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Résumé

Le cancer du sein est le cancer le plus fréquent chez la femme. Parmi I’ensemble des cas de
cancers du sein, il est considéré qu’environ 10% ont une composante héréditaire associée a un
risque tres €élevé de développer la maladie. Deux génes majeurs de prédisposition au cancer du
sein ont ét¢ mis en évidence, BRCAI et BRCA2. Les estimations du risque des porteuses de
mutations BRCA1 ou BRCA2 de développer un cancer du sein a I’age de 70 ans varient de 40 a

85%. (Antoniou et al., 2003)

Le travail que nous avons mené avec Dr Amina ABDELOUAHAB au niveau de 1’unité de
sénologie du centre de santé Larbi TEBESSI a concerné 32 sujets présentant une histoire familiale
et un risque ¢levé de développer un cancer du sein, il avait pour but de collecter des données afin
d’établir une relation entre les mutations des génes BRCAI et BRCA?2 et le risque de développement

d’un cancer du sein.

L’étude réalisée a permis de constater que les femmes atteintes d’un cancer du sein
(8patientes sur 32), étaient toutes porteuses d’une mutation du géne BRCAI ou BRCA2, aussi, elle
a permis d’identifier une mutation du géne BRCA2 chez trois sujets de sexe masculin non
porteurs d’un cancer (cas apparentés) et une mutation du géne BRCAI chez deux femmes non

porteuses de cancer ( cas apparentés).

Les résultats obtenus montrent clairement que le cancer du sein héréditaire chez le
population étudiée était du a une mutation du géne BRCAI ou BRCA?2 , ils nous ont aussi permis
d’identifier les sujets a haut risque de développer un cancer du sein, ce qui permettra d’optimiser

leur prise en charge a moyen et long terme.

Mots clés : Cancer du sein, Héréditaire, Mutation, BRCA1, BRCA2.
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Résultats et Discussion

IV-1 Résultats de I’analyse moléculaire du géne

Notre travail a porté sur un effectif de 32 sujets, présentant une histoire familiale et un risque
¢levé de développer un cancer du sein, (8) d’entre eux sont déja atteints d’un cancer du sein (cas
index), et (24) autres apparentés. Nous avons analysé par PCR puis séquengage direct les deux
genes BRCA 1 et BRCA 2. L’¢tude génétique a €té réalisée au niveau du Laboratoire de Diagnostic
Génétique et Moléculaire du Centre Jean Perrin, Clermont-Ferrand, France. L’age moyen des sujets
participant a I’étude était de 47 ans, les prélevements ont été effectués sur une période de 5 mois (du

19 Mars au 19 Juillet 2014).

IV-1.1 Résultats des tests génétiques

59% W BRCA+ (13 sujets)

BRCA-- (19 sujets)

Figure 12 : Résultats du test génétique.

Cette répartition montre que la mutation du géne BRCA a été identifiée chez 41% (13/32 sujets)
(BRCA+), et non identifiée dans 59% (19/32 sujets) (BRCA-) (Figure 14).

IV-1.2 Identification des mutations BRCA chez les cas index et les cas apparentés

i apparentés(5)

62%

Figure 13 : Identification des mutations BRCA chez les cas index et les cas apparentés.

L1 cas index(8)
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Résultats et Discussion

Cette distribution montre que la mutation du géne BRCA a ét¢ identifiée chez les 8 cas index 8/13
(62%), c'est-a-dire déja porteurs du cancer du sein, mais aussi chez les 5/13 (38%) apparentés.
Cela confirme que la survenue de cancer du sein chez les cas index est diie a cette prédisposition,

héritée suite a une histoire familiale.

IV-1.3 Répartition des types de cancer chez les cas index

type de cancer chez le Cas Index

M Cancer Canalaire Infiltrant=7 m Cancer Lobulaire Infiltrant =1

12%

Figure 14 : Répartition des types de cancer chez les cas index.
Les cas index de notre effectif ont présenté une nette prédominance du type histologique du
cancer canalaire infiltrant 7/8 (88%), un seul sujet a présenté un cancer lobulaire infiltrant

(12%).

IV-1.4 Répartition des mutations BRCA selon 1°‘dge des individus
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Figure 15 : Répartition des mutations BRCA selon 1‘4ge des individus.
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Résultats et Discussion

Cette analyse montre que la mutation du géne BRCA touche pratiquement tous les adges mais a
différentes fréquences. On remarque une nette prédominance a un age jeune : entre 32-40 ans

(38%) et 41-49 ans (23%), par rapport aux sujets plus agés, entre 50-59 ans (15%), 60-69ans
(15%), et 70-79 ans (9%).

VI-1.5 Répartition des mutations BRCA selon le sexe

23%

Femme=10
77%

Homme=3

Figure 16 : Répartition des mutations BRCA selon le sexe.

Cette répartition montre une nette prédominance des mutations féminines 10/13 sujets
(77%), face a 3/13 sujets (23%) hommes.

IV-1.6 Répartitions des mutations selon le g¢éne BRCA muté et le sexe

BRCA2 BRCA1l
Femme muté=6 B Homme muté=3 Femme muté=4 Homme muté=0
0%
68%
100%
(@) (b)

Figure 17: Répartitions des mutations selon le g¢éne BRCA1/2 et le sexe.
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Résultats et Discussion

Ces deux histogrammes nous présentent la répartition des 13 mutations BRCA 1 et 2, selon
le sexe féminin et/ou masculin. Cependant, des mutations du géne BRCA 1 ont été identifiées
uniquement chez des femmes (100%) (Figure 17b), aucun homme ne portant une mutation du géne
BRCALI, contrairement aux mutations du géne BRCA 2. Ce dernier a touché les deux sexes, avec

une répartition de 6 femmes (68%) et 3 hommes (32%) (Figure 17a).

IV-2 DISCUSSION

La présente étude a été faite sur 32 sujets (age moyen : 47 ans), présentant une histoire
familiale et un risque ¢élevé de développer un cancer du sein. Nous avons détecté des
mutations du géene BRCA chez 13/32 (41%), avec une nette prédominance féminine, puisque
10/13 sujets (77%) sont des femmes, alors que 3/13 sujets (23%) sont des hommes. En effet,
selon Peto et al., 1999, les mutations BRCA1 et BRCA2 sont plus fréquentes chez les

femmes présentant au moins une apparentée du premier degré atteint d’un cancer du sein.

Deux types de mutation familiale délétére on été identifiés, le premier affectant I’exon
10 du gene BRCA 2 (1538 del 4), et le second, affectant I’exon 11 du géne BRCA 1 (917 del
TT) (Voir annexe 4 et 5). Ces deux mutations engendrent un codon stop prématuré conduisant
a une instabilité¢ génétique, qui accélére 1'accumulation de mutations, favorisant ainsi le
développement de tumeurs.

Dans les 13 cas mutés 8 (62%) sont déja atteints d’un cancer du sein (cas index) dont
le type histologique prédominant était le carcinome canalaire infiltrant (CCI) 7/8 a (88%),
suivi du carcinome lobulaire infiltrant 1/8 (CLI) a (12%).

Nos résultats corroborent avec les données de la littérature. En effet, selon Abbas et
al., 2011, les études histologiques ont montré que le type histologique prédominant des
tumeurs €tait le carcinome canalaire infiltrant (CCI) dans 87,8% des cas, suivi du carcinome
lobulaire infiltrant (CLI 4,7%). Le reste de notre population étudiée était composée de cas
apparentés présentant des antécédents familiaux de cancer du sein et chez qui on a retrouvé
leurs genes BRCA mutés (38%). Ces résultats suggerent que cette mutation augmentera le
risque d’avoir un cancer du sein a 70 ans, de 10% a 45-85%. (Antoniou ef al., 2003)

Cependant, nos résultats corroborent avec les conclusions antérieures en ce qui
concerne 1’estimation du risque tumoral induit par les mutations BRCA qui est définie en
termes de pénétrance. La pénétrance se réfere a la probabilité de développer la maladie chez
un porteur d’'une mutation délétere a un age donné. Dans le cas de porteurs de mutations

appartenant a des familles présentant de multiples cas de cancers du sein, la pénétrance du

[28]



Résultats et Discussion

cancer du sein est estimée entre 72% et 87% pour BRCA1 et BRCA2 a 70 ans. Ce risque a
aussi été étudié au sein de la population non sélectionnée pour son histoire familiale. Ces
estimations du risque sont moins élevées que celles basées sur les études des familles.
Toutefois, I’histoire familiale est le principal déterminant du risque de cancer du sein. (Ford ef

al., 1998, Antoniou et al., 2000).

Plusieurs études ont été réalisées dans le but d’évaluer I’implication des génes BRCA1
et BRCA2 dans la survenue du cancer du sein familial.

Nos résultats corroborent avec des études effectuées chez 30 familles canadiennes-
francaises qui présentaient un risque ¢€levé de développer un cancer du sein, chez qui on
retrouvait une mutation BRCA chez 40% d'entre elles. (Oros et al., 2004),

Nos données se rapprochent également des résultats de 1’é¢tude de Hopper et al., 1999,
portant sur une population australienne de 388 femmes atteintes d'un cancer du sein avant 40
ans, la recherche de mutations a été réalisée sur I'exon 11 de BRCA1 et sur les exons 10 et 11
de BRCA2. Ainsi, environ 60% de chaque géne ont été analysés, 18 mutations BRCAI et
BRCA2 ont été détectées, soit 4,6%, et 2,3% se trouvant sur chacun des deux geénes.

En effet, une autre é¢tude menée par le Breast Cancer Linkage Consortium (BCLC), sur
237 familles présentant au moins 4 cas de cancers du sein, a évalué que pour 52% des
familles, la maladie était liée a BRCAI, 32 % a BRCA2 et 16% a d’autres genes. (Ford et al.,
1998).

Nos résultats confirment les données obtenues dans une étude quantitative et d’analyse
séquentielle du géne BRCA chez des cas familiaux et sporadiques algérois menée par le
groupe de Uhrhammer et al., 2008. Une fréquence remarquable de 36,4 % de mutation
BRCA a ¢été observée dans les cas de cancers familiaux algériens, contre 10,3 % dans les cas
familiaux frangais des cancers du sein. On conclu a une plus grande fréquence de mutations
BRCA parmi les cancers du sein de la femme jeune algérienne par rapport a la femme
européenne, qui pourrait étre expliquée (du moins en partie) par la forte contribution de la
génétique révélée par le contexte de la faible incidence de cancer du sein. Ainsi, dans une
étude israélienne incluant 60 % de patientes d’origine ashkénaze, et méme si les effectifs sont
limités pour tirer des conclusions définitives, le taux de mutation BRCA1/2 était plus fréquent
dans le sous-groupe des patientes tres jeunes (moins de 35 ans). (Paluch-Shimon et al., 2010).

Nos résultats correspondent également aux résultats de 1’étude de Peto et al., 1999, qui
a été menée sur deux groupes de femmes. Dans le premier groupe, 254 femmes agées de plus

de 36 ans, dans le second groupe de femmes diagnostiquées a un age compris entre 36 ans et

[29]
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45 ans. Le résultat : 30 femmes porteuses de mutations BRCA1 (2,6%) ou BRCA2 (2,3%) sur
617 femmes atteintes du cancer du sein avant 45 ans, soit 4,9%, ont été mises en évidence.
Sur ces 30 porteuses, 20% ont une histoire familiale de cancers du sein ou de 'ovaire chez des
parentes du premier degré. Ces résultats sont en accord avec ceux de 1'équipe de Hopper et
al., 1999). En résumé, nous constatons que l'ensemble des résultats de ces études sont assez
similaires.

Des mutations du géne BRCA 1 dans la population étudiée ont également été
identifiés, mais uniquement chez des femmes (100%), aucun homme ne portait de mutation
du géne BRCA1, contrairement aux mutations du géne BRCA 2, ce dernier a touché les deux
sexes, avec une répartition de 6 femmes (68%) et 3 hommes (32%). Ces résultats suggerent
que les phénotypes associés aux mutations des génes BRCA1 et BRCA?2 different.

En effet, selon Ford et al., 1998, le cancer du sein chez ’homme est plus élevé pour
les porteurs de mutations sur BRCA2. Ainsi, nos résultats corroborent avec la population
¢tudiée par le Breast Cancer Linkage Consortium, ou la majorité des familles avec un cas ou
plus de cancer du sein masculin, le cancer est 1i¢ 8 BRCA2. Par contre, pour les familles avec
seulement des cancers du sein féminins, la contribution des génes BRCA1 et BRCA?2 était
d’environ 60%. Cette contribution varie selon le nombre de cas de cancers. (Peto et al., 1999;

Anglian Breast Cancer Study Group.2000, Hopper ef al., 1999).

Nos résultats mettent en évidence I’importance des conseils et tests génétiques pour la
population algérienne. En conclusion, nous pouvons dire que dans la population générale,
deux génes majeurs BRCA 1 et BRCA 2 sont impliqués sans la prédisposition au cancer du

sein précoce.

[30]
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Annexe 2 : Consentement éclairé.

e (S0 9,1 DY S 37
Centre Pu@aﬁr & Marie @lﬂ{ﬁlu

SERVICE DE CHIRURGIE « B » (SENOLOGIE)
Professeur Ahmed BENDIB

Docteur Amina Abdelouahab

Tel. : 021237432

Consultation d'oncogénétique
Jour de consultation : le dimanche sur RDV
Jour de prélévement ¢ le lundi sur RDV

CONSENTEMENT ECLAIRE

Apres avoir été informeé(e) par léquipe du Pr. Ahmed BENDIB,

+ J'ai compris quil peut exister dans ma famille un risque de prédisposition héréditaire aux
cancers du sein et/ou de lovaire

»  Une analyse génétique m'est proposée a partir dune prise de sang. Cette nnnl'_.rm repose sur
l'étude de mon patrimaine genetique. Elle a pour but de déterminer si un de mes génes présente une
mutation (madification génétique) me rendant particulirement susceptible au cancer du sein et/ou
de lovaire,

Jai éte infarmé(e) que cette analyse sera effectuée dans le laboratoire agréé du Pr. Y-J. Bignon, et
nécessite quelques mois pour étre réalisée

*  Une fois lanalyse génétique effectude, je peux refuser que son résultat me soit communiqué,
mais je dois alors en informer par écrit le Dr. Amina ABDELOUAHAB

*  5ile test ne retrouve pas de mutation, je suis consciente quil demeure une possibilité que je
sois porteur (se) d'une mutation non encare identifiée, et autorise U'équipe du Pr, Ahmed BENDIB 3
poursuivre les analyses diagnostiques génétiques en rappart avec le risque de cancer du sein et/ou de
lovaire

+  5ile test retrouve une mutation, c'est a dire si je suis porteur (se) de cette mutation, jai
compris que le risque d'atteinte mammaire et/ou d'atteinte ovarienne au cours de ma vie est
important, et que mes apparentés sont susceptibles d'avoir herite de cette prédisposition

= Lesrésultats du diagnostic génétique me concernant, me seront transmis au cours d'une nouvelle
consultation d'oncogénétique a moi seul(e) et  aucun autre membre de ma famille. Lors de cette
consultation, linterarétation des résultats me sera expliquée. Ils resterant strictement confidentiels
et ne pourront étre transmis gu'aux seuls médecins que je désigneral,

+ |l mappartient - si je le souhaite - de communiquer linformation & une ou des personnes de ma
famille afin de les prévenir du risque gu'elles encourent et de les informer de la possibilité de
réaliser un test

+  Simes génes présentent des caractéristiques qui apparaissaient médicalement essentielles pour
un des membres de ma famille, jautorise lutilisation de ce résultat

»  J'ai compris les recommandations de prise en charge médicale proposées liées au risque
héréditaire de cancer du sein et/ou de l'ovaire, qui ne pourront étre transmises quaux seuls
médecins que je désignerai

+  Les résultats du diagnostic génétique seront consignés dans mon dossier familial de la
consultation doncngenethue du Pr. Ahmed BENDIB, et feront l'objet d'un traitement informatique
selon les modalités recommandées par la t‘_cmmusmn Hationale |nl0rmat1quc ct Liberte, mon droit
dacces et de rectification pour les informations me concernant pouvant s'exercer i tout moment
Cette prise de sang ne pourra étre utilisée a dautres études génétiques sans men consentement
«  J'ai eu la possibilité de poser toutes les questions que je souhaitais, aux medecins de Uéquipe du.
Pr. Ahmed BEMDIB, et j'en ai cu des répanses claires.

Ainsi conformement aux dispositions réglementaires, je donne mon accord pour que soit effectus a
partir dune prise de sang, un examen de mes caractéristiques génétiques en rapport avec une

prédisposition héréditaire aux cancers du sein et/ou de l'ovaire,

Nom : Nom de jeune fille :

Signature !
Prenom :
Date :

Medecin :

Date de naissance :

Signature :



Annexe 1 : Arbre généalogique des sujets étudiés
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Annexe 4 : Résultat d’analyse génétique moléculaire individuel




Annexe 5: Résultat d’analyse génétique moléculaire individuel




Conclusion

Dans ce travail, nous nous sommes propos¢ de faire une étude moléculaire sur 32 individus
présentant une histoire familiale et un risque élevé de développer un cancer du sein, dont 8
atteints de cancer du sein. Cette étude a montré que les 8 malades étaient porteuses de mutations
dont 6 a BRCA2 et 2 a BRCALI, aussi elle a montré que 5 des individus sains testés étaient
porteurs d’une mutation de ces genes dont 3 hommes avec une mutation a BRCA2 et 2 femmes a
BRCAL.

Des études antérieures (Uhrhammer er al, 2008) ont corroboré ces résultats, et ont
clairement démontré 1I’implication des mutations des génes BRCA1 et BRCA2 dans le cancer du
sein héréditaire chez la population algérienne.

Durant cette étude, nous avons tenté de définir la composante génétique du cancer du sein
héréditaire chez la population algérienne. Pour ce faire, nous avons eu recours a la technique du
séquengage direct de I’ADN pour identifier les mutations BRCA1 et BRCA2 chez les patients
algériens avec une histoire personnelle et familiale suggérant une prédisposition génétique a un
cancer du sein.

Les implications de ces nouvelles conclusions en ce qui concerne les tests génétiques et les
conseils sont importantes pour la population algérienne.

Le cancer du sein familial est rare, moins de 10% contre 90% pour le cancer sporadique, par
sa faible incidence générale et sa forte incidence familiale, le cancer du sein héréditaire se préte
bien au dépistage cibl¢, d’ou I’intérét d’une orientation en consultation d’oncogénétique. Cette
orientation permettra un diagnostic précoce des cancers du sein héréditaires, ce qui permettra une

prise en charge optimale de ces patients.



Introduction

Le cancer du sein est le cancer féminin le plus fréquent, et est considéré comme la
premicre cause de mortalité chez les femmes dans le monde (522 000 déces). 1,7 million de
femmes ont un diagnostic de cancer du sein chaque année et en 2012, et 6,3 millions de
femmes vivaient avec un cancer du sein diagnostiqué au cours des cinq années précédentes.
(GLOBOCAN.2012)

Il représente maintenant un cancer sur quatre chez les femmes selon 1’Organisation
Mondiale de la Santé. De ce fait il constitue une préoccupation majeure de santé¢ publique
dans le monde.

Les cancers du sein sont des maladies multifactorielles résultant d’interaction entre
facteurs environnementaux acquis et facteurs génétiques. Les facteurs de risque héréditaires
de ce cancer sont les seuls a avoir une valeur prédictive assez forte pour permettre une prise
en charge adaptée au risque. Le cancer du sein peut étre classé€ selon trois types sur la base
d’antécédents familiaux :

e 702 90% des cas surviennent dans un contexte sporadique sans antécédents familiaux

e 10 a 20% sont des cancers qui surviennent avec des agrégations familiales et ne sont

pas liés aux genes BRCA1 et BRCA2

e 5a 10% des cancers du sein sont héréditaires et surviennent sous une prédisposition

génétique. (Antoniou ef al., 2002)

La transmission de I’anomalie se fait selon un mode autosomique dominant, une seule
copie de la mutation génétique suffit pour exposer un sujet a un risque de cancer et un enfant
a un risque sur deux d’hériter de I’anomalie.

Le présent travail est inscrit dans 1’annuaire des projets de recherche en Algérie, pour
I’identification des mutations des génes BRCA1 et BRCA2 chez des sujets ayant un lien de
parenté direct avec une personne atteinte d'un cancer du sein (lien de 1'% degrés et
appartenant a la méme branche parentale).

L’objectif de ce travail est d’obtenir plus d'informations sur la contribution des mutations
de BRCA1 et BRCA 2 dans le cancer du sein en Algérie, et ce pour une meilleure
compréhension des facteurs de risques génétiques de cette maladie, afin d’optimiser la prise

en charge des sujets a haut risque.
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III-1 Matériel d’étude
III-1.1 Patients étudiés
Notre travail a porté sur un effectif de 32 sujets, présentant une histoire familiale et un risque
¢levé de développer un cancer du sein (Voir annexe 1). (8) d’entre eux sont déja atteints d’un cancer du
sein (cas index), et (24) apparentés, Les sujets admis ont été répertoriés au niveau de 1’unité de
sénologie se trouvant au niveau du centre de santé Larbi Tbessi, Mohamed Belouizdad, Alger, dans le
but d’identifier les mutations de type BRCA 1 et BRCA. L’extraction d’ADN a été effectuée au niveau
du service sénologie du CPMC de I’hopital Mustapha Bacha d’Alger et I’étude génétique a été réalisée
au niveau du Laboratoire de Diagnostic Génétique et Moléculaire du Centre Jean Perrin, Clermont-
Ferrand, France.
L’age moyen des sujets participant a 1’é¢tude était de 47 ans, les prélévements ont été effectués
sur la période de 5 mois (du 19 Mars au 19 Juillet 2014)
ITI-1-2 Criteéres d’inclusion
Tous les sujets inclus dans cette étude ont signé un consentement éclairé, conformément a la
l1égislation algérienne. (Voir annexe 2)
Les criteres de sélection suivis lors de cette étude sont :
A) Des femmes avec des antécédents familiaux de cancer du sein et/ou de I’ovaire ayant affecté
deux ou trois parentes de la méme branche parentale
B) Deux (ou plus) cas de cancer du sein et/ou de I’ovaire affectant des parents au premier degré
C) Cas de cancer du sein bilatéral
D) Cancer du sein et/ou de 1’ovaire survenu avant 1’age de 40 ans
E) Parents masculins atteints d’un cancer du sein.

Afin d’avoir un maximum de précision en matieére de choix d’orientation en consultation génétique,
nous avons eu recours a un systéme de scoring , qui est le Manchester scoring system , en fonction des
scores attribués par parametre (ci-dessous) , on fait le calcul. si le score est égal a 5, le sujet est qualifié
de sujet a haut risque de porter une mutation, s’il est égal a 3-4, le risque est modéré , s’il estde 1 a 2,
le risque est faible .

» cancer du sein avant 30 anas =4

» cancer du sein entre 30 et 39 ans =3
» -Cancer du sein entre 40 et 49 ans =2
>

Cancer du sein entre 50 et 70 ans =1
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» Cancer du sein chez un homme =4

» Cancer de ’ovaire =3

I11-2 Méthodes moléculaires

I11-2.1 Extraction de ’ADN génomique

Le principe consiste a extraire de I’ADN a partir des leucocytes de sangs récupérés (10 a 30
ml de sang) sur EDTA, une centrifugation pendant 10 minutes a 2500 tours/mn, puis une étape de lyse
des leucocytes, et enfin I’ADN est précipité par 1’éthanol absolu a haute force ionique.
II1-2.2 Mode d’emploi

L’ADN génomique a ¢té extrait a partir d’échantillons de sang entier en utilisant le QIAamp®
DNA Blood Midi Kit, Qiagen, Pays-Bas (Voir annexe 3), conformément aux recommandations et
protocoles du fabricant. L’ADN fournit peut étre utilis¢ en PCR et donne un rendement consistent et
¢levé. Le tissu est lysé enzymatiquement, la lyse cellulaire est suivie par la séparation de I’ADN des
autres composants cellulaires et sa purification. Le QIAamp DNA mini kit (Qiagen) utilise des
colonnes contenant des membranes de silice, qui sont capable de retenir I’ADN de maniére spécifique
en ajustant le pH et les conditions salines.
I11-2.3 Protocole d’extraction d’ADN

Les échantillons doivent étre portés a température ambiante (15-25°) avant utilisation
Prépare un bain-Marie a 70 ° pour I'étape 3. Toutes les centrifugations se font a température
ambiante.

e Dans un tube de centrifugeuse, nous avons mit 200 ul Protease (QIAGEN), et ajouter

2ml de sang, agiter brievement, ajouter 2,4 ml de tampon AL et bien agiter au vortex 3

fois, 5 secondes chaque fois, puis incuber a 70 © pendant 10 minutes (pour améliorer le

rendement)

e Apres avoir ajouter 2 ml d'éthanol (96-100%) a l'échantillon, et mélanger au vortex,
Prélever et transférer la moiti¢ de la solution obtenue (3,3 ml) vers la colonne du Qiamp
midi placée dans un tube de centrifugation de 15 ml. fermer et centrifuger a 3000 rpm

pendant 3 minutes.
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e Retirer la colonne Qiamp midi, enlever le filtrat puis replacer la colonne dans le tube de
centrifuge de 15 ml .ajouter ce qui reste de la solution (3,3 ml) dans la colonne .fermer et
centrifuger a 3000rpm pendant 3 minutes

e Ajouter 2 ml de tampon AW 1, fermer puis centrifuger a 5000rpm pendant une minute

e Ajouter 2 ml de tampon AW 2, fermer puis centrifuger a 5000rpm pendant quinze
minutes

e Placer la colonne dans un tube a centrifugation de 15 ml propre, enlever le tube de
collection contenant le filtrat et ajouter 300ul de tampon AE ou d'eau distillée portés a
température ambiante 15-25°. Fermer et laisser incubé 5 minutes a température ambiante

puis centrifuger a 5000 rpm pendant 5 minutes.

I11-2.4 Controle de la qualité de I'ADN

Le contrdle de la qualité de I'ADN se fait a 1'aide d'un appareil le Nanodrop, qui permet de
donner automatiquement la concentration, ainsi que le rapport du D.O 260nm/280 nm.
L'objectif de ce rapport est d'évaluer la qualité de notre échantillon d'ADN, ce rapport doit é&tre
compris entre 1,8 et 2. Une valeur inférieure a 1,8 indique une contamination par les phénols ou
les protéines, alors qu’une valeur supérieure a 2 témoigne d'une contamination par les sels, dans

ce cas un lavage a 1’éthanol est nécessaire.

II1-3 Amplification de I' ADN génomique par PCR

I11-3.1 Principe « Réaction de polymérisation en chaine »

C’est une technique qui a été mise au point au milieu des années 80, par Kary Mullis (Prix
nobel 1993). La PCR a pour but d’obtenir une grande quantité d’une séquence d’ADN connue,
par réplication d’un échantillon sélectif de ’ADN. Ce n’est pas une analyse en soi, mais elle
permet de mettre a disposition une quantité d’ADN suffisante pour la réalisation ultérieure des
analyses nécessaires.

La PCR a ouvert une nouvelle voie dans I’étude et I’analyse des genes. C'est une
méthode d'amplification in vitro d'une séquence spécifique d'ADN. Cette méthode consiste a
utiliser une paire d'amorces d'oligonucléotides de synthése situés de part et d'autre de la séquence

a amplifier.
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Cette réaction nécessite :
La molécule d’ADN : généralement sous forme de double brin, elle contient le fragment a
amplifier.
Des désoxyribonucléotides triphosphates ( dNTPs: ATP, GTP, CTP, TTP ). Qui sont les
¢léments de base utilisés par la taq polymérase pour synthétiser les brins d’ADN
complémentaires.
MgCI2 (Chlorure de magnésium): L'ion Mg2++ est un cofacteur essentiel de la Taq
polymérase, il sert a stabiliser l'hybridation, plus sa concentration est importante plus
I'hybridation est facilitée. La concentration du MgCI2 doit étre déterminée a chaque fois
qu’un nouveau fragment est a amplifier. On réalise en général, pour optimiser la réaction de
PCR, une gamme de MgCl2.
Tampon: qui sert a tamponner le milieu réactionnel afin de garder un niveau optimal pour la
Taq polymérase.
Les amorces (sens et anti-sens) : encadrent la région a amplifier, de sorte que chaque brin
nouvellement synthétisé s’étende au-dela de I’amorce sur le brin opposé, ce qui crée sur ces
brins de nouveaux sites de fixation d’amorce. Chaque amorce contient 18 a 30 nucléotides,
pour assurer la spécificit¢é de I’hybridation. L’amorce ne peut contenir un nombre de
nucléotides inférieur a 18, afin qu’il n’y ait pas de sites complémentaires dans les 3 milliards
de bases de I’ADN. Leur composition en A, T, G et C doit étre équilibrée (40% a 60%), et
homogene sur la longueur de 1’oligonucléotide. Les amorces sont complémentaires en
séquence aux 2 extrémités de la région a amplifier.
Taq polymérase : est une ADN polymérase thermorésistante extraite de la bactérie Thermus
aquaticus. Sa température optimale d’action est de 72°C et elle est capable de résister a des
passages successifs a 95°C, ce qui a rendu possible I’automatisation de la procédure. Elle
présente une activité exonucléasique 5’ a 3’, c’est-a-dire de la fonction d’édition.
Adjuvant de type DMSO: il est utilisé¢ pour optimiser la réaction de PCR surtout lorsqu'il
s'agit d'une séquence riche en bases GC difficile a dénaturer. Ce réactif améliore la
dénaturation de deux brins en facilitant la rupture des liaisons hydrogenes reliant les deux
brins de la molécule de I'ADN.
H20
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I11-3.2 Les différentes étapes de la PCR
La réaction de la PCR se déroule en trois étapes (figure 12) :

e Dénaturation des séquences double brin a 94 °C pendant 30 secondes a 1 minute.

e Hybridation : la température est rapidement abaissée a la température optimale
d’hybridation des amorces. Les amorces « reconnaissent » leurs séquences complémentaires
sur les brins d’ADN cible. Elles s’hybrident chacune a son brin respectif. cette étape dure de
30 secondes a 1 min I’ADN total étant plus long n’aura pas le temps de se réhybrider.

e [Extension des amorces : la température est ensuite augmentée a 72°C pendant 1 a 2 minutes,
ce qui permet a la Taq polymérase d’ajouter des nucléotides aux amorces hybridées, dans le
sens 5° vers 3’. Les nucléotides sont incorporés en fonction de la séquence cible (nucléotide
complémentaire).

Enfin, on porte le mélange a 95°C pendant 20 secondes, de facon a ce que les courtes
régions d’ADN double brin (un brin initial et un simple brin) se séparent. Ces molécules
serviront a leur tour de matrice pour la prochaine synthése. Ces trois étapes sont répétées
plusieurs fois au bout de n cycles pour avoir finalement une quantité¢ d'ADN de 2 n.

Tz i r obu res 7150

BaT f—— denmuraion
T2" = /—/ -af—— oymhaoe
858" L i i datian

— TOE ] — e o cycie 3 —— e — CE T ——

Figure 11: Les étapes de la réaction de la PCR
I11-3.3 Controle du produit de la PCR
Une fois la réaction de la PCR terminée, les produits de la PCR sont testés sur un gel
d'agarose a 2% (2 g d'agarose dans 100 ml de TBE 1% et BET). Le pourcentage d'agarose varie
selon la taille du fragment d'ADN a séparer.
On ajoute 8 ul de chaque produit de PCR a 2 pul de bleu de dépot (0,25% de xyléne de
cyanol;0,25% de bleu de bromophénol et 30% de glycérol) qui permettra de suivre la migration.

Cette derniére se fait par €électrophoréese horizontale dans une cuve contenant le TBE 1X pendant
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15 min (250A-160V) la lecture des résultats se fait dans le Gel DOC par le logiciel Quantity
One.

II1-4 Séquencage de ’ADN
I11-4.1 Principe : 1a méthode de Sanger

Le séquencage de ’ADN consiste a déterminer 1’ordre des nucléotides sur la molécule
d’ADN. La méthode utilisée par Sanger en 1977 (prix Nobel de chimie en 1980), repose sur
I’utilisation de nucléotides particuliers appelés didésoxyribonucléotides, qui bloquent la synthése
d’ADN par I’ADN polymérase aprés leur incorporation. Ce blocage est dii a 1’impossibilité
qu’ont ces nucléotides a former une liaison phosphodiester avec un autre nucléotide en raison de
I’absence du groupement hydroxyle sur le carbone 3°.

Depuis 1977, la méthode de séquencage a considérablement évolué grace a la mise au
point de séquenceurs automatiques et de marquage des nucléotides a 1’aide de fluorochromes.
Elle est devenue aujourd’hui une technique rapide et fiable utilisée fréquemment dans le
diagnostic des maladies héréditaires. Le fragment d’ADN a séquencer (il peut s’agir par exemple
d’un exon du geéne d’intérét) est obtenu par PCR puis mis en présence d’un milieu réactionnel
contenant :

v' Les amorces

v Les 4 désoxyribonucléotides

v Les 4 didésoxyribonucléotides (ddA, ddT, ddC, ddG) marqués chacun par un
fluorochrome distinct

v Une ADN polymérase (Taq polymérase)

v Le Tampon

L’ensemble est soumis a une succession de cycles de polymérisation au cours desquels
I’ADN polymérase peut, au niveau de chaque nucléotide de I’ADN matrice, incorporer un
désoxyribonucléotide ou un didésoxynucléotide. Dans le cas ou elle incorpore un
didésoxynucléotide, la synthése s’arréte. On obtient donc des fragments de différentes tailles qui
sont ensuite dénaturés puis migrés par électrophorése capillaire afin d’étre séparés. On peut ainsi
reconstituer la séquence en analysant la nature du fluorochrome terminant chacun de ces

fragments néosynthétisés, du plus petit au plus grand.
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I11-4.2 Séquencage automatique

La détection des fragments par séquengage automatique est basée sur 1’analyse des
fragments marqués par des molécules fluorescentes (fluorescéine, NBD : 4-chloro-7- nitrobenzo-
2oxa-1-diazole, rouge Texas et tétraméthylrhodamine). Les séquenceurs automatiques posseédent
un laser infrarouge et un systéme de filtres tournants permettant a la fois I’excitation et
I’émission des longueurs d’ondes des fluorochromes. Cette excitation provoque une émission de
lumi¢re a une longueur d’onde dépendant de la nature du fluorochrome porté par les
didésoxynucléotides. Cette rotation des filtres est organisée de telle sorte qu'un fluorochrome
particulier est détecté spécifiquement lors de chaque balayage par le laser du gel.

Au bout de quatre balayages successifs, un ensemble de données décrivant le contenu de
chacune des pistes d’électrophorése est ainsi obtenu. Dans la stratégie de notre étude, le
séquencage automatique s’est avéré le moyen le plus précis et le plus rapide pour la recherche

de nouvelles mutations.

I11-4.3 Purification produit PCR
I1 est trés important de bien purifier les produits PCR en éliminant les amorces et les
dNTPs non incorporés lors de la réaction, afin d’obtenir une bonne qualit¢ d’ADN a séquencer.
En effet les résultats du séquengage en dépendent.
Mode d’emploi
e M¢langer 84ul de « DNA Binding Buffer » avec nos produits PCR.

Mettre le mélange dans un spine en dessous d’un tube.

centrifugation 14000tours /1min

premier lavage : rajouter 200ul de « DNA Wash Buffer »

e deuxieme lavage : rajouter 200ul de « DNA Wash Buffer »
e centrifugation 14000tours /Imin

e Ajouter 10ul d’H20 stérile dans les spines

e Incuber 5 a 10 min a une température ambiante

e Centrifuger 14000tours /1min

e Récupérer les tubes et ajouter 30pul d’H20
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I11-4.4 Réaction de séquence

amplification asymétrique de I’amplicon déja purifi¢ avec une seule amorce et les 4 ddNTPs
(ddATP, ddTTP, ddCTP, ddGTP) dont chacun est marqué par un fluorochrome émettant une
couleur différente lors de 1’excitation par le laser. Ainsi chacun de ces ddNTPs va donner de

facon aléatoire des fragments de tailles différentes et correspondantes aux 4 couleurs spécifiques.

Kit (Appplied Biosystems Inc). Ses constituants sont donnés dans le tableau 1, et ses conditions

en tableau 2

I11-4.5 Purification des produits de réaction de séquence par le Magnésil

La réaction de séquence est réalisée en utilisant le produit de purification. C’est une

La réaction de séquence est effectuée par le BigDay Terminator v3.1 Cycle Sequencing

Tableau 1: Composants de la réaction de séquence

Composant Concentration | Volume
ADN (Produit PCR) 35nghl Sul
Amorce (sens ou antisens) | lpmful (. 2ul
BigDay - 2ul
Buffer - Jul

Eau stérile - 11.8ul

Tableau 2: Conditions de la réaction de séquence

Les étapes de la purification sont les suivantes :

Déposer les produits dans une plaque

[23]

Etape Température | Temps

Dénaturation initiale 96 lmin

Dénaturation %6 10sec

Hybridation Tm 10sec 27
Elongation B0 4min Cycles
Elongation finale 15

Les produits obtenus apres une réaction de séquence vont étre purifiés par le Magnesil.
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e Ajouter 180 pl de Magnésil tout en agitant

e Incuber 2 min 30 sec a une température ambiante

e Agiter de nouveau

e Incuber 2 min 30 sec

e Mettre la plaque sur la barre magnétique (promega)
e Eliminer le surnageant

e Ajouter 100ul d’Ethanol 90% en agitant

e Incuber 2 min 30 sec

e Agiter de nouveau

e Incuber 2 min 30 sec

e Agiter de nouveau

e  Mettre la plaque sur la barre magnétique (promega)
e Eliminer le surnageant

e Ajouter 100ul d’Ethanol 90% en agitant

e Incuber 2 min 30 sec

e Agiter de nouveau

e Incuber 2 min 30 sec

e Agiter de nouveau

e Mettre la plaque sur la barre magnétique et éliminer le surnageant
e Incuber 15min

e Ajouter 20ul de Formamide

e Incuber Smin

e Mettre la plaque sur la barre magnétique (promega)
e Récupérer le surnageant et le mettre dans la plaque du séquenceur et on séquence par un

séquenceur capillaire (ABI Prism 3130xI).

I11-4.6 Analyse des séquences

Les résultats obtenus sont traités par deux logiciels : Amplicon Variant Analyser (AVA) ;

versrions 2.3 et 2.5.3 (Roche), et SeqNext (JSI Medical systems)
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II- Généralités

Les progres récents de la génétique moléculaire ont permis de passer des modéles
mathématiques de la cancérogenése proposés dans les années cinquante, a une réalité
biologique. On sait maintenant que le cancer est une maladie de I'ADN qui résulte de
I'accumulation d'événements mutationnels successifs: des mutations germinales ou acquises
altérent le fonctionnement normal de certains genes.(Sabol ef al., 1999).

II-1 Le cancer, processus multi-étapes

Les cellules de I’organisme sont programmées pour se multiplier, croitre, se
différencier, puis mourir en réponse a un systeme complexe de signaux régis par le cycle
cellulaire. Mais lors de la cancérogenese, il y a rupture des contraintes normales de la
croissance cellulaire, aboutissant a la prolifération anormale et anarchique d’un clone
cellulaire particulier. Ce dernier, présente une autonomie vis a vis des facteurs régulant le
cycle cellulaire, échappement a 1’apoptose, pouvoir réplicatif illimité, activation de
I’angiogenese, pouvoir métastasique et instabilité génétique (Hanahan er al,2000). Les
événements génétiques et épigénétiques durant ce processus multi-étapes touchent une
multitude de geénes, dont les proto-oncogenes et les génes suppresseurs de tumeur.

Durant la tumorigenése, les proto-oncogenes ont une action stimulatrice sur la division
cellulaire, mais leur expression est soumise a une régulation fine durant le cycle cellulaire. Ils
sont activés en oncogenes par des amplifications géniques (des translocations
chromosomiques ou des mutations ponctuelles) qui peuvent provoquer leur surexpression.

Ils échappent alors a leur systéme de régulation. Leur mode d'action est dominant car il suffit
qu'un seul des deux all¢les soit muté pour que leur action puisse s'exercer (Stewart et a. ;/
2003).

Un gene suppresseur de tumeur est un gene dont I’altération durant la carcinogenése
résulte de la perte de fonction essentielle pour le contrdle de la prolifération cellulaire
normale. Cette perte de fonction est un mécanisme récessif, c’est a dire que les deux alleles du
géne doivent étre inactivés. Cette inactivation peut étre due a la perte des alleles du gene, a
des petites délétions ou insertions, a des mutations ponctuelles cruciales pour I’activité de la
protéine ou a la baisse de la transcription par 1’altération du promoteur.

Récemment, les génes suppresseurs de tumeur ont été classés selon leurs fonctions :
> les « gatekeepers », intervenant dans le contrdle du déroulement du cycle cellulaire,

» les« caretakers » qui interviennent pour maintenir I’intégrité du cycle cellulaire.
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L'inactivation du geéne ne conduit pas a l'initiation d'une tumeur mais a une instabilité
génétique, qui accélere I'accumulation de mutations dans d'autres geénes, favorisant ainsi le
développement de tumeurs (Kinzler ef al., 1997).

I1I-2 Anatomie du sein

Le sein est une glande productrice de lait comprenant un tissu glandulaire
(mammaire), des tissus fibreux et adipeux situés entre les lobes et lobules glandulaires, des
vaisseaux sanguins et lymphatiques ainsi que des nerfs. Le tiers du tissu mammaire se
compose de graisse et de tissu conjonctif et les deux tierces se composent de canaux et de
lobules. Le lait est produit dans les 15-20 lobules et est conduit aux 5-9 orifices

mamelonnaires par les canaux.

La structure du sein

clavicule

N\ e muscle grand pectoral
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graisse
muscle intercostal —
> - aréole

z—=2
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1

— mamelon

oy

canaux
lobules

Figure 1 : schéma d’une coupe sagittale représentant I’anatomie du sein normal (Gauthier.
2012)
I1-3 Cancer du sein

Les cancers du sein prennent naissance dans les tissus glandulaires (épithélium) du sein et
sont appelés adénocarcinomes. Les cellules néoplasiques peuvent se développer dans les
canaux galactophores (carcinome canalaire) ou dans les lobules glandulaires (carcinome
lobulaire). Il existe différentes formes de cancer du sein, chacune ayant une évolution qui lui
est propre :

e Le carcinome canalaire est le cancer du sein le plus fréquent, il représente environ

70% des cas, et se développe aux dépens des canaux galactophores.
e Le carcinome lobulaire regroupe 10% des cas. Il se développe a partir de 1'épithélium

des lobules.
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e Ces deux types de cancer (carcinome canalaire et lobulaire) peuvent se présenter sous
la forme in situ (localisé¢) ou Infiltrant (invasive) ; disséminer par voie lymphatique
vers les ganglions ou par voie hématogene vers d'autres parties du corps, pour former
des tumeurs secondaires ou métastases.

o Les carcinomes médullaires, colloides ou tubulaires; des cancers a évolution lente
que 1'on détecte au microscope, ils constituent environ 12% des cas.

o Le carcinome inflammatoire représente environ 1% a 4% des cas, il est le cancer du
sein le plus agressif et le plus difficile a traiter parce qu'il se propage rapidement.

(Abbas et al., 2011)

I1-3.1 La classification histopathologique
Les études histologiques ont montré que le type histologique prédominant des tumeurs

¢tait le carcinome canalaire infiltrant (CCI) dans 87,8% des cas, suivi du carcinome lobulaire
infiltrant (CLI 4,7%), puis le carcinome métaplasique (2,4%) et le carcinome médullaire
(2%).Les trois criteres (taille de la tumeur, atteinte ou non des ganglions lymphatiques,
présence ou non de métastases) permettant de définir le stade du cancer selon la classification
TNM qui signifie en anglais « Tumor, Nodes, Metastasis » soit « tumeur, ganglions,
métastases ». (Abbas et al., 2011)
En fonction des caractéristiques observées lors de 1’examen, une annotation par lettre ou par
chiffre est portée pour T, N ou M :

e Tx pour la taille de la tumeur ;

e Nx a N2 pour le degré d’envahissement des ganglions ;

e Mx, MO et M1 pour la présence ou non de métastases a distance.

I1-3.2 Cancer du sein et facteurs de risque

De nombreux facteurs de risque intervenant dans la cancérogenése mammaire ont pu
étre identifiés : facteurs environnementaux, antécédents familiaux, affections bénignes du
sein, facteurs nutritionnels, métabolisme lipidique, hormones stéroides.

La recherche étiologique du cancer du sein s’est orientée vers des facteurs liés a la vie
reproductive et a la maturité¢ sexuelle. Le risque de développer un cancer du sein augmente
avec des regles précoces (avant 12 ans), une ménopause tardive (apres S5ans) due a une durée
d’exposition aux cestrogeénes plus longue. De plus, une premiere grossesse tardive accroitrait
ce risque, (Keen et al., 2003). Par ailleurs, des facteurs environnementaux augmenteraient le

risque de cancer du sein ; comme une exposition aux radiations ionisantes, et des facteurs liés

[4]
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au mode de vie (régime alimentaire riche en graisses, carbohydrates et protéines animales,
absence d’activité physique). Toutefois, tous ces facteurs de risque sont moindres par rapport
a une histoire familiale, qui reste le facteur de risque le plus important de développer un
cancer du sein. L’augmentation du risque dépond du nombre de personnes atteintes dans la

famille, du degré de parenté, et de 1’age au diagnostic. (Claus et al., 1990).

I1-4 Epidémiologie

Dans le monde, le cancer du sein touche les deux sexes avec une nette prédominance
féminine. Les hommes peuvent étres touchés rarement avec moins de 1% des cas (Sasco et
al., 1993). Depuis les derniéres estimations pour 2008, l'incidence a augmenté de plus de
20%, et la mortalité¢ de 14%. Il est en particulier de plus en plus fréquent dans le pays en
développement ou la majorité des cas sont diagnostiqués a des stades avancés. (GLOBOCAN
2012, OMS.2013).

En Occident, une femme sur 8 développera un cancer du sein au cours de sa vie. En
Afrique du nord et au Moyen-Orient, le cancer du sein est le premier cancer chez la femme.
Son évolution est de 10 a 42% par rapport a aux cancers féminins, avec une augmentation
plus importante en terme d’incidence et de stabilité, faute de détection précoce et d'acces aux
traitements (Belkacemi et al, 2010). En 2008, le nombre de cas est estimé a plus de 1.4
millions de nouveau cas de femmes atteintes avec 460 000 décés. Ce chiffre atteindrait les 12
millions d’ici 2030.(OMS. 2008). En Algérie, I’incidence globale de ce cancer est de 100/105
habitants a 120/105 habitants. (Mahnane ef al.,2012)

Moyenne Incidence

. R er 100,000 A
Source: GLOBOC AN 2008 (‘—H f \
=723 lls02-722 363-502 259-36  72-258) Il <17 No Data

Al GERIE

Forte Incidence Faible Incidence v /

Figure 2 : répartition du taux d’incidence standardisé du cancer du sein dans le monde.

(Mahnane et al., 2012)
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I1I-5 Génétique des cancers du sein

La mise en évidence d’une prédisposition au cancer n’est pas toujours aisée. Une
fréquence ¢levée de cancers du sein au sein d’une méme famille suggere une éventuelle
prédisposition, due vraisemblablement a 1’altération d’un géne majeur, et cela d’autant plus si

le type de cancer est rare ou si les tumeurs surviennent a un age précoce.

I1I-5.1 Formes sporadiques, familiales et héréditaires des cancers du sein

La plupart des modifications génétiques surviennent de facon spontanée (mutations
sporadiques) et ne sont pas transmises par l'un ou l'autre des parents. Les qualificatifs
familiaux et héréditaires, sans étre synonymes, renvoient a la notion d'un risque de cancer
accru au sein d'une famille.

La forme familiale d'un cancer consiste en la simple concentration de cas de la maladie
au sein d'une famille. Parmi ces cas familiaux, une partie serait attribuable a des
concentrations familiales fortuites de cette maladie. D'autres facteurs encore inconnus
pourraient étre responsables de certaines concentrations familiales de cancer du sein, tels que
des conditions environnementales auxquelles des noyaux familiaux sont exposées,
(Hemminki ef al., 2004, Pharoah et al., 2004).

Pour ce qui est du cancer a caractére héréditaire, il s'agit d'un sous-groupe de maladies
familiales dont le profil de distribution est régi par la loi de Mendel sur la transmission
héréditaire des genes de prédisposition, ont la transmission est autosomique dominante
(Newman et al., 1988 ).

Des études de liaisons génétiques ont mis en évidence I’existence de plusieurs geénes
de prédisposition au cancer du sein. Deux génes majeurs de prédisposition au cancer du sein
ont été localisés et isolés par clonage positionnel. Ce sont les geénes suppresseurs de tumeur
BRCAL1 (BReast CAncer 1) (Miki et al.,1994) et BRCA2 (BReast CAncer 2) (Wooster et al.,
1995, Tavtigian et al., 1996), localisés respectivement sur les chromosomes 17q21-1 et

13q12-13

[6]
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Figure 3: Genes de susceptibilité au cancer du sein. . (Balmain et al., 2003)

Le cancer du sein familial (cercle de gauche) représente seulement 5 a 10% de tous les
cancers du sein (cercle de droite). BRCAI et BRCA2 contribuent a environ 20% des cancers
du sein familiaux

Des mutations, dans ces deux geénes, sont responsables de 15 a 20% des cancers du
sein familiaux et de 40 a 60% des cancers de 1'ovaire familiaux. Alors que d'autres genes tels
que TP53, ATM et PTEN seraient responsables de moins de 5% des cas familiaux de cancer
du sein et que les 75% restants seraient expliqués par un modele polygénique impliquant une

multitude de variations génétiques, (Houlston et al., 2004. Pharoah et al., 2002 ) .

I1-5.2 Estimation du risque tumoral induit par les mutations BRCA

Dans le cas de mutation BRCA, le risque d’avoir un cancer du sein a 70 ans est de 40
a 85% contre 10% dans la population générale, et le risque en fonction du géne touché est de
65% pour BRCA1 et 45% pour BRCA2. Par contre avant 45 ans le risque est estimé a 25%
pour BRCAL1 et 7% pour BRCA2. (Antoniou et al., 2003)

- Population

== HEL AL, Asbondine,
111

BROCAZ, Antoniom,
2HIS

¥ ans 4 ans
Figure 4: Risque en fonction de I’age de cancer du sein chez les porteuses de

mutations des genes BRCA. (Antoniou ef al., 2003)
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I1-6 Caractérisation des genes BRCA1 et BRCA2

Coil-codl
Ring MES NLS helix BRCT

sreat ) ]) ')

Répétitions BRC NLS

BRCA2 (] DRDDDE! ) )

Figure 5 : Structure des génes BRCA (Kerr et al., 2001)

I1-6.1 Structure du géne et du transcrit BRCA1

Le géne BRCAL1 est localisé sur le chromosome 17q21-1. 11 est constitué de 23 exons
répartis sur 81 kb d’ADN, dont 22 sont codants. La caractéristique de BRCA1 est la présence
d’un grand exon central, ’exon 11 de 3 426 pb, qui représente 60% de la séquence codante.
La taille des autres exons varie de 41 a 311 pb. Les introns quant a eux représentent 91% de la
séquence du gene, et comportent de nombreuses séquences répétées, dont 42% sont de type
Alu. BRCAL1 est ainsi I’un des plus riches génes humains en séquence Alu, il est localisé
«téte-béche» avec le géne NBR2 (Near BRCAI1 gene 2) partageant avec lui un promoteur
bidirectionnel de 218 pb dans la région intergénique (Xu et al,1997).

Le gene BRCAL1 code pour une phosphoprotéine de 1 863 acides aminés. Différentes
¢tudes ont mis en évidence ’existence de divers transcrits résultant d’un épissage alternatif
(Miki et al., 1994, Takur et al., 1997, Lu et al., 1996, Orban et al., 2003). IIs sont exprimés de
facon ubiquitaire aussi bien dans les cellules épithéliales mammaires que dans les lignées

cellulaires dérivées de tumeurs du sein.

I1-6.2 Domaines fonctionnels de BRCA1
De nombreux domaines, ayant des fonctions différentes, ont ét¢ identifiés au niveau de
la séquence de BRCAL :

- un domaine RING finger, ou domaine en doigt de zinc a I’extrémité amino terminale (Miki
et al., 1994). Région riche en résidus cystéine et histidine, pouvant lier des ions zinc. Il serait
impliqué au niveau de différentes interactions protéines/protéines ;

- 2 domaines BRCT (BRCA1 C Terminus) a ’extrémité carboxy terminale, s’étendant sur

les résidus aminés 1 646 a 1 859. 1l s’agit d’un motif d’acides aminés, (Koonin et al., 1996,
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Callebaut et al., 1997). Ils interviendraient au niveau des interactions protéines/protéines et
dans la réponse aux dommages de I’ADN (Huyton et al., 2000) ;

- 2 domaines de signalisation de localisation nucléaire NLS (Nuclear Localization
Sequences) (Thakur et al., 1997, Chen et al., 1996) ;

- un domaine d’exportation nucléaire NES (Nuclear Export Sequence) a proximité de
I’extrémité amino terminale. Ce domaine faciliterait I’exportation de la protéine du noyau vers
le cytoplasme par un mécanisme dépendant d’un récepteur d’export nucléaire (Rodriguez et

al., 2000).

, D . BRCT BRCT
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Figure 6 : Représentation schématique de la séquence primaire de BRCA1 (Mark. 2005)
I1-6.3 Structure du gene et du transcrit BRCA2

Le géne BRCA2 se trouve sur le chromosome 13q12-13. Il est constitué¢ de 27 exons,
dont 26 sont codants, répartis sur 84 kb d’ADN. Deux exons centraux de grandes tailles (les
exons 10de 1 116 pbet 11 de 4 932 pb) représentent 59% de la séquence codante. Les introns
représentent 86% de la séquence génomique. Les €léments répétés occupent 47% de la
séquence génomique de BRCA2 et ce sont des éléments de type Alu (20%), (Welcsh et
al.,2001). Le transcrit principal de BRCA2 de 11 kb code pour une phospoprotéine de 3 418

acides aminés.
I1-6.4 Domaines fonctionnels BRCA2

Deux domaines fonctionnels ont été identifiés au niveau de la séquence de BRCA2 :

- 8 ¢éléments répétés au niveau de 1’exon 11 constituant le motif BRC, 30 a 40 résidus
aminés. Ces domaines seraient impliqués dans la liaison directe avec la protéine de
recombinaison et de réparation de I’ADN, RADSI1 ; (Bork ef al., 1996).

- 2 sites impliqués dans le signal de localisation nucléaire NLS a DI’extrémité carboxy

terminal (Spain et al., 1999) ;

9]
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Figure 7 : Représentation schématique de la séquence primaire de BRCA2 et ses principaux

partenaires d’interactions. (Mark. 2005)
I1-7 Fonctions de BRCA1

I1I-7.1 Localisation et expression cellulaire

BRCAL1 est une phosphoprotéine nucléaire de 220 kDa, qui naviguerait entre les deux
compartiments cellulaires. Elle est fortement exprimée durant la phase S (duplication des
chromosomes). Dans 1’organisme, BRCA1 est exprimée ubiquitairement avec une

prédominance dans la rate, le thymus et les testicules (Miki et al., 1994, Takur et al., 1997).

I1-7.2 Réparation de ’ADN

Les cellules BRCA1-/- présentent une hypersensibilité aux radiations ionisantes,
accumulant spontanément des aberrations chromosomiques (cassures des chromosomes,
translocations, formation de micronoyaux, duplication du centrosome). (Venkitarman et al.,
2001b) mais aussi, un défaut au niveau de la réparation par la recombinaison homologue
(RH), alors que la recombinaison non-homologue (NHEJ pour non homologous end joinning)
apparait indemne (Venkitarman et al., 2002). Ces résultats suggerent I’implication de BRCA1
dans la réponse aux lésions de I’ADN. Cella a été confortée par sa colocalisation et son
interaction avec la protéine RADS1 qui se lie aux structures simple brin de I’ADN au niveau
des cassures doubles brins, afin de former un filament nucléoprotéique permettant 1’échange
d’informations entre les molécules d’ADN.(Venkitarman et al., 2001b, 2002).

BRCALI ne se lie pas directement a RADS51 mais s’associe a des complexes protéiques
: interaction avec le complexe BASC (BRCA1 Associated genome Surveillance Complex) de
15 sous unités comprenant des suppresseurs de tumeur et des protéines de la réparation (Wang
et al., 2000) ; interaction avec le complexe RADS0/MRE11/NSBI1, lié¢ a 1a RH et a la NHEJ.
Suite a des Iésions de I’ADN, BRCA1 va étre hyperphosphorylée par différentes kinases

[10]
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(ATM, ATR, CHEK2), selon le type de dommage induit. BRCA1 quitte alors les fouis
nucléaires pour s’accumuler au niveau des structures réplicatives 1ésées (Chen et al., 1998) et
déclenche alors toute la machinerie de réparation de I’ADN. En fait, BRCA1 jouerait un role
de chef d’orchestre, coordonnant les différentes réponses cellulaires mises en jeu lors de la

détection des lésions de I’ADN (Venkitarman et al., 2002).
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Figure 8 : Instabilit¢ chromosomique due a des réparations de bris d’ADN double brins

inappropriées (Venkitaraman et al., 2002)
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Figure 9 : Fonction de la protéine BRCAI1 en réponse aux dommages a I’ADN. (Yoshida.,
2004)
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I1-7.3 Régulation de la transcription

L’implication de BRCA1 dans la régulation transcriptionnelle a tout d’abord été
suggérée par la nature de sa séquence. En effet, BRCA1 posséde a son extrémité carboxy
terminal un domaine riche en résidus aminés chargés négativement,(Chapman et al., 1996,
Wang et al, 2000 ).Ce type de domaine constitue le plus souvent le domaine de
transactivation des facteurs de transcription. Récemment, un deuxiéme domaine d’activation
ADI1, doté d’un potentiel supérieur, a été identifi¢ juste en amont du précédent appelé AD?2.
ADI1 activerait la transcription de fagcon ubiquitaire, alors que ADI dépendrait du type
cellulaire (Hu ef al,, 2000). Par ailleurs, BRCA1 est associée au complexe de I’holoenzyme
ARN II polymérase, via son interaction avec un des éléments, I’ARN hélicase A (Scully et
al.,1997, Wang et al., 2000 ).

BRCAI, de par son association avec des complexes remodelant la chromatine (Bochar
et al., 2000), et des régulateurs d’acétylation/désacétylation des histones (Yarden et al.,1999),

faciliterait I’accessibilit¢ de I’ADN aux complexes de la transcription et de la réparation.

I1-7.4 Cycle cellulaire

BRCALI régulerait le point de controle G1/S, et en association avec les centrosomes,
interagirait avec d’autres protéines comme p53 ou Rb, régulant le point de controle G2/M
(Larson et al., 1997). BRCAI1 active de plus la kinase CHEK 1, qui retarde 1’entrée en mitose

jusqu’a ce que la réparation des sites 1€sés soit effectuée (Yarden et al., 2002).

11-8 Fonctions de BRCA2

I1-8.1 Localisation et expression cellulaire

BRCAZ2 est une phosphoprotéine nucléaire de poids moléculaire apparent de 390 kDa
(Chen et al 1998). L’expression de la protéine BRCA2 est régulée au cours du cycle
cellulaire. Il a ét¢ montré que BRCA2 est exprimée en réponse a la prolifération cellulaire, et

que son expression est maximale en phase S (Bertwistle et al.,1997).

[12]
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I1-8.2 Réparation de ’ADN

Comme pour BRCAI, les cellules BRCA2-/- présentent une hypersensibilité aux
radiations ionisantes, accumulant spontanément des aberrations chromosomiques
(Venkitarman ef al., 2001b). Mais aussi un défaut au niveau de la réparation par RH, alors que
la NHEJ apparait indemne. Ces résultats suggerent I’implication de BRCA2 dans la réponse
aux lésions de I’ADN. Le fait que BRCA2 colocalise et interagisse avec RADS1, protéine
majeure de la RH, plaident en faveur de son implication dans la réparation de I’ADN.

Contrairement 8 BRCA1, BRCA2 se lie directement a RADS51 au niveau des 40
premiers acides aminés des motifs BRC (Chen et al., 1998), BRCA2 aurait un réle central
dans la recombinaison de I’ADN en contrélant la disponibilité et I’activit¢ de RADSI

(Venkitarman et al.,2002).

I1-8.3 Controle du cycle cellulaire

Il n’est pas certain que BRCA2 soit la cible de kinases contrélant les points du cycle
cellulaire. Mais, il a été suggéré que BRCA2 participerait directement au contréle G2/M
(Marmorstein et al.,, 2001). De plus amples données sont nécessaires afin de savoir si oui ou
non BRCA2 régule le cycle cellulaire indépendamment de son rdle dans la réparation de

I’ADN.

I1-8.4 Régulation de la transcription

L’implication de BRCA2 dans la régulation de la transcription est moins évidente que
pour BRCAI1. Toutefois, I’exon 3 de BRCA2 présente une homologie de séquence avec le
domaine d’activation du facteur de transcription c-jun. Ce domaine possede une activité
transcriptionnelle (Milner et al., 1997). BRCA?2 interagit avec P/CAF (p3000/CBP Associated
Factor), co-activateur ayant une activité histone acétyl transférase. Ce complexe pourrait

intervenir dans la régulation transcriptionnelle en modifiant les histones (Fuks et al.,1998).

[13]
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En conclusion, BRCA1 et BRCA2 sont des protéines a réles multiples. Toutefois, il
semble que BRCALI serait plus impliqué dans la surveillance générale des processus de
réponse aux dommages de I’ADN, alors que BRCA2 semblerait avoir un role plus ciblé dans
le mécanisme de réparation de I’ADN. Leur role majeur dans la réparation de I’ADN les
définit comme des « caretakers », c’est a dire qu’elles maintiennent I’intégrité et la stabilité

du génome.

a Normal BRCA1 and BRCAZ2 function b Loss of BRCA1 and/or BRCAZ2 function
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Figure 10 : Un possible modele de I’implication de BRCA1 et BRCA2 dans la réparation de
I’ADN. (Welcsh et al., 2000)
I1-9 Genes mineurs de prédisposition au cancer du sein

D’autres génes dits mineurs sont impliqués dans la prédisposition au cancer du sein. Il
s’agit de genes responsables de syndromes autosomiques dominants rares, associés a un
risque ¢levé de cancer du sein.

e le syndrome de Li-Fraumeni, li¢ essentiellement a des mutations germinales de P53,

associe chez I’enfant et le jeune adulte des sarcomes, des tumeurs cérébrales, des

cortico-surrénalomes et des cancers du sein.
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e La maladie de Cowden, li¢e a une mutation germinale du géene PTEN, se caractérise
par de multiples lésions hyperplasiques, et tumorales impliquant de nombreux
organes, mais plus fréquemment les muqueuses digestives, la thyroide et le sein.

e Par ailleurs, il faut mentionner I’augmentation du risque de cancer du sein chez les
porteurs de mutations hétérozygotes du gene ATM au sein des familles atteintes
d’ataxie télangiectasie, syndrome autosomique récessif rare associant chez les sujets
homozygotes une ataxie relative au cervelet, (Frebourg ef al., 2001).

e BRCA X, Des études suggerent I’implication d’un (des) autre(s) gene(s)
«BRCA3(X)», mais aucune localisation chromosomique significative démontrant
I’existence d’un autre geéne de susceptibilité au cancer du sein n’a pu étre démontrée

jusqu’a présent. (Du et al., 2002, Thompson et al., 2002c¢)

I1-10 Spectre de mutation de BRCA 1 et BRCA 2

I1-10.1 Mutations germinales

A ce jour, selon la base de données «The Breast Cancer Information Core» (BIC),
1528 et 1910 mutations germinales distinctes de BRCAI et BRCA2 ont été répertoriées,
respectivement.

I1-10.1.1 Mutations de petite taille

La majorit¢ des mutations pour BRCA1 et BRCA2 engendre un codon stop
prématuré. Parmi ces mutations, 70% sont des petites délétions, 10% des insertions, qui créent
un décalage du cadre de lecture. Ce sont aussi des substitutions de quelques nucléotides qui
génerent un codon stop prématuré, des erreurs du site d’épissage, et des grandes altérations
génomiques. (Friend., 1995)

I1-10.1.2 Les grands réarrangements génomiques

Les réarrangements de grandes tailles sont des altérations sovent indétectables par les
techniques habituelles de recherche de mutations, basées sur 1’amplification par PCR de
I’ADN génomique. Par contre le séquengage a haut débit nous permet un meilleur résultat.
I1-10.2 Mutations somatiques

Si la mutation s’est produite dans une cellule somatique, la mutation demeure somatique,

et n’altére pas le capital génétique transmissible par I’individu a sa descendance. Seules les
cellules dérivant de la cellule ou I’éveénement mutationnel s’est produit sont touchés. Ainsi, le
phénomene touche seulement un clone cellulaire. Dans les cas de cancers sporadiques, les 2

alléles du géne doivent acquérir une mutation somatique pour que la tumeur se développe.

[15]
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Smmary

Breast cancer is the most common cancer in women. Among all cases of breast cancer
,about 10% have a hereditary component associated with a very high risk of developing the
disease.

BRACI1 and BRCA2 genes have beyen idenfied as the two major genes predisposing
to breast cancer. 40 to 85 % women carrying these mutations have a high risk to develop
breast cancer at the age of 70.

The study we contucted at the breast unit of Larbi TEBESSI health center with Dr
Amina ABDELOUAHAB has involved 32 people with family history of breast cancer . We
therefore set out to determine the contribution of mutations in the BRCA1/BRCA2 genes to
breast cancer in Algeria.

The study shows that women who had already breast cancer ( 8 of 32 ) were all
carrying mutations of BRCA1/BRCA2 genes, also, we identified 3 cancer-free male patients
carrying mutation of BRCA2 , and 2 cancer-free females carrying BRCA1 mutation .
The results show clearly that hereditary breast cancer was due to mutations on
BRCA1/BRCA2 genes , also, they enabled us to identify high-risk individuals in ordre tol

improve their disease management in the future .

Keywords: Hereditary breast cancer , mutation , BRCA1, BRCA2
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