Université Sidi Mohammed Ben Abdellah
Faculté des Sciences et Techniques
www.fst-usmba.ac.ma

Master Sciences et Techniques : Biotechnologie matsienne
MEMOIRE DE FIN D’ETUDES
Pour I'Obtention du Dipldme de Master Scienceseasthihiques

Titre
L’exploration de I'exon 11 du gene BRCA1
de la population du nord du Maroc

Présenté par

Hasna HAMDAQOUI

Encadré par:

Pr. Sanae GUISSI
Pr. Sanae BENNIS

Soutenu Le 19 Juin 2013 devant le jury compose de:

Pr. Sanae BENNIS

Pr. Sanae GUISSI
Pr. Karim OULDIM
Pr. Mohammed IRAQUI HOUSAINI
Pr. Abdellah HOUARI

Faculté des Sciences et Techniques - Fés
[=] B.P. 2202 — Route d’'Imouzzer — FES
& 0535602953 Fax: 0535608214



Université Sidi Mohammed Ben Abdellah
Faculté des Sciences et Techniques
www.fst-usmba.ac.ma FST FES

Lieu du stage : Laboratoire de génétique médicaleedCHU Hassan 1l de Fes

F e

Mémoire de fin d’études pour I'obtention du Dipl6he Master Sciences et Techniques
Nom et prénom: Hasna HAMDAOUI
Année Universitaire : 2012 - 2013
Titre: L'exploration de I'exon 11 du gene BRCA1 dea population du nord du Maroc

Résumé

Le cancer du sein est le cancer le plus frequemuaiaghostiqué chez la femme. 5 & 10% des cancers du
sein et/ ou de l'ovaire sont des formes hérédidirmnsmises selon le mode autosomique dominasbngt
dues a une mutation dans les genes de prédispoaitioancer du sein et/ ou de I'ovaire BRCA1 ou BRC

Le géne BRCAL, localisé en 17921, s'étend sur ge2400 kb et code pour un ADN complémentaire de
5592 nucléotides. Le transcrit, code une prot&eel863 AA qui joue un réle majeur dans 'homéastds

patrimoine génétique en participant a divers praggstels la réparation d’ADN, la recombinaison

homologue et le contréle de la division cellulaire.

Le travail présent a pour objectif I'évaluation démportance du role que joue le géne BRCAL dams |
carcinogenése de 22 patientes marocaines non appese ayant développé un cancer du sein et/ ou de

I'ovaire et pour lesquelles un échantillon du sangit été réceptionné dans notre laboratoire.

La sélection de ces 22 patientes s'est effectulm $eur histoire personnelle et /ou familiale etenant
comme criteres principaux, I'dge au diagnosticpiésence d'autres tumeurs, la bilatéralité du cadoe
sein, I'atteinte d’un sujet de sexe masculin, l&spnce de cas de cancers du sein et ou de I'ml@=zau
moins un apparenté du premier ou du second degpétdnt.

Etant donné la grande taille du gene, la stratégikéculaire adaptée, consiste a rechercher legiongagui

ont déja été identifiées chez la population marecgar des études antérieures. La recherche dsautre
mutations existantes sur les fragments amplifiéslgpdechnique PCR et séquencage bidirectionndéa é
également réalisée.

L'étude a permis de montrer l'absence des mutatisns I'exon 11. Toutefois, l'existence d’'un

polymorphisme chez 20% des patientes et qui n'apanséquences phénotypiques a été identifié.

Mots clés: Prédisposition ; BRCAL ; Hérédité ; Caner ; Familiale ; Géne ; Exon 11
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Présentation de LCétablissement :

Le centre hospitalier universitaire Hassan Il (CHaksan Il) de Fes, a été réalisé de nature
a promouvoir un nouveau péle sanitaire et médicaleavice du développement régional, a réduire
la pression sur les unités hospitalieres de Ral@agablanca et a croitre les capacités univaesitai
régionales.L’ouverture de cette infrastructure sanitaire maéesontribue a la fois a I'amélioration
des services médicaux fournis a la populationlatgomotion de la recherche scientifique dans ce

domaine.

Ce complexe hospitalo-universitaire est constuitune superficie de 120.00¢° ndont 78.102
m? couverts, il comprend un hopital des spécialidshopital Mére-enfant, un bloc opératoire, une
salle de diagnostic, un pavillon de consultatioxtermes et un laboratoire central. Qui comprend 7

services qui se repartissent de la maniére suivante

* Rez-de-chaussée : service de biochimie, de toxdmlet de pharmacologie.
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* Premier étage : service de bactériologie ddagimet d’hématologie.

« Deuxieme étage: service degénétiqgue médicale d’oncogénétique et

d’anatomopathologie.

L'unité de génétigue médicale et d’'oncogénétiquaeprésente une premiere expérience
dans un CHU au MAROC, elle est activement miselaoepdepuis sa création en Mars 2009. I
est constitué de plusieurs unités permettant ledésaulement et I'exécution des examens tout
en respectant I'organisation du travail au seisehvice.

Ce dernier est sous la responsabilité ggarsonnelcomposé de :

* Un professeur agrégé chef de l'unité.
* 3 médecins résidentes.
e 2 administrateurs.

* 3 techniciennes.

L'unité de génétique médicale et d’oncogénétique ssbdivisé en trois disciplines
(Clinique, cytogénétique et moléculaire). Elle assies activités variées qui comprennent:
1) Génétique clinique (activité clinique)
+ Consultation de génétique (au centre du diagnostic)
#+ Conseil génétique (au centre du diagnostic)
+ Consultation d’'oncogénétique (au centre du diaggjost
+ Avis du médecin généticien dans les services algsq
#+ Hopital de jour (en coordination avec les servidasques)
2) Geénétique chromosomique (analyse des chromosomes)
+ Cytogénétique classique (caryotype)
# Cytogénétique moléculaire (FISH : Hybridation IntuSien
Fluorescence)
3) Génétique moléculaire (analyse des genes)

+ Amplification de géne par PCR
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# seéquencage

Introduction générale :

Le cancer est associé a une croissance anormaleeliigdes, qui présentent une dérégulation des
processus de prolifération et de mort cellulaires Cellules peuvent acquérir de nouvelles
capacités, telle la propriété d’envahir les tissdigcents et de former des métastases d’autses tis
ou organes, pouvant ainsi entrainer la morbiditéacuort de I'héte1][2]

Les changements observés au niveau de ces caluiesiltimement le résultat d’'une expression
anormale de genes. Ces altérations génétiques eant donséquences bien différentes. Elles
peuvent conduire a l'augmentation de l'activité ckrtains génes favorisant au sens large la
croissance tumorale ; ces genes sont appelés oregk I'inverse, elles peuvent inactiver d’autres
genes dont I'activité physiologique s’oppose ardamsformation tumorale, d’'ou leur nom de genes
suppresseurs de tumeurs|.

Au niveau de la cellule tumorale, les oncogenesumet action dominante : l'activation d’'un seul
allele est généralement suffisante & sa contribudio phénotype tumoral. A l'inverse, les génes

suppresseurs de tumeurs sont récessifs, l'indictivdes deux alléles est nécesséire

En outre, la majorité de ces mutations et renmaerg de ’ADN sont acquis et transmis lors de la
division cellulaire, on parle de mutations somatgjuCelles présentes dés la conception sont
appelées mutations constitutionnelles, ou encoramigales. Ces derniéres expliquent les
prédispositions génétiques aux cancers. De plgsmegations germinales touchent le plus souvent

des génes suppresseurs de tumeurs, et parfoimsarteogenes|
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Les études d’épidémiologie génétique ont permistoifeer que 5 a 10% des cas de cancer du sein

sont liés a la présence d’un facteur génétiquestngs selon un mode autosomique dominant (c'est-
a-dire transmis par I'un des deux parents, saitése soit le pere), et associé a un risque cunailé d
cancer du sein de 67% a I'age de 70ans, soit goeismultiplié par 10 par rapport & celui de la

population généralés]|

A la lumiere de ces données, et vue la fréqueneeéél du cancer du sein dans notre centre
hospitalier universitaire Hassan Il de Fes, iltéralispensable de penser a la mise en place d’'une
consultation d’oncogénétique, qui permet d’évaldar probabilité de [I'existence d’une
prédisposition héréditaire via le test génétiqiiette consultation va permettre d’évaluer les gsqu
de cancer et d’y adapter une meilleur prise errgehae cette population a risque par une
prévention du cancer du sein, sensibilisation diges membres de la famille, dépistage précoce
tout en sachant qu’un cancer découvert au touttdedut-étre guérissable dans plus de 90% des
cas.

Notre travail consiste a rechercher les mutatiggggminales responsables du cancer BRCA1 du
sein et / ou de I'ovaire chez les familles maroesipar la technique PCR suivie d’'un séquencage
bidirectionnel de I'exon 11 du gene BRCAL.
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1) Données épidémiologiques

1) Incidence du cancer du sein dans le mondeai Maroc :

Le cancer du sein est le premier cancer de la femams le monde et son incidence ne cesse
d’augmentei6] particulierement pour la tranche d’age allanB8& 55 ans/].

Chaque année, plus d’'un million de nouveaux cas ¢&amonde apparaissent, avec 30% de cas
dans les pays industrialisés et 14% de cas darmlesen voie de développement. En France en
2005, plus de 49 000 patientes ont été atteintas cincer du sein et plus de 11000 déces lui sont
attribués en 20083]. L'estimation est d’au moins une femme sur dix,a&pi atteinte par ce fléau.

Au Maroc, ce cancer est également classé le prgrarerapport a I'ensemble des cancers chez les
femmes, tout age confondé, 10]. GLOBOCAN en 2002, note que I'incidence au Maroc,%22
pour 100 000femmes/an), est comparable a cellenéstien Algérie (23,5 pour 100 000
femmes/an), un peu plus élevée que celle de lasiu(li9,6 pour 100 000 femmes/an) et nettement
inférieure a celles observées aussi bien en AmeériL01l,1 pour 100 000 femmes/an
respectivementl0]. En 2004, le registre de Casablanca avait noté noidence élevée du cancer
du sein de I'ordre de 35,04 pour 100 000 femmesfa®¢ une proportion de 36,1 % par rapport au
total des cancers enregistrés chez les femimgs Ainsi, le Maroc rejoint la plupart des pays
occidentaux concernant la fréquence des cancesgidugui est en nette progression au cours de
cette derniere décennie et représente un probléseunde santé publique. Cette augmentation est
due d'une part, a 'amélioration du dépistage et oh®yens de la prise en charge diagnostique et
d’autre part, a I'exposition accrue aux différefatsteurs de risque (contraception orale, multiparit

absence d’allaitement, radiothérapie antérieure...).

2) Facteurs de risques :

L'étiologie est multifactorielle, impliqguant desctaurs tels que I'age, les facteurs hormonaux,

I'exposition aux radiations, les facteurs envirameataux, et le facteur familial.

a) L'age:
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Comme lillustre le tableau I, le risque de cander sein augmente avec I'age, la plupart des

cancers du sein se déclarent aprés I'age de 50 ans.

Tableau I: fréquence des mutations identifiees dans BRCA1 efonction de I'age des 169
patientes au moment du diagnostic de cancer du seihes patientes appartenaient a des
familles a risque élevé de cancer héréditaire (mogae de 4 cancers par famillg) 2|

Age au diagnostic Nombre de mutations par Pourcentage de mutations
famille étudiée

<35 1/5 3.7%
35-39 7/27 25.9%
40-44 5/32 18.5%
45-49 5/24 18.5%
50-54 4/34 14.8%
55-59 1/24 3.7%

>59 4/23 14.8%
Total 27/169 16.0%

Comme pour tous les syndromes de cancers héréditd@rs sujets porteurs d’'une prédisposition
génetique liee au gene BRCAL développent leur caacen age plus précoce que les cas
sporadiques. Prés de 4% des femmes présentantngercdu sein avant 'age de 35 ans sont
porteuses d’une mutation germinale de BRCAL. Lavgdeice d’altérations génétiques diminue
proportionnellement avec l'augmentation de I'agereument du diagnostic.

b) Facteurs hormonaux :

Le risque de cancer du sein est augmenté en cagdarche précoce, de ménopause tardive et

lorsque la premiere grossesse se déroule apras301&]

C) Exposition aux radiations :

Des observations chez les survivants de Hiroshiniagasaki et chez des femmes ayant regu un
traitement radiothérapie au niveau de la poitrinduetronc supérieur montrent une augmentation

du risque de cancer du sein liée a I'expositionragations 14/
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d) Facteurs environnementaux :

Des facteurs environnementaux comme [|'obésité pbapde graisse, la consommation d’alcool
[15] et un faible niveau d’activité physiqu&t] entrainent une Iégere augmentation du facteur de
risque au cancer du sein.

e) Facteur familial :

Un des facteurs les plus importants dans I'évadnatiu risque de cancer du sein reste le facteur
familial. En effet, comme le suggére 'anamnesepigents atteints de cancer du sein, 15 a 20%
présentent un contexte familial. Ce facteur deussa été évalué par plusieurs études, que ce soient
des études cas contrble ou des études de cohertisdue relatif global calculé a partir de 38 cas
de ces études s’éleverait a 2,1 pour les femmeasiavapparenté au premier degré atteint d'un

cancer du seifiL7]

1) Anatomie et pathologies du sein :

1) Définition :
Le sein(du latinsinus « courbure, sinuosité, pli ») oupaitrine dans son ensemble, est la partie

antérieure du thorax humain qui s'étend de la Basmu jusqu'au creux de I'estomac.

Plus particulierement chez lafemnie désigne ses mamelles. Il contient des glandes
mammaires sécrétrices du lait qui permettent lteltaent des jeunes bébés dés la naissance. Chez

I'homme, il désigne de la méme facon la glande mainenatrophiée.

2) Anatomie du sein :

Le sein est composé d'ugtande mammaire de fibres de soutien (ligaments de Cooper) et de
graisse (tissu adipeux); le tout est recouverigp@eau. La quantité de chacune de ses composantes
peut varier d'une femme a l'autre. Le sein estésipar-dessus le muscle pectoral. On trouve
également dans le sein des nerfs, des vaisseaguisaret lymphatiques. Lglande mammaireest

divisée en 15 a 20 sections qu'on applees,composés dbules Ceux-ci sont reliés a
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descanauxqui se rendent sous le mamelon (situé au centreith). On peut également observer
des chaines de ganglions lymphatiques qui filtdest microbes et protégent le corps contre
l'infection et la maladie. Le cancer du sein pest développer tant au niveau d'un canal

galactophore que d'un lobule et il peut égalemeatretrouver au niveau des ganglions
lymphatiques.

£ CCSROT 2004

llustracion: Lasrens Casmiccion|

Figure 1 : La composition anatomigue du sein

3) Types de cancer du sein
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3-1) Carcinome in Situ :

Le carcinome canalaire in situ ou CCIS (DCIS enlary est la prolifération de cellules
cancéreuses a l'intérieur d’un canal galactophans sjue les cellules ne dépassent la paroi du canal
pour envahir le reste du sein.

Les CCIS sont différents et leur évolution et ldaaque de rechute varient. Le risque de rechute est
plus grand si le CCIS est gros (plus de 41 mm)rdele élevé a la pathologie (grade 3) et plus la

femme atteinte est jeune (moins de 40 dns).

3-2) Carcinome infiltrant :

» Le carcinome canalaire infiltrant (CCI) est le type de cancer le plus commun. ligésente

76 % des cancers infiltrants. Le cancer proviestaimaux mais envahi le reste du sgif]

» Le carcinome lobulaire infiltrant (CLI) est le second cancer infiltrant du sein denpde
vue fréquence, il représente 8 % des cancerganfik. Il est souvent difficile a palper et a
identifier a la mammographie. L’étendue réelle deancer est souvent beaucoup plus
grande que ce qui est soupgonné a I'examen clirdgueein ou a la mammographies]

3-3) Cancer inflammatoire

Les cancers inflammatoires du sein sont des cargegusogression rapide et agressifs. lls se
présentent comme une mastite (infection du seia)tdugeur, le gonflement du sein et parfois la
peau d’'orange s’étendent sur au moins le tiersadmutface du sein et ces signes ont tendance a
couvrir rapidement le reste du sein. Une douleur @dre associée au cancer inflammatoire en

raison de son évolution rapide3]
3-4) Maladie de Paget :

La maladie de Paget est un cancer de la peau delmamu de I'aréole. Les femmes présentent
habituellement une Iésion eczémateuse sous formeodee, de plaie qui ne guérit pas au niveau du

mamelon ou de I'aréole et un écoulement de sangguessi étre présent.

3-5) Cancer triple négatif :
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Lorsqu’on ne trouve aucun récepteur des cestroganesn récepteur de la progestérone et aucune

trace du HER2 dans un cancer, on le homme canipér trégatif. Les femmes porteuses d’'une
mutation au niveau du gene BRCAL et aussi celletepses d’'une mutation au niveau du géne
BRCA2 mais moins fréquemment, présentent souvetypmede cancer. Par contre, ce ne sont pas
toutes les femmes ayant un cancer triple négatigut porteuses de mutation au niveau des genes

BRCA. Ces cancers tendent a étre plus agressifs.

3-6) Tumeur phyllode maligne

La tumeur phyllode est rare. On I'appelle ausstasercomephyllode. Elle se présente comme une
masse qui peut étre bosselée et grossir rapideEkmpeut méme parfois déformer le sein.
Il existe trois types de tumeurs phyllodes selam &pparence au microscope:

bénigne: la plupart des tumeurs phyllodes sont bénignes.

a malignité restreinte: ces tumeurs peuvent parfois se comporter coneseahcers.

maligne ou cancéreuse moins de 5 % des tumeurs phyllodes sont canséseu

4) Lésions bénignes :

4-1) Nodule bani

Un nodule au sein peut étre bénin (non cancéraux)alin (cancer). Les tumeurs bénignes les plus
fréquentes sont le fibroadénome et le kyste. Btexil'autres types de tumeurs bénignes comme par
exemple, le lipome, I'adénolipome, la tumeur phg#ole papillome intracanalaire, 'adénose et la

sclérose.

4-2) Maladie fibraistique :

Il ne s’agit pas vraiment d’une pathologie maist@w’une affection bénigne qui touche plus de la

moitié des femmes agées de 30 a 50 ans. Elle aetéase par la formation de nodules et de kystes
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a l'intérieur du sein, a la suite de la stimulatides hormones féminines. Elle peut causer un

gonflement, de la douleur ou de la sensibilité denx seins, surtout dans la partie supéro-externe.

4-3) Kyste :

Un kyste est une tumeur bénigne (sans risque)idiwceatenant du liquide. Il peut étre unique ou
multiple, comme dans la maladie fibrokystique. Smivl occasionne un malaise ou un inconfort,

surtout si le liquide est sous tension.

4-4) Fibroadénome

Le fibroadénome est une tumeur bénigne (sans fishiusein qui touche en général les femmes de
moins de 30 ans. Il forme un nodule rond, uniqueruitiple, ferme, bien délimité et ne cause
habituellement pas de douleur. Son volume peut antgn durant la phase prémenstruelle et étre

alors repére plus facilement

4-5) Papillome intracanalaire (PIC)

Le papillome intracanalaire est une tumeur bénghiatérieur d’'un canal galactophore qui est

responsable d’'un écoulement jaunatre ou sanguiniaenant les vétements.

4-6) Tumeur phyllode bénigne

La tumeur phyllode est rare. On 'appelle ausstasarcomephyllode. Elle se présente comme une

masse qui peut étre bosselée et grossir rapideEkmpeut méme parfois déformer le sein.

4-7) Galactophorite

La galactophorite est I'inflammation d’un ou plusie canaux qui peut étre aiglie avec rougeur et
sensibilité du mamelon. La galactophorite chroaigaut entrainer une rétraction du mamelon qui

disparait en manipulant le mamelon au début epgui devenir plus permanente avec les années.

4-8) Mastite
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La rougeur, la douleur, la chaleur et le gonflensuntsein caractérisent la mastite. Il s’agit d’'une

infection du sein qui s’observe le plus souventzdes femmes enceintes ou qui allaitent.

4-9) Abceés

L’'abcés peut survenir lors de la grossesse owaitathent. Il s’agit d'une bosse sensible, rouge qui
contient du pus. Si I'abcés est entre le sein @éhdeax, il peut étre plus difficile a palper et la

rougeur peut étre absente. L’échographie peut aideire le diagnostic. L’abces qui survient chez
une femme qui n'est pas en période de grossesbBalleitement est observé plus souvent chez les

fumeuses.

1) Généralités sur le cancer du sein :

Le cancer du sein est aujourd’hui le cancer fémiaiplus fréquent et constitue de ce fait un

probleme majeur de santé publique. En effet, lbgindité de développer un cancer du sein durant

toute la vie d’'une femme est de 13,3% environ, wo& femme sur huit.19,20]
Le cancer de l'ovaire est de 7 a 10 fois moingufe@dt que celui du sein (environ 400 cas
incidents), cependant il représente le quatrientecarade la femme et la cinquieme cause de
mortalité par cancer, ceci s'explique en partie,lpdait qu'il est frequemment diagnostiqué a un
stade avancg1,22]. On estime généralement que 4 a 10 % de cesadeers se développeraient
dans un contexte héréditaire simple c'est-a-diraddléen|[23,24,25] Si la proportion des sujets
prédisposées semble faible, le risque de déveldpperaladie est majeur. En ce sens, outre I'age et
le sexe, rien ne peut étre comparé au risque ggeétie faible pourcentage représente cependant,
de par la fréquence élevée de ces deux localisationorales, un nombre de sujets plus important
gue n'importe quelle autre pathologie héréditaine cancéreuse.
L'analyse de cas cliniques et les résultats isslégudies d'épidémiologie classique ou
d'épidémiologie génétique ont permis tout d'abakel,suggérer I'existence d'une prédisposition
génétique au cancer, puis d'identifier certainésgmtations cliniques ou phénotypes particuliers
associés a un contexte héréditaire, d'estimerpl@ameétres génétiques (fréquence génique,

pénétrance, expressivité) et de préciser les naglémnsmission 26|
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Certaines caractéristiques cliniques évocatricgsré@isposition génétique ont été décrites dans les
modeles que sont le rétinoblastome, la polyposiEwelfamiliale et le cancer médullaire de la
thyroide [27]. Il s'agit de la précocité, de la bilatéralité, lde multifocalité des atteintes, de
I'existence d'un stade précancéreux (polypose, rbigste des cellules C) ou d'associations
tumorales (cancer médullaire de la thyroide et phmmocytome). Cependant, pour les tumeurs
communes, il est souvent difficile d'affirmer I'Gdité et ainsi de différencier un cas sporadique
d'un cas héréditaire (association fortuite de tuseporadiques, ou cas sporadiques associés a des
cas héréditaires). Pour porter le diagnostic dehéa&ditaire ou de prédisposition génétique, it fau
rechercher des arguments supplémentaires, et naamume histoire familiale évocatrice (au
moins trois apparentés de premier ou deuxieme datgints dans la méme branche parentale, ou
deux cas, si l'un est précoce ou bilatéral). Ltxise dans la famille ou chez un méme individu
d'associations tumorales caractéristiques (cardiersein et sarcome), ou de certains symptomes

évoquent un syndrome rare tel que la maladie dedéow

Les cancers du sein, des ovaires, de 'endométte eblon sont héréditaires dans 5 a 10 % des cas.
Ces prédispositions génétigues s'integrent dang dgudromes majeurs : les formes familiales de
cancer du sein et /ou de I'ovaire (génes BRCAL, BRCet les formes familiales de cancer du
cblon, de I'endométre et de l'ovaire (syndrome dmdh ou HNPCC) (génes hMLH1, hMSH2,
hMLH®6). L’estimation du risque familial et indiviédi peut étre un apport déterminant a la prise en
charge de ces patientes, par la pratique d'un @émsou d’'une prévention adaptée. En effet, le
risque de cancer d’'un individu ayant un test popiiur un géne de prédisposition aux cancers du
sein (BRCA1, BRCA2) ou du cbélon (hMLH1, hMSH2, hMBHest compris entre 50 a 70 % a
'age de 70 ans. L'indication d’'un test génétiquét étre discutée dans le cadre d’une consultation
d’'oncogénétique. Une prise en charge médicaleyitaille et familiale, allant de la simple

surveillance a la chirurgie prophylactique est ps#Ee aux personnes prédisposges.

VI) Notion d’hérédité :

L’accumulation de certains types de cancers &fiatr de certaines familles a apporté un intérét
particulier a comprendre la place de la suscep@bihéréditaire de lindividu dans les

carcinogeneses.
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En effet, le cancer du sein tend a se présenteggrnupement a l'intérieur de certaines familles et
plus de 12% des femmes atteintes d’'un cancer auosgiune parente au premier ou au deuxieme
degré elle aussi atteint29]. Bien que cette susceptibilité accrue puisselétfiit du partage d’'un
méme environnement ou d’habitudes de vie semblabtitss études chez des jumeaux mono et di
zygotes indiquent que la majeure partie de cetteegagion familiale est le résultat d’'une

susceptibilité transmise de facon héréditgire31].

Parmi ces cancers survenant a l'intérieur d’'une enfamille, on considére comme héréditaire ceux
pour lesquels une mutation d’'un gene de susceapdil|ebt connue, ou qu’une telle mutation est
suspectée sur la base du risque élevé retrouvéladasille. Le terme « familial » est quant a lui
utilisé lorsque le cancer est retrouvé chez au sndeux parents au premier et ou second degré ;
sans que la transmission mendélienne d'une subdigtisoit apparente. Le reste des cas de
cancers apparait en I'absence d’une histoire fafeilde cancer du sein et sont habituellement
appelés des cas « sporadiquéss).

Cependant la découverte de nouveaux alléles deilstité et 'étude exhaustive des antécédents
familiaux liés a certains cas pourraient permetgeeclasser une partie des cancers familiaux (et

méme certains cancers sporadiques) en tant quersamareditaires3 3|

V) Hérédité et prédisposition génétique

La notion de prédisposition génétique au(x) casgex$t une notion relative : elle correspond a une
augmentation du risque de cancers, ou d’'un carweré] chez une personne, par rapport au risque
moyen observé dans la population générale. Cetimantation peut étre mesurée par le risque
relatif ; autrement dit, si I'on revient au proagssiologique de la transformation cellulaire, il
s’agit de situations ou le quota de mutations rezies a la transformation cellulaire est atteinispl

rapidement[34]

VI) Prédisposition héréditaire au cancer du seintéou de I'ovaire :
L’altération génétique responsable d’'une prédisiooshéréditaire au cancer du sein et /ou de

'ovaire se rencontre le plus frequemment danggfses BRCAL et BRCA2, mais également, de

facon plus rare, dans d’autres genes tels les gehksassocié a I'ataxie télangiectasie (syndrome
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de Louis Bar), p53 responsable du syndrome de dunireni et STK11 responsable du syndrome de
peutz-Jeghers$35]

1. Transmission autosomigue dominante
Une prédisposition héréditaire au cancer du seiocise aux genes BRCAL est transmise selon le

mode autosomique dominant répondant aux 3 crigri@ants 35 :

v’ des cas du cancer du sein et /ou de I'ovaire sgunagnt sur plusieurs générations,
on parle de transmission verticale. Ainsi, poue @worteur d’'une prédisposition, il
faut avoir hérité la mutation d'un des deux par@uigeurs.

v Lorsqu’un parent est atteint, chaque enfant a 58%isdjue d’hériter la mutation de
prédisposition

v' Autant d’hommes que de femmes portent et transntette prédisposition
autosomique dominante. Le géne muté est ainsirtrigreaux enfants de sexe féminin
et de sexe masculin. Méme si le phénotype ne sregmpécifiquement que chez les
femmes, un homme peut également étre porteur rednirettre son géne altéré a sa

descendance.

Ces critéres essentiels sont recherchés lors dalddion familiale ou lors de la réalisation de
I'arbre généalogique, afin de différencier surdad de I'anamnese les formes familiales des formes
héréditaires. La reconstitution d’un arbre généglogva permettre de mettre en évidence le mode
de transmission des cancers présents dans undefairaist important lors de son établissement, de
recueillir le plus précisément possible les donriéesdu c6té maternel que du c6té paternel, car la
mutation de prédisposition peut se transmettre pant’homme que par la femme. L'arbre va
permettre également de compter facilement le nomdieas atteints dans la famille, de le comparer
au nombre de cas qui auraient pu étre atteints etghrder les liens de parefiig|.

Une évaluation du risque de cancer héréditaire thgzersonne qui consulte sera ainsi rendu
possible. La présence de 3 cas de cancers du édarés avant 50 ans chez des personnes unies
par des liens de parenté au premier degré danérizerbranche parentale par exemple , fait grimper
la probabilité d’étre porteur d’'une mutation dedis@osition BRCA1 ou BRCA2 a plus de 33%,

soit une chance sur|35]

2. Quand penser a une prédisposition heglitaire ?
Les indications d'étude des génes BRCA 1/2 cheadendex reposent sur un certain arbitraire qui

est un compromis entre la probabilité d'identitiae mutation BRCA 1/2 et les capacités d'analyse
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des laboratoires. L'expertise collective INSERM-RNBT sur la prise en charge des femmes a
haut risque de cancer du sein parue en 1998 asfaibhu qu'un test pouvait étre proposeé si la
probabilité de prédisposition du cas index étatdnoins 25 %36], ce qui correspond a une
probabilité de détection d'une mutation comprideeetO et 16 % selon qu'il s'agisse d'une famill
de type cancers du sein-seul ou cancers du sdim l&tvaire (prise en compte de la contribution de
BRCA a 95 % des formes dites héréditaires de carsersein et de I'ovaire et de 65 % pour les
familles sein-seul et d'une sensibilité de déteatie mutation de 70%).
Ces probabilités de prédisposition peuvent cornedgm a titre d'exemple, aux situations familiales
suivantes :
1. au moins trois cas de cancer du seiteo'ovaire appartenant a la méme branche p#&enta
et survenant chez des personnes apparentées aemoarau second degré ;
2. deux cas de cancer du sein chezgEentées du premier degré dont I'dge au diagnosti
d'au moins un cas est inférieur ou égal a 40 ans ;
3. deux cas de cancer du sein chez demaqugs du premier degré dont au moins un cas est
masculin ;
4. deux cas chez des apparentées du grrelegré dont au moins un cas a un cancer de
l'ovaire.
Certains proposent une indication de test génétapwant les situations individuelles suivantes
(absence d'histoire familiale de cancers du séou ete |'ovaire) :
a- association d'un cancer du sein etchumcer primitif de I'ovaire ;
b- cancer du sein de type histologique rigde (les formes médullaires sont 10 fois plus
fréequentes en cas de mutation BRCA 1) ;
c- diagnostic de cancer du sein trés iadifficié (SBR3, RH-) chez une femme de 40 ans ou
moins[37].
Le caractere bilatéral d'un cancer du sein n'estppa en compte, car le recul est insuffisant pour
estimer la valeur prédictive de la présence d'unganon. Lors de la mise a jour des
recommandations de prise en charge des femmegug iile cancer du sein publiée en janvier 2004,
le seuil de 10 % de détecter une mutation BRCAE14# toujours reten(B8]. Alors que l'expertise
de 1998 décourageait de retenir comme cas indeypens@nne qui était indemne de cancer du sein
ou de l'ovaire, la mise a jour de 2004 retientlitation d'une étude chez une femme dont I'histoire

familiale est trés évocatrice d'une prédispositemparticulier s'il y a des antécédents de cateer
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l'ovaire. Si le résultat est négatif, il faut restependant prudent sur sa signification qui niéléra

pas une prédisposition genétique sous-jacente.

Enfin, la mise a jour 2004 a proposé un score peamted'orienter la personne vers la consultation
de génétique. A notre sens, ce score peut aussu@lisé comme base d'indication d'étude BRCA
1/2 cas index. Il est présent sur le tabledaGd].

Tableau II : le score d’indication de consultation de génétiquet par extension (selon le point
de vue des auteurs) de l'indication des tests BRC/ALchez les cas index selon la mise a jour
2004 des recommandations de prise en charge des feas a risque de cancer du sein.

T sein chez une femme avant 30 4
ans

T sein chez une femme entre 30 3
et 39 ans

T sein chez une femme entre 40 2
et 49 ans

T sein chez une femme entre 50 1
et 70 ans

T sein chez un homme 4

T ovaire 3

Addition de chaque point par cas de tumeur (T) sein (ou ovaire) si cas dans la méme
branche parentale 5 : excellente indication ; 3 ou 4 : Indication possible : 1 ou 2 : utilité médicale
faible

Concernant les tests chez les apparentées d'uriéefain une mutation BRCA a été identifiée, il
n'y a pas de limitation des indications de presionp La limite de la prescription n'est pas liéx a

capacités du laboratoire mais a la démarche adésepparentéesis|

VII) Prévalence des mutations

Dans la population générale, un individu sur 50@ren a été estimé « porteur » d'un allele muté
de BRCAL ou de BRCAZ2, ce qui ferait de ce syndraime des maladies génétiques les plus

fréquentes. L'intervalle de confiance lié a cetwtingation reste cependant large (1/200 a
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1/900)[39]. La population d'origine ashkénaze a une fréquphceélevée avec un taux de 2,4% en

raison de la présence de 3 mutations fréquentéaitdileffets fondateurs!O].

Une diminution du nombre de cancers canalairesrgggoort aux controles avec une p value de
0,006 pour les altérations de BRCAL et de 0,003 pelles de BRCA2 a été observée. D’autre
part, les adénocarcinomes canalaires des portdesesitation BRCAL sont en général, d’'un grade
histologique plus sévere que les contrbles (p valye001). Ceci

s’expliqgue par une augmentation hautement signifieadu nombre de mitoses (p value <0,0001)
mais aussi du nombre de pléomorphismes nucléapegalue= 0,006) en cas de tumeur en
association avec une altération de BRCA1)

Les cancers du sein chez les patientes porteuseg dhutation dans BRCAL sont plus souvent
négatifs pour les récepteurs aux cestrogenes, eotpegiérone et pour HER2 tandis gu'ils sont

positifs pour la protéine p53 en comparaison awescobntroles,42]

VIII) Risques de cancers associés a une mutation BRCA

Les estimations du risque cumulé (pénétrance) deecapour les femmes ayant une mutation
constitutionnelle de BRCA1 ou de BRCAZ2 sont vamgabsuivant le type et la population d'étude.
Les risques sont de l'ordre de 40 a 80% de dévetopm cancer du sein a 70 ans
pour BRCAL et BRCA2 comparés a 8 % dans la pomulagénérale, de 20 a 60 % pour le cancer
de l'ovaire et BRCAl et de 6 a 27 % pourBRCA2 campa 1 % dans la population générale.
Le tableau Il résume ces données pour des étadaidles qui donnent les risques les plus élevés
et les études en population qui donnent, commeditedes risques plus faibles 2, 12, 13 et 14. Le

risque ovarien lié a BRCAL est nettement plus étasant 50 ans que celui associé a BROAZ2)]
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Tableau |ll. Estimation des risques de cancer du g& et de I'ovaire suivant les types d'étude

Rizque de cancer du Risque de cancer du Risque de cancer de Rizque de cancer de
sein a 50 ans, % sein a 70 ans, % ovaire & B0 ans, % ovaire & 70 ans, %
Etude de 38 67
ségrégation[2]
Etudes T3 (45-87) a7 (72-95) 29 (16207 44 (28-5E)
familiales
BRCAN12]
Etudes 28 (9-24) 4 (43-95) 0.4 (0-1) 27 (0-27)
Familiales
BRCAA13]
Méta-analy=e 35 (30-50) 65 (51-75) 13 (8-18) 39 (22-51)
BRCAN14]
Méta-analyse 16 (11-21) 45 (33-54) 1 (0-3) 11 (4-18)
BRCAA14]

IX. Génétique moléculaire :

1. Apport_des données de génétique molé&ite :
Au-dela d'une classification purement clinique sefile un abord bioclinique des maladies. En

effet, la localisation et 'isolement des geneplisposition permettent de déterminer quels sont
les phénotypes associés a tel ou tel gene (spedexpression tumorale), voire a des mutations
particuliéres (corrélations génotype phénotypg)|

On peut attendre de ces éléments, s'ils sont coddir une aide diagnostique (détermination des

profils cliniques, identification des sujets a tsg et une aide pour Il'orientation de la prise en
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charge. A titre d'exemple, si I'on retrouve dans généalogie des cancers du sein chez 'homme et

peu ou pas de cancer de I'ovaire, on recherctergitemier lieu une mutation germinale du gene
BRCA2. A linverse, I'existence dans une famiflendsujet présentant a la fois un cancer du sein et
un cancer de l'ovaire est tres en faveur d'une tiootaonstitutionnelle du géne BRCAL. De la
méme maniére, l'identification d'une mutation gerade dans la partie proximale du gene BRCA1
ou dans la région “ OCCR ” de lI'exon 11 de BRCAR2spnt associées a un risque élevé de cancer
de l'ovaire, seraient des arguments de poids dandélermination des pratiques médicales a
proposer.

Les études familiales ont permis d'individualiser aertain nombre de genes impliqués dans la
prédisposition génétique au cancer du sein danadee des différentes présentations cliniques. Il
existe clairement une hétérogénéité génétique;x'dse que des geénes différents peuvent étre a
l'origine des mémes syndromes. Ces travaux appartenpreuve moléculaire a l'existence d'une
prédisposition génétique et permettent une medleléfinition du cadre nosologique en débouchant

sur une définition bio-clinique des maladjés]

2. Les genes BRCA1 et BRCA2? :
a) Données épidémiologigues moléculaires et syndresassociés :

Deux genes majeurs de prédisposition aux canceseiduet de I'ovaire, BRCA1 et BRCAZ26],

ont été isolés. L'existence d'un troisieme gene BREst confirmée, il serait localisé sur le bras
court du chromosome B'7]. En ce qui concerne les deux premiers, un certambre d'études
épidémiologiques et moléculaires ont permis d'estileur contribution respective et de déterminer
les présentations cliniques associées, de méme legguspectre d'expression tumorale qu'ils
conditionnent/45]

b) Présentations cliniques et proportions respectivesssociées aux
différents genes :

BRCAL1 est impliqué dans prés de 50 % des famikkesathcers du sein seul et dans la majorité des
familles de cancers du sein et de l'ovaire, lex@andu sein chez 'hnomme y sont rares (Tableau
V).

Une étude récente portant sur 9 familles de canderd'ovaire seul retrouve également une

association avec le locus BRCAL. Un travail collatid international explorant l'incidence des

Faculté des Sciences et Techniques - Fés
[=] B.P. 2202 — Route d’'Imouzzer — FES
& 0535602953 Fax: 0535608214



Université Sidi Mohammed Ben Abdellah
Faculté des Sciences et Techniques
www.fst-usmba.ac.ma FST FES

cancers du sein et de l'ovaire dans les familéeslau gene BRCAL suggere I'existence d'au moins

deux types d'alléles, I'un prédisposant plus fogtgtngue I'autre aux cancers de I'ovéairg

Tableau |V : Contribution des genes de la famille BRCA aux form&familiales de

caners du sein et de I'ovair@ous le modéle CASH, d'apres les données de BEeaster Linkage
Consortium D.Ford et al., 1996, communication parsgle)48]

Type familiale BRCA1 BRCA2 BRCAX
(N=228)
Tous types de familles : cancer du sein 0.50 0.35 0.15
(H+F) et ou de I'ovaire (N=228)
Cancer du sein (F) et /Ou de I'ovaire 0.55 0.29 0.16
(N=203)
Familles avec cancers du sein chez 'homme  0.21 0.76 0.03
(N=25)
Familles avec cancers de 'ovaire (sans 0.79 0.16 0.05
cancer du sein chez I'homme) (N=86)
Camillac Aa crancar A cain canl IN—117) Nn_2A N A Nn_29
BRCA1 Risque de cancer Risque de cancer Age Proportion
du sein (%) de l'ovaire (%)
Allele 1 62 11 60 71%
Allele 2 39 42 60 29% Tableau V

chez les st

c) Fonctions :

BRCAL et BRCA2 sont associés par leurs fonctigomaeentées, par exemple lors de la réparation
de I’ADN, dans la régulation de la transcriptiondains le remodelage de la chromatif@| [50-

51]. De plus, de nombreuses protéines retrouvéesdiensomplexes avec BRCAL et BRCA2 sont
impliquées dans différents cancers et maladiesesduassociés a une instabilité génomique tout
comme BRCAL et BRCA2. En effet, les protéines BRGAIBRCAZ2 sont essentielles dans les
mécanismes de contréle de la recombinaison homeldbiR) ainsi que dans la réparation des
cassures double brin de 'ADN (Figure 2). Ces gemeg des suppresseurs de tumeurs agissant en

tant que « caretakers » en maintenant la stalgétéomique par opposition a des « gatekeepers »
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qui, lorsque leur expression est altérée, n’ons pin contréle normal de la division, mort ou durée

de vie cellulaire promouvant ainsi directement farsion des cellules cancéreuses. L’absence des
activités de la protéine BRCAL1 ou BRCA2 causera# instabilité génomique par 'augmentation
de la fréquence des altérations chromosomiquesstejle les bris double brins, I'aneuploidie,
'amplification du centrosome, les réarrangemeht®mosomiques, les mutations, la duplication de
chromosomes et la délétion de chromosomes (pdratbzygocité)52]. Ces bris peuvent altérer
éventuellement des génes impliqués dans le maidada structure chromosomique, la division et
viabilité cellulaire ainsi que des genes « gatekeep comme l'oncogéne p53, favorisant alors
I'évolution tumoralg56] [53-54]

ANERRENREN
seemennwesdn = Daficience en BRCAT
= = sm=ne = Deficience en BRCAZ

[TITIITIIT] “~TITIEIT “TT

IENEN]

Joint des extemites Appariement de courts Recombinaison
non homologues ADNs simples brins homologue
(Reparation fautive) homologues (Reparation fidele)

(Reéeparation fautive)

Figure 2 : Instabilité chromosomique due a des répations de bris d’ADN double brins
inappropriées.

Un bris double brins de 'ADN de cellules de mamareks peut étre réparé par trois mécanismes
mais lorsque BRCA1 ou BRCA2 sont déficients, lecessus de réparation par recombinaison

homologue normalement favorisé n’est plus fonctenn

3. BRCA1l (Breast Cancer 1) :
a) Le gene:

En 1990, I'équipe de Marie —Claire King localisegene de prédisposition au cancer du sein sur le

bras long du chromosome 17 grace a des étudesistanli
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La liaison existant entre les marqueurs du chromesb? et I'apparition du cancer du sein et ou de

'ovaire met en évidence une transmission autosoenidpminante dans les familles étudiées. En
1994, ce géne a éteé localisé en 17921 et a étéédpREAL pour Breast Cancer typédb|.

Chromosome 17

_1?q23 2

BRCA1 = 1721.2

:II: 17g12 (1T
&

17p12

17g25.2
! 17q24.3

_17q24.1
17q22

17q21.32

__1 Tpt13d2

Figure 3 : localisation du géne BRCA1 sur le chromspme 17 : (17921)

BRCA1 contient 24 exons qui sont composés d'unimam de 250 nucléotides chacun a
I'exception de I'exon 11 qui couvre 61% de la régandante du gene (3426 nucléotides (3,4 kb)).
Il faut noter que les exons 1 et 4 ne sont pasrdeddu total, le gene comporte donc 22 exons
codants.

Plus de 600 variations de séquence de BRCAL oaté&léjrépertoriées. Ces mutations, délétéres ou
non, intéressent le gene entier et sont de naisevariable. La moitié des mutations est congitué
de délétions ou insertions et 50% sont des subsetisi Quand il s’agit de mutations

pathogéniques, elles aboutissent dans leur graagl#ité a une protéine tronquée.

Le
gene
BRCA1
]] ]JJ l []' l donne
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naissance a un ARN messager d'une longueur deb7@dpendant, un grand nombre de variants a

ete deécrit (épissages alternatifs). Ainsi certamsssagers ne comprennent pas l'exon 11,
correspondant a plus de 50 % de la séquence co@&htes5] BRCAL est exprimé dans de
nombreux tissus (sein, ovaire, testicule, ratemting).

Figure 4 : Représentation schématique de la séguenc
primaire de BRCA1.[56]

En rouge : neuf régions conserveées identifiées tamisologue BRCAL de poulet. Les principaux
partenaires d’'interactions de BRCA1 sont représeaitesi que les sites de phosphorylation
(fleches) de BRCA1. Adapté de Mark 2005.

b) La région de I'exon 11 :

La région de I'exon 11 est indispensable a plusiéamctions de la protéine BRCAL.
1. Principalement, elle détermine sa localisationaimiicléaire comme en témoignage de la
présence de NLS ou signaux de localisation nueéait]

2. Le domaine de I'exon 11 participe a la recombinaisomologue permettant la réparation
des lésions chromosomiques. Cette action est reposgble par I'intervention de kinases
sensibles aux lésions génotoxiques (par exemple ATiMpliquée dans I'ataxie
télangiectasie et dans la prédisposition du catheesein). La protéine BRCAL phosphorylée
va ensuite activer des exonucléases (par exemplE1l¥Raptes a scinder 'ADN double
brin en simple brin aux sites de cassures, étagalghle a tout échange de chromatides

sceurs.

3. L'exon 11 est également l'intermédiaire d’'une dirsdtion avec la protéine RAD51. La
formation d’'un complexe avec cette enzyme catalgtigapable de se fixer sur 'ADN
double brin ou simple brin aux sites de cassudsjmee étape préalable a la réparation de ce
dernier[58].

4. Les résidus 260 a 553 de I'exon 11 sont indispdesab la liaison avec BRG1, protéine

porteuse d’'une activité ATPase ADN dépendanteigaifia partie du complexe SWI/SNF.
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Ce complexe ne comporte pas moins de 26 protéiffésetites. Il permet le remodelage de

la chromatine par un mécanisme d’acétylation / égdation des histones 9]

5. Enfin, en interagissant avec le complexe MSH2/MSi6 systeme de réparation des
mésappariements (SRM), I'exon 11 permet a la pret®RCAL de reconnaitre des lésions
nucléotidiques. Cette interaction est suspectée paccumulation d’erreurs de

mésappariements au sein des lignées cellulaireggatéés en BRCA158]

c) _La protéine BRCAL:

BRCAL code pour une protéine complexe de 190 kDde€et863 acides amingsl]. Sa fonction

est encore inconnue, mais des éléments en favesordedle suppresseur de tuméili]| et de son
implication dans le contréle de la prolifératiorlgkaire de I'épithélium mammaire en réponse aux
stimulations hormonale§60, 61, 62)] dans les phénomenes d'apoptose (mort cellulaire

programmeée) ainsi qu'une participation au conté@l¢intégrité du génome ont été rapportés.

Coil-coal
MNLS helix BRCT

Ring MNES
BrCAT (] ) D )'B )

Figure 5 : Eléments structuraux de la protéine BR@1

Deux motifs particuliers ont été retrouvés. D'uaet,pau niveau de I'extrémité amino- terminale,
un domaine de type RING finger (C3HC4) |64, 65]qui suppose une fonction de régulation de
I'expression d'autres genes (activation de la ¢rgston) ou d'interactions protéine-protéifte].
D’autre part,un motif de type granine, dans l'exon 11 (acides aminés 1214 a 1223) (Eigyr
suggérent une potentialité sécrétoire, mais cei@egpoint est I'objet de vives controverses (Fegur
5). Deux régions de forte conservation de séquestdee I'nomme et la souris, ont été retrouvées
[67, 68] (Figure 6). Elles correspondent d'une part, au deeBING finger et d'autre part, a une

région de 160 acides aminés pres de I'extrémitiéosgr terminale, distincte du motif granine.

+ Le motif RING
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A l'extrémité 5’ du gene, une interaction avec BARBia le motif RING, riche en cystéines et
histidines stabilisées par un atome de zinc (diégkinc), a été identifiée. La nature et la forrctio

du complexe BRCA1/BARD1 doivent encore étre établie facon précise. Cependant, ce

complexe pourrait jouer un réle dans la maturatiea ARNm qui serait transitoirement inhibée en
cas de lésion de 'ADN58]

AirG BRCT
Chormn NLSs CROITRNANS
BRCA1 “1 1,863 aa
[lmr ATy I-u'qu_;.-g 1]
FADSD cnp
Pt 7
BRC
repnatls MLSs
o

+ Les domaines BRCT :
Figure 6 : Caractéristiques de la protéine humainglu BRCA

ne
BRCAL contient un domaine N-terminal RING, les sigx de localisation nucléaire (NLS), et
deux domaines BRCT en C-terminal de 110 résidus. ant

par
BRCAZ2 contient huit répétitions des 40 résidus BRaifs. Six des huit motifs de BRCA2

ue
humain peut se lier directement & RAD51 lorsquiesdteexprimée in vitro.

_ _ ne
suppresseur de tumeur en modulant la transcripidfanti-oncogene p53.7]

d) Principaux roles :

= Détection et réparation des dommages de '’ADN :

Plusieurs éléments de preuve indiquent que BRCA1limngliqué dans la réparation de I'ADN
endommagé. Le premier est venu a partir des résujize BRCAL interagit avec trois protéines
impliquées dans les voies de réparation des domsndidDN : RAD50, RAD51 et BRCA2.
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BRCAL non seulement interagit avec RAD&R] [70], mais elles se trouvent aussi colocalisées au
niveau de structures intranucléaires ou la réptinatie I'ADN se produit aprés le traitement aves de
réactifs endommageant I'ADN1].RAD51 est impliqué dans les réactions d’échangerites d’ADN
ATP-dépendante et est connuepour étre un homoldguRec A de levure, qui fonctionne dans la
recombinaison homologue et la réparation des doramdg I'ADN. RAD51 interagit avec les genes
BRCAL et BRCA2 pour former un complexe stable aursale la réparation des dommages de I'ADN
[72]. Un autre membre de la famille RAD, RAD50, intetagialement avec BRCAla la fois in vitro
et in vivo[73].

Dhormimacges
a I"'ADM

Irradiation-y U, HL

=S

'-1-'..

Répara'blun dl;r i .A.I:IH
Transcription
Cycle callulaire

—-  Phospborylation
smmmi  [ntdspction

Fiqure 7 : Fonction de la protéine BRCA1 en réponsaux dommages a I'’ADN 84

®m Réparation de 'ADN :

BRCAL est impliguée dans la réparation de 'ADN p&s activités d’activation de la transcription
de genes de réparation par excision de nucléofidess, 76].Suite a des dommages a I'ADN,
BRCAL stimule la liaison de p53 au promoteulDd@B2, ce qui active la transcription de ce

gene produisant la petite sous-unité d’'un hétérettniDDB) qui se lie a ’TADN endommagée
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[77,78). De plus, BRCAL peut induire I'expression de GAED49, 80,81]ainsi que le XPC, qui

est un facteur de réparation des Iésions de I'ADdNiites par les UV78,82]

B Remodelage de la chromatine et de la structure d&ADN

BRCAL est impliguée dans les événements suivandammage a I'’ADN puisqu’elle migre
rapidement a ces sites ou des histones phosphenylgent remodelées facilitant ainsi I'acces a cet

ADN endommagé pour la machinerie de répardtan .

m Duplication du centrosome

BRCAL serait aussi impliquée dans le processusugkcdtion du centrosome qui est un événement
responsable de la ségrégation égale des chromosoraeke la division nucléaire d’'une cellule. En
effet, la forme hypophosphorylée de BRCA1 est igéal aux centrosomes pendant la mitose et
interagit (a.a. 504 a 803) avec la gamma-tubutineyposante majeure des microtubules nucléaires
sur lesquels migreront les chromosomes lors de $&mparation[84, 85| Lorsque la région
d’interaction de BRCAL avec la gamma-tubuline emtquée (une partie de I'exon 11), on observe
de multiples centrosomes, une ségrégation inégatedx-ci, une division nucléaire anormale et de

'aneuploidie[86]

m Régulation de la transcription

Une large région en C-terminal de la protéine BRGAR. 1293 a 1863) est impliquée dans la
régulation de la transcription de nombreux genesplis, les acides aminés 1650 a 1800 et 1560 a
1863 de BRCAL interagissent respectivement aveRMNAélicase A et 'ARN polymérase Il qui
sont des composants de I'holoenzyme ARN polyméi&ase 88| (Figure 4).Cette capacité de
moduler I'expression de génes au niveau de la drgn®n est mise en évidence dans plusieurs

fonctions de BRCA1 au niveau du cycle cellulairdeta réparation de TADN839, 90, 91]

= Controle du cycle cellulaire

BRCAL peut diriger la cellule vers I'apopto$@2?]en activant d’'une part la transcription de TNF-
alpha, un signal extracellulaire majeur dans latroeliulaire programmég 3], et d’autre part, en
abolissant I'inhibition transcriptionelle de GADD45,95]. Cette inhibition de GADD45 prévaut
dans des conditions normales par l'interaction RCRB1 (acides aminés 341 & 748) avec ZBRK1
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appelé aussi KRAB (est une catégorie de domainegpiession de la transcription) sur une
séquence dans lintron 3 de GADDA45 et elle estialjpdr la dissociation du domaine BRCT de

BRCA1 avec CtIP lorsque celui-ci a été phosphopgde ATM104 (96,97, 98|(Figure 8).
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Figure 8 : Role de BRCA1 dans la régulation de laanscription et le controle du cycle
cellulaire aprés I'exposition aux radiations ionisates.

ATM est activée par ces irradiations et phospho@Gi> pour dissocier le complexe CtIP-CtBP-
BRCAL. BRCAL est alors libre et active p21 et GABD4 activation des points de contrble du

cycle cellulaire induit I'arrét de la réplicatiomygr permettre la réparation de 'ADN9]

= Ubiquitination

Le domaine RING de BRCAL est le site d’hétérodisaiion de BRCAL avec BARD1, qui a lui aussi

un domaine RING et ensemble, ils ont une affindgérges acides nucléiques (Figure 9).
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Figure 9 : Modéle de l'activation de I'hétérodiméreBRCA1-BARD1 par les
dommages a I’ADN.

L’hétérodimere BRCA1-BARDL1 s’associe avec les roolés qui peuvent reconnaitre et se lier
a differentes formes d’ADN endommagé (détecteurddemmmages a I'ADN) telles que des
protéines kinases. BRCA1-BARD1 est de base inamtiftant qu’ubiquitine ligase (b). La
détection des dommages a I'ADN active BRCA1-BARDdr ples modifications comme la
phosphorylation ou l'ubiquitination et/ou par ldre#t de protéines inhibitrices. (c) L’enzyme
activée est redistribuée a travers la cellule péaliser ses différentes fonctions effectrices dans
la réponse aux dommages a I'ADN (remodelage de Heoneatine, l'activation de la
transcription, points de contrdle du cycle cellkdat réparation de 'ADN)56]

Faculté des Sciences et Techniques - Fés
[=] B.P. 2202 — Route d’'Imouzzer — FES
& 0535602953 Fax: 0535608214



Université Sidi Mohammed Ben Abdellah
Faculté des Sciences et Techniques
www.fst-usmba.ac.ma FST FES

e) Les mutations :

Plus de 100 mutations germinales distinctes orit ét décrites. Elles sont dispersées tout au long
de la séquence codante. Une banque de donnéesatiieale (BIC), ou sont répertoriées la
majorité des mutations constitutionnelles a étésttuge. Seules quelques-unes d'entre elles
peuvent étre considérées comme récurrentes avaocaétre commun (effet fondateur), il s’agit de
la mutation de I'exon 2: 185delAG retrouvée dansopulation Juive Ashkénaz ce qui n'exclut pas
gue cette mutation soit retrouvée dans un contg&tedtique autre, ou fréguentes, c'est-a-dire de
méme type mais d'origine différente, telles quelaation de I'exon 20: 5382insC.
Plus de 80 % des mutations entrainent une tromcal®la protéine (modification du cadre de
lecture, mutation non-sens, ou altération de Isggje. Pour les mutations faux sens il est souvent
difficile de faire la part entre un variant neusans conséquence phénotypique et une mutation
délétére. En conséquence, ne sont retenues comimegpaes, que les mutations impliquant le
domaine RING finger, les autres sont considéréesgu'a preuve du contraire, comme des
polymorphismesi45]

f) Corrélation génotype phénotype :

L'existence de différents syndromes (sein seuh se&mire, ovaire seul) ou phénotypes (cancers
faiblement ou fortement prolifératifs), laissaientgurer de possibles corrélations entre le génotype
(type de mutation) et le phénotype (manifestatichsiques). Ainsi, il a été observé que les
mutations siégeant avant I'exon 13 du gene BRC&#é&Bt associées a une plus grande incidence de
cancers de l'ovaire. Ces données moléculairesasmaiprocher de I'étude d'hétérogénéité génétique
rapportée précédemment. Des analyses de transfemitoégalement montré que les mutations du
gene BRCAL entrainant une troncation de la protéares la région 5', étaient incapables d'inhiber la
prolifération de lignées de cancers de l'ovairersatjue l'allele sauvage avait cette propriététeCet
région semble donc jouer un rble “protecteur "t@ut au moins limitant, dans le développement des

cancers de l'ovaire45]
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Figure 10: Résumé sur les connaissances actuellesoernant les corrélations entre le
génotype et le phénotype dans les cancers du seésla BRCAL (adapté de Sobol et coll, 1996)

Il a également été retrouvée une corrélation eetreite des mutations germinales dans le géne
BRCAL et la prolifération des cancers du sein. inegations se produisant dans les deux régions
conservées sont le plus souvent associées a desiumautement prolifératives (index mitotique

3) (p = 0.0024) (Figures 10). A l'inverse, on ratre plus fréquemment des tumeurs faiblement

prolifératives lorsque les mutations touchent &gans variables.

4. Le gene de prédisposition BRCA? et sa protéine

Le géne BRCA2 est localisé sur le chromosome 18213[100]. Il présente certaines similarités
avec BRCAL1 (par exemple la taille, la structuexgression tissulaire). Il s'agit d'un trés graadey
comprenant 26 exons codants, avec 3 exons de graifidalont I'exon 11, les deux autres étant les
exons 10 et 27101]. Sa séquence est distribuée sur pres de 70 kb d'@é&emique et donne
naissance a un transcrit de 10,4 kb. Il est expdarés les mémes tissus que BRCAL.
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Figure 11 : Eléments structuraux de la protéine BR®2.

La protéine est constituée de 3418 acides amings feinction est encore inconnue. Des délétions
impliquant le locus BRCA2 (analyse de pertes diogtggotie) ont été retrouvées a la fois dans les
cancers du sein héréditaires et sporadiques, cepporte des éléments en faveur de son réle
suppresseur. Une séquence consensus de type geamigalement été retrouvée dans la partie
carboxy- terminale de la protéine (codée par I'e¥dn Cependant, comme pour BRCA1L, son rdle
est discuté100,101].

5. Autres genes de prédisposition aux cancers duirseet / ou de
I'ovaire :

a) Le géne p53

Le géne p53, situé sur le bras court du chromosbmeest le premier gene dont les mutations
constitutionnelles ont été associées au canceeidu Bes mutations germinales de ce géne ont été
mises en évidence chez des sujets appartenant tamées présentant un syndrome de Li et
Fraumeni (SLF)102, 103, 104]Cependant, pour certaines familles typiques, meicautation n'a

pu étre identifiée, ce qui est en faveur d'unerb§énéité génétique 05]. On peut tres bien trouver
une mutation germinale de p53 en I'absence d'utextenévident de syndrome de Li et Fraumeni,
notamment dans le cadre de familles de cancersiduasdifs|106]. Une étude a récemment défini

le profil des familles associées a des mutationstitotionnelles de p53.05].

Le géne p53 est trés fréequemment altéré au nivematsjue dans tous les types de tumeELps|.

Il semble contrdler le cycle cellulaire de telleda que la progression dans le cycle qui amene a la
division cellulaire n'est possible que si l'intégdu génome est respect&ges]. En cas de défaut, la
protéine p53 arréterait le cycle permettant unenaffon, ou induirait la mort cellulaire. Un

dysfonctionnement de p53 permettrait notammenteacetiule anormale de se diviser.
b) Le géne BRCA3
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Les agrégations familiales de cancers du sein léeenet pas toutes de BRCAI et BRCA2. Une

étude récente va dans ce sens et invoquerait enggfbgraphique dans la fréquence respective des
différents génes de prédisposition aux cancerseduet de I'ovair¢109]. Les analyses de liaison
génétique portant sur des familles francaises lemahdes sont en faveur d'une localisation de
BRCAS3 sur le bras court du chromosome 8 dans l@mgg2-21[110]. Actuellement, les familles
associées au locus 8pl2 21 sont principalemengmedancer du sein seul, sans cancer du sein chez
'homme.
Des arguments supplémentaires, soulignant l'impoetale ce locus, ont été apportés par I'analyse
de I'ADN d'une série de cancers du sein sporadideies de 50 % des tumeurs présentent une
délétion de la région 8pl2-21110].

c) Le géne de la maladie de _Cowden :

Il est localisé sur le chromosome 1011}, il s'agit du gene PTEN. Des analyses de liaison
génétique réalisée pour des familles de canceenurmn associées a BRCAL et 2 ne sont pas en
faveur de son appartenance a la famille des geR&3ABet des délétions dans cette région sont

rarement observééesl?].

d) Le géne AR (récepteur aux cestrogenes)

Une mutation germinale du récepteur aux androgeheg des hommes présentant a la fois des
signes de résistance aux androgéenes et un cancsgima été rapportée dans de rares familles
atteintes du syndrome de Reifenst€ii3]. Bien qu'il soit hautement probable qu'il y aiteun

bY

relation de cause a effet entre ces mutations eéleloppement du cancer du sein dans ces

agrégations familiales, une association fortuit@eet étre exclue, vue la rareté des observations

e) Les génes hMSH2, hMLH1, hPMS1 ET hPMS?2

Le syndrome de Lynch ou HNPCC associe principalérdea cancers d'origine digestive (célon,

estomac), des tumeurs gynécologiques (ovaire, e@lejret des voies urinaires. La recherche de
mutations constitutionnelles au niveau de ces geeewettra de savoir si le cancer du sein fait
partie du spectre d'expression tumorale. Des éfuddisninaires font état d'un spectre d'expression

tumorale plus étendu pour hMLH1 que pour les awgésms114].

f) Le géne ATM (Ataxie télangiectasie)
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Swift a émis I'hypothése que les sujets hétéromgpour le gene ATM, donc ne présentant pas le

phénotype ataxie télangiectasie, avaient un risgigenenté de développer des tumeurs communes,
et notamment des cancers du séin5| .1ls estiment que 3,5 & 7.5 % des tumeurs commemes
développeraient dans un tel contexte. Des délédans la région du locus ATM ont été retrouvées
dans des cancers du sein sporadiues,117].

6) L’intérét d’'un diagnostic moléculaire d’'une prédisposition

génétigue au cancer du sein et /ou de I'ovaire :
Excepté la mise en évidence d’'une mutation conistitnelle, il n'existe pas d’examen spécifique

capable de diagnostiquer une prédisposition héiéeliau cancer du sein.

Un test génétique de qualité couvrant 'ensembke diux genes connus BRCAL et BRCA2, est
indispensable a la prise en charge de ces patlepesmettra d’'une part, de confirmer le diagnosti
de prédisposition héréditaire au cancer du seim Ehpatient, permettant 'adaptation de traitement
et la prévention et d’autre part, de proposer dagnstics prédictifs pour les membres de sa
famille. Cette approche consiste a rechercher lation associée a une prédisposition héréditaire
au cancer du sein et ou de l'ovaire chez une peesapparentée au malade mais qui ne présente
aucun symptéme. Le but est de pouvoir proposeupat gorteur une surveillance attentive ou une

thérapeutique adaptée et de rassurer le sujgtardeur de la prédispositiofi5]

7) Le diagnostic présymptomatigue : démarche entérét
Actuellement, aucune conclusion ne peut étre pauéde pronostic des cancers du sein associés a

BRCAL ou BRCA2, comparé aux formes sporadiquescd@rséquence, il n’existe pas de raison
pour envisager de traiter ces cancers de facogreiffe a stade égal des formes sporadiques. Il
semble cependant que les cellules ayant une pertendtion des genes BRCAL1 ou BRCA2 aient
une sensibilité accrue aux rayonnements ionisarasxechimiothérapiesis|

Récemment une équipe marseillaise a mis en évidgdifférences entre tumeurs liées a BRCA1
et tumeurs sporadiques. Les cancers du sein [ER@AL sont plus volontiers précoces, de haut
grade, avec des récepteurs hormonaux négatifsremeat associés a une composante intra-
canalaire, le type histologique médullaire sembie #ouvé en excéss]

Pour les cancers du sein liés a BRCA2, la sungtade et ageégaux est identique par rapport aux
formes sporadiques. Les récepteurs hormonaux teersadu sein liés a BRCA2 sont, a l'inverse

de BRCAL, plus volontiers positifs, ce qui corraspp@aux données de notre deuxieme famille.

8) Prise en charge
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La prise en charge a été largement discutée ercé;ramais du fait du caractere récent et du manque

de recul de cette activité, les positions peuvertoee évoluer rapidement18]. Les mesures
proposées pour la prévention et le dépistage gsotmées dans la figure 13. La surveillance repose
sur un examen clinique des seins des I'age de 0paiis sur des examens annuels d'imagerie dés
30 ans, voire dés 25 ans dans certaines familld®MLdont le bénéfice est bien démontrée et
malgré une spécificité moyenne qui s’améliore aeetemps, estl'avancée majeure des derniéeres

années|[119]. Elle permet une base de discussion plus équililndéiee les propositions de

surveillance et de prévention chirurgicale

Prewvention

= Mammectomie bilatérale

= Annexectomie bilatérale

= Pas d'AMM pour le tamoxiféne en France

Depistage sein

- Examen clinique 2 a 3 fois par an dés 20 ans

= Mammographie annuelle des 30 ans

= Echographie mammaire annuelle dés 30 ans

= |RM mammaire annuelle {dans le cadre en France d'un PSIT :
programime de soutien a 'innovation thérapeutique)
{en évaluation au moment de |'expertise)

Depistage ovaire
- Echographie pelvienne endovaginale et Doppler couleur une fois

par an dés 35 ans

Figure 13:Mesures de prévention et dépistage des cancers dtirset de I'ovaire dans le cadre
d’'une mutation germinale BRCA1[120]

L’alternative chirurgicale, seule méthode aujoudi’lpermettant de diminuer drastiguement le
risque de cancer du sejn2l1], est adoptée par un petit nombre de femmes en Framse
préjudices douloureux, esthétiques, psychologigaesexuels sont cependant tres mal évalués.
Toute décision de ce geste doit étre largementutdiecet accompagnée par les différents
intervenants. L’annexectomie prophylactique (I'ogetomie seule ne peut étre conseillée en raison
du risque de cancer des trompes) est recommandékade de 40 ans, voire 35 ans si le projet
parental est accompli. Mais, en cas de mutatiorstdationnelle BRCA2, étant donné le faible
risque avant 50 ans, elle pourrait sans doute éffextuée plus tardivement. Comme dans la
population générale, ce geste chirurgical dimineéd % le risque de cancer du sein, surtout s'il

est pratiqué a un age jeune (avant 45 ans}|. Le principal probleme posé est la ménopause
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induite précocement et qui ne peut étre “substitedecas d’'antécédent de cancer du sein. Chez

une personne indemne, différentes solutions seutéist : du classique traitement substitutif a
faible dose durant une périodecourte, qui ne sempateéliminer le bénéfice de I'annexectomie
prophylactique[123], & ses alternatives de traitement symptomatiqueeffets de la ménopause,
dont la prévention et le traitement de I'ostéoperd@3duelle que soit la décision prise au cas par cas
'information claire de la patiente est essentielle

L'utilisation du tamoxiféne (un modulateur sélectds récepteurs des aestrogénes utilisé sous forme
orale dans le cancer du sgiour la prévention des cancers du sein chez lemésna risque reste
controversée. Quoi qu’il en soit, cette molécule récu aucune autorisation de mise sur le marché
(AMM) en France. La stratégie optimale de prisecharge des femmes “a haut risque” reste a
définir. Une analyse décisionnelle, étudiant Idéstefdes différentes stratégies isolées ou combinée
en termes de gain d’années de vie, en tenant codgpla qualité de vie, selon un modéle de
Markov, conclut au meilleur gain pour la procédarammectomie et ovariectomie. Cependant, si
'on tient compte des avis des patientes interregisns une étude hollandaise, la majorité opte

pour une surveillance des seins couplée a uneemtamie avant 40 anso].
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Ce mémoire a

ete réalise au
laboratoire de
génétique médicale
et

d’oncogénétique au CHU Hassan Il de Fes, ou lelysasmgénétiques effectuées s’inscrivent dans
le cadre d'un travail pluridisciplinaire entre lergice d’oncologie et de gynécologie de CHU

Hassan Il de Feés.

Vu la fréquence élevée du cancer du sein, une ttatisn d’oncogénétique couplée a un test

géneétique devient indispensable pour permettre mg@oger un diagnostic de prédisposition

héréditaire au cancer du sein et/ ou de l'ovairettaCapproche permettra d’offrir une meilleure

prise en charge de cette population a risque ¢ptén du cancer du sein, sensibilisation des sutre
membres de la famille, dépistage précoce) toutaghamt qu'un cancer découvert au tout début
peut étre guérissable dans plus de 90% des cas.

A ce jour, seule lidentification d’'une mutatioergninale d’un gene de prédisposition (BRCAL ou

BRCAZ2) permet de confirmer le diagnostic d’'un cande sein héréditaire avec des implications

cliniques essentielles pour le patient et sa famtn effet, la mise en évidence d’'une mutation

pathogénique chez un patient permet sa recherchaetrea prédictif, chez les membres
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asymptomatiques de sa famille. Les non porteurka damille pourront ainsi étre rassures et les

porteurs étre pris en charge et surveillés de maeiicace.
L'objectif de I'étude est d'évaluer limportance didle que joue le gene BRCALl dans la
carcinogenese de 22 patientes marocaines non ap@ese ayant toutes développé un cancer du
sein et/ ou de l'ovaire et pour lesquelles un étham du sang avait été réceptionné dans notre
laboratoire.
La sélection de ces 22 patientes s’est effectuldm seur histoire personnelle et /ou familiale en
retenant comme criteres principaux :
v I'age au diagnostic : les patients doivent avoidge moins de 50 ans.
v la présence d’autres tumeurs: en plus du canceseitie la patiente devrait présenter un
autre type de cancer tel que celui de I'ovaire wealon.
v la bilatéralité du cancer du sein : les deux seam atteints du cancer.
v l'atteinte d’'un sujet de sexe masculin: un homnteir&t du cancer du sein, implique
automatiquement que ce dernier est de type héirédita
v la présence de cas de cancers du sein et ou daréoshez au moins un apparenté du
premier ou du second degré du patient.

Chacun de ces criteres a été établi pour I'enseadsepatientes afin d’évaluer leurs impacts
dans le dépistage des formes héréditaires et muwopr dans le futur, repérer et sélectionner de
facon plus efficace les familles porteuses de rnurtatgerminales de BRCAL.
La stratégie moléculaire adoptée repose sur leerebe des mutations par la techniqgue PCR suivie
d'un séquencage bidirectionnel de I'exon 11 duegBRCAL, dans le but de rechercher des
mutations germinales responsables du cancer du ete/ ou de l'ovaire chez les familles

marocaines.
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Materiel & meéethodes

A-Matériel

1. Echantillonnage

a. Critéres d’inclusion :
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Dans ce travail, des patientes marocaines prégdatasymptémes cliniques du cancer du sein

et les critéres d’inclusion ci- dessous ont étéutées.

» 3 cas ou plus de cancer du sein ou de l'ovaire ttan®me branche familiale, un cas
étant apparenté au premier degré aux deux autnesauw deuxieme degré en
transmission paternelle.

» 2 cas de cancer du sein ou de I'ovaire déclarést éége de 35 ans chez les apparentés
au premier degreé entre eux.

» l'adge au diagnostic (avant 50 ans),

> la présence d’autres tumeurs, la bilatéralitéahcer du sein,

> [latteinte d’'un sujet de sexe masculin

Les tableaux VI, VII, 11X et IX regroupent les pdipales informations cliniques justifiant I'analyse
moléculaire du géne BRCAL chez les 22 patienteingds du cancer du sein héréditaire.

b. Patientes

Tableau VI : Données cliniques personnelles et falizles des 22 patientes sélectionnées
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Famille
1
Age 36
Antécédent Tante
familiaux mat:C.Sein
Cancer du sein Non
Bilatéral
Cancer du sein Non
gauche
Cancer du sein Oui
droit
Taille de la 25 mm
tumeur
Diagnostique CCI
histologique
Cancer du sein Non
inflammatoire
SBR ITIT
Chirurgie Tumorecto
mie+
Patey droit
Radiothérapie Non
Chimiothérapie Oui
Présence d’autres Non

cancers

Famille
2

49

*Sceur,tante
pat+ grand
mére pat

C.colon

*Pére, oncle:

C. hépatique

Non

Non

Oui

CccT

mastectomie

C. colon C.
endometre

Famille
3

36

*Tante :C. S
*Couisine
Pat :C. S

Tante mat :C

de I'Os

Non
Oui
Oui
QSE :1,5cm
QIE :2cm
CCI

Non

I

mastectomie

Non
Oui
Non

Famille Famille
4 5
25 33
*Sceur : C. *Cousine :‘fumeur
colon osseuse
*Frére :ostéosa
rcome
*Tantes
mat.C.S+Ccereb
rale
Non Non
Oui Non
Non Oui
2/15/15cm
CCT CCI
Non Non
IT IT
Patey Pyramidectomie+c
urge
Oui Non
Oui Oui
Non Non

Famille
6

42

3 cousines
mat :C. Sein

Non

Oui

Non

5x3x3 cm

CCT

Non

IT

Patey

Non
Oui

C. de l'ovaire

N .B : CCI = Carcinome canalaire infiltrant

Tableau VII : Données cliniques personnelles et faitiales des 22 patientes sélectionnées (suite)

7 8
Age 34 41
Antécédents *Sceur : C. d’estomac
familiaux *Mére : C. poumon

9
40

*Pére+oncle :
C. pancreas

10 11
42 38
*2 Sceurs : *Sceur et tante

cancer du sein mat : cancer du

le
12

50

*Tante mat + 3 tantes
pat décédées par C.
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Cancer du sein
Bilatéral

Cancer du sein
gauche

Cancer du sein
droit

Taille de la
tumeur

Diagnostique
histologique

Cancer du sein
inflammatoire

SBR

chirurgie
radiothérapie
chimiothérapie

Présence d’autres
cancers

Oui

Oui

Oui

SG: CCI
SD :carcinome
lobulaire infiltrant

SG: |
SD: |
Tumorectomie

Non

Oui

Oui

Oui

SD :4x2.5¢
m
SG :3.5x2¢c
m
Hyperplasie
canalaire et
lobulaire
simple

SD: |
SG:

Patey droit
Patey gauche

Oui

Non

*Oncle :C.
estomac
*2tantes+cousin
e pat :C.sein
Non

Oui

Oui

CCl

Oui
Oui

Non

Non

Oui

Non

CCl

Oui

Non

Oui

Non

17x14x3cm

CCl

mastectomie

Non

sein métastatique

*cousine mat +grd

mere mat : stade
métastatique

Oui

Oui

Oui

CCl

Zonectomie

Non

N.B : CCI = Carcinome canalaire infiltrant

Tableau 11X : Données cliniques personnelles et faifrales des 22 patientes sélectionnées (suite)

Age

Antécédent
familiaux

Cancer du sein
Bilatéral

22

*2 tante mat+cousine

mat :C.S

*1 tante mat :C de

cerveau

22

Mere et
tante
mat :C.S

*Oncle pat :lymphome

Oui

30

RAS

Non

43

RAS

Non

35

RAS

Non
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Cancer du sein Oui - - Oui Oui Non

gauche

Cancer du sein Oui - - Non Non Oui

droit

Taille de la SD :6,5a 18x17 mm - - 1,5/1,2/1,1 -

tumeur SG :8,23 28 x12 mm cm

Diagnostique Fibroadénome juvénile cal CCl CCl CCl CCl

histologique

Cancer du sein Non Non Non Non Non -

inflammatoire

SBR 1l - - | 11 I

chirurgie Non - - Non Tumorectomie Patey
du SG

radiothérapie - - - Non - -

chimiothérapie - - - Oui Non Oui

Présence Non Non Non Non Non Non

d’autres

cancerS

N.B : CCI :carcinomecanalaire infiltrant

Tableau IX : Données clinigues personnelles et faiidles des 22 patientes sélectionnées (suite)

Famille Famille Famille Famille
19 20 21 22
Age 35 8 25
Antécédent *Oncle:C. - *Tante matC. sein ~ *Mére+cousinemat+d
familiaux estomac emi sceurC. S

*Mere : C colon
*Pére C. estomac
* 2 oncles mats :

2 neo solides

Cancer du sein Non - Non Non
Bilatéral
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Cancer du sein Non - Oui Oui
gauche

Cancer du sein Oui - Oui Non
droit

Taille de la 2.5cm - - R
tumeur

Diagnostique CcCl ccl CClI CCI
histologique

Cancer du sein - - - Non
inflammatoire

SBR I ] - ]
chirurgie Non - - Non
radiothérapie Oui - Oui Non
chimiothérapie Oui - Oui Non
Présence d'autres Non - Non Non
cancers

N.B : CCIl = Carcinome canalaire infiltrant

B- Méthodes :

1. Stratégie du travail :
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Notre travail repose sur I'extraction d’ADN a fadu sang total des différentes patientes,

suivie d’'une quantification par dosage spéctropmmetoique. L’ADN extrait est amplifié par la
suite par la technique de PCR (pour amplificatiorgdne BRCA1) et séquencé pour identifier

les mutations recherchée.

2. Prélevement sanguin et conservation :

Pour chaque patiente de la série d’étudeyréléevement de sang veineux a été réalisés(3 a
ml) dans un tube EDTA (Ethylene Diamine Tétra-apéti acide) puis stocké a +4°C. Les
prélevements restent anonymes et les sujets nepeen obtenir aucun bénéfice personnel.

Le patient doit aussi signer une fichecdasentement éclairg\nnexe 1),dans laquelle il

exprime son accord d'utiliser ce prélevement datade

3. Extraction d’ADN

3.1 Extraction d’ADN par sel a partir du sang total (salting-out)

a. Principe

L'ADN utilisé, comme matrice d'amplification powsl réactions PCR, a été extrait par la technique
classique de salting-Qute sang doit étre initialement et vigoureusemenliange a une solution
hypotonique pour faire éclater les globules rougieslysat est centrifugé et aprées élimination du
surnageant, le culot cellulaire, contenant les deytes, est traité par une solution de lyse des
Globules blancs (SLB) contenant la protéinase Kzyme qui digére les protéines cellulaires). Les
protéines seront par la suite éliminée spar I'mésfiaire d'une force ionique du NaCl (5 M) et la
précipitation de 'ADN génomique est effectuée alisant une solution d'éthanol absolu a froid (-
20 °C).

b. Réactifs nécessaires :

# Tris-EDTA 20 mM /5 mM
# Tris-EDTA 10 mM /1 mM
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SLB a +42°C(Annexe?2)

»

+ Protéinase K 10 mg/ml
+ NaCl5M

+ Ethanol 75% a +4°C
»

Eau Distillé stérile

c. Protocole expérimental :

L'extraction d'’ADN est réalisée a partir du séotgl, conservé dans un tube EDTA et stockeé a -

20°C. Une décongélation de I'échantillon est dodcessaire

i. Lyse des globules rouges
Une fois décongelé, le sang est récupéré dartsbe de 15 ml, traité avec deux volumes du
tampon d'extraction TE 20/5 (V/V), puis incubé ddasglace pendant 20 mn. Ces étapes
permettent la lyse des globules rouges. Aprés etoui, une centrifugation & 2500 tr/mn pendant 5
mn est réalisée, et le surnagent est ensuiter@imi
Les étapes précédentes sont répétées (ajout devdrumes de TE 20/5, incubation.....) jusqu'a
I'obtention d’un culot blanc ne renfermant quedésbules blancs.
ii. Lyse des globules blancs
Le culot est suspendu dans 3 ml de SLB (Solutiotyse des globules blancs), puis 100 ul de
protéinase K (10mg/ml) sont additionnés. L'incubatdure une nuit sous agitation douce a 42°C
iii. Dénaturation et précipitation des protéines et impuretés
Apreés l'incubation, 4 ml d'eau distillée stériledetnl de NaCl 5 M sont ajoutés, le tube est par la
suite homogénéisé, puis centrifugé a 3000 tr/mmui@en30 mn.

iv.  Précipitation et lavage de ' ADN
Le surnageant est récupéré dans un nouveau tube ¢, auquel deux volumes d'éthanol absolu
froid sont ajoutés. Aprés homogénéisation, "la msétiud’ADN se forme dans le tube. Cette

derniere sera récupérée dans un tube eppenddtfbdel, puis lavée a I'éthanol 75%.
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Apres évaporation pour éliminer toute trace dendiéol, 'ADN est dilué dans 200 ul de TE (Tris-

EDTA)puis stocké a +4°C pour toute utilisatioréukure (pour un stockage prolonge il est

préférable de conserver 'ADN a -20°C).
4. Dosage de '’ADN extrait:

La quantité d'ADN extraite est déterminée par sppbibtométrie. Les protéines absorbent a 280
nm alors que les acides nucléiques absorbent an@60Une unité de densité optique a 260nm
correspond a 50 pg/ml d'ADN double brin. La valeler I'absorbance a 280 nm permettra de
déterminer toute contamination protéique. L’exttB8DN sera considéré comme pur si le rapport
A260/A280 est compris entre 1.8 et 2.

Au laboratoire, le « NANODROP» (figure 13) est ig@l pour réaliser le dosage. Il suffit de
déposer dans I'appareil 2l d’ADN extrait pour etétiner sa concentration et obtenir la courbe qui

renseigne sur sa pureténnexe3s)

R

Figure 13 : Spectrophotométre NANODROP

5. Amplification du gene BRCA1 (exon 11) par réactionde polymérisation
en chaine

Les mutations germinales du gene BRCAL leéak au niveau de I'exon 11 recherchées etqui
conferent un risque accru du cancer du sein etaduer de I'ovaire chez les familles marocaines

sont les suivantes :
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Tableau X : Les différentes mutations recherchéesuaniveau du gene BRCA1

MUTATION EXON GENE ARTICLE
C.798-799delTT/917delTT 11 BRCA1l (TAZZITE &al., 2012)123]
c.2805delA/2924delA 11 BRCA1 (TAZZITE &al., 2012)123]

5.1 Choix des amorces:

Dans le but de rechercher les différentes mutatigmminales, une réaction de polymeérisation en
chaine a été mise au point.
Les séquences d’amorces, utilisées pour la rechalels mutations ¢.798-799delTT /917delTT,
€.2805delA/2924delA, dans I'exon 11 du géne BRCguht celles établies dans une thése
scientifique qui concerne le dépistage des mutatiun gene BRCAL des patientes atteintes du
cancer du sein et /ou de l'ovaife24]. Les séquences ont été vérifiées par alignemesd b
programme BLAST.

5.2 Technique de PCR:

a. Principe:

La PCR permet d'obtenir un grand nombre de copigsadyment a étudier. L'utilisation de la Taq
polymérase, purifiee a partir d€éhermusaquaticysa simplifié les protocoles. Elle permet
d'amplifier une région précise de I'ADN grace a xdeamorces d'orientation opposée et
complémentaires de la séquence adjacente a lanrédite. Cette réaction permet d'amplifier un
fragment d'’ADN par une succession de cycles datdeation de I'ADN, d'hybridation des amorces
et d'élongation pendant lesquelles la Tag polynecegsure la réplication de la séquence entre les

deux amorces (figurel4).
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L'ADN génomigue est représenté en bleu, La région de 'ADN
génomigue gue I'on souhaite amplifier est représentée en jaune,
Les amorces de PCR (dligonucléctides sont représentées an
vert,

Figure 14 : les étapes de la réaction de polymérisan en chaine

b. Réactifs nécessaires

Tl

[ La Taqgpolymérase est une protéine recombinante 4&®a, isolée de la bactérie
Thermusaquaticet clonée dan€.Coli. Une unité de Taq correspond a la quantité
d'enzyme nécessaire pour transformer 10 nmole®\d@® &n matériel acide insoluble. La

concentration de la Taq utilisée est 5 unité/ul.

(!

Tampon d'enzyme 10X (Kit Proméga)
Solution de MgGl (25mM) (Kit Proméga)
La solution de dNTP constituée de dATP, dTTP, dGIF®TP (100mM pour chacun)

L'eau recommandée pour la PCR doit étre de quatit pure.

(U

(!

Les amorces sont fournies a I'état lyophilisé, eelseront reconstituées avec du Tris-
EDTA (TE) pour avoir une solution mere de 200pmipl/puis une dilution avec de I'eau
ultra pure est réalisée afin d’obtenir une solufioale de 10 uM.
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¢. Milieu réactionnel et programme de PCR

Tous les éléments nécessaires a la réaction desBftRegroupés dans un tube eppendorf qui sera
soumis aux différentes températures. Ces cyclésrdpérature sont réalisés automatiquement dans

un thérmocycleur.

Figure 15 :

ThérmocycleurAppliedBiosystem 2700.

L'amplification est effectuée en 35 cycles qui gméicédés par une étape de dénaturation de 6 mn a
94°C.

Chaque cycle est constitué d’'une étape de dématur@ls5s) a 94°C, d'une étape d’hybridation
(30s) a une température spécifique et d'une étapeethsion (30 s) a 72°C.

Les températures d'hybridation déterminées pougueh@ouple d’amorces sont mentionnées dans
les Tableaux XI et XII.

Les 35 cycles d’amplification sont suivis d'unepéta’élongation de 10 min a 72°C, qui permet a la
Taq polymérase de terminer la synthése des brilefleqn'a pas eu le temps de finir pendant les
cycles précédents. La PCR est réalisée automatintettans un thérmocycleur Applied Biosystem
2700 (Figure 15).
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Tableau XI: Conditions de la réaction de PCR en utilisant le couple d’amorce
BRCA1 11-1R/F

Taille de I'amplifiat Amorce 1Forward (5>3") Amorce 1Revers (5>3")
404pb 5'-GCCAGTTGGTTGATTTCCACG3 5’-CCTTACTTCCAGCCCATCTG3’
Conditions expérimentales Programme PCR
Réactif Concentration V_(ul) Etape T(CC) Temps Cycles
Tampon 5X 4
MgClI2 25 mM 4 Dénaturation initiale 94°C 6 min 1
dNTP 10 mM 1
Amorces 11-1F 10 mM 2 Dénaturation 94°C 45 s 35
11-1
11-1R 10 mM 2
Hybridation 60°C 30s
H20 Qsp 10,6 Elongation 72°C 30s
Taq 5u/pl 0,4l
ADN 60 ng/ul 1 Elongation finale 72°C 10 min 1
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Tableau XII : Conditions de la réaction de PCR en utilisant le couple d’amorce BRCA1 11-2R/F

Taille de I'amplifiat Amorce 1Forward (5>3") Amorce 1Revers (5>3)
404pb 5’-GGGACTAATTCATGGTTGTTCC -3’ 5’-CCTAGAGCCTCCTTTGATAC-3’
Conditions expérimentales Programme PCR
Réactif Concentration | V_(ul) Etape T (°C) | Temps = Cycles
Tampon 5X 4
MgCI2 25 mM 4 Dénaturation initiale 94°C | 6min 1
dNTP 10 mM 1
Amorces 11-2 F 10 mM 2 Dénaturation 94°C 45 s 35
11-2
11-2R 10 mM 2
Hybridation 60°C 30s
H20 Qsp 10,6 Elongation 72°C 30s
Taq 5u/pl 0,4l
ADN 60 ng/ul 1 Elongation finale 72°C | 10 min 1

5.3 Visualisation des produits PCR :

a. Principe:

Le contrble des produits amplifiés se fait @l@ctrophorese sur gel d’agarose. L' ADN est une
macromolécule chargée négativement, de ce fadt,pelut migrer dans un champ électrique de la
cathode (-) vers I'anode (+) dans un tampon deatagr (TAE ou TBE).

Les échantillons sont mélangés au bleu de tpbdnol, colorant qui posseéde une masse
moléculaire faible et qui permet de détecter latfide migration.
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Lors de la préparation du gel d’agarose, |d BBromure d’éthidium), agent intercalant qui se

fixe entre les bases nucléiques a l'intérieur deldable hélice, est ajouté. Cette molécule est

fluorescente sous UV et permet de détecter lesnfeats d’acide nucléiques.

b. Réactifs nécessaire§innexe 2)
# Poudre d'agarose

& TBE 1X
& BET
# Solution de charge

c. Protocole expérimental

Dans un premier temps, un gel d'agarose dest%réparé (1g d’agarose + 50ml de TBE 1X).
Apres ébullition et addition de 2ul de BET, le gst coulé dans un moule, on y installe un peigne
qui sera retiré apres refroidissement du gel essdait & sa place des puits ou sera déposeé I'ADN.

Apres refroidissement, le moule est ensuisallé dans une cuve remplie du tampon de
migration (TBE 1X). Dans chaque puits un mélangé g de produit PCR et de 2 pl de solution
de charge sont déposés. La migration est réadisd¥ V et les bandes d'’ADN fluorescentes sont

visualisées sous UV.

6. Ségquencage du gene BRCAL :

6.1 Principe :
Le séquencage est un procédé qui permet d'obtes&duence nucléotidique exacte d'un fragment
d'ADN. Initialement appliquée par Fréderick Sangetfe technique a reconnu depuis, un énorme
progres consistant en l'utilisation de kits sp§oifis, marquage par quatre types de fluorochromes,
automatisation du processus...
Avant de procéder au séquencage proprement dit nécessaire de passer par des étapes de
préparation du produit a séquencer afin d'obtemirésultat optimal.

a) Purification par ExoSAP®(ExoStar 1-Step)
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ExoStar 1-Step €St congu pour une purification rapide et efficdes produits de PCR. Il comporte

deux enzymes hydrolytiques, l'exonucléase | (Exgui) dégrade les ADN simples brins et la
phosphatase alcaline de crevette (SAP) qui hydedBs dNTPs libres et en exces, sans interférence
avec les applications en aval. L'enzyme est aci@@°C et inactive a 80°C. Les fragments simples
brins inferieurs a 100pb sont ainsi dégradés.

+ Protocole expérimental

Dans un tube eppendorff de 0.2 ml, un volume dquij& la solution ExoSap est mis en présence
de 5,5 pl du produit PCR. Le mélange réactionnel d&posé dans le Thermocycleur. Le

programme spécifique de 'ExoSap suivant est |&haBleau XIII).

Tableau XIII: Programme de I'ExoSap

Stade Température Temps cycles
1 37°C 15 mn 1
2 80°C 15 mn 1
3 10°C © 1

b) Réaction de séquence par BigDye® Terminator v1.1 Cycle

Sequencing

La réaction de Sanger repose sur linocation aléatoire parlADN polymérase, de
didéoxynucléotides interrupteurs de chaine (ddNp#esents dans le milieu réactionnel et dont
chacun est marqué par un fluorophore spécifiquedutat un spectre d’émission spécifique. Une
analyse spectrale va différencier les difféerentertbchromes associés a la base correspondante et
donc définir la séquence nucléotidique du brin dM\itial. Les fragments d’ADN synthétisés
portent ce fluorophore terminal. On les appelle desminateurs d'élongation ou
"BigDyeTerminatorsou "Dye-labeledterminatdr

La technologie BigDyeTerminator (BDT) utilise unstme de transfert d’énergie par
résonance (FRET) entre deux fluorochromes fixédesuméme ddNTP et reliés entre eux par un

linker. Le premier est une fluorescéine (6 carblmorescéine) appelé fluorochrome donneur,
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commun aux quatre ddNTP, le second est une diahlodamine (dRhodamine) qui joue le role de
fluorochrome accepteur.

Le fluorochrome donneur est excité par un rayorrlasargon dont la longueur d’onde se
situe entre 488nm et 514,5nm. Son énergie de eboence émise (515-520nm) est captée
intégralement par le fluorochrome accepteur quersité a son tour. Le fluorochrome accepteur ou
dichloroRhodamine est différent pour chaque typdadTP.

ddNTP dichloroRhodamines Spectre d’émission
utilisées maximum
A dR6G 560-565nm
T dROX 615-620nm
C dR110 530-535nm
G dTAMRA 590-595nm

Le spectre de la fluorescence réémise sera aigsifspue de chaque type de ddNTP. Le
transfert du signal de la fluorescéine vers la adRinine permet une amplification de ce dernier et
par conséquent, une augmentation de la sensithdité technique (figure 16).

Fluorescéine : fluorochrome donneur

commun a tous les dANTP , .
Dichlororhodamine : fluorochrome

/ accepteur. spécifique du ddNTP

. FRET /
Laser - + [~
d’excitation —» Fluorescence emise
e
ddNTP

Figure 16 : mécanisme de la fluorescence par la tatigue du transfert d’énergie par

résonance.
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25 cycles d’amplification sont effectués dans krtmocycleur avec des conditions spécifiques a la

réaction de séquence. Un cycle correspond a :

# Une étape de dénaturation de 'ADNa 96°C pendant 10 secondes, pour obtenir
I’ADN sous forme simple brin.

+ Une étape d’hybridationa 50°C pendant 5 sec (température moyenne d’hylmda
pour la majorité des amorces utilisées).

+ Une étape d’élongation de '’ADNpar la taq polymérase a 60°C pendant 4 min.
Cette température faible ralentit la Taq et va d@égl I'équilibre pour permettre une
meilleure incorporation des ddNTP. Une fois I'éaje thermocyclage effectuée, il

est nécessaire de purifier la réaction de séquence.

i. Réactifs nécessaires
+ Kit de la réaction de séquence ABI®BigDye® TermamaV/1.1 cycle sequencing

Kits qui contient principalement:

+ Taq polymérase
+ dNTP
# ddNTP marqués
+ tampon
+ MgCL2

+ Produit PCR purifié

+ Amorces spécifiques

+ Eau stérile

i

ii. Protocole expérimental

> Le mix préparé est illustré dans le tableau XIV, 2 tubes sont préparés pour

chaque patient.

>
Tableau XIV: Volumes des réactifs du mix de la réaction de séquence
Tubes de réaction BigDye  Amorces Pr. PCR  Eau stérile  Volume
(V1)) 6mM (ul)  purifié (ul) (uh finale ()
Tube 1 F (contenant les amorces 2 1 4 3 10

Faculté des Sciences et Techniques - Fés
[=] B.P. 2202 — Route d’'Imouzzer — FES
& 0535602953 Fax: 0535608214



Université Sidi Mohammed Ben Abdellah
Faculté des Sciences et Techniques
www.fst-usmba.ac.ma FST FES
Tube 1 R (contenant les amorces 2 1 4 3 10
R)

» Le tube est incubé dans le ThermoCycleur et lerpragne suivant est lancé:

Tableau XV: Programme de la réaction de séquence

Stade Température Temps cycles
1 96°C 1 min 1
2 96°C 10s 25
50°C 5s
60°C 4 min
3 10°C 0 1

A la fin de la réaction, les tubes sont ré&eap, et les produits de la réaction de séquemnastfe

I'objet d’'une purification.

c) Purification de la réaction de séquence avec le Kit BigDye-

XTerminator :

Le kit BigDye® Xterminator™ permet la purificatiates produits de réaction de séquence
en capturant les dyes non incorporés dans la ofadis sels et autres molécules chargées qui
pourraient interférer lors de la détection des base le séquenceur.

Le kit contient : - un flacohSAM Solution” (stockage a T°ambiante)

- un flacor:XTerminator Solution (stockage a 4°C, ne pas coetgr)

+ Protocole expérimental

45 ul du produit SAM™Solution et 10 ul du produgigDye®XTerminator™Solution
préalablement vortexés pour suspendre les résirEs |€l du produit de la réaction de séquencage

sont déposés dans les puits de la plaque. La pksgjurise ensuite sous agitation Iégére pendant 30
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min, puis une centrifugation a 1000 tr/min pendamtinutes est réalisée. Le surnageant contenant

les fragments a séquencer est transféré dansitesdpua plaque du séquenceur.

6.2 Chargement de l'appareil :

La plague est placée dans le séquenceur (figurgui®st un automate d'électrophorese capillaire.
Ce dernier lance un flux électrique d'ions a trawen capillaire, ce qui entraine la migration des
fragments d'’ADN. Une fois arrivés au site de déectles quatre fluorochromes des ddNTP
terminaux seront excités. Suite a cette excitatibiague fluorochrome émettra une lumiére a une
longueur d'onde différente qui sera détectée puiseartie en séquence par le logiciel d'analyse des

séquences.

Figure 17 : Analyseur
génétique 3500Dx.
Ci- dessous un
exemple

d’enregistrement obtenu a partir du séquencewnsatique :

800 1850 1600 1650 {700 1750 1800 1850 1800 1850 2000 2050 2100 2150 2200 228

E 1 1 1 T1.111 ] 1111
TTCAAGGTTTCAAAG CGCCAGT CATTTGCTCTGTTTT CAAAT CCAGG AAATGCAG AAG AGG AAT

125 130 135 0 i 150 165 160 165 170 175 10 185
| | | | | | | | | | | | |

ot o
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Figure 18 : Exemple de résultat de séquencage

IIn'y a qu'une seule réaction de séquencage en présence des 4 ddNTP.
ADN matrice + dANTP + ddCTP fluorescent bleu + ddATP fluorescent vert + ddGTP

fluorescent noir + ddTTP fluorescent rouge.

7. Les outils de bioinformatique

v Logiciel BLAST

Le logiciel blast permet de comparer une séquencdéigue dite requéte a une banque de
séquences nucléiques sur les 2 brins, c'est-addireséquence étudiée (brin +) et son
complémentaire inversé (brin -).

Reésultats &

Discussions
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Il s’agit d’une étude rétrospective étalée entemriée 2010 jusqu’au février 2013. La population
etudiée est composée de 22 patientes originairks digion de Fes dont 'age varie entre 22 ans e
50 ans et qui présentent les critéres d’incluslmibées du cancer du sein familial.

Une consultation d’oncogénétique a été réalisée glmague patiente, au cours de laquelle le
meédecin généticien a établit un arbre généalegmpur chacune d’entre elles. (Exemple d’arbre
dansAnnexe 9.

Un prélevement sanguin a été par la suite réaégéyue de la recherche des mutations ¢.798-
799delTT/917delTT et c¢.2805delA/ 2924delA dangdae BRCAL (exon 11).

I. Dosage et qualité de I’ADN extrait

La qualité de I’ADN obtenu apres extraction requiert une importance majeure, car elle
influence directement sur la qualité des résultats des techniques de biologie moléculaire
(PCR, Séquencage) utilisées pour la recherche des mutations germinales du gene BRCAL.
L’extraction d’ADN a été réalisée par la méthode classique de « Salting- Out » a partir du
sang total des patientes étudiées.

Le rapport de l'absorbance DO260/DOz2s, est compris pour la plupart des échantillons
entre les valeurs 1,8 et 2, ce qui laisse conclure que ces extraits ne sont contaminés ni par

I"’ARN ni par les protéines et peuvent étre qualifiés de purs.

II. Laréaction de polymérisation en chaine et séquencage :

La PCR permet d’amplifier rapidement une portion précise d’ADN sur un

chromosome en ciblant précisément un locus particulier. Pour cela, il est nécessaire
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d’utiliser des amorces d’ADN complémentaires a la séquence du gene qui répondent aux
criteres suivants :
# IIs doivent étre spécifiques du gene recherché.
#+ La longueur doit étre comprise entre 18- 30 pb, car elle influe sur la température de
tusion, la température d’hybridation et la spécificité d’hybridation.
# Les amorces ne doivent pas s’autohybrider (self-dimer), ni s’hybrider entre elles
(dimer), ni former des structures en épingles a cheveux (hairpin).
#+ La différence de température d’hybridation entre le couple d’amorces, ne doit pas

excéder 2 a 3°C.

Les amorces utilisées durant ce travail sont :
» BRCA1_Ex11-1 F/R dont la séquence est :
5- GCCAGTTGGTTGATTTCCACG3’ (Amorce 1 Forward (5'>3")
5- CCTTACTTCCAGCCCATCTG -3(Amorce 1 Revers (5>3")
» BRCA1_11-2R/F dont la séquence est :
5- GGGACTAATTCATGGTTGTTCC-3' (Amorce 2 Forward (5'>3"))
5- CCTAGAGCCTCCTTTGATAC-3(Amorce 2 Revers (5'>3"))

Remarques
-Le premier couple d’allele encadre une séquendexien 11 de 404 pb (Fragment 1).

(Annexe 5)
-Le deuxieme couple d’alleles encadre une séquemtexon 11 de 418 pb (Fragment Qnnexe
5)

1) Optimisation de la réaction PCR réalisée avec le couple d’amorces
BRCA1 Ex11-1 F/ BRCA1l Ex11-1 R

Apres avoir choisi les couples d’amorces spécifiques du fragment 1 de 'exon 11 du
gene BRCALI, il est nécessaire d’optimiser la réaction PCR, qui permettra d’amplifier les

régions ou la mutation existe.
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Dans un premier temps, le protocole expérimental publi¢ dans un article Croate a été

adapté [126]. Le protocole est le suivant :

Tableau XVI : Conditions de la réaction de PCR en utilisant le couple
d’amorce BRCA1 11-1R/F

Conditions expérimentales Programme PCR
Réactif Concentrat A% Etape T Tem Cycles
ion (ul) (°C)  ps
Tampon 10 X 2,5
MgClI2 50mM 1 Dénaturation 94 8 1
dNTP 200 uM 1 initiale °C min
Amorce 11-1F 10 mM 1 Dénaturation 94°C  45s 35
s
11-1 11-1R 10 mM 1
Hybridation 60°C 45s
H20 Qsp 17,3 Elongation 72°C  45s
Taq 1 u/ul 0,2ul
ADN 250 ng/ul 1 Elongation finale = 72°C 10 1
min

L’amplification du gene BRCA1 en utilisant les amorces BRCA1_Ex11-1_F/ BRCA1_Ex11-
1 R, de deux patientes3 et m4 a donné le profil électrophorétique suivant :

800pb i:
350pb

Figure 19 : Profil d’électrophorése sur gel
d’agarose 2% des produits d’amplification par
PCR du géne BRCA1 (amorces BRCAl1 Ex11-1 F/

BRCAl Ex11-1 R).

404 pb

Bande parasite 250 pH

Les résultats montrent que les conditions adaptgesrmettent d’avoir une bande parasite
supplémentaire, ceci montre gue le protocole sw@eessite encore des mises au point.
La modification de certains parametres tels que vidumes, et les concentrations des réactifs,

n’ont pas améelioré le résultat.
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Pour cela, le protocole cité dans (le tableau X)sda partie « matériel et méthodes » est cglua
ete adaptée.

Le premier essai a été réalisé a partir de 'ADN dtux patientes. Différentes concentrations
d’ADN (250 ng/ul, 100 ng/ul, 60 ng/ul) ont ététeess.

Les résultats obtenus sont représentés dans & givante :

Patiente 1
Figure 20 : Electrophorése sur gel d’aga Patiente 2 dification par PCR (amorces BRCA1 Ex11-

)\

[
|

B0 100 250 6F 100F 250 T  MT

800pb

404 pk

350pb

Amorces

1 F/BRCA1 Ex11-1 R) en utilisant différentes caortcations de 'ADN

T : témoin négatif

MT : marqueur de taille Lader (promega)nexe 6)

L'utilisation de différentes concentrations d’ADNomtre que seule la concentration de 60 ng/ul a
donné une bande visible sur le gel d’agarose. [&miBgité de la séquence d’ADN amplifigke
taille 404pba été confirmée par comparaison aux marqueursite ta

L'utilisation des deux autres concentrations d’ADNONg/ul et 250ng/ul) se traduit par une
absence totale de la bande amplifiee. Ce résalt#d conclure qu’'une forte concentration d’ADN
peut inhiber la réaction de PCR.
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B Laréaction de PCR en utilisant les amorces a une concentration de 10 pmol/ul

Dans cet essai, le protocole utilisé est celui ilédtans les tableaux X et Xl dans la partie
« matériel et méthodes » mais en utilisant les aesa une concentration de 10 pmol/ul.

La PCR a donné une amplification spécifique powsque toutes les patientes en utilisant les
amorces BRCA1 Ex11-1 F/ BRCAl1l Ex11-1 R. Les prsddiamplification ont été visualisés
sous UV apres électrophorese d’agarose et la gpgcidles produits amplifiés (bande de 404 pb) a

été confirmée par comparaison a des marqueurslige ta

Le résultat de la réaction d’amplification eststiké dans la figure suivante

800pk 404pb
Amorce F
Amorce R
350pb

Figure 21 : Electrophorése sur gel d'agarose 2% des prodiaitspification par PCR en utilisant les amorces
BRCA1 Ex11-1 F/BRCA1 Ex11-1 R etavec une conegiotn d’'amorces de 10 pmol /ul.

T : témoin négatif
MT : marqueur de taille Lader (Proméga) (Annexe6)

1+2+3+4...cuenneen.n. +12 = patientes
404 = bande amplifiée
Le résultat illustré dans le profil électrophorétigmontre que le produit amplifié, dans le butre’'ét

séquence, ne contient pas de contaminants, etagiadlle recherchée du produit d’amplification
(404 pb) a été obtenue.

Par ailleurs, le profil montre que le couple d’aoeomigre séparément. Cette observation peut étre
due a une hybridation aspécifique. Pour remédieceaprobléme, une diminution de la

concentration des amorces (8 pmol/ul) pourraitf@verable.

Modification de la concentration des amorces :

La méme réaction que précédemment a été réalisée, mais avec une concentration
d’amorces plus faible (8pmol / ul). Le résultat obtenu est illustré dan la figure ci-dessous :
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2652pb

800 pb j>¥>

el

350pb

Figure 22 : Electrophorese sur gel d’agarose 2% des produitsglification par PCR en utilisant les amorces
BRCA1 Ex11-1 F/BRCA1 Ex11-1 R apres modificati@nl@ concentration des amorces.

Le résultat obtenu a partir de I'électrophorésentmeoque la diminution de la concentration des as®r
a été en faveur de la disparition du profil précedséparation des deux amorces).
Les bandes n’étant pas bien claires, un changeteetaimpon de migration (TBE) a été réalisé. La

modification de ce paramétre a adonné le profitédphorétique suivant :

2652 pb |

200 pb

Figure 23 : Electrophorése sur gel d’agarose 2% des prodiaitsgification par PCR en utilisant les amorces
BRCA1 Ex11-1 F/BRCAl1 Ex11-1 R apres changememam@on de migration.

Faculté des Sciences et Techniques - Fés
[=] B.P. 2202 — Route d’'Imouzzer — FES
& 0535602953 Fax: 0535608214



Université Sidi Mohammed Ben Abdellah
Faculté des Sciences et Techniques
www.fst-usmba.ac.ma FST FES

Figure 24 : Electrophorése sur gel d’'agarose 2% des produitsplification par PCR en utilisant les amorces
BRCA1 Ex11-1 F/BRCA1 Ex11-1 R apres modificati@tampon de migration.

Les résultats obtenus montrent que l'utilisationndtampon de migration fraichement préparé et
filtré, permet d’avoir une meilleure visualisatioles bandes, dont la taille correspond a celle
recherchée et qui est 404 pb.

En résumé, les parametres de la PCR mis au gaigistent en une concentration d’ADN de 60
ng /ul et une concentration des amorces de 8prhobiec une température d’hybridation des
amorces de 60°C.

Le produit d’amplification par PCR étant de bonoeldé, le séquencage peut alors étre réalisé.

2) Séquencage des produits d’amplification obtenus par le
couple d’amorces BRCA1_Ex11-1_F/ BRCA1_Ex11-1_R

Les ADN amplifiés correspondant a une séquence de I'exon 11 du gene BRCA1 et dont le
controle par électrophorese a été positif, ont été séquencés afin de mettre en évidence la

présence ou "absence des mutations recherchées touchant 1'exon 11.
Les deux figures suivantes correspondent a un gbeeties résultats du séquencage des fragments

amplifiés par les couples d’amorces BRCA1 Ex11/BRCA1 Ex11-1 R.

Séquence amplifiée par le couple d’amorces BRCA1 Ex11-1 F/ BRCA1l Ex11-1 R

La mutation recherchée

C.798-799delTT/917delTT
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Figure 25 : Electrophorégramme de la séquence amplifiée par le couple d’amorce BRCA1_Ex11-1_F/

BRCA1 Ex11-1 Rt séquencée par I’amorce BRCA1 Ex11-1 He la patiente 19

Séquence amplifi€e par le couple d’amorces BRCA1_Ex11-1 F/ BRCA1 Ex11-1 R

1050 1100 1150 1200 1250

| | | e 120 | /\!:3'50 HIUU : HI50 |5IUU 15I50 WSIUU 1850 WIUU WFU
T T T T T e T T T T T T T T e T
AGTAATAAACTGCTGTTCT CATGCTGT/AATGAG CTGECATGAGTATTTGT GCCACATGGCT CCACA

15 130 135
| | | |

=
S

b | |
400

300

Sttt Mool

Figure 26 : Electrophorégramme de la séquence amplifiée par le couple d’amorce BRCA1_Ex11-1_F/
BRCA1_Ex11-1 Ret séquencée par 'amorce BRCA1_Ex11-1_ e la patiente 19

BLAST.

La figure suivante correspond au résultat de I’alignement de la séquence
BRCA1_Ex11_1F/R avec la base de données (BLAST).
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Homo sapiens breast cancer 1, early onset (BRCA1), transcript variant 1, mRMNA
Sequence ID: reflMM_ 007294 3| Length: 7224 Humber of Matches: 1

Range 1: 902 to 1209 GenBank Graphics

Score Expect _tdentities T Gaps Strand

569 bits(308) Je-160 ‘/\308}'308(100“}%) ) 0/308{0%) Plus/Plus

Query 1 ECTGCTTETEAATTTTCTéigﬁfEEETETEEEAAATACTEAACATCATCAACCCAGTAAT a0
PEEEETE e et e r e e et e et ettt el

Sbjct 902 GCIGCTTGIGRARTTTICTGRGRCGGATGTARCARATACTGRRCATCATCARCOCAGTART 9461

Query 61 AATGRTTTGRAACACCACTGAGRAGCETGCAGCTGAGAGGCATCCAGRRAAGTATCAGEET 120
FEEEErrerr e ettt e et et r ettt

Sbjct 962 AATERTTTGRACACCACTGAGRAGCETGCAGCTGRAGRAGECATCCAGRRRAAGTATCRGEET 1021

Query 121 AGTTCIGIITCARACTTGCATGTGEAGCCATGTGECACARATACTCATGCCAGCTCATTA 180
FEEEErrerrrrrrrrt ettt et

Sbjct 1022 AGTICIGITICARLCTIGCATGIGEAGCCATGTGECACARATACTCATGCCAGCTCATTA 1081

Query 181 CAGCATGRGRRCACCAGTTTATTACT CACTARAGACAGLATGARTETAGRRARGECTGRAR 240
Prrrrererrrrrrrrt ettt e e el

Sbkjct 1082 CAGCATGAGRRCAGCAGTTTATTACTCACTARRGRCRGARTGRATGTAGRADAGECTGRAR 1141

Query 241 TTCTGTARTRRAR R GCRAR AR GOCTGECTTAGCARGEAGCCRARCATRARCRGRTEEECTGEE 300
P rrrrerrrerr e r et r et e e et e e ettt

Sbkjecr 1142 TICTGTRAATARRRGCRARRCAGCCTEECTITAGCARGGAGCCARCATRARCAGATGEECTGEE 1201

Query 301 AGTRRGER 308
[REREREN

Sbkjct 1202 AGTRAGGER 1209

Figure 27: Alignement de la séquence amplifiée par couple d'amorces BRCA1 Ex11-1 F/

BRCA1l Ex11-1 R avec celle de la base de donnéesEB).

Aprés l'obtention de la séquence du géne étudigpets I'alignement avec la séquence de la
banque de données du logiciel « Blast », la conguarade la séquence requéte amplifiée par le
couple d'amorcesBRCA1 Ex11-1 F/ R avec celle de la banque de données du logici¢hst B
montre un pourcentage d’identité de 100% aveédaance attendue du geBRCAL.

Conclusion: Sur les 22 patientes étudiées, aucune ne présemtetation recherchée par le couple
d’amorce utilisé. Aucune mutation de polymorphesimu autres n’ont été détectées chez ces

patientes

3) Optimisation de la réaction de polymérisation en
chaine en utilisant le deuxiéme couple d’amorce:

Dans cette partie, la PCR a été mise au pointiksant le méme protocole que celui adapté pour
le premier couple d’amorce. Les conditions d’ojpgmtion sont représentés dans le tableau XI dans
la partie « matériel et méthodes ».
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Les produits d’amplification ont été visualisés s&lV apres électrophoréese d’agarose a 2%, et la
spécificité des produits amplifies (bande de 418pb¥té confirmée par comparaison a des

marqueurs de taille.

Les résultats de migration du produit PCR apredifiogtion est présenté ci-dessous :

2652 pb

418 pb

800 pb

350 pb

Figure 28 :Electrophorése sur gel d’agarose 2% des produaitsglification des 22 patientes par PCR en utilidas
amorces BRCA1 Ex11-2 F/BRCA1 Ex11-2 R

2652 pb

800 pb

350 pb

Figure 29 : Electrophorése sur gel d'agarose 2% de la sugedmuits d’amplification des 22 patientes par RBOR
utilisant les amorces BRCA1_Ex11-1 F/ BRCAl Ex1R1
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Figure 30 : Electrophorése sur gel d’'agarose 2% des produaitsglification des patientes dont on avait
pas de bandes dans la PCR précédente en utiksaatriorces BRCA1 Ex11-2 F/ BRCAl1 Ex11-2 R

On observe des bandes dont la taille correspomdébéelle des bandes attendues (418pb).

4) Séquencage des produits d’amplification obtenus par les
couples d’amorces BRCA1_Ex11-2_F/ BRCA1_Ex11-2_R

Les ADN amplifiés correspondant a une séquence de I'exon 11 du gene BRCA1 et dont le
contrdle par électrophorese a été positif, ont été séquenceés afin de mettre en évidence la

présence ou ’absence des mutations recherchées touchant I’exon 11.
Les figures suivantes correspondent aux résufiaséquencage des fragments amplifiés par les
couples d'amorces BRCA1 Ex11-2 F/ BRCA1l Ex11-2 R.

La mutation recherchée

c.2805delAR924delA

7
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' 3880 3600 3660 3700 3750 3800 3850
1
AAGCCTGTACAG ACAGTTAATAT  CACTGC.
295 300 306 310 15 320

AN A AP A N AN ASAAANAN N

Figure 31 : Electrophorégramme de la séquence amplifiée par le couple d’amorce BRCA1_Ex11-2_F/
BRCA1_Ex11-2 Ret séquencée par ’'amorce BRCA1_Ex11-2 Fde la patiente 2

La figure suivante correspond au résultat de I’alignement de la séquence
BRCA1_Ex11_2F/R avec la base de données (BLAST).

Homo sapiens breast and ovarian cancer susceptibility protein (BRCA1) mRNA, BRCA1-2201T/2430C/2731T/32
Sequence ID: gblAYT51490.1] Length: 5524 Humber of Matches: 1

Range 1: 2497 to 2852 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
658 bits(356) 0.0 356/356(100%) 0/356(0%) Plus/Plus
GRCATGRRAGTITARCCRCAGT

fuery 2 IT GRRACRRGCATAGARRTGGRAGRARGTGRACTIT &l
Il PR e e e et
GARACRRGCATAGARATGGRARGRARRGTGARCTT 2554

G CGG
FEEETELEE LT et

Sbjct 2487 GEGACATGRAGTTARCCACAGTCGE

Query 62 GATGCTICAGTATTIGCAGRATACATTCRARGETITCARAGCGD
FTELELEEEE e e e bbb e e e et

Sbjct 2557 GRIGCTCAGIATTIGCAGRAATACATICARGGITICARAGCGC

CAGICATTIGCICIGITT 121
AN ENNRNRERERNNy
CAGICATTIGCICIGITI 26lé

Query 122 TCRARTCCAGGRARATGCAGARGRAGRARTGTGCRAACATTICTCTGCCCACTCTGEGTCCTIA 181
IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
Sbjct 2617 TICARATCCRAGGARATIGCAGRAGAGGRRIGIGCRACATICTCIGCCCACICIGGGICCIIRA 2676

fuery 182  ARGRARCRRAGTCCRARAGTCACTITIGRAATGTGRACARARGGARGRARATCRAGGRARAG 241
FELETET e e e e e e e e e e e e e e e bl
Sbjct 2677 ARGRRACARAGTCCRARAGTCACTITTGARTGTGARCRARAGGRAGRRRATCRAAGGRARG 2734

fuery 242  ARTGAGTCTIRATATCRAAGCCTGTACAGACAGITARTATCACTGCAGGCTITICCIGIGGIT 301
FELETELEE e e e e e e e e e e e e e e e e et

Sbjct 2737 ARTGAGTCTRARTATCARGCCTGTACAGACAGTITAATATCACTGCAGGCITICCIGIGGIT 2794

fuery 302 GETCRGRARGRTRAGCCAGTIGATRAATGCCRRRTGTAGTATCARRGGRGECTCTAG 357
PELETERET e e e e bbb e e e e e e el

Sbjct 2737 GETCAGAARGATRAGCCAGTTGATAATGCCRRATGTAGTATCRARAGGRGGCICTAG 2852

Figure 32: Alignement de la séquence amplifiée par le owuplamorces BRCA1l Ex11-2 F/
BRCA1l Ex11-2 R avec celle de la base de donnéeaEB).
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L’alignement avec la séquence de la banque de dsnméntre que la séquence amplifiée par le
couple d’'amorcesBRCA1 Ex11-2 F/ R présente un pourcentage d’identité de 100% aaec |
séquence attendue du g@RRCAL.

On peut conclure que les patientes sélectionn@eprésentent pas la mutation recherchée.

Cependant, une substitution au niveau d’'un auttd®on a été mise en évidence.

Séquence amplifiée par le couple d’amorces BRCA1 Ex11-2 F/ BRCA1 Ex11-2 R

i [ | 1
CGCCAGT CAT TTGCTTC‘TGTTTT CAAAT CCAGG AA/

[
Hl'l:l 115 15|III “ “ 15|5 1E|iIJ IEliE 1Ii'EI

sl

Figure 34 : Electrophorégramme de la séquehcﬂé amplifiée par le couple d’amorce BRCA1 Ex11-2 F/
BRCA1 Ex11-2 Ret séquencée parl’amorce BRCA1 Ex11-2 Fde la patiente 2

oDequence ampliriee par le couple d amorces bRCAL EX11-Z F/ BRKCAL BX11-Z K

Le polymorphisme
C.2612G>A

(T
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orce BRCA1_Ex11-2_F/
la patiente 2

piens breast cancer 1, early onset (BRCA1), transcript variant 1, mRMNA
p: refitdf_ 007294 3| Length: 7224 Number of Matches: 1

Range 1: 27290 to 2084 GenBank Graphics

Score

552 bits(353)

%]

Query
Sbjct 2729
Query 62

Sbjct 2789
uery 122
Sbjct 2849
Query 182
Sbjct 2909
Query 242
Sbjct 2969
Query 302
Sbjct 3029

J el

Expeact Identities Gaps Strand

0.0 355/356(99%) 0/356(0%) Flus/Plus
TTGEEACATGALGTTARCCACAGTOGEE! CRARGCATAGRRRTGGRALGRRRGTERACTT &1
FEETEEErerrrrrrr ettt e e e e ettt
TTEEG EAIGAAGIIAACCAEAGICGGGAAAHAAEEAIAaAAAIaaﬁAaAAAaIaAACII 2788

GATGCTCAGTATTTGCAGRATACATICAAGETTTC GCGCCAGTCATTTIGCTICTGTIT 21
RN N N NN NN N NN Ny
GATGCICAGTATITGCAGRRATACATTCARGETTTCARAGCGCCAGTIC IIa_ICCGII 28438
TCARATCCAGGARATGCAGRAGAGERAAT ST GCARCATTCTCTGCOCCR
||||||||||||||||||||||| FETTEEr e rrrrerenrtl
TCARRTCCAGGRARATGCAGRAGAGEAAT ST GCARCATTCTCTIGCOCC

ARG AR R TR R TR CTTITGAATCTGALCAR R A G AR R AR TCRARGE = 241

IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
ARG AR T AR R TR CTTTTGRATCTGRALCAR R A EER AER R R TCR DGR G 2948

RAATGAGTCTRARATATCARGCCTGTACRAGRCAGTTRARATATCACTGCAGGCTTTCCTIGTGETT 301
FErrrrererrrrrrrr et rrr e e e et r ettt r et el
AATGAGTCTARTATCARGCCTGTACAGACAGTTAATATCACTGCAGECTITCCTGTIGEIT 3028
GETCAGARRGATALGCCAGTTGATARTGCCARATGTAGTATCARAGGAGECTCTAG 357
PEErrrrrrrrr ettt ettt rrrrrrnl
GETCAGARRGATALGCCAGTTGATAATGCCARRTGTAGTATCARAGGAGECTCTAG 3084

Vi) 2 21 20 2l Zil 2l el 2l F'. ure 36:
! Alignement de
TR | séquence
- amplifiée par le

TCTGCATTTCCTGGATTTGAAAACAGAGCAAATGACTGGCGCTT couple

2|UU

~ d’amorces
2|05 2|IU 2|15 2|20 2|25 2|30 2?5 ' BRCA1 Ex11-

mnmmh Ml
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2_F/BRCA1 Ex11-2 R dans BLAST

L’alignement de la séquence amplifiee avec le iegBLAST a montré une substitution du
nucléotide C par le nucléotide T sur le codon &7dtte substitution conduit au changement de
I'acide aminé proline en leucine (annexe) ayamt inmportance fonctionnelle inconnue dans I'exon
11.

Il s’agit du polymorphisme.2612C>Tqui a été retrouveé chez 5 patientes sur 22, sétt @6s
patientes étudiées. Cette altération n’est pagatéléomme il a été déja décrit dans d’autres
articles et chez d’autres populationsz|

Ce type de substitutions est également retrouve dée patients sains23].

Conclusion et

Perspectives
T
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A travers I'étude réalisée dans le cadre de ce amwémlimportance du réle joué par le gene
BRCAL dans le développement du cancer du sein d&diovaire chez 22 patientes, sélectionnées
selon une probabilité élevée du cancer héréditae évalué.

Py

Durant ce travail, les étapes suivantes ont étéséés :

+ La mise au point de la réaction de polymérisationckaine des deux couples d’amorces
BRCA1_Ex11-1F/R et BRCA Ex11-2 qui permettent Ifdification des fragments cibles
du gene BRCAL.

% Seéquencage des produits de PCR amplifiés par lesspiamorces BRCA1_Ex11-1F/R et
BRCA_Ex11-2.

« Confirmation de l'absence des deux mutations retiéms chez les 22 patientes

sélectionnées.

Le diagnostic de prédisposition conduira a la neisglace d’'une surveillance mammaire clinique
bi -annuelle des I'dge de 20 ans, puis d’'une slianeie annuelle par imagerie dés I'age de 30 ans,
voire des 25 ans si un premier diagnostic a eudans la famille avant I'age de 34 ans.

Un test génétique peut étre propose si la fibtgade prédisposition du cas index est d’au reoin
25%, ce qui correspond a une probabilité de déeaiune mutation comprise entre 10 et 16%

selon qu’il s’agisse d’'une famille de type cancersein seul ou cancer du sein et de I'ovdiié&]

Pour élargir la surface de I'étude, et comme petspe les recommandations suivantes peuvent
étre proposées :

» Augmenter la taille de I'échantillonnage pour |legigntes.

» Centraliser I'étude.
Etant donné que le gene présente plusieursatimng dans les différents introns et exons, le
séquencage a haut débit permettant d’explorer ugene peut étre proposé. Comme cette
application reste irréalisable, une collaborativacades équipes étrangéres serait la bienvenue.
Il est également judicieux de penser a avoir rec@ula technique MLPA. Cette variante de la
réaction de polymérisation en chaine multiplex garmet d’amplifier plusieurs cibles avec

seulement une seule paire d'amol¢é€s|, pourrait améliorer les résultats du test génétique
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Annexe 1 :
ANNEXES Fiche
de
consentement

UNITE DE GENETIQUE MEDICALE ET D'ONCOGENETIQUE

Banque d’ADN
Maladie de ......

Dossier Génétique : Dossier clinique : IP:

Nom, Prénom
Date de naissance
Consanguinité
Origine pére
Origine mére
Adresse

Tel

Médecin traitant
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[] []

Faita Fés, le .....covueuienn
Signature et cacher du médecin :
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................................................ Zol o
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Annexe 2

Composition des produits utilisés

< Lyse des hématies TE 20/5 : 1L
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- 20 ml Tris-HCI pH 7,6 1M
- 10 ml EDTA disodique pH 8 0,5M
- H.0 distillée
= Tris HCI 1M pH 7.6
- Tris base 121,1¢
- Eau distillée g.s.p 1 litre

- Le pH est ajusté a 7,6 par du HCI concentré (12N)
- Autoclaver

= EDTA-Na,05MapH8

EDTA-Na2-2H20 186,12 g
- Eaudistillée g.s.p 1 litre
- Ajuster le pH a 8 par du NaOH en pastilles

- Autoclaver et conserver a +4°C.

+» Lyse des globules blancs

- 10 ml Tris-HCI pH 7,6 1M

- 20 ml EDTA disodique pH 8 0,5M
- 20 ml SDS (Sodium Dodécyl Sulfate) 10%

- 10 mINaCl5M

= SDSald%
- 25gde SDS + E.D g.s.p 250 ml
- Conserver a température ambiante

s»Préparation de la Protéinase K
Pour 100 ml de tampon de stockage

50 ml CaCl2 50 mM

50 ml Tris-HCI 250 mM

Pour 10 ml de Protéinase K solution mere
-Ajouter 10 ml du tampon de reconstitution a 100degrotéinase K (Promega)
-Mettre 200 ul de la solution mére dans des teippendorf de 1,5 ml
-Stocker a -20°C

= Préparation du CaCl2 50 mM
Dissoudre 1,375 g de CaCl2 (PM= 110) dans 250 sduldistillée
=  Préparation du Tris-HCI 250 mM
- Prendre 25 ml de la solution Tris-HCI 1 M
- Compléter jusqu’a 100 ml

+ Solution de conservation de la méduse d’ADN (200 Wl'E 10/1 :
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- 2 ml Tris-HCI pH 7,6 1M
- 400 ul EDTA disodique pH 8 0,5M

<+ BET( Bromure d’ethidium) a 10mg/ ml :

- BET: 0.5g

- Eau distillé : gsp 50ml

- Laisser dissoudre

- Conserver a 4°C et a I'abri de la lumiere

% Gel d'agarose a 2% :

- Agarose : 19

- Tampon TAE 1X: 50ml

- Chauffer a ébullition

- Couler le gel dans la cuve d’électrophoréese
= Tampon TAE (Tris-Acétate-EDTA) 50X :

- Tris-base : 2429
- EDTAOS5MPHS8: 100ml
- Acide acétique : 57ml
- Eau distillée : gsp 1000ml

- Alliquoter et autoclaver
- Conserver a 4°C
<+ Tampon de charge :

- bleu de bromophénol : 0.1g
- sucrose : 509
- eau distillee : g. sLGOmI

- conserver la solution a 4°C
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Annexe 3

l /‘ Cance
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5.65| 11.48] 6.16] -0.030|
A260/A280 A260/A230
1.859 2.026
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2555 245 360 280 300 320

Wavelength (nm)

serial: 116259 1 NanoVue
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EXON 113426 bp

taatatagccagttggttgatttccacctccaaggtgtatgaagtitigtantgacaattcagtttttgagtaccttgtja
tttttgtatattttcaG TGCTTGTGAATTTTCTGAGACGGATGTAACAAATACTGAAC
ATCATCAACCCAGTAATAATGATTTGAACACCACTGAGAAGCGTGCAGCT
GAGAGGCATCCAGAAAAGTATCAGGGTAGTTCTGTTTCAAACTTGCATGT
GGAGCCATGTGGCACAAATACTCATGCCAGCTCATACAGCATGAGAACA
GCAGTTTATTACTCACTAAAGACAGAATGAATGTA GA GGCTGAATTC
TGTAATAAAAGCAAACAGCCTGGCTTAGCAAGGAGCCAACATAACAGAT
GGGCTGGAAGTAAGGAAACATG

AMORCES: F GCCAGTTGGTTGATTTCCACC

R CCTTACTTCCAGCCCATCTG

Mutation: c.798-799delTT/917delTT

Fragment 2 de I'exon 11 du gene BRCAL1
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EXON 11 3426bp

GAAAACCCCAACEEACTAATTCATEETTETICE AAAGATAATAGAAATGACACAGAA
GGCTTTAAGTATCCATTGGGACATGAAGTTAACCACAGTCGGGAAACAAGAATAGAA
ATGGAAGAAAGTGAACTTGATGCTCAGTATTTGCAGAATACATTCAAGGTTTCAAAG
CGCCAGTCATTTGCTCCGTTTTCAAATCCAGGAAATGCAGAAGAGGAATGTGCAACA
TTCTCTGCCCACTCTGGGTCCTTAAAGAAACAAAGTCCAAAAGTCACTTTIGAATGTG
AACAAAAGGAAGAAAATCAAGGAAAGAATGAGTCTAATATCAAGCCTGTAC BGACA
GTTAATATCACTGCAGGCTTTCCTGTGGTTGGTCAGAAAGATAAGCCAGTGATAATG
CCAAATGTAGTATCARACCHEEIEIAEE 1T TTGTCTATCATCTCA

AMORCES: F GGGACTAATTCATGGTTGTTCC
R CCTAGAGCCTCCTTTGATAC

Mutation: c.2805delA/ 2924delA

Annexe 6

Photo du marqueur de taille 2652 DNA ladder 50pb (proméga)
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Annexe 7
o L Bageckange Codon Aming ocid  Designation Fariation BIC entry
Tntron ¢hange
11 £ 2717 +A 1 s #ldstop - Frame shaft Novel
¢. 1400 Al 467 Lyvs - Arg. R46TR polyvmorphism Novel
¢ 2082 T 654 Ser = Ser Silens pelymorplian Reported
¢ 2311 T=C 1Tl Leu - Leu Silene Polviarorpliim Beported
¢ 2612 C=T 871 Pio - Leu PETIL polvinorphism Reported
¢ 313 A=G 1038 Gilu - Gily E1038G pelymorphian Reported
¢ 3548 A~G 1183 Lys = Arg K1183R polymorphivm Reported
Int.] 152l Cxl . - - polymorphium Reported

*approved oacleonds pumber
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Mutations et polymorphismes du géne BRCA 1 dans leord du littoral Andhra
Pradesh[127]
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Résumé

Le cancer du sein est le cancer le plus fréquemdiaghostiqué chez la femme. 5 & 10% des cancessidiet/ ou de
I'ovaire sont des formes héréditaires transmisEmde mode autosomique dominant et sont duesamutation dans
les genes de prédisposition au cancer du seinuaté dovaire BRCAL ou BRCA2. Le géne BRCAL, losélien 17921,
s'étend sur prés de 100 kb et code pour un ADN ¢&mgntaire de 5592 nucléotides. Le transcrit, aa protéine
de 1863 AA qui joue un rdle majeur dans 'homéastds patrimoine génétique en participant a dipeesessus tels la

réparation d’ADN, la recombinaison homologue etdatréle de la division cellulaire.

Le travail présent a pour objectif I'évaluation denportance du réle que joue le gene BRCA1 dansdrcinogenése
de 22 patientes marocaines non apparentées, adagibgpé un cancer du sein et/ ou de l'ovaire et fEsquelles un

échantillon du sang avait été réceptionné dane teiboratoire.

La sélection de ces 22 patientes s’est effectulim deur histoire personnelle et /ou familiale estenant comme
criteres principaux, I'age au diagnostic, la présed’autres tumeurs, la bilatéralité du cancer eln,d’atteinte d’un
sujet de sexe masculin, la présence de cas dersaicasein et ou de I'ovaire chez au moins un agpérdu premier

ou du second degré du patient.
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Etant donné la grande taille du gene, la stratégitculaire adaptée, consiste a rechercher lestiongaqui ont déja

été identifiées chez la population marocaine parétades antérieures. La recherche d’autres mosaéigistantes sur
les fragments amplifiés par la technique PCR etiesggpge bidirectionnel a été également réalisée.
L'étude a permis de montrer I'absence des mutatsamd’exon 11. Toutefois, I'existence d’'un polymbisme chez

20% des patientes et qui n'a pas de conséquenéestyhiques a été identifié.

Mots clés: Prédisposition ; BRCAL ; Hérédité ; Caner ; Familiale ; Géne ; Exon 11
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