d’identifier les sujets porteurs d’un gène modifié. Pour 

les gènes de l’AT, cette détermination est réalisable dans les familles d’enfants malades. 

La confirmation de ces données pourrait avoir un retentissement important au niveau de la population 

générale et particulièrement lorsque l’on sera en mesure d’identifier directement les porteurs d’un gène 

modifié. En effet, bien que l’AT soit une maladie rare, les sujets porteurs d’un gène AT pourraient être 

nombreux et représenter de 0,4 à 1 % de la population. De même que les parents d’enfants AT, ces sujets 

porteurs ne présentent pas de manifestations cliniques et ne se distinguent pas de la population générale mais 

pourraient présenter une prédisposition à l’apparition de tumeurs. Comme nous ne sommes pas, aujourd’hui, 

en mesure de détecter les sujets porteurs d’un gène AT dans la population générale, nous sommes amenés à 

nous tourner vers les familles d’enfants atteints d’AT pour entreprendre notre étude. 

 

Indépendamment d’une prédisposition génétique aux cancers, certains facteurs ont été décrits augmentant le 

risque de développer une tumeur. Afin d’identifier le rôle « propre » des gènes de l’AT, il est nécessaire 

d’évaluer l’importance de ces facteurs pour chacun des sujets participants à l’étude. Ces facteurs (exemples : 

facteurs de la vie reproductive, l’exposition aux rayonnements etc…) sont évalués à l’aide d’un questionnaire 

adressé à chaque participante. 

 

 

 

Vous êtes libre de participer ou non à cette étude, votre participation se faisant selon un consentement éclairé 

signé par vous et le médecin. 
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Votre participation à cette étude consiste donc : 
 

- à avoir, avec un médecin généticien, un entretien qui retracera votre histoire familiale et au cours duquel 

vous bénéficierez d’un conseil génétique adapté. Cet entretien nous permettra de contacter, sous réserve de 

leur accord, les autres membres de votre famille (votre mère, vos sœurs et nièces, vos tantes et cousines ainsi 

que vos filles). Si vous êtes mère d’un enfant atteint de l’AT, il vous sera également demandé d’informer le 

père de votre enfant afin qu’il contacte les femmes de sa famille (mère, sœurs et nièces, tantes et cousines). 

- à répondre à un questionnaire épidémiologique concernant en particulier vos antécédents médicaux, 

votre vie reproductive et vos examens radiologiques antérieurs. 

- à vous faire faire une prise de sang (volume = 20 ml) si votre statut vis-à-vis de l’AT n’a pas déjà été 

établi. 

- à être suivie pendant 10 ans, c’est-à-dire qu’une fois tous les deux ans, un questionnaire vous sera 

adressé, votre histoire familiale sera mise à jour et il vous sera pratiqué un examen clinique à partir de 25 ans 

et une mammographie à partir de 40 ans. En France, le dépistage du cancer du sein par mammographie est 

proposé habituellement aux femmes de 50 ans ou plus et son efficacité a été démontrée. Bien que chez les 

femmes âgées de 40 à 50 ans cette efficacité soit encore discutée, l'examen mammographique reste l'examen 

le plus fiable et le moins coûteux. 

- à avertir le centre coordonnateur des changements d’adresse, ainsi que des éventuelles modifications de 

votre état de santé survenant entre chaque suivi (exemple : survenue d’une tumeur). 

- à autoriser l’utilisation anonyme de l’ADN en France et à l’étranger (l’ADN prélevé ne sera pas utilisé à 

d’autres fins que celles de la présente étude sans qu’un nouveau consentement ne vous soit demandé). 

- à autoriser les médecins de cette étude à contacter votre médecin généraliste ou votre gynécologue. 

 

Les frais de transports et les frais annexes imputables à cette étude seront pris en charge à votre demande. 

Dans le cas où la mammographie ne serait pas prise en charge en totalité par les organismes gérant votre 

assurance maladie et votre mutuelle, la différence vous serait remboursée à votre demande (demande à 

adresser au Centre Coordonnateur). 
 
Le résumé de l’entretien de génétique et les réponses aux questionnaires seront consignés dans un dossier 

informatisé géré par l’équipe Inserm U900 partiellement localisée dans le Service de Biostatistiques de 

l’Institut Curie. Ces informations seront codées de façon à les rendre anonymes. Vous pourrez à tout moment 

vérifier l’exactitude des données et vous pourrez exiger que ces informations soient supprimées. Les données 

qui vous concernent resteront strictement confidentielles. Le fichier a été déclaré à la CNIL (Commission 

Nationale de l’Informatique et des Libertés), avis n°902310, le droit d’accès et de rectification qui s’applique 

est conforme à l’article 40 de la loi du 6 janvier 1978. 
 
Si vous le désirez, vous serez libre à tout moment d’arrêter votre participation. Vous en informerez alors le 

médecin du Centre Coordonnateur de l’étude. 
 
Vous pourrez à tout moment demander toute information complémentaire aux médecins organisateurs de 

l’étude et demander, lorsqu’ils seront disponibles, les résultats des analyses vous concernant, leur 

signification ainsi que les résultats de l’ensemble de l’étude.  
 

 

Remarque : Au cours de ce projet, s’il s’avérait important d’élargir l’étude aux hommes, nous vous 

contacterions dans le but d’inclure les membres masculins de votre famille. 
 

Cette étude a pour promoteur l’Inserm (qui a souscrit une assurance conformément à la loi du 20 
décembre 1988) et a reçu un avis favorable du CCPPRB (Comité Consultatif de Protection des 
Personnes dans la Recherche Biomédicale) de Paris-Cochin en date du 26/07/2002 (Avis n°1989), du 
CCTIS (Comité Consultatif sur le Traitement de l’Information en matière de recherche dans le 
domaine de la Santé) en date du 04/09/2002 (Avis n°02.256) et de la CNIL (Commission Nationale de 
l’Informatique et des Libertés) en date du 30/12/2002 (Avis n°902310). Cette étude bénéficie du 
soutien de l’Inserm, du Ministère de la Recherche, de la Fondation de France, du Conseil Scientifique 
de Radioprotection d’EDF, de La Ligue Nationale Contre le Cancer, de la MGEN, de l'ITMO Santé 
Publique d'AVIESAN, de l’Agence Nationale de la Recherche et de l’Institut Curie. 



 
Annexe	  5	  :	  Premier	  questionnaire	  épidémiologique	  de	  suivi	  de	  l’étude	  CoT-‐AT.	  

	  

Etude CoF-AT  

Questionnaire épidémiologique EPI1 
 

 

Ce questionnaire est constitué de 41 questions. Chaque page est en double 

exemplaire : un premier feuillet blanc (original à remplir) comportant un recto 

carboné et un deuxième feuillet vert (copie à conserver).  

 

 

Pour remplir ce questionnaire : 

 

1. Avant d’écrire, détachez la feuille cartonnée et placez-la après les deux 

feuillets d’une même page pour éviter de marquer les pages suivantes.  

 

2. Utilisez un stylo à bille afin d’impressionner le deuxième feuillet. 

 

3. Complétez les questions. Si vous ne savez pas répondre ou si vous 

rencontrez des difficultés, n’hésitez pas à contacter 
 
Mme Eve Cavaciuti (assistante de recherche) 
(Inserm Emi00-06 & Service de Biostatistiques) 
 
Téléphone : 01 55 43 14 64 
Télécopie : 01 55 43 14 69 
E-mail : eve.cavaciuti@curie.net 
 
Institut Curie 
26, rue d’Ulm 
75248 Paris Cedex 05 
France 

 

L’ assistante de recherche vous contactera par téléphone pour confirmer les 

informations du questionnaire et, si besoin, les compléter.  

 

Le temps moyen nécessaire pour compléter ce questionnaire est estimé à 35 

minutes. 
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Etude CoF-AT / EPI1  

Réservé Réservé 
Date d'interview :  ⎣⎯⊥⎯⎦   ⎣⎯⊥⎯⎦   ⎣⎯⊥⎯⎦    

N° de centre :  ⎣⎯⊥⎯⊥⎯⎦  

N° de famille :  ⎣⎯⊥⎯⊥⎯⎦  

N° de sujet :  ⎣⎯⊥⎯⊥⎯⎦  

N° du père :  ⎣⎯⊥⎯⊥⎯⎦  

N° de la mère :  ⎣⎯⊥⎯⊥⎯⎦  

1) Votre identification 

Votre nom :  ............................................................................................  

                           (Nom marital)                            (Nom de jeune fille) 

Vos prénoms :  ........................................................................................  

 

Votre lien de parenté avec l’enfant atteint d'Ataxie-Télangiectasie : 

 ................................................................................................................  

 

 

 

 

 

 

 

 

⎣⎯⊥⎯⊥⎯⎦   

Votre date de naissance : 

  ⎣⎯⊥⎯⎦    ⎣⎯⊥⎯⎦    ⎣⎯⊥⎯⊥⎯⊥⎯⎦ 

                                                                 Jour            Mois                    Année 

⎣   ⊥   ⎦   ⎣   ⊥   ⎦   ⎣   ⊥   

⎦ 

Votre lieu de naissance :  . Ville :  ........................................................  ⎣⎯⊥⎯⊥⎯⊥⎯⊥⎯⎦ 

 . Département :  ...........................................  ⎣⎯⊥⎯⎦   

 

Votre n° de téléphone :      

⎣⎯⊥⎯⎦   ⎣⎯⊥⎯⎦   ⎣⎯⊥⎯⎦   ⎣⎯⊥⎯⎦   ⎣⎯⊥⎯⎦  

 

2) Quel est votre statut marital actuel ? 
 

- Vous n'avez jamais vécu en couple   

- Vous vivez en couple   

- Vous ne vivez plus en couple  ⎣⎯⎦ 

Votre statut marital est le même depuis combien d'années ? ⎣⎯⊥⎯⎦  ⎣⎯⊥⎯⎦  
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3) Quel est votre niveau d'études ? 

 Pas d'études            Bac à Bac+2   

 

 Certificat d'études           Bac+3 à Bac+4   

 BEPC-CAP            Bac+5 et plus   ⎣⎯⎦ 
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4) Quelles ont été vos différentes professions (exercées 

pendant un an au moins) ?  

 

Réservé 

 

Profession 

(en clair) 

A partir de quel âge ? Pendant combien de temps 

(en années) ? 

 

..................................................... ⎣⎯⊥⎯⎦   ⎣⎯⊥⎯⎦   ⎣   ⊥   ⊥   ⎦   ⎣   ⊥   ⎦  ⎣   

⊥   ⎦ 

..................................................... ⎣⎯⊥⎯⎦   ⎣⎯⊥⎯⎦   ⎣   ⊥   ⊥   ⎦   ⎣   ⊥   ⎦  ⎣   

⊥   ⎦ 

..................................................... ⎣⎯⊥⎯⎦   ⎣⎯⊥⎯⎦   ⎣   ⊥   ⊥   ⎦   ⎣   ⊥   ⎦  ⎣   

⊥   ⎦ 

..................................................... ⎣⎯⊥⎯⎦   ⎣⎯⊥⎯⎦   ⎣   ⊥   ⊥   ⎦   ⎣   ⊥   ⎦  ⎣   

⊥   ⎦ 

..................................................... ⎣⎯⊥⎯⎦   ⎣⎯⊥⎯⎦   ⎣   ⊥   ⊥   ⎦   ⎣   ⊥   ⎦  ⎣   

⊥   ⎦ 

..................................................... ⎣⎯⊥⎯⎦   ⎣⎯⊥⎯⎦   ⎣   ⊥   ⊥   ⎦   ⎣   ⊥   ⎦  ⎣   

⊥   ⎦ 

5) Quelle est la dernière profession de votre conjoint(e) 
actuel(le) ? 
(avant sa retraite si il (ou elle) est retraité(e)) :  ........................................................  

 

 

⎣⎯⊥⎯⊥⎯⎦ 

6) Fumez-vous actuellement  ? 
 

 Oui    Non    ⎣⎯⎦  

  

Si oui, . combien de cigarettes/jour ? ⎣⎯⊥⎯⎦  ⎣⎯⊥⎯⎦  

 . depuis quel âge ? ⎣⎯⊥⎯⎦  ⎣⎯⊥⎯⎦  

 . pendant combien d'années (déduire les années 

d'interruption)? 

 

⎣⎯⊥⎯⎦  

 

⎣⎯⊥⎯⎦  

  

Si non, . avez-vous déjà fumé ? Oui    Non    ⎣⎯⎦  

  

 si oui, . combien de cigarettes/jour ?  ⎣⎯⊥⎯⎦  ⎣⎯⊥⎯⎦  

  . pendant combien d'années (déduire les 

années d'interruption)?  

 

⎣⎯⊥⎯⎦  

 

⎣⎯⊥⎯⎦  

  

  . à quel âge avez-vous commencé à fumer ? ⎣⎯⊥⎯⎦  ⎣⎯⊥⎯⎦  

  

  . depuis combien de temps avez-vous 

  cessé de fumer (en années) ? 

 

⎣⎯⊥⎯⎦  

 

⎣⎯⊥⎯⎦  



   

   

4 

 

7) Quel est votre poids ?       ⎣⎯⊥⎯⊥⎯⎦   kg ⎣⎯⊥⎯⊥⎯⎦  

8) Quelle est votre hauteur ?   ⎣⎯⎦   m     ⎣⎯⊥⎯⎦   cm  ⎣⎯⊥⎯⊥⎯⎦  
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ANTECEDENTS PERSONNELS DE MALADIE 

9) Avez-vous eu des antécédents personnels de maladies 
cardio-vasculaires ? 

A. Réservé 

 Oui    Non    ⎣⎯⎦  

Si oui : Quelle maladie ? A quel âge ?  

Hypertension artérielle  ⎣⎯⊥⎯⎦ ⎣⎯⎦   ⎣⎯⊥⎯⎦  

Hypotension artérielle  ⎣⎯⊥⎯⎦ ⎣⎯⎦   ⎣⎯⊥⎯⎦  

Phlébite  ⎣⎯⊥⎯⎦ ⎣⎯⎦   ⎣⎯⊥⎯⎦  

Embolie pulmonaire  ⎣⎯⊥⎯⎦ ⎣⎯⎦   ⎣⎯⊥⎯⎦  

Infarctus du myocarde  ⎣⎯⊥⎯⎦ ⎣⎯⎦   ⎣⎯⊥⎯⎦  

Angine de poitrine  ⎣⎯⊥⎯⎦ ⎣⎯⎦   ⎣⎯⊥⎯⎦  

Accident vasculaire cérébral  ⎣⎯⊥⎯⎦ ⎣⎯⎦   ⎣⎯⊥⎯⎦  

Autre (en clair) :  .......................................   ⎣⎯⊥⎯⎦ ⎣⎯⎦   ⎣⎯⊥⎯⎦  

10) Avez-vous eu des antécédents personnels de diabète ? 
 

 Oui    Non    ⎣⎯⎦  

Si oui  . Quel type de diabète ? . diabète insulino-dépendant   

  . diabète non insulino-dépendant   ⎣⎯⎦ 

 . A partir de quel âge ? ⎣⎯⊥⎯⎦  ⎣⎯⊥⎯⎦ 

11) Avez-vous eu une maladie bénigne du sein ?   

 Oui    Non    ⎣⎯⎦  

Si oui : Etait-ce ? A quel âge ?  

Kyste  ⎣⎯⊥⎯⎦ ⎣⎯⎦   ⎣⎯⊥⎯⎦ 

Maladie fibrokystique  ⎣⎯⊥⎯⎦ ⎣⎯⎦   ⎣⎯⊥⎯⎦ 

Abcès au sein  ⎣⎯⊥⎯⎦ ⎣⎯⎦   ⎣⎯⊥⎯⎦ 

Mastose  ⎣⎯⊥⎯⎦ ⎣⎯⎦   ⎣⎯⊥⎯⎦ 

Autre (en clair) :  ........................................   ⎣⎯⊥⎯⎦ ⎣⎯⎦   ⎣⎯⊥⎯⎦  

Ne sais pas  ⎣⎯⊥⎯⎦ ⎣⎯⎦   ⎣⎯⊥⎯⎦  

 - Où avez-vous été soignée ?  

 . Ville :  ...................................................................................................   

 . Etablissement :  ..................................................................................   

 . Nom du médecin :  .............................................................................  Confirmé    

 . Quel était votre nom usuel à cette époque ?  .................................   
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12) Avez-vous eu des antécédents personnels de polypes 
intestinaux? 

B. Réservé 

 Oui        Non         Ne sais pas    ⎣⎯⎦ 

Si oui : Etait-ce ? A quel âge ?  

Polypes adénomateux  ⎣⎯⊥⎯⎦ ⎣⎯⎦   ⎣⎯⊥⎯⎦  

Polypes hyperplasiques  ⎣⎯⊥⎯⎦ ⎣⎯⎦   ⎣⎯⊥⎯⎦  

Polypes villeux  ⎣⎯⊥⎯⎦ ⎣⎯⎦   ⎣⎯⊥⎯⎦  

Ne sais pas  ⎣⎯⊥⎯⎦ ⎣⎯⎦   ⎣⎯⊥⎯⎦  

 - Où avez-vous été soignée ?  

 . Ville :  ...................................................................................................   

 . Etablissement :  ..................................................................................   

 . Nom du médecin :  .............................................................................  Confirmé    

 . Quel était votre nom usuel à cette époque ?  .....................................  

 

 

13) Avez-vous eu un (ou des) cancer(s) ? 
 
 

 Oui    Non    ⎣⎯⎦  

Si oui (Si plusieurs cancers, remplissez une rubrique par localisation) :  

 1ère localisation (sein, colon, poumon...) :  ...........................................................  ⎣⎯⊥⎯⊥⎯⎦  .  ⎣⎯⎦ 

 - En quelle année ?    ⎣⎯⊥⎯⊥⎯⊥⎯⎦   ⎣⎯⊥⎯⊥⎯⊥⎯⎦   

 

 - Où avez-vous été soignée ?   

 . Ville :  .............................................................................................................   

 . Etablissement :  ..........................................................................................   

 . Nom du médecin :  .....................................................................................  Confirmé    

 . Quel était votre nom usuel à cette époque ?  .....................................  

 

 

 2ème localisation (sein, colon, poumon...) :  .........................................................  ⎣⎯⊥⎯⊥⎯⎦  .  ⎣⎯⎦ 

 - En quelle année ?    ⎣⎯⊥⎯⊥⎯⊥⎯⎦   ⎣⎯⊥⎯⊥⎯⊥⎯⎦   

 

 - Où avez-vous été soignée ?   

 . Ville :  .............................................................................................................   

 . Etablissement :  .............................................................................   

 . Nom du médecin :  .........................................................................  Confirmé    

 . Quel était votre nom usuel à cette époque ?  ...............................   
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14) Avez-vous pris des médicaments pendant longtemps (un 
an ou plus) pour le traitement d'une maladie ? 

Réservé 

 Oui    

 

Non    ⎣⎯⎦  

Si oui :  

Nom du médicament ? 

(en clair) 

Age au début 

du traitement ? 

Durée du traitement ? 

 (en années) 

 

 .......................................  ⎣⎯⊥⎯⎦  ⎣⎯⊥⎯⎦ ⎣⎯⊥⎯⎦  ⎣⎯⊥⎯⎦ 

 .......................................  ⎣⎯⊥⎯⎦  ⎣⎯⊥⎯⎦ ⎣⎯⊥⎯⎦  ⎣⎯⊥⎯⎦ 

 .......................................  ⎣⎯⊥⎯⎦  ⎣⎯⊥⎯⎦ ⎣⎯⊥⎯⎦  ⎣⎯⊥⎯⎦ 

 .......................................  ⎣⎯⊥⎯⎦  ⎣⎯⊥⎯⎦ ⎣⎯⊥⎯⎦  ⎣⎯⊥⎯⎦ 

 .......................................  ⎣⎯⊥⎯⎦  ⎣⎯⊥⎯⎦ ⎣⎯⊥⎯⎦  ⎣⎯⊥⎯⎦ 

VIE GENITALE 

 

15) A quel âge avez-vous eu vos premières règles ?    
⎣⎯⊥⎯⎦    

⎣⎯⊥⎯⎦ 

. Si vous ne savez pas précisément : 

. plutôt jeune (avant 12 ans)     

. plutôt moyen (entre 12 et 14 ans)    

. plutôt tard (après 15 ans)     

. vous n'avez jamais eu de règles   

 

. Si vous ne savez plus du tout     ⎣⎯⎦  

16) Quelle est (ou était) la périodicité de vos règles (en dehors 

des contraceptifs oraux)? 

 
. Régulières avec des cycles de 25 à 31 jours     

. Régulières avec des cycles de 24 jours et moins    

. Régulières avec des cycles de 32 jours et +     

. Irrégulières         

 

. Ne sais plus            ⎣⎯⎦  
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17) Avez-vous déjà été enceinte ? Réservé 

 Oui    Non    ⎣⎯⎦  

Si oui, . Combien de fois avez-vous été enceinte ?             ⎣⎯⊥⎯⎦ ⎣⎯⊥⎯⎦  

  . Combien d'enfants nés vivants avez-vous eu ?    ⎣⎯⊥⎯⎦ ⎣⎯⊥⎯⎦  

 

Remplissez le tableau ci-dessous pour chacune de vos grossesses en commençant par la première : 

 

1 - Grossesses ayant abouti à la naissance d'un enfant (vivant ou mort-né) : 
 

Grossesse 
Age 

au début 
de la 

grossesse 

Durée 
de la 

grossesse 
en mois 

Date de 
naissance 

mois/an 

Enfant né 
Vivant 
oui/non 

Grossesse multiple 
notez le nombre d'enfants 

jumeaux = 2 
triplés = 3 … 

Allaitement 
  oui/non            durée 
                          en mois 

exemple 24 9 09/1970 oui 2 oui 2,5 

1        

2        

3        

4        

5        

6        

7        

8        

9        

10        

11        

 

2 - Grossesses ayant abouti à une fausse couche, à une IVG (Interruption Volontaire de 

Grossesse) ou à une ITG (Interruption Thérapeutique de Grossesse) 
 
Grossesse 

Age 
au début 

de la 
grossesse 

Durée 
de la grossesse 

en semaines 

Date 
d'interruption 

mois/an 

Interruption par 
une fausse couche 

oui/non 

Interruption par 
une IVG ou ITG 

oui/non 

exemple 28 4 12/1974 oui non 

1b      

2b      

3b      

4b      
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18) Avez-vous déjà utilisé des contraceptifs oraux ? C. Réservé 

Oui    Non    (Si non, passez à la question 19) ⎣⎯⎦  

 - A quel âge avez-vous pris des contraceptifs oraux 

pour la 1ère fois ? 

 

 ⎣⎯⊥⎯⎦   a

ns 

 

⎣⎯⊥⎯⎦  

Si vous n'avez jamais été enceinte :  

 - Pendant combien de temps avez-vous pris des 

contraceptifs oraux (durée totale en mois) ? 

 

⎣⎯⊥⎯⊥⎯⎦  

 

⎣⎯⊥⎯⊥⎯⎦  

Si vous avez été enceinte, avez-vous pris des contraceptifs oraux :   

 . Avant votre 1ère grossesse ? Oui    Non    ⎣⎯⎦  

 Si oui, pendant combien de temps (en mois) ?   ⎣⎯⊥⎯⊥⎯
⎦  

⎣⎯⊥⎯⊥⎯⎦  

 . Pendant la période située après votre 1ère grossesse et avant  

   votre dernière grossesse ? Oui    Non    ⎣⎯⎦  

 Si oui, pendant combien de temps (en mois) sur 

toute cette période ? 

  

 ⎣⎯⊥⎯⊥⎯
⎦  

 

⎣⎯⊥⎯⊥⎯⎦  

 . Après votre dernière grossesse ? Oui    Non    ⎣⎯⎦  

 Si oui, pendant combien de temps (en mois) ? ⎣⎯⊥⎯⊥⎯⎦  ⎣⎯⊥⎯⊥⎯⎦  

19) Avez-vous eu une hystérectomie (ablation de l’utérus) ?  

 Oui    Non    ⎣⎯⎦  

Si oui, à quel âge ?    ⎣⎯⊥⎯⎦   ans ⎣⎯⊥⎯⎦  

20) Avez-vous eu une ovariectomie (ablation d’un ou des deux 

ovaires) ? 

 

 Oui    Non    ⎣⎯⎦  

Si oui : Etait-ce ? A quel âge ?  

. ablation de l’ovaire gauche  ⎣⎯⊥⎯⎦ ⎣⎯⎦   ⎣⎯⊥⎯⎦  

. ablation de l’ovaire droit  ⎣⎯⊥⎯⎦ ⎣⎯⎦   ⎣⎯⊥⎯⎦  

. ablation des deux ovaires 

 

 ⎣⎯⊥⎯⎦ ⎣⎯⎦   ⎣⎯⊥⎯⎦  
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21) Etes-vous ménopausée ? (sans règles depuis 1 an ou plus) Réservé 

 Oui    Non    ⎣⎯⎦  

Si oui, à quel âge ?    ⎣⎯⊥⎯⎦   ans ⎣⎯⊥⎯⎦  

 Etait-ce ? 
(plusieurs réponses possibles) 

 

. Ménopause naturelle  ⎣⎯⎦   

. Ménopause artificielle par hystérectomie 
(ablation de l'utérus) 

 ⎣⎯⎦   

. Ménopause artificielle par ovariectomie 
(ablation des ovaires) 

 ⎣⎯⎦   

. Ménopause artificielle par chimiothérapie  ⎣⎯⎦   

. Ménopause artificielle par radiothérapie  ⎣⎯⎦   

. Ménopause artificielle (autre : préciser) : 
 ................................................................  

 ⎣⎯⎦   

22) Si vous êtes ménopausée, avez-vous pris ou prenez-vous 
un traitement hormonal pour la ménopause ? 

 

 Oui    Non    ⎣⎯⎦  

 

Si oui, indiquez dans le tableau ci-dessous, les périodes successives 

pendant lesquelles vous avez pris un traitement hormonal de 

substitution, en notant l’âge de début, la durée et, si possible, le nom 

du médicament. 

 

 

Age de début Durée (en mois) Nom du ou des médicament(s)  

⎣⎯⊥⎯⎦ ⎣⎯⊥⎯⊥⎯⎦ ...................................................... ⎣  ⊥  ⎦   ⎣  ⊥  ⊥  ⎦   

⎣⎯⊥⎯⎦ ⎣⎯⊥⎯⊥⎯⎦ ...................................................... ⎣  ⊥  ⎦   ⎣  ⊥  ⊥  ⎦   

⎣⎯⊥⎯⎦ ⎣⎯⊥⎯⊥⎯⎦ ...................................................... ⎣  ⊥  ⎦   ⎣  ⊥  ⊥  ⎦   

⎣⎯⊥⎯⎦ ⎣⎯⊥⎯⊥⎯⎦ ...................................................... ⎣  ⊥  ⎦   ⎣  ⊥  ⊥  ⎦   

⎣⎯⊥⎯⎦ ⎣⎯⊥⎯⊥⎯⎦ ...................................................... ⎣  ⊥  ⎦   ⎣  ⊥  ⊥  ⎦   

⎣⎯⊥⎯⎦ ⎣⎯⊥⎯⊥⎯⎦ ...................................................... ⎣  ⊥  ⎦   ⎣  ⊥  ⊥  ⎦   
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23) Coordonnées de votre médecin traitant et/ou de votre 
gynécologue : 

Réservé 

  

Nom, Prénom du médecin traitant :  .........................................................   

Adresse :   ................................................................................................  

  ................................................................................................  

 

N° de téléphone :  .....................................................................................   

I. ..............................................................................................................................  
II. ............................................................................................................................. E
t / ou : 

 

 

Nom, Prénom du gynécologue :  ...............................................................   

Adresse :   ................................................................................................  

  ................................................................................................  

 

N° de téléphone :  .....................................................................................   
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EXPOSITIONS AUX IRRADIATIONS 
Réservé 

24) Avez-vous exercé ou exercez-vous actuellement une 
profession où des rayons X ou des éléments radioactifs 
étaient ou sont utilisés ? 

 

Oui    Non    (Si non, passez à la question 25) ⎣⎯⎦ 

Si oui :  

. Pendant combien de temps (en années) ? ⎣⎯⊥⎯⎦  ⎣⎯⊥⎯⎦  

. A partir de quel âge ? ⎣⎯⊥⎯⎦  ans ⎣⎯⊥⎯⎦  

. Portez-vous ou avez-vous porté un badge (dosimètre 

individuel)?  

 

Oui    

 

Non    

 

⎣⎯⎦  

. Où travaillez-vous ou avez-vous travaillé ?  

 - Dans un hôpital, une clinique, une PMI 

(Protection Maternelle et Infantile) ? 

 

Oui    

 

Non    

 

⎣⎯⎦  

 - Chez un dentiste ? Oui    Non    ⎣⎯⎦  

 - Dans un institut de recherche ? Oui    Non    ⎣⎯⎦  

 - Dans une industrie utilisant des substances 

radioactives (centre nucléaire, etc) ?  

Précisez en clair :  .........................................  

 

Oui    

 

 

Non    

 

 

⎣⎯⎦  

 - Dans une autre structure ? 

Précisez en clair :  .........................................  

Oui    

 

Non    

 

⎣⎯⎦  

MEDECINE PREVENTIVE OU DU TRAVAIL 

25) Avez-vous subi des examens pulmonaires de type 
radiographique (radiographie ou scopie) dans le cadre de la 
médecine préventive (y compris examens prénuptiaux) ou dans 
le cadre de la médecine du travail ? 

 

 Oui    Non    ⎣⎯⎦  

Si oui :  

. A quel âge avez-vous subi le 1er examen pulmonaire ? ⎣⎯⊥⎯⎦  ⎣⎯⊥⎯⎦  

. Combien en avez-vous subi au total ?  ⎣⎯⊥⎯⊥⎯⎦  ⎣⎯⊥⎯⊥⎯⎦  

. A combien de temps remonte le dernier examen (en mois) ? ⎣⎯⊥⎯⊥⎯⎦  ⎣⎯⊥⎯⊥⎯⎦  
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EXAMENS RADIOGRAPHIQUES POUR PATHOLOGIES 

26) Avez-vous subi des examens de type radiographique 
(radiographie, scopie, tomographie, bronchographie, scintigraphie, 

angiographie, scanner ou autre) pour des pathologies 
pulmonaires (tuberculose, primo-infection, corps étrangers dans 

l'appareil respiratoire, dilatation des bronches, bronchite chronique, 

emphysème, fibrose pulmonaire ou autre) ? 

Réservé 

 Oui        

 

Non         Ne sais pas    ⎣⎯⎦  

A quel 

âge ? 

Quel type d'examen ? 

(en clair) 

Pour quelle raison ? 

(en clair) 

 

   ⎣⎯⊥⎯⎦ . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

.   

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ⎣⎯⊥⎯⎦   ⎣⎯⊥⎯⎦  

   ⎣⎯⊥⎯⎦ . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

.   

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ⎣⎯⊥⎯⎦   ⎣⎯⊥⎯⎦  

   ⎣⎯⊥⎯⎦ . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

.   

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ⎣⎯⊥⎯⎦   ⎣⎯⊥⎯⎦  

   ⎣⎯⊥⎯⎦ . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

.   

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ⎣⎯⊥⎯⎦   ⎣⎯⊥⎯⎦  

   ⎣⎯⊥⎯⎦ . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

.   

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ⎣⎯⊥⎯⎦   ⎣⎯⊥⎯⎦  

   ⎣⎯⊥⎯⎦ . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

.   

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ⎣⎯⊥⎯⎦   ⎣⎯⊥⎯⎦  

   ⎣⎯⊥⎯⎦ . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

.   

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ⎣⎯⊥⎯⎦   ⎣⎯⊥⎯⎦  

   ⎣⎯⊥⎯⎦ . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

.   

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ⎣⎯⊥⎯⎦   ⎣⎯⊥⎯⎦  

   ⎣⎯⊥⎯⎦ . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

.   

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ⎣⎯⊥⎯⎦   ⎣⎯⊥⎯⎦  

27) Avez-vous subi des examens de type radiographique 
(scintigraphie osseuse, myélographie, radiographie, tomographie, 

scanner ou autre) aux côtes ou à la colonne vertébrale 
(fractures, scolioses…)? 

 

 Oui        

 

Non         Ne sais pas    ⎣⎯⎦  

A quel 

âge ? 

Quel type d'examen ? 

(en clair) 

Pour quelle raison ? 

(en clair) 

 

   ⎣⎯⊥⎯⎦ . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

.   

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ⎣⎯⊥⎯⎦   ⎣⎯⊥⎯⎦  
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   ⎣⎯⊥⎯⎦ . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

.   

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ⎣⎯⊥⎯⎦   ⎣⎯⊥⎯⎦  

   ⎣⎯⊥⎯⎦ . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

.   

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ⎣⎯⊥⎯⎦   ⎣⎯⊥⎯⎦  

   ⎣⎯⊥⎯⎦ . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

.   

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ⎣⎯⊥⎯⎦   ⎣⎯⊥⎯⎦  

   ⎣⎯⊥⎯⎦ . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

.   

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ⎣⎯⊥⎯⎦   ⎣⎯⊥⎯⎦  

   ⎣⎯⊥⎯⎦ . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

.   

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ⎣⎯⊥⎯⎦   ⎣⎯⊥⎯⎦  

   ⎣⎯⊥⎯⎦ . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

.   

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ⎣⎯⊥⎯⎦   ⎣⎯⊥⎯⎦  

   ⎣⎯⊥⎯⎦ . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

.   

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ⎣⎯⊥⎯⎦   ⎣⎯⊥⎯⎦  

   ⎣⎯⊥⎯⎦ . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

.   

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ⎣⎯⊥⎯⎦   ⎣⎯⊥⎯⎦  
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28) Avez-vous subi des examens de type radiographique 
(radiographie, arthrographie, tomographie, scanner ou autre) au 
crâne, aux dents (en dehors d'examen panoramique), aux bras, 
aux jambes, au bassin (traumatismes, fractures, arthroses, 

caries…) ? 

Réservé 

 Oui        

 

Non         Ne sais pas    ⎣⎯⎦  

A quel 

âge ? 

Quel type d'examen ? 

(en clair) 

Pour quelle raison ? 

(en clair) 

 

   ⎣⎯⊥⎯⎦ . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

.   

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ⎣⎯⊥⎯⎦   ⎣⎯⊥⎯⎦  

   ⎣⎯⊥⎯⎦ . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

.   

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ⎣⎯⊥⎯⎦   ⎣⎯⊥⎯⎦  

   ⎣⎯⊥⎯⎦ . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

.   

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ⎣⎯⊥⎯⎦   ⎣⎯⊥⎯⎦  

   ⎣⎯⊥⎯⎦ . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

.   

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ⎣⎯⊥⎯⎦   ⎣⎯⊥⎯⎦  

   ⎣⎯⊥⎯⎦ . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

.   

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ⎣⎯⊥⎯⎦   ⎣⎯⊥⎯⎦  

   ⎣⎯⊥⎯⎦ . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

.   

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ⎣⎯⊥⎯⎦   ⎣⎯⊥⎯⎦  

   ⎣⎯⊥⎯⎦ . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

.   

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ⎣⎯⊥⎯⎦   ⎣⎯⊥⎯⎦  

   ⎣⎯⊥⎯⎦ . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

.   

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ⎣⎯⊥⎯⎦   ⎣⎯⊥⎯⎦  

   ⎣⎯⊥⎯⎦ . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

.   

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ⎣⎯⊥⎯⎦   ⎣⎯⊥⎯⎦  

29) Avez-vous subi des examens panoramiques aux dents ? 
 

 Oui        

 

Non         Ne sais pas    ⎣⎯⎦  

A quel âge ? Pour quelle raison ? 

(en clair) 

 

⎣⎯⊥⎯⎦ . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

. 

⎣⎯⊥⎯⎦    

⎣⎯⊥⎯⎦ . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

. 

⎣⎯⊥⎯⎦    

⎣⎯⊥⎯⎦ . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

. 

⎣⎯⊥⎯⎦    
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⎣⎯⊥⎯⎦ . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

. 

⎣⎯⊥⎯⎦    

⎣⎯⊥⎯⎦ . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

. 

⎣⎯⊥⎯⎦    
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30) Avez-vous subi des examens de type radiographique 
(scintigraphie, scanner) pour une maladie de la thyroïde (hypo 

ou hyper-thyroïdie) ? 

Réservé 

 Oui        

 

Non         Ne sais pas    ⎣⎯⎦  

A quel 

âge ? 

Quel type d'examen ? 

(en clair) 

Pour quelle raison ? 

(en clair) 

 

   ⎣⎯⊥⎯⎦ . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

.   

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ⎣⎯⊥⎯⎦   ⎣⎯⊥⎯⎦  

   ⎣⎯⊥⎯⎦ . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

.   

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ⎣⎯⊥⎯⎦   ⎣⎯⊥⎯⎦  

   ⎣⎯⊥⎯⎦ . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

.   

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ⎣⎯⊥⎯⎦   ⎣⎯⊥⎯⎦  

  

. Si vous avez subi un examen radiographique de la thyroïde, cet examen a 

été effectué dans quel établissement ? 

 

 

 1er examen :  

 . Ville, département :  ................................................................  

 . Etablissement :  ......................................................................  

 . En quelle année ?  ⎣⎯⊥⎯⊥⎯⊥⎯⎦  

 

 

 2ème examen :  

 . Ville, département :  ................................................................  

 . Etablissement :  ......................................................................  

 . En quelle année ?  ⎣⎯⊥⎯⊥⎯⊥⎯⎦  

 

 

 3ème examen :  

 . Ville, département :  ................................................................  

 . Etablissement :  ......................................................................  

 . En quelle année ?  ⎣⎯⊥⎯⊥⎯⊥⎯⎦  
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20 

31) Avez-vous subi des examens de type radiographique 
(radiographie, scopie, scintigraphie, coronarographie, artériographie, 

phlébographie ou autre) au cœur et aux vaisseaux (infarctus, 

phlébite, embolie pulmonaire, malformation cardiaque, souffle au 

cœur, etc.) ? 

Réservé 

 Oui        

 

Non         Ne sais pas    ⎣⎯⎦  

A quel 

âge ? 

Quel type d'examen ? 

(en clair) 

Pour quelle raison ? 

(en clair) 

 

   ⎣⎯⊥⎯⎦ . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

.   

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ⎣⎯⊥⎯⎦   ⎣⎯⊥⎯⎦  

   ⎣⎯⊥⎯⎦ . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

.   

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ⎣⎯⊥⎯⎦   ⎣⎯⊥⎯⎦  

   ⎣⎯⊥⎯⎦ . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

.   

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ⎣⎯⊥⎯⎦   ⎣⎯⊥⎯⎦  

   ⎣⎯⊥⎯⎦ . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

.   

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ⎣⎯⊥⎯⎦   ⎣⎯⊥⎯⎦  

   ⎣⎯⊥⎯⎦ . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

.   

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ⎣⎯⊥⎯⎦   ⎣⎯⊥⎯⎦  

   ⎣⎯⊥⎯⎦ . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

.   

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ⎣⎯⊥⎯⎦   ⎣⎯⊥⎯⎦  

   ⎣⎯⊥⎯⎦ . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

.   

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ⎣⎯⊥⎯⎦   ⎣⎯⊥⎯⎦  

   ⎣⎯⊥⎯⎦ . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

.   

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ⎣⎯⊥⎯⎦   ⎣⎯⊥⎯⎦  

   ⎣⎯⊥⎯⎦ . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

.   

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ⎣⎯⊥⎯⎦   ⎣⎯⊥⎯⎦  

32) Avez-vous subi des examens de type radiographique 
(radiographie, transit du grêle, lavement baryté, TOGD (Transit 

Oeso-GastroDuodénal) ou autre) aux intestins et à l'estomac 

(ulcère, diverticules, polypes, maladies inflammatoires ou autre) ? 

 

 Oui        

 

Non         Ne sais pas    ⎣⎯⎦  

A quel 

âge ? 

Quel type d'examen ? 

(en clair) 

Pour quelle raison ? 

(en clair) 

 

   ⎣⎯⊥⎯⎦ . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

.   

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ⎣⎯⊥⎯⎦   ⎣⎯⊥⎯⎦  

   ⎣⎯⊥⎯⎦ . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

.   

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ⎣⎯⊥⎯⎦   ⎣⎯⊥⎯⎦  
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   ⎣⎯⊥⎯⎦ . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

.   

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ⎣⎯⊥⎯⎦   ⎣⎯⊥⎯⎦  

   ⎣⎯⊥⎯⎦ . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

.   

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ⎣⎯⊥⎯⎦   ⎣⎯⊥⎯⎦  

   ⎣⎯⊥⎯⎦ . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

.   

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ⎣⎯⊥⎯⎦   ⎣⎯⊥⎯⎦  

   ⎣⎯⊥⎯⎦ . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

.   

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ⎣⎯⊥⎯⎦   ⎣⎯⊥⎯⎦  

   ⎣⎯⊥⎯⎦ . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

.   

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ⎣⎯⊥⎯⎦   ⎣⎯⊥⎯⎦  

   ⎣⎯⊥⎯⎦ . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

.   

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ⎣⎯⊥⎯⎦   ⎣⎯⊥⎯⎦  

   ⎣⎯⊥⎯⎦ . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

.   

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ⎣⎯⊥⎯⎦   ⎣⎯⊥⎯⎦  
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33) Avez-vous subi des examens de type radiographique 
(radiographie, cholécystographie ou autre) à la vésicule biliaire, 
foie, pancréas (calculs biliaires, jaunisse, cholécystite ou autre) ? 

Réservé 

 Oui        

 

Non         Ne sais pas    ⎣⎯⎦  

A quel 

âge ? 

Quel type d'examen ? 

(en clair) 

Pour quelle raison ? 

(en clair) 

 

   ⎣⎯⊥⎯⎦ . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

.   

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ⎣⎯⊥⎯⎦   ⎣⎯⊥⎯⎦  

   ⎣⎯⊥⎯⎦ . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

.   

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ⎣⎯⊥⎯⎦   ⎣⎯⊥⎯⎦  

   ⎣⎯⊥⎯⎦ . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

.   

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ⎣⎯⊥⎯⎦   ⎣⎯⊥⎯⎦  

   ⎣⎯⊥⎯⎦ . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

.   

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ⎣⎯⊥⎯⎦   ⎣⎯⊥⎯⎦  

   ⎣⎯⊥⎯⎦ . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

.   

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ⎣⎯⊥⎯⎦   ⎣⎯⊥⎯⎦  

   ⎣⎯⊥⎯⎦ . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

.   

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ⎣⎯⊥⎯⎦   ⎣⎯⊥⎯⎦  

   ⎣⎯⊥⎯⎦ . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

.   

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ⎣⎯⊥⎯⎦   ⎣⎯⊥⎯⎦  

   ⎣⎯⊥⎯⎦ . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

.   

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ⎣⎯⊥⎯⎦   ⎣⎯⊥⎯⎦  

   ⎣⎯⊥⎯⎦ . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

.   

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ⎣⎯⊥⎯⎦   ⎣⎯⊥⎯⎦  

34) Avez-vous subi des examens de type radiographique 
(urographie, artériographie rénale, scanner ou autre) pour une 
maladie des reins, de la vessie, du système urinaire 
(traumatisme rénal, malformation urogénitale, infection urinaire, 

colique néphrétique ou autre) ? 

 

 Oui        

 

Non         Ne sais pas    ⎣⎯⎦  

A quel 

âge ? 

Quel type d'examen ? 

(en clair) 

Pour quelle raison ? 

(en clair) 

 

   ⎣⎯⊥⎯⎦ . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

.   

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ⎣⎯⊥⎯⎦   ⎣⎯⊥⎯⎦  

   ⎣⎯⊥⎯⎦ . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

.   

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ⎣⎯⊥⎯⎦   ⎣⎯⊥⎯⎦  

   ⎣⎯⊥⎯⎦ . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ⎣⎯⊥⎯⎦   ⎣⎯⊥⎯⎦  
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.   

   ⎣⎯⊥⎯⎦ . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

.   

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ⎣⎯⊥⎯⎦   ⎣⎯⊥⎯⎦  

   ⎣⎯⊥⎯⎦ . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

.   

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ⎣⎯⊥⎯⎦   ⎣⎯⊥⎯⎦  

   ⎣⎯⊥⎯⎦ . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

.   

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ⎣⎯⊥⎯⎦   ⎣⎯⊥⎯⎦  

   ⎣⎯⊥⎯⎦ . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

.   

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ⎣⎯⊥⎯⎦   ⎣⎯⊥⎯⎦  

   ⎣⎯⊥⎯⎦ . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

.   

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ⎣⎯⊥⎯⎦   ⎣⎯⊥⎯⎦  

   ⎣⎯⊥⎯⎦ . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

.   

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ⎣⎯⊥⎯⎦   ⎣⎯⊥⎯⎦  
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35) Avez-vous subi des examens de type radiographique 
(hystérographie ou autre) à l'utérus (en dehors des grossesses), 
aux appareils génitaux ? 

Réservé 

 Oui        

 

Non         Ne sais pas    ⎣⎯⎦  

A quel 

âge ? 

Quel type d'examen ? 

(en clair) 

Pour quelle raison ? 

(en clair) 

 

   ⎣⎯⊥⎯⎦ . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

.   

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ⎣⎯⊥⎯⎦   ⎣⎯⊥⎯⎦  

   ⎣⎯⊥⎯⎦ . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

.   

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ⎣⎯⊥⎯⎦   ⎣⎯⊥⎯⎦  

   ⎣⎯⊥⎯⎦ . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

.   

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ⎣⎯⊥⎯⎦   ⎣⎯⊥⎯⎦  

36) Avez-vous subi des examens de type radiographique à 
l'utérus pendant une grossesse (pelvimétrie) ? 

 

 Oui        

 

Non         Ne sais pas    ⎣⎯⎦  

A quel 

âge ? 

Combien d'examens ? Pour quelle grossesse ? 

(préciser laquelle : cf page 6) 

 

⎣⎯⊥⎯⎦ ⎣⎯⊥⎯⎦ ⎣⎯⊥⎯⎦ ⎣ ⊥   ⎦   ⎣   ⊥   ⎦   ⎣   ⊥   
⎦  

⎣⎯⊥⎯⎦ ⎣⎯⊥⎯⎦ ⎣⎯⊥⎯⎦ ⎣ ⊥   ⎦   ⎣   ⊥   ⎦   ⎣   ⊥   
⎦  

⎣⎯⊥⎯⎦ ⎣⎯⊥⎯⎦ ⎣⎯⊥⎯⎦ ⎣ ⊥   ⎦   ⎣   ⊥   ⎦   ⎣   ⊥   
⎦ 

37) Avez-vous subi des examens de type radiographique 
pour des maladies non déjà citées, en dehors des 
mammographies ? 

 

 Oui        

 

Non         Ne sais pas    ⎣⎯⎦  

A quel 

âge ? 

Quel type d'examen ? 

(en clair) 

Pour quelle raison ? 

(en clair) 

 

   ⎣⎯⊥⎯⎦ . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

.   

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ⎣⎯⊥⎯⎦   ⎣⎯⊥⎯⎦  

   ⎣⎯⊥⎯⎦ . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

.   

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ⎣⎯⊥⎯⎦   ⎣⎯⊥⎯⎦  

   ⎣⎯⊥⎯⎦ . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

.   

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ⎣⎯⊥⎯⎦   ⎣⎯⊥⎯⎦  
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   ⎣⎯⊥⎯⎦ . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

.   

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ⎣⎯⊥⎯⎦   ⎣⎯⊥⎯⎦  

   ⎣⎯⊥⎯⎦ . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

.   

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ⎣⎯⊥⎯⎦   ⎣⎯⊥⎯⎦  

   ⎣⎯⊥⎯⎦ . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

.   

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ⎣⎯⊥⎯⎦   ⎣⎯⊥⎯⎦  
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EXAMENS RADIOGRAPHIQUES AUX SEINS 

38) Avez-vous subi des mammographies (radio des seins) ? 

Réservé 

 Oui        

 

Non         Ne sais pas    ⎣⎯⎦  

Si oui :   précisez à quel âge, à quel sein (droit = D, gauche = G, 

              les deux = DG), pour quelle raison et si vous le pouvez, 

              combien de clichés étaient pris par examen :  
 

 

 Age Sein Raison de la mammographie Nombre de 

clichés 

 

1ère mammo  ⎣⎯⊥⎯

⎦  

 ⎣⎯⊥⎯

⎦   

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

. . . . . . .  

⎣⎯⊥⎯⎦  ⎣  ⊥  ⎦   ⎣  ⎦   ⎣  ⎦   ⎣  ⊥  ⎦  

2e mammo  ⎣⎯⊥⎯

⎦  

 ⎣⎯⊥⎯

⎦   

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

. . . . . . .  

⎣⎯⊥⎯⎦  ⎣  ⊥  ⎦   ⎣  ⎦   ⎣  ⎦   ⎣  ⊥  ⎦  

3e mammo  ⎣⎯⊥⎯

⎦  

 ⎣⎯⊥⎯

⎦   

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

. . . . . . .  

⎣⎯⊥⎯⎦  ⎣  ⊥  ⎦   ⎣  ⎦   ⎣  ⎦   ⎣  ⊥  ⎦  

4e mammo  ⎣⎯⊥⎯

⎦  

 ⎣⎯⊥⎯

⎦   

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

. . . . . . .  

⎣⎯⊥⎯⎦  ⎣  ⊥  ⎦   ⎣  ⎦   ⎣  ⎦   ⎣  ⊥  ⎦  

5e mammo  ⎣⎯⊥⎯

⎦  

 ⎣⎯⊥⎯

⎦   

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

. . . . . . .  

⎣⎯⊥⎯⎦  ⎣  ⊥  ⎦   ⎣  ⎦   ⎣  ⎦   ⎣  ⊥  ⎦ 

6e mammo  ⎣⎯⊥⎯

⎦  

 ⎣⎯⊥⎯

⎦   

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

. . . . . . .  

⎣⎯⊥⎯⎦  ⎣  ⊥  ⎦   ⎣  ⎦   ⎣  ⎦   ⎣  ⊥  ⎦ 

7e mammo  ⎣⎯⊥⎯

⎦  

 ⎣⎯⊥⎯

⎦   

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

. . . . . . .  

⎣⎯⊥⎯⎦  ⎣  ⊥  ⎦   ⎣  ⎦   ⎣  ⎦   ⎣  ⊥  ⎦ 

8e mammo  ⎣⎯⊥⎯

⎦  

 ⎣⎯⊥⎯

⎦   

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

. . . . . . .  

⎣⎯⊥⎯⎦  ⎣  ⊥  ⎦   ⎣  ⎦   ⎣  ⎦   ⎣  ⊥  ⎦ 

9e mammo  ⎣⎯⊥⎯

⎦  

 ⎣⎯⊥⎯

⎦   

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

. . . . . . .  

⎣⎯⊥⎯⎦  ⎣  ⊥  ⎦   ⎣  ⎦   ⎣  ⎦   ⎣  ⊥  ⎦ 

10e mammo  ⎣⎯⊥⎯

⎦  

 ⎣⎯⊥⎯

⎦   

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

. . . . . . .  

⎣⎯⊥⎯⎦  ⎣  ⊥  ⎦   ⎣  ⎦   ⎣  ⎦   ⎣  ⊥  ⎦ 

11e mammo  ⎣⎯⊥⎯

⎦  

 ⎣⎯⊥⎯

⎦   

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

. . . . . . .  

⎣⎯⊥⎯⎦  ⎣  ⊥  ⎦   ⎣  ⎦   ⎣  ⎦   ⎣  ⊥  ⎦ 
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12e mammo  ⎣⎯⊥⎯

⎦  

 ⎣⎯⊥⎯

⎦   

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

. . . . . . .  

⎣⎯⊥⎯⎦  ⎣  ⊥  ⎦   ⎣  ⎦   ⎣  ⎦   ⎣  ⊥  ⎦ 

13e mammo  ⎣⎯⊥⎯

⎦  

 ⎣⎯⊥⎯

⎦   

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

. . . . . . .  

⎣⎯⊥⎯⎦  ⎣  ⊥  ⎦   ⎣  ⎦   ⎣  ⎦   ⎣  ⊥  ⎦ 

14e mammo  ⎣⎯⊥⎯

⎦  

 ⎣⎯⊥⎯

⎦   

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

. . . . . . .  

⎣⎯⊥⎯⎦  ⎣  ⊥  ⎦   ⎣  ⎦   ⎣  ⎦   ⎣  ⊥  ⎦ 

15e mammo  ⎣⎯⊥⎯

⎦  

 ⎣⎯⊥⎯

⎦   

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

. . . . . . .  

⎣⎯⊥⎯⎦  ⎣  ⊥  ⎦   ⎣  ⎦   ⎣  ⎦   ⎣  ⊥  ⎦ 
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TRAITEMENTS PAR RAYONNEMENTS IONISANTS 
(radiothérapie, curiethérapie, iode radioactif...) 

39) Avez-vous déjà été soignée par des rayons pour une 
maladie bénigne (angiomes…) ? 

Réservé 

 Oui        

 

Non         Ne sais pas    ⎣⎯⎦  

  A quel âge ? Raison du traitement ? 

(en clair) 

 

Tête (cerveau, maxillaire, 

végétations…) 

 

  

 

⎣⎯⊥⎯⎦ 

 

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

. . . . . . . 

 

⎣⎯⎦   ⎣⎯⊥⎯⎦  

Cou (thyroïde, pharynx…)   ⎣⎯⊥⎯⎦ . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

. . . . . . . 

⎣⎯⎦   ⎣⎯⊥⎯⎦  

Poumons   ⎣⎯⊥⎯⎦ . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

. . . . . . . 

⎣⎯⎦   ⎣⎯⊥⎯⎦  

Sein droit   ⎣⎯⊥⎯⎦ . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

. . . . . . . 

⎣⎯⎦   ⎣⎯⊥⎯⎦  

Sein gauche   ⎣⎯⊥⎯⎦ . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

. . . . . . . 

⎣⎯⎦   ⎣⎯⊥⎯⎦  

Ovaires   ⎣⎯⊥⎯⎦ . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

. . . . . . . 

⎣⎯⎦   ⎣⎯⊥⎯⎦  

Utérus   ⎣⎯⊥⎯⎦ . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

. . . . . . . 

⎣⎯⎦   ⎣⎯⊥⎯⎦  

Peau   ⎣⎯⊥⎯⎦ . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

. . . . . . . 

⎣⎯⎦   ⎣⎯⊥⎯⎦  

Autres (précisez en clair) 

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

. . . . 

  ⎣⎯⊥⎯⎦ . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

. . . . . . . 

⎣⎯⎦   ⎣⎯⊥⎯⎦  

40) Avez-vous déjà été soignée par des rayons pour une 
maladie maligne ? 

 

 Oui        

 

Non         Ne sais pas    ⎣⎯⎦  

  A quel âge ? Raison du traitement ? 

(en clair) 

 

Tête (cerveau, maxillaire, 

végétations…) 

 

  

 

⎣⎯⊥⎯⎦ 

 

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

. . . . . . . 

 

⎣⎯⎦   ⎣⎯⊥⎯⎦  

Cou (thyroïde, pharynx…)   ⎣⎯⊥⎯⎦ . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ⎣⎯⎦   ⎣⎯⊥⎯⎦  
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. . . . . . . 

Poumons   ⎣⎯⊥⎯⎦ . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

. . . . . . . 

⎣⎯⎦   ⎣⎯⊥⎯⎦  

Sein droit   ⎣⎯⊥⎯⎦ . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

. . . . . . . 

⎣⎯⎦   ⎣⎯⊥⎯⎦  

Sein gauche   ⎣⎯⊥⎯⎦ . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

. . . . . . . 

⎣⎯⎦   ⎣⎯⊥⎯⎦  

Ovaires   ⎣⎯⊥⎯⎦ . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

. . . . . . . 

⎣⎯⎦   ⎣⎯⊥⎯⎦  

Utérus   ⎣⎯⊥⎯⎦ . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

. . . . . . . 

⎣⎯⎦   ⎣⎯⊥⎯⎦  

Peau   ⎣⎯⊥⎯⎦ . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

. . . . . . . 

⎣⎯⎦   ⎣⎯⊥⎯⎦  

Autres (précisez en clair) 

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

. . . . 

  ⎣⎯⊥⎯⎦ . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

. . . . . . . 

⎣⎯⎦   ⎣⎯⊥⎯⎦  
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41) Si des événements de votre vie n'ont pas été évoqués dans ce 
questionnaire, ou si vous avez des commentaires à nous communiquer, vous 
pouvez les noter dans cette rubrique : 

 ...................................................................................................................................................................................................  

 ...................................................................................................................................................................................................  

 ...................................................................................................................................................................................................  

 ...................................................................................................................................................................................................  

 ...................................................................................................................................................................................................  

 ...................................................................................................................................................................................................  

 ...................................................................................................................................................................................................  

 ...................................................................................................................................................................................................  

 ...................................................................................................................................................................................................  

 ...................................................................................................................................................................................................  

 ...................................................................................................................................................................................................  

 ...................................................................................................................................................................................................  

 ...................................................................................................................................................................................................  

 ...................................................................................................................................................................................................  

 ...................................................................................................................................................................................................  

 ...................................................................................................................................................................................................  

 ...................................................................................................................................................................................................  

 ...................................................................................................................................................................................................  

 

Nous vous remercions vivement de participer à cette étude et 
d’avoir pris le temps de compléter ce questionnaire 

 

Maintenant : 

 

1. Séparez les feuillets du questionnaire. Conservez la copie (19 feuillets 

verts détachés que nous vous conseillons d’agrafer), elle vous servira lors 

de l’entretien téléphonique avec l’assistante de recherche. 

 

2. Retournez-nous l’original (19 feuillets blancs reliés) en utilisant la grande 

enveloppe T jointe au questionnaire. 

 
 

Merci, 

Le groupe de l’Etude CoF-AT
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Annexe	  6	  :	  Nouvelles	  questions	  ajoutées	  aux	  questionnaires	  
épidémiologiques	  de	  suivi	  numéro	  1,	  2,	  3,	  4	  et	  5.	  

 

EPI2	  -‐	  6)	  Quelle	  a	  été	  votre	  consommation	  d’alcool	  au	  cours	  de	  
votre	  vie	  ?	  

Indiquez	  dans	  le	  tableau	  ci-‐dessous,	  pour	  chaque	  période	  de	  votre	  vie,	  la	  fréquence	  

moyenne	  de	  votre	  consommation	  (en	  nombre	  de	  fois	  par	  semaine;	  par	  exemple	  :	  tous	  les	  

soirs	  de	  la	  semaine	  =	  7	  fois	  ;	  à	  tous	  les	  repas	  =14	  fois	  ;	  etc.)	  et	  la	  quantité	  moyenne	  par	  

semaine	  (en	  nombre	  de	  verres	  consommés)	  :	  

	  

 Fréquence 
(nombre de fois par semaine) 

Quantité 
(nombre de verres par semaine) 

 

Avant l’âge de 18 ans : ⎣⎯⊥⎯⊥⎯⎦  ⎣⎯⊥⎯⊥⎯⎦  ⎣⎯⊥⎯⊥⎯⎦ ⎣⎯⊥⎯⊥⎯⎦ 

De 18 à 30 ans : ⎣⎯⊥⎯⊥⎯⎦  ⎣⎯⊥⎯⊥⎯⎦  ⎣⎯⊥⎯⊥⎯⎦ ⎣⎯⊥⎯⊥⎯⎦ 

De 31 à 40 ans : ⎣⎯⊥⎯⊥⎯⎦  ⎣⎯⊥⎯⊥⎯⎦  ⎣⎯⊥⎯⊥⎯⎦ ⎣⎯⊥⎯⊥⎯⎦ 

De 41 à 50 ans : ⎣⎯⊥⎯⊥⎯⎦  ⎣⎯⊥⎯⊥⎯⎦  ⎣⎯⊥⎯⊥⎯⎦ ⎣⎯⊥⎯⊥⎯⎦ 

De 51 à 60 ans : ⎣⎯⊥⎯⊥⎯⎦  ⎣⎯⊥⎯⊥⎯⎦  ⎣⎯⊥⎯⊥⎯⎦ ⎣⎯⊥⎯⊥⎯⎦ 

De 61 à 70 ans : ⎣⎯⊥⎯⊥⎯⎦  ⎣⎯⊥⎯⊥⎯⎦  ⎣⎯⊥⎯⊥⎯⎦ ⎣⎯⊥⎯⊥⎯⎦ 

Après 70 ans : ⎣⎯⊥⎯⊥⎯⎦  ⎣⎯⊥⎯⊥⎯⎦  ⎣⎯⊥⎯⊥⎯⎦ ⎣⎯⊥⎯⊥⎯⎦ 

 

Epi2	  -‐	  8)	  Êtes-‐vous	  droitière	  ou	  gauchère	  ?	    

. Droitière   

. Gauchère   

. Gauchère contrariée  ⎣⎯⎦  

 

  



   

EPI2	  -‐	  13)	  Au	  cours	  de	  votre	  vie,	  avez-‐vous	  eu	  une	  maladie	  
bénigne	  de	  la	  thyroïde	  ou	  une	  intervention	  chirurgicale	  à	  la	  
thyroïde? 

 

 Oui    Non    ⎣⎯⎦  

Si oui, précisez (plusieurs réponses possibles) : A quel âge ? 
 

 
. Hyperthyroïdie Oui   Non   ⎣⎯⊥⎯⎦ ⎣⎯⎦ ⎣⎯⊥⎯⎦ ⎣⎯⎦ 

. Hypothyroïdie Oui   Non   ⎣⎯⊥⎯⎦ ⎣⎯⎦ ⎣⎯⊥⎯⎦ ⎣⎯⎦ 

. Adénome Oui   Non   ⎣⎯⊥⎯⎦ ⎣⎯⎦ ⎣⎯⊥⎯⎦ ⎣⎯⎦ 

. Nodule Oui   Non   ⎣⎯⊥⎯⎦ ⎣⎯⎦ ⎣⎯⊥⎯⎦ ⎣⎯⎦ 

. Kyste Oui   Non   ⎣⎯⊥⎯⎦ ⎣⎯⎦ ⎣⎯⊥⎯⎦ ⎣⎯⎦ 

. Goitre Oui   Non   ⎣⎯⊥⎯⎦ ⎣⎯⎦ ⎣⎯⊥⎯⎦ ⎣⎯⎦ 

. Maladie de Basedow Oui   Non   ⎣⎯⊥⎯⎦ ⎣⎯⎦ ⎣⎯⊥⎯⎦ ⎣⎯⎦ 

. Maladie de Hashimoto Oui   Non   ⎣⎯⊥⎯⎦ ⎣⎯⎦ ⎣⎯⊥⎯⎦ ⎣⎯⎦ 

. Ablation partielle de la thyroïde Oui   Non   ⎣⎯⊥⎯⎦ ⎣⎯⎦ ⎣⎯⊥⎯⎦ ⎣⎯⎦ 

. Ablation totale de la thyroïde Oui   Non   ⎣⎯⊥⎯⎦ ⎣⎯⎦ ⎣⎯⊥⎯⎦ ⎣⎯⎦ 

. Autre (précisez) :  .....................................  Oui   Non   ⎣⎯⊥⎯⎦ ⎣⎯⎦ ⎣⎯⊥⎯⎦ ⎣⎯⎦ 

. Ne sais pas   ⎣⎯⊥⎯⎦ ⎣⎯⎦ ⎣⎯⊥⎯⎦ ⎣⎯⎦ 

. Où avez-vous été suivie ?  

 . Ville, département :  ................................................................  

 . Etablissement :  ......................................................................  

 . Nom du médecin :  ..................................................................  

 . En quelle année ?  ⎣⎯⊥⎯⊥⎯⊥⎯⎦ 

 

 

Epi3	  -‐	  3)	  À	  quel	  groupe	  de	  population	  appartenez-‐vous	  *	  ? 
 

 - Caucasienne / Blanche   

 - Ashkénaze   

 - Noire-africaine   

 - Afro-caribéenne   

 - Arabe   

 - Berbère   

 - Asiatique   

 - Indienne / Pakistanaise  ⎣⎯⊥⎯⎦ 

 



   

* Si vous êtes métisse (née d’une mère et d’un père d’origine différente), 
veuillez cocher les groupes dont vous êtes issue.  

 

 

Epi3 - 7) Combien de vols aériens d’une durée de 4 heures et 
plus avez-vous effectués à chaque période de votre vie ?  

Un vol comprend 1 décollage et 1 atterrissage. Si aucun vol, notez 0. Un 
aller-retour compte comme 2 vols. Un aller avec une escale compte comme 
2 vols si chaque vol dure 4 heures ou plus, etc. 

                

 Nombre de vols aériens 
(professionnels, loisirs…)  

- Avant l’âge de 18 ans : ⎣⎯⊥⎯⊥⎯⎦  ⎣⎯⊥⎯⊥⎯⎦  

- De 18 à 30 ans : ⎣⎯⊥⎯⊥⎯⎦  ⎣⎯⊥⎯⊥⎯⎦  

- De 31 à 40 ans : ⎣⎯⊥⎯⊥⎯⎦  ⎣⎯⊥⎯⊥⎯⎦  

- De 41 à 50 ans : ⎣⎯⊥⎯⊥⎯⎦  ⎣⎯⊥⎯⊥⎯⎦  

- De 51 à 60 ans : ⎣⎯⊥⎯⊥⎯⎦ ⎣⎯⊥⎯⊥⎯⎦ 

- De 61 à 70 ans : ⎣⎯⊥⎯⊥⎯⎦  ⎣⎯⊥⎯⊥⎯⎦  

- Après 70 ans : ⎣⎯⊥⎯⊥⎯⎦  

 

⎣⎯⊥⎯⊥⎯⎦  

 

EPI3 - 27) Au cours de votre vie, avez-vous pris ou prenez-
vous des phytoestrogènes (oestrogènes végétaux) pour la 
ménopause ? (Phytosoya®, Ymea®, Sojyam®, Evestrel®, etc.) 

 

 Oui    Non    ⎣⎯⎦ 

Si oui, précisez : 

 
 

Âge au début du 
traitement Nom du ou des médicament(s) 

Durée  
(en mois) 

 

⎣⎯⊥⎯⎦ ans .......................................................... ⎣⎯⊥⎯⊥⎯⎦ ⎣⎯⊥⎯⎦ ⎣⎯⊥⎯⎦ ⎣⎯⊥⎯⊥⎯⎦ 

⎣⎯⊥⎯⎦ ans .......................................................... ⎣⎯⊥⎯⊥⎯⎦ ⎣⎯⊥⎯⎦ ⎣⎯⊥⎯⎦ ⎣⎯⊥⎯⊥⎯⎦ 

⎣⎯⊥⎯⎦ ans .......................................................... ⎣⎯⊥⎯⊥⎯⎦ ⎣⎯⊥⎯⎦ ⎣⎯⊥⎯⎦ ⎣⎯⊥⎯⊥⎯⎦ 

⎣⎯⊥⎯⎦ ans .......................................................... ⎣⎯⊥⎯⊥⎯⎦ ⎣⎯⊥⎯⎦ ⎣⎯⊥⎯⎦ ⎣⎯⊥⎯⊥⎯⎦ 

⎣⎯⊥⎯⎦ ans .......................................................... ⎣⎯⊥⎯⊥⎯⎦ ⎣⎯⊥⎯⎦ ⎣⎯⊥⎯⎦ ⎣⎯⊥⎯⊥⎯⎦ 

 

  



   

EPI4 - 22) Votre mère a-t-elle pris du Distilbène® (traitement 

prescrit pour éviter les accouchements prématurés) pendant 
qu’elle était enceinte de vous ? 

Autres noms du Distilbène® : diéthylstilboestrol, Stilboestrol-Borne®  

 

Α .   

 Oui    Non    Ne sais pas  ⎣⎯⎦  

     
 

EPI5	  -‐	  10)	  Quels	  étaient	  votre	  poids	  et	  votre	  taille	  (hauteur)	  à	  
l’âge	  où	  vous	  avez	  eu	  vos	  premières	  règles	  ?	  

 

. Poids :  ⎣⎯⊥⎯⊥⎯⎦  kg Ne sais pas      
⎣⎯⊥⎯⊥⎯⎦ 

                       . Taille : ⎣⎯⎦  m  ⎣⎯⊥⎯⎦  cm  Ne sais pas      
⎣⎯⊥⎯⊥⎯⎦ 

  

EPI5	  -‐	  18)	  Au	  cours	  de	  votre	  vie,	  avez-‐vous	  eu	  une	  maladie	  des	  
yeux	  ? 

 

 Oui    Non    ⎣⎯⎦  

Si oui, précisez (plusieurs réponses possibles) : 
Âge au 

diagnostic ? 
 

 
. Cataracte : . œil droit Oui   Non   ⎣⎯⊥⎯⎦ ⎣⎯⎦ ⎣⎯⊥⎯⎦ ⎣⎯⎦ 

          . œil gauche Oui   Non   ⎣⎯⊥⎯⎦ ⎣⎯⎦ ⎣⎯⊥⎯⎦ ⎣⎯⎦ 

          . bilatérale Oui   Non   ⎣⎯⊥⎯⎦ ⎣⎯⎦ ⎣⎯⊥⎯⎦ ⎣⎯⎦ 

     Si oui, de quel type ? (cochez la case correspondante) :   

          . sous-capsulaire         corticale         nucléaire   

          . autre   (précisez) :  ...........................................   

         . inconnu  
  

. Presbytie (difficulté à voir de près) Oui   Non   ⎣⎯⊥⎯⎦ ⎣⎯⎦ ⎣⎯⊥⎯⎦  

. Glaucome chronique Oui   Non   ⎣⎯⊥⎯⎦ ⎣⎯⎦ ⎣⎯⊥⎯⎦  

. Dégénérescence maculaire (D.M.L.A) Oui   Non   ⎣⎯⊥⎯⎦ ⎣⎯⎦ ⎣⎯⊥⎯⎦  

. Autre baisse visuelle avec déformation des 

lignes droites 

Précisez en clair :  ..........................  
Oui   Non   ⎣⎯⊥⎯⎦ ⎣⎯⎦ ⎣⎯⊥⎯⎦  



   

. Autre maladie affectant la rétine 

Précisez laquelle :  ..........................  
Oui   Non   ⎣⎯⊥⎯⎦ ⎣⎯⎦ ⎣⎯⊥⎯⎦  

. Autre (précisez) :  .....................................  Oui   Non   ⎣⎯⊥⎯⎦ ⎣⎯⎦ ⎣⎯⊥⎯⎦  

 

De plus, la question sur la contraception a été reformulée à partir de EPI2 afin de 

prendre en compte les contraceptions de type hormonal autres que la pilule, telles 

que l’implant sous-cutané, le stérilet MIRENA, le patch etc. (non demandés à EPI1) : 

 

EPI2	  -‐	  19)	  Avez-‐vous	  utilisé	  depuis	  votre	  dernier	  questionnaire	  ou	  
utilisez-‐vous	  actuellement	  des	  contraceptifs	  hormonaux	  
(pilule,	  patch,	  implant	  sous-‐cutané…)	  ?	  

B.  

 Oui    Non    ⎣⎯⎦  
Si oui, indiquez dans le tableau ci-dessous les périodes pendant 
lesquelles vous avez pris des contraceptifs hormonaux, en notant la 
date de début, la durée et le nom du contraceptif oral (pilule) ou non 
oral (exemples : bracelet ou patch transdermique, implant sous-
cutané…) : 

 

Date de début 
(mois/année) 

Durée 
(en mois) 

Nom du (ou des) contraceptif(s)  

. . . . . .  / . . . . . . . . . . ⎣⎯⊥⎯⎦ ............................................................... ……/…… ⎣⎯⊥⎯⎦ ⎣⎯⊥⎯⎦ 

. . . . . .  / . . . . . . . . . . ⎣⎯⊥⎯⎦ ............................................................... ……/…… ⎣⎯⊥⎯⎦ ⎣⎯⊥⎯⎦ 

. . . . . .  / . . . . . . . . . . ⎣⎯⊥⎯⎦ ............................................................... ……/…… ⎣⎯⊥⎯⎦ ⎣⎯⊥⎯⎦ 

. . . . . .  / . . . . . . . . . . ⎣⎯⊥⎯⎦ ............................................................... ……/…… ⎣⎯⊥⎯⎦ ⎣⎯⊥⎯⎦ 
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Annexe 7 : Protocole SureSelectQXT Target Enrichement complet pour la 
préparation des banques d’ADN  
 
1. Préparation des échantillons 

 

Réactifs 
Température 
de stockage 

Mode de décongélation 

SureSelect QXT buffer -20°C sur glace 

SureSelect QXT Enzyme Mix ILM -20°C sur glace 

DMSO (utilisé à l’étape 1.4) -20°C TA 

Bille Agencourt +4°C TA 30 minutes avant utilisation 

 
1.1. Fragmentation de l’ADNg et ajout des adaptateurs 

 
- Pour chaque échantillon mettre dans un tube PCR et en respectant l’ordre : 

- 17 µL SureSelect QXT Buffer 

- 2 µL ADNg à 25ng/µL à placer au fond du tube. 

- 2 µL SureSelect QXT Enzyme Mix ILM (faire 8 allers-retours à la pipette pour s’assurer que 
la totalité de l’enzyme ait été transférée dans le tube) 

 
- Vortexer pendant 20 s à vitesse maximale et centrifuger. 
 
- Programme de fragmentation de l’ADN : 
 

Etapes Témperature Temps 

1 45°C 10 minutes 

2 4°C 1 minute 

3 4°C ∞ 

 
- Sur glace, ajouter 32 µL SureSelect QXTT Stop Solution (contenant 25% d’éthanol) dans chaque tube. 
- Vortexer à vitesse maximale pendant 5 secondes et centrifuger. 
- Incuber les échantillons à TA pendant 1 min avant de poursuivre. 
 

1.2. Purification des banques  

 
- Ajouter 52 µL de billes Agencourt par puits (contenant 53µL de l’ADNg fragmenté) 

- Homogénéiser à la pipette par aspiration-refoulement 

- Incuber 5 min à température ambiante 

- Mettre les tubes sur la plaque magnétique, laisser 3 min 

- Eliminer le surnageant en laissant les tubes sur la plaque magnétique 

- Ajouter 200 µL d’éthanol à 70°, laisser environ 1 min 

- Eliminer le surnageant 



                                         

 297 

- Refaire les étapes 6 et 7 

- Fermer les tubes et faire une mini-centrifugation pour faire tomber le liquide restant. Redisposer 
les barrettes sur la plaque magnétique et éliminer le liquide restant à l’aide de la pipette 
multicanaux de 10 µL. 

- Placer les barrettes sans les capuchons sur un thermocycleur régler à 37°C, laisser environ 3 min 
avec le couvercle ouvert 

- Resuspendre les billes avec 12 µL d’eau ultra-pure. Bien homogénéiser à la pipette par aspiration-
refoulement (la viscosité du SureSelect QXT Buffer complique cette étape). 

- Laisser 2 min à TA. 

- Remettre sur la plaque magnétique et laisser 2 min  

- Prélever le surnageant et le transférer dans une nouvelle barrette. 

- Placer les barrettes sur la glace  

 
1.3. Amplification des banques (pièce pré-PCR) 

 

Réactifs 
Température de 

stockage 
Mode de décongélation 

Herculase II Fusion DNA Polymerase -20°C sur glace 

5x Herculase II Reaction Buffer -20°C sur glace 

100 mM dNTP (25 mM each dNTP) -20°C sur glace 

SureSelect QXT Primer Mix -20°C sur glace 

 
- Préparation du mélange réactionnel 
 

Réactifs X 1 X 16 X 32 

Nuclease-free water 25 µL 425 µL 850 µL 

5x Herculase II Reaction Buffer 10 µL 170 µL 340 µL 

100 mM dNTP Mix 0,5 µL 8,5 µL 17 µL 

DMSO 2,5 µL 42,5 µL 85 µL 

SureSelect QXT Primer Mix 1 µL 17 µL 34 µL 

Herculase II Fusion DNA Polymerase 1 µL 17 µL 34 µL 

Total 40 µL 680 µL 1360 µL 

 
- Distribuer 40 µL du MIX pour chaque banque purifié (10µL) à l’étape 1.3 

- Vortexer pendant 5 secondes à vitesse moyenne  
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- Programme d’amplification des banques 

Etapes Témperature Temps 

1 68°C 2 minutes 

2 98°C 2 minutes 

3 98°C 30 secondes  
X 8 cycles 57°C 30 secondes 

72°C 1 minute 

4 72°C 5 minutes 

5 4°C ∞ 

 
 

1.4. Purification des banques amplifiées  

 
- Ajouter 50 µL de billes Agencourt par puits (contenant 50µL de la PCR précédente) 

- Homogénéiser à la pipette par aspiration-refoulement 

- Incuber 5 min à température ambiante 

- Mettre les tubes sur la plaque magnétique, laisser 3 min 

- Eliminer le surnageant en laissant les tubes sur la plaque magnétique 

- Ajouter 200 µL d’éthanol à 70°, laisser environ 1 min 

- Eliminer le surnageant 

- Refaire les étapes 6 et 7 

- Fermer les tubes et faire une mini-centrifugation pour faire tomber le liquide restant. Redisposer 
les barrettes sur la plaque magnétique et éliminer le liquide restant à l’aide de la pipette 
multicanaux de 10 µL. 

- Placer les barrettes sans les capuchons sur un thermocycleur régler à 37°C, laisser environ 3 min 
avec le couvercle ouvert 

- Resuspendre les billes avec 14 µL d’eau ultra-pure. Bien homogénéiser à la pipette par aspiration-
refoulement 

- Laisser 2 min à TA. 

- Remettre sur la plaque magnétique et laisser 2 min 

- Prélever le surnageant (régler la pipette à 13 µL) et le transférer dans une nouvelle barrette. 

 
Les échantillons peuvent être stockés à +4°C (stockage court) ou à -20°C (stockage long) à cette 
étape. 
 

1.5. Contrôles et dosages des banques 

 
Jusqu’à 11 banques d’ADN à contrôler, utiliser une puce Bioanalyzer HS 
A partir de 12 banques d’ADN à contrôler, utiliser une puce LabChip HS. 



                                         

 299 

Le dosage se fait sur les échantillons dilués au 1/50e  
 

1.5.1. Contrôle sur puce Bioanalyzer (Agilent) 

Diluer les échantillons au 1/50e 

Utiliser une puce High Sensitivity DNA 
 
Profil attendu: 

 
 
 
 

1.5.2. Contrôle sur puce Labchip (Caliper) 

Diluer les échantillons au 1/50e 

Utiliser la puce HT DNA 1K/12K/HiSens  
 
Profil attendu 
 

 
 
2. Hybridation et capture (pièce post-PCR) 

 
2.1. Préparation des aliquots pour l’hybridation 

Dans des barrettes, mettre 650 ng d’ADN dans un volume final de 12 µL. Ajuster le volume avec de 
l’eau ultra-pure. 
 

2.2. Hybridation des ADN 
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Réactifs 
Température de 

stockage 
Mode de décongélation 

SureSelect QXT Fast Hybrization buffer -20°C à température ambiante 

SureSelect QXT Fast Blocker Mix -20°C sur glace 

SureSelect RNase Block -20°C sur glace 

SureSelectXT Custom Capture Library -80°C sur glace 

 
- Vortexer chaque réactifs une fois décongelé et les centrifuger. 

- Ajouter 5 µL de SureSelect QXT Fast Blocker Mix dans chaque tube  

- Vortexer 5 secondes à vitesse maximale et centrifuger. Volume final = 17µL 

 
- Programme d’hybridation des ADN  

Etapes Témperature Temps 

1 95°C 5 minutes 

2 65°C 10 minutes 

3 65°C 1 minute (mettre en PAUSE ici) 

4 65°C 1 minute  
X 60 cycles 37°C 3 secondes 

5 65°C ∞ 

 
- Préparer 25% de SureSelect RNase Block selon les proportions suivantes en fonction du nombre 

d’ADN : 

Réactif X1 X16 X32 

Nuclease-free water 1,5 µL 30 µL 60 µL 

SureSelect RNase Block 0,5 µL 10 µL 20 µL 

Total 2 µL 40 µL 80 µL 

 

Réactif X1 X16 X32 

Nuclease-free water 3 µL 51 µL 102 µL 

25% SureSelect RNase Block 2 µL 34 µL 68 µL 

SureSelectXT Custom Capture Library 2 µL 34 µL 68 µL 

SureSelect QXT Fast Hybrization buffer 6 µL 102 µL 204 µL 

Total 13 µL 221 µL 442 µL 

 
- Mettre le thermocycleur sur pause une fois le programme arrivé à l’étape 3. 

- Laisser les tubes en place sur le themocycleur à 65°C et distribuer 13 µL du Mix Capture Library 
Hybridization 

- Vortexer les tubes, centrifuger et les remettre sur le thermocycleur. 

- Relancer le programme. 

 
2.3. Activation des billes streptavidine 

- Vortexer le flacon  Dynabeads MyOne Streptavidin T1 contenant les billes magnétiques. 
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- Distribuer 50 µL de billes par puits nécessaire  

- Laver les billes (activation) : 

o Ajouter 200 µL de SureSelect Binding Buffer. 

o Mélanger par aspiration-refoulement 10 fois à l’aide d’une pipette. 

o Mettre la plaque ou les barrettes sur la plaque magnétique. 

o Attendre 5 min puis retirer le surnageant. 

o Répéter les étapes 2 fois (3 lavages auront été réalisés au total). 

- Resuspendre les billes dans 200 µL de SureSelect Binding Buffer. 

 
2.4. Capture des ADN hybridés 

- Récupérer les ADN hybridés et faire la suite de la manip à TA. 
- Transférer la totalité du volume ADN  
- Mettre les barrettes sous agitation à 1800 rpm pendant 30 min à TA.  
- Mettre de la solution SureSelect Wash Buffer 2 à 65°C : 

o Aliquoter 3 puits par échantillon avec 200 µL de SureSelect Fast Wash Buffer 2 
o Fermer les barrettes, les disposer sur un thermocycleur et lancer un programme à 

65°C en continu.  
- Une fois les 30 min d’agitation terminé, faire tomber le liquide au fond du tube : par un mouvement 

rapide du bras s’il s’agit d’une plaque, à l’aide d’une mini-centrifugeuse pour les barrettes. 
- Placer les tubes sur la plaque magnétique, laisser 1 min 
- Eliminer le surnageant en laissant les barrettes sur la plaque magnétique 
- Resuspendre les billes avec 200 µL de SureSelect Wash Buffer 1 par aspiration-refoulement 
- Vortexer 8 secondes et faire tomber le liquide au fond des tubes. 
- Placer les tubes sur la plaque magnétique, laisser 1 min et éliminer le surnageant. 
- Procéder ensuite au lavage des billes de la manière suivante : 

o Resuspendre les billes avec 200 µL de SureSelect Wash Buffer 2 préchauffé à 65°C. 
Homogénéiser par aspiration-refoulement. 

o Fermer avec de nouvelles barrettes de capuchons. Vortexer 5 secondes et faire 
tomber le liquide au fond des tubes.  

o Incuber les échantillons 10 min à 65°C sur un thermocycleur. Fermer le couvercle du 
thermocycleur. 

o Mettre ensuite les tubes sur une plaque magnétique. Attendre 1 min et éliminer le 
surnageant. 

o Répéter les étapes a à d 2 autres fois (3 lavages au total) 
- Après élimination du surnageant, centrifuger rapidement les échantillons, replacer les barrettes sur 

la plaque magnétique et éliminer le maximum de solution restante. 
- Ajouter 23 µL d’eau ultra-pure dans chaque tube. Placer les barrettes sur la glace jusqu’à la 

réalisation de la PCR. 
 
3. Indexage et préparation des banques au séquençage 

3.1. Amplification des ADN capturés
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3.1.1. Manip 

 

Réactifs 
Température de 

stockage 
Mode de décongélation 

Herculase II Fusion DNA Polymerase -20°C sur glace 

5x Herculase II Reaction Buffer -20°C sur glace 

100 mM dNTP (25 mM each dNTP) -20°C sur glace 

SureSelect QXT P7 et P5 dual indexing 
primers 

-20°C sur glace 

 
- Préparation du mélange réactionnel : 

Réactifs X 1 X 16 X 32 

Nuclease-free water 13,5 µL 229,5 µL 459 µL 

5x Herculase II Reaction Buffer 10 µL 170 µL 340 µL 

100 mM dNTP Mix 0,5 µL 8,5 µL 17 µL 

Herculase II Fusion DNA Polymerase 1 µL 17 µL 34 µL 

Total 25 µL 680 µL 1360 µL 

 
- Récupérer les barrettes contenant les ADN capturés et laisser sur glace. Distribuer 25 µL du 
- MIX pour chaque échantillon. 
- Ajouter 1 µL du primer P7 correspondant au barcode de l’échantillon  
- Ajouter 1 µL du primer P5 correspondant au barcode de l’échantillon  
- Homogénéisant à la pipette par aspiration-refoulement. 
 
 
 
 
- Programme d’amplification : 
 

Etapes Témperature Temps 

1 98°C 2 minutes 

2 98°C 30 secondes  
X 14 cycles 58°C 30 secondes 

72°C 1 minute 

3 72°C 5 minutes 

4 4°C ∞ 

 
a. Purification des ADN amplifiés 

- Ajouter 60 µL de billes Agencourt par puits (contenant 50µL de la PCR précédente) et 
homogénéiser,. Incuber 5 min à température ambiante 

- Mettre les tubes sur la plaque magnétique. Laisser 3 min. 
- Eliminer le surnageant en laissant les tubes sur la plaque magnétique 
- Toujours en laissant les tubes sur la plaque magnétique, ajouter 200 µL d’éthanol à 70°. Laisser 

environ 1 min 
- Eliminer le surnageant 
- Refaire les étapes 4 et 5 
- Placer les barrettes sans les capuchons sur un thermocycleur régler à 37°C, laisser environ 3 min 

avec le couvercle ouvert. 
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- Resuspendre les billes avec 26,5 µL d’eau ultra-pure. Bien homogénéiser à la pipette. 
- Centrifuger puis remettre sur la plaque magnétique, laisser 2 min 
- Prélever le surnageant et le transférer dans une nouvelle barrette. Jeter les billes. 
 

b. Quantification des banques ADN indexés par Qubit 

 
c. Détermination de la taille des banques ADN indexés par Labchip 

 
Diluer les échantillons au 1/10e  

Utiliser la puce HT DNA 1K/12K/HiSens 
 
Profil attendu : 
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Annexe 8 : Noms et séquences des oligonucléotides («index ») utilisés pour identifiés les 

échantillons pour le séquençage du panel de 55 gènes.  
 
 
Index  Séquence 

P7 Index 1 (P7 i1) TAAGGCGAA 

P7 Index 2 (P7 i2) CGTACTAG 

P7 Index 3 (P7 i3) AGGCAGAA 

P7 Index 4 (P7 i4) TCCTGAGC 

P7 Index 5 (P7 i5) GTAGAGGA 

P7 Index 6 (P7 i6) TAGGCATG 

P7 Index 7 (P7 i7) CTCTCTAC 

P7 Index 8 (P7 i8) CAGAGAGG 

P7 Index 9 (P7 i9) GCTACGCT 

P7 Index 10 (P7 i10) CGAGGCTG 

P7 Index 11 (P7 i11) AAGAGGCA 

P7 Index 12 (P7 i12) GGACTCCT 

  
Index  Séquence 

P5 Index 13 (P5 i13) TAGATCGC 

P5 Index 14 (P5 i14) CTCTCTAT 

P5 Index 15 (P5 i15) TATCCTCT 

P5 Index 16 (P5 i16) AGAGTAGA 

P5 Index 17 (P5 i17) GTAAGGAG 

P5 Index 18 (P5 i18) ACTGCATA 

P5 Index 19 (P5 i19) AAGGAGTA 

P5 Index 20 (P5 i20) CTAAGCCT 
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Annexe 9 : Protocole de q-PCR utilisé pour la mesure de la longueur relative 
des télomères. 
 

 
Tableau 1 : Séquences et caractéristiques des amorces utilisées pour l’amplification des télomères et 
du gène de l’albumine utilisé comme gène de référence. 
 

Amorces Séquences 
Taille 
(pb) 

Tempéature 
de fusion 

(Tm) 

Longueur 
amplicon 

(pb) 

telg (F) ACACTAAGGTTTGGGTTTGGGTTTGGGTTTGGGTTAGTGT  40 72 
indéfini 

telc (R) TGTTAGGTATCCCTATCCCTATCCCTATCCCTATCCCTAACA  42 72 

albu (F) CGGCGGCGGGCGGCGCGGGCTGGGCGGaaatgctgcacagaatccttg 48 68 98bp 
(44+2x27) albd (R) GCCCGGCCCGCCGCGCCCGTCCCGCCGgaaaagcatggtcgcctgtt 47 67 

 

Tableau 2 : Mélange réactionnel GoTaq Master Mix pour l’amplification des télomères 

Amplification des télomères Concentration finale 
Volume pour 1 réaction 

(uL) 

Nuclease-Free water   2.55 

qPCR Master Mix (2x) 1x 5.00 

telc (20uM) 0.7uM 0.35 

telg (20uM) 0.2uM 0.10 

ADN (5ng/uL)   2.00 

Volume   10 

 

Tableau 3 : Mélange réactionnel GoTaq Master Mix pour l’amplification des télomères 

Amplification albumine Concentration finale 
Volume pour 1 réaction 

(uL) 

Nuclease-Free water   2.60 

qPCR Master Mix (2x) 1x 5.00 

AlbU (20uM) 0.3uM 0.15 

AlbG (20uM) 0.5uM 0.25 

ADN (5ng/uL)   2.00 

Volume   10 

 

Tableau 4 : Programme d’amplification de la q-PCR 

Nombre de cycles Temperature Temps 

1 95° 5min 

40 

95° 30sec 

54° 30sec 

72° 20sec 

infini 40°   
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Annexe 10 : Protocole de génotypage par la méthode TaqMan 
 
Tableau 1 : Mélange réactionnel pour le génotypage par la méthode TaqMan 

Nombre de réactions 
Volume pour 1 réaction 

(uL) 

2x Master Mix TaqMan 2.5 

40x Genotyping Assay  0.0625 

Nuclease-free Water 2.4375 

Dried DNA 10ng 

V total 5 

 
Tableau 2 : Programme d’amplification pour le génotypage 
 
 


