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Avant-propos

Le cancer demeure la premiéere cause de mortalité en France malgré une diminution
globale de l'incidence et du taux de mortalité attribuée a cette pathologie au cours des vingt
derniéres années. Pour |'année 2017, le nombre de nouveaux cas est estimé a 400 000 et le
nombre de décés a 150 000 (INCa, 2015a).

Dans la majorité des cas, I'apparition d'un cancer est liée a I'accumulation d'altérations
génétiques et épigénétiques acquises au cours de la vie par un petit nombre de cellules. Ces
mutations sont dites somatiques. Mais 5 a 10 % des cancers se présentent comme de véritables
maladies héréditaires se transmettant selon un mode mendélien. lls sont dus a la présence
d’altérations génétiques constitutionnelles présentes dés la naissance dans toutes les cellules de
I'organisme et transmissibles a la descendance. Ces variations sont souvent responsables d'une
instabilité génétique qui accélere I'apparition de mutations somatiques secondaires. Dans ces
situations, le quota de mutations nécessaires a la transformation d’une cellule normale en
cellule cancéreuse est atteint plus rapidement.

Les prédispositions génétiques au cancer se transmettent le plus souvent selon un mode
autosomique dominant avec une pénétrance incompléte et une expressivité variable. Pour les
personnes concernées, le risque de cancer peut étre trés élevé comparé au risque moyen de la
population générale.

Il existe des formes de cancer que I'on peut qualifier de « phénotypes extrémes ». ||
s'agit :

— de formes sporadiques particulierement précoces

— de formes familiales avec un exceés de cancers dans une méme branche parentale

— de patients présentant plusieurs tumeurs primitives ou des tumeurs bilatérales
pour les organes doubles

— de l'association de plusieurs cancers rares chez un méme patient ou au sein d’une
méme famille.

Devant ces présentations, une prédisposition génétique est tres fortement suspectée.

Depuis 2010, la mise en place de techniques de séquencage haut débit dans les
laboratoires d'oncogénétique a permis de réduire notablement les colts et les délais de
séquencage. Cela a rendu possible I'analyse simultanée de groupes de génes (ou panels) connus
pour étre impliqués dans les formes mendéliennes de cancer. Cette technique est devenue la
pratique courante pour identifier la mutation responsable d'une prédisposition au cancer.
Cependant, les différents panels de genes actuellement séquencés ne permettent d'établir une
prédisposition génétique concernant un gene a forte pénétrance que dans 10% des cas (INCa,
2016; Susswein et al.,, 2016). Cela montre que, malgré I'apport du séquencage haut débit,
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I'analyse des génes de prédisposition connus ne permet d'expliquer qu’une petite proportion
des situations ou une prédisposition génétique au cancer est fortement suspectée.

Parmi les différentes techniques de séquencage haut débit, le séquencage de |'exome
(ES: Exome Sequencing) permet d'analyser 95 % des séquences codantes du génome d'un
individu. Il s'est largement répandu dans le domaine de la génétique médicale, ou il a
notamment permis d'identifier de nombreux nouveaux genes responsables de maladies
mendéliennes, a partir d'un nombre limité de patients, voir d’un patient unique, en utilisant la
stratégie de séquencage de trios dans les formes sporadiques (cas index et ses parents sains),
avec un filtre sur les nouvelles mutations (Koboldt et al., 2013).

L'objectif de ce projet est de mettre a profit les méthodologies issues de I'étude des
maladies rares, et ainsi d'utiliser I'ES chez des patients présentant un cancer de phénotype
extréme non expliqué par les approches diagnostiques classiques pour tenter d'en découvrir
les bases moléculaires.



Introduction

I. Bases moléculaires des cancers

L'apparition d’un cancer résulte de l'acquisition par certaines cellules de capacités
particuliéres qui leur conférent un avantage sélectif ou prolifératif et leur permettent d'échapper
au contréle homéostatique assurant le maintien de l'architecture et de I'activité normale des
organes. Ces cellules sont alors capables de former des masses tumorales affectant le
fonctionnement des organes au sein desquels elles se développent. A un stade avancé, elles
peuvent acquérir un pouvoir migratoire et former des métastases dans d'autres organes. En
2000, puis 2011, D. Hanahan et RA. Weinberg ont défini les caractéristiques principales des
cellules cancéreuses (Figurel) (Hanahan and Weinberg, 2000, 2011).

Indépendance vis-a-vis des Insensibilité aux signaux

signaux de prolifération antiprolifératifs

Reprogrammation du
métabolisme énergétique

Echappement au contréle du

systéme immunitaire

Echappement a la mort
cellulaire programmée

Instabilité génomique et

Potentiel réplicatif illimité

Inflammation pro-tumorale

mutations

Capacité anormale a induire Pouvoir invasif et
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Figure 1: Les caractéristiques des cellules tumorales selon D. Hanahan et RA. Weinberg (Hanahan and
Weinberg, 2000, 2011)

L'acquisition de ces nouvelles capacités est principalement due a I'accumulation
d'altérations génétiques au sein du génome des cellules (Hanahan and Weinberg, 2011). Toutes
sortes d'altérations génétiques sont présentes dans les tumeurs. La plupart sont des variations
d'un seul nucléotide (SNV: Single Nucleotide Variation) ou des insertions ou délétions de
guelques bases. On trouve également des événements de grande taille pouvant concerner
plusieurs milliers de bases voir des bras chromosomiques entiers appelés variations du nombre
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de copies (CNV: Copy Number Variation) ainsi que des translocations. Il est possible de
dénombrer parfois plusieurs centaines de variations dans une tumeur (Greenman et al., 2007;
Vogelstein et al., 2013; Wood et al., 2007). Cependant, toutes n'ont pas le méme impact sur la
destinée des cellules qu'elles affectent. On peut les classer en deux groupes: les mutations
"drivers" qui conférent un avantage sélectif aux cellules et interviennent directement dans les
différents processus de transformation tumorale, et les mutations "passengers" qui ont un effet
biologique neutre et ne sont que le reflet de I'instabilité génétique des cellules cancéreuses. La
plupart des tumeurs contiennent entre deux et huit mutations "drivers" (Vogelstein et al., 2013).
De plus, il existe une hétérogénéité cellulaire au sein d'une méme tumeur avec la présence de
différents clones de cellules cancéreuses. Certaines variations sont communes a tous les clones
mais d'autres sont propres a chaque sous population (Gerlinger et al., 2012; Vogelstein et al.,
2013).

I.1. Classes de genes impliqués dans l'oncogenese

De nombreux génes impliqués dans le développement des cancers ont été identifiés. Le
projet Cancer Gene Census porté par le consortium COSMIC (Catalog of Somatic Mutation in
Cancer) liste 564 genes dont il est établi que leur activité peut étre liée au développement des
cancers et que les mutations qui les affectent modifient leur activité en faveur de la
transformation maligne. La majorité de ces geénes sont rapportés uniguement avec des
mutations somatiques, qui n’affectent que les cellules tumorales ; 43 sont rapportés avec des
variations constitutionnelles uniguement et 64 avec les deux types de variation. Ills peuvent étre
classés en trois catégories :

— les proto-oncogeénes, dont |'activation va favoriser la prolifération et l'invasion
cellulaire

— les génes suppresseurs de tumeur qui vont au contraire bloquer ou freiner les
processus conduisant a la transformation tumorale

— les genes de réparation de I’ADN dont la fonction est d'assurer la stabilité du
génome des cellules normales.

I.1.a. Les proto-oncogenes

La plupart des proto-oncogenes sont impliqués dans la transduction des différents
signaux regus par la cellule. Leur altération les rend hyperactifs favorisant la progression du cycle
cellulaire, la croissance et la prolifération, et diminuant la mort cellulaire programmée.

L’activation des proto-oncogénes en oncogenes peut résulter d’une mutation ponctuelle
avec un gain de fonction ou d’une amplification génique. La voie RAS/MAPK (Mitogen Activated
Protein Kinase), anormalement activée dans de nombreux cancers, contient plusieurs exemples
de proto-oncogenes. Elle est en général activée par la fixation d’un facteur de croissance sur un
récepteur membranaire a activité tyrosine kinase comme le récepteur a I'EGF (EGFR:
EpidermalGrowth Factor Receptor). Le signal est ensuite transmis a l'intérieur de la cellule par
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une cascade de phosphorylation impliquant plusieurs autres protéines a activité kinase. Elle
aboutit a I'expression de facteurs de transcription qui vont a leur tour induire I'expression d’un
grand nombre de genes ayant un rbéle majeur dans linitiation du cycle cellulaire. Des
amplifications du géne de I'EGFR sont fréqguemment retrouvées dans les cancers broncho-
pulmonaires, de la sphére ORL (OtoRhinolLaryngée) et colorectaux. On trouve aussi
fréguemment des mutations ponctuelles activatrices d’EGFR ou des kinases intracellulaires
KRAS, NRAS ou BRAF dans différents types de tumeurs. Toutes ces altérations conduisent a une
perte du contrdle et une suractivation anormale de la voie RAS/MAPK (Liévre and Laurent-Puig,
2010).

Des translocations chromosomiques peuvent également étre a 'origine de I’activation
d’un proto-oncogeéne. Elles peuvent créer un géne de fusion avec une fonction anormale, comme
la translocation récurrente t(9;22)(q34;q11) du chromosome de Philadelphie dans la leucémie
myéloide chronique, aboutissant a la création d'un géne de fusion entre les génes BCR et ABL.
Une translocation peut aussi juxtaposer une séquence de régulation active avec un proto-
oncogéne, augmentant ainsi son expression (O’Connor, 2008; Rowley, 2001).

Dans le cas d’altérations moléculaires conférant un gain de fonction ou une
augmentation de I'expression, le mode de transmission est autosomique dominant. Cela signifie
gue la mutation constitutionnelle d’un seul alléle est suffisante pour avoir un effet cancérogene.

Les altérations gain de fonction sont le plus souvent des mutations faux-sens localisées a
des positions bien précises appelées hot spots. Cette répartition des mutations est
caractéristique des proto-oncogenes (Figure 2).

I.1.b. Les génes suppresseurs de tumeur (gatekeepers

Les genes suppresseurs de tumeurs possédent des propriétés inverses aux oncogenes
puisqu’ils régulent négativement les voie de prolifération cellulaire et activent les points de
contréle du cycle cellulaire, permettant aux cellules de prévenir et corriger les erreurs de
réplication de I’ADN avant d’entrer en mitose. Si les anomalies sont trop importantes, ils
orientent alors la cellule vers un processus de mort programmeée. L'inactivation de ces genes
peut abolir le controle négatif des voies de signalisation, favorisant la prolifération cellulaire et
permettant aux cellules de continuer leur progression dans le cycle cellulaire malgré la présence
d’anomalies de I’ADN qui devraient normalement conduire a son arrét.

TP53 est le gene emblématique de cette catégorie. Il code pour le facteur de
transcription P53 dont le rble principal est d'activer I'expression de nombreux genes impliqués
dans le contrble du cycle cellulaire, I'apoptose ou la réparation de I'ADN. En situation normale,
P53 est constamment ubiquitinylé par MDM2, une ubiquitine ligase spécifique de P53. La
qguantité de P53 dans la cellule est relativement faible. Lorsque la cellule est soumise a un stress
génotoxique, des modifications post traductionnelles de P53 vont déstabiliser le complexe P53-
MDM?2 et stabiliser P53. P53 va alors induire I'expression de nombreux genes responsables de
I'arrét du cycle cellulaire et de la réparation des anomalies de I’ADN. Certains mécanismes de
réparation sont directement controlés par P53. Une fois les réparations effectuées, le taux de
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P53 revient a la normale et la cellule peut continuer sa progression dans le cycle cellulaire. Si les
lésions sont trop importantes pour étre réparées, P53 peut induire |'apoptose (Moll and
Petrenko, 2003; Vogelstein et al., 2000). Le géne TP53 est inactivé dans prés de 50% des cancers
humains. Des mutations constitutionnelles de ce gene sont responsables du syndrome de Li-
Fraumeni (MIM #151623), une maladie rare prédisposant a de nombreux types de cancers avec
un risque important pour les individus affectés de développer plusieurs cancers au cours de leur
vie.

I.1.c. Les génes de réparation de '’ADN (caretakers)

Contrairement aux proto-oncogenes et aux génes suppresseurs de tumeurs, les génes de
réparation de I’ADN ne contrélent pas directement le cycle cellulaire ou I'apoptose. lls
interviennent dans les différentes voies de réparation de I’ADN, indispensables au maintien de la
stabilité du génome, en réparant les lésions de I’ADN qui peuvent survenir lors de la réplication
ou sous l'effet de mutagenes externes ou endogénes. L'inactivation de ces génes n’a pas pour
conséquence directe une prolifération cellulaire accrue mais augmente de facon drastique
I'instabilité de tout le génome en entrainant I'apparition de variations secondaires susceptibles
d'activer les proto-oncogénes et d'inactiver les gatekeepers (Kinzler and Vogelstein, 1997). Il
existe différents systéemes de réparation de 'ADN : le systeme MMR (MisMatchRepair), qui corrige
les mésappariements de bases résultant d’erreurs de la réplication, les systemes de réparation des
cassures double brin par recombinaison homologue (HR: Homologous Recombinaison) ou non
homologue (NHEJ: NonHomologous End-Joining) et le systéme de réparation par excision de
base (BER : Base Excision Repair) ou de nucléotide (NER: Nucleotide Excisison Repair) (Curtin,
2012).

Certains mécanismes de réparation sont fideles alors que d’autres ne permettent qu’une
réparation plus sommaire et laissent des erreurs. Cela peut étre le cas lors de la réparation des
cassures doubles brin. Le mécanisme de réparation par HR restaure fidélement la séquence
initiale. Elle n’est possible qu’en fin de phase S et en phase G2 du cycle cellulaire lorsque I’ADN a
été répliqué et qu’'une chromatide soceur est présente et peut servir de modele pour recopier la
séquence d'ADN a réparer. Dans les autres phases du cycle cellulaire, la réparation s’effectue par
le systéme NHEJ qui rejoint simplement les deux extrémités de la cassure. Celui-ci change la
séquence originelle et provoque une accumulation d’altérations génétiques (Wyman and
Kanaar, 2006). En cas d’inactivation de certaines protéines impliquées dans la réparation par HR,
comme BRCA1 ou BRCA2, les cassures d’ADN double brin ne peuvent étre réparées que par le
systeme NHEJ, ce qui conduit a un haut niveau d’instabilité génétique avec cassures
chromosomiques, aneuploidie et amplification du centrosome. Des mutations constitutionnelles
des génes BRCA1/2 conduisent a une augmentation du risque de cancer du sein et de I'ovaire
(Kuchenbaecker et al., 2017).

Les mutations affectant les génes suppresseurs de tumeur et les genes de réparation
sont le plus souvent des mutations perte de fonction. Il peut s’agir de SNV introduisant un codon
stop prématuré ou de petites insertions/délétions entrainant un décalage du cadre de lecture.
Les ARN messagers produits sont le plus souvent dégradés par le NMD (Non-sens Mediated
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Decay) ou aboutissent a la production d’un polypeptide tronqué non fonctionnel. Plus rarement,
on trouve des mutations faux-sens touchant un acide aminé particulierement important pour la
fonction du géne (Figure 2). Il est également possible de perdre un ou plusieurs génes
suppresseurs de tumeur par une grande délétion chromosomique. Par exemple, le bras court du
chromosome 17 contenant le gene suppresseur de tumeur TP53 est fréquemment perdu dans
les cancers colorectaux, du sein, de la prostate ou du cerveau (Fearon and Vogelstein, 1990).
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Figure 2: Distribution des mutations selon les différentes classes de génes. Les proto-oncogénes PIK3CA
et IDH1 contiennent uniquement des mutations faux sens localisées a des positions récurrentes. Les
mutations des génes suppresseurs de tumeurs, RB1 et VHL sont distribuées tout au long du géne et
peuvent étre des mutations tronquantes ou faux sens. Ces profils de mutation sont caractéristiques de
la classe des génes impliqués dans I'oncogeneése. Les variations sont issues de la base de données
COSMIC (version 61). Pour PIK3CA et IDH1, les 50 premiéres ont été représentées. Pour RB1 et VHL,
toutes les variations sont représentées (Vogelstein et al., 2013).

Les mutations des génes suppresseurs de tumeur et des génes de réparation de I'ADN
agissent le plus souvent selon un mode récessif, avec I'inactivation des deux alleles du géne pour
gue sa fonction soit perdue. Dans le cas d'une prédisposition génétique au cancer, il arrive
fréequemment que le premier alléle soit porteur d'une mutation constitutionnelle et que le
second alléle soit perdu par un événement somatique. Il s'agit du “Two hits model" proposé par
AG. Knudson et DE. Comings (Comings, 1973; Knudson, 1971). Cependant, Il est maintenant
admis que méme une inactivation partielle de certains génes suppresseurs de tumeur peut
grandement contribuer a la tumorigénese (Berger et al., 2011).
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I.2. Complexité génétique des tumeurs

[.2.a. Nombre de mutations

Dans les tumeurs solides les plus communes (c6lon, sein, ovaire, prostate), 33 a 66 génes
sont mutés en moyenne. Environ 95 % de ces variations sont des SNV (Vogelstein et al., 2013).
Certaines tumeurs contiennent beaucoup plus de variations. Elles sont dues a I'exposition a des
agents mutagenes comme la fumée de cigarette pour les cancers du poumon ou |'exposition aux
UV pour les mélanomes, qui peuvent contenir jusqu'a 200 variations (Govindan et al., 2012; Wei
et al., 2011). Un autre groupe de tumeurs hyper-mutées est celui des tumeurs liées a un défaut
des systemes de réparation de I'ADN comme les tumeurs du cbélon avec défaut du systeme MMR
dont le nombre médian de variations est supérieur a 700 (Cancer Genome Atlas Network, 2012).
Des études récentes ont montré qu'un nombre élevé de variations sont également retrouvées
dans les tumeurs avec altération génétique du domaine de correction des ADN polymérases
POLE ou POLD1 (Cancer Genome Atlas Network, 2012; Palles et al., 2013). A l'inverse, les
tumeurs pédiatriques et les hémopathies malignes contiennent beaucoup moins de variations
ponctuelles (9,6 en moyenne) (Vogelstein et al., 2013).

Ce grand nombre de variations laisse envisager l'immense complexité du génome des
cellules cancéreuses, mais cette apparence peut étre trompeuse. En effet, il est tres probable
gue la majorité des mutations soient des mutations passengers, qui n'octroient pas d'avantage
sélectif ou prolifératif aux cellules et ne sont que le reflet de I'instabilité génétique des cellules
cancéreuses. Le réel défi sur le plan thérapeutique est d'identifier quelles sont les quelques
mutations drivers responsables de l'initiation et la progression du cancer. Les études
épidémiologiques ont longtemps suggéré que les tumeurs solides contenaient cing a huit
mutations drivers (Armitage and Doll, 2004). Une étude plus récente a démontré que trois
mutations drivers sont suffisantes au développement des cancers colorectaux et pulmonaires
(Tomasetti et al., 2015).

I.2.b. Hétérogénéité génétique

Plusieurs études de séquencage pan-génomique des tumeurs ont mis en évidence une
véritable hétérogénéité génétique intra-tumorale (Gerlinger et al., 2012; Navin et al., 2011; Nik-
Zainal et al., 2012; Shah et al., 2009; Sottoriva et al., 2013; Xu et al., 2012; Yachida et al., 2010).
Les tumeurs ou les métastases peuvent étre considérées comme un ensemble dynamique de
plusieurs populations de cellules transformées, ou en voie de transformation occupant des
régions distinctes de la tumeur. Il est possible de réaliser un arbre phylogénétique retragant
I'apparition des mutations (Gerlinger et al. 2012). Les mutations drivers responsables de
I'initiation et de la progression tumorale sont précoces et ubiquitaires. Elles représentent le
tronc de I'arbre phylogénétique. Les mutations secondaires apparaissent dans des sous-clones
cellulaires et représentent les branches de l'arbre. Elles ne sont pas essentielles au
développement tumoral mais peuvent néanmoins favoriser I'extension métastatique et jouer un
role important dans les phénomeénes de résistance a la chimiothérapie.
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La plupart des déces par cancer sont consécutifs au développement de métastases dans
des organes comme le foie, le cerveau, les poumons ou les os, qui ne peuvent étre traités
chirurgicalement. Les patients peuvent présenter plusieurs métastases et I'hétérogénéité entre
les différentes métastases d'un méme patient peut étre tres importante. Il n'est pas rare
d'observer dans une métastase une vingtaine de variations qui ne sont pas partagées par les
autres lésions du méme patient (Campbell et al., 2010; Yachida et al., 2010). Cette hétérogénéité
inter-métastatique peut étre expliquée par le fait que chaque métastase est formée par une
cellule ou un groupe de cellules appartenant a des sous-populations clonales provenant de zones
géographiquement distinctes de la tumeur primaire. Si cette hétérogénéité inter-métastase est
importante, les différentes chimiothérapies ou traitements ciblés pouvant étre envisagés
n'auront un effet que sur une petite partie des Iésions et le pronostic de survie sera défavorable.

Il existe également une hétérogénéité inter-patient, caractérisée par des parcours
cliniques et des réponses thérapeutiques trés différents entre des patients atteints d’'un méme
type de cancer. Ces variations peuvent étre dues a des facteurs génétiques constitutionnels de
I'hote qui influent sur la réponse au traitement (vitesse de meétabolisation des drogues,
perméabilité vasculaire) ou a des facteurs environnementaux. Cependant, la part la plus
importante de cette hétérogénéité inter-patient est certainement due aux mutations
somatiques présentes dans les cellules tumorales. Si 'on compare plusieurs cancers du sein ou
du célon, seulement une petite fraction des mutations somatiques est présente dans les mémes
génes drivers. Méme quand les genes affectés sont identiques, les types de variations peuvent
étre différents, ou impacter des domaines distincts de la protéine, conduisant a des
conséquences différentes sur les propriétés cellulaires (Cancer Genome Atlas Network, 2012;
Stephens et al.,, 2012; Wood et al., 2007). Cette hétérogénéité inter-patients est un obstacle
majeur a l'uniformisation des traitements et démontre la nécessité d'individualiser les
traitements en fonction des caractéristiques génétiques des tumeurs de chaque patient
(Vogelstein et al., 2013).

I.2.c. Voies de signalisation impliquées dans I'oncogenese

Un moyen de réduire la complexité du génome des cellules cancéreuses est de "prendre
de la hauteur", pour ne plus considérer les genes individuellement mais au sein de leur voie de
signalisation ou de régulation. Il apparait alors que les génes porteurs de mutations drivers font
partie d'un nombre limité de voies. Vogelstein et collaborateurs en recense 12 pouvant étre
classées en 3 catégories, selon le processus cellulaire (Figure 3) :

— La destinée des cellules: il existe une opposition entre la division et la
différenciation cellulaire. Les cellules souches qui se divisent pour peupler les tissus
normaux ne se différencient pas et vice-versa. L'homéostasie tissulaire est basée
sur un équilibre entre division et différenciation. De nombreuses altérations
génétiques des cellules cancéreuses perturbent cet équilibre en favorisant la
division. Elles concernent les voies APC/WNT, Hedgehog (HH) et NOTCH.
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Lors du développement normal des tissus, l'aiguillage entre division et différenciation
n'est pas commandé par des mutations comme dans les cellules cancéreuses, mais par
des modifications épigénétiques, affectant le programme transcriptionnel des cellules.
Les mutations des voies impliquées dans la modification de la chromatine et la régulation
de la transcription peuvent donc également étre classées dans cette catégorie.

La survie cellulaire : certaines des mutations acquises par les cellules cancéreuses
leur permettent de survivre et proliférer en |'absence de facteurs de croissance ou
dans des conditions défavorables, comme en présence de signaux antiprolifératifs
ou une concentration insuffisante en nutriments. Cela leur confére un avantage
sélectif par rapport aux cellules saines. Il s'agit souvent de mutations activatrices
de proto-oncogénes codant pour des récepteurs aux facteurs de croissance eux-
mémes (EGFR, HER2, PDGFR...) ou des intermédiaires qui relaient le signal a
I'intérieur des cellules (KRAS, BRAF, PIK3CA...).

Les voies contrélant le cycle cellulaire et l'apoptose jouent également un role
important dans la survie cellulaire. Des génes drivers comme CDKN2A, MYC ou BCL2,
directement impliqués dans ces processus, sont souvent mutés dans les cellules
cancéreuses.

La maintenance du génome : I'exposition des cellules a diverses substances,
comme les ROS (Reactive Oxygen Species), les rayonnements UV, ou la fumée de
cigarette, provoque des altérations de I'ADN. Méme en l'absence de ces
substances, la réplication de I'ADN ou la division cellulaire sont sources d'erreur
(Kunkel, 2009). Il existe des systemes de contrble qui permettent de détecter les
altérations de I'ADN, ralentir la progression de ces cellules dans le cycle cellulaire et
de corriger ces erreurs. Si les altérations ne sont pas réparables, ils déclenchent
I'apoptose pour éliminer les cellules endommagées (Ljungman and Lane, 2004;
Medema and Maclrek, 2012; Zhou and Elledge, 2000). Les mutations abolissant la
fonction des génes impliqués dans ces voies de contrble et de réparation de I'ADN
autorisent les cellules tumorales a survivre et a se diviser en présence d'altérations
qui auraient d{ entrainer leur mort par apoptose.
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Figure 3: Principales voies de signalisation et processus cellulaires impliquées en cancérologie. (adapté
de Vogelstein et al., 2013). HH: Hedgehog.

En considérant les voies physiopathologiques plutot que les génes individuellement, et le
fait que les mutations des genes d'une méme voie de signalisation sont généralement
mutuellement exclusives, c'est a dire qu'elles n'apparaissent pas dans la méme tumeur (Ciriello
et al., 2012; Yeang et al., 2008), il n'est pas surprenant de constater que différentes mutations
dans des genes d’'une méme voie, conduisent aux mémes avantages sélectifs. Cela explique
I'hétérogénéité génétique existant entre différentes tumeurs d'un méme organe et de méme
type histologique. En effet, une tumeur pulmonaire peut présenter une mutation d'un récepteur
a un facteur de croissance comme EGFR, la rendant capable de proliférer en I'absence d'EGF
(Epidermal Growth Factor). Une seconde tumeur pulmonaire peut présenter une mutation
activatrice du géne KRAS, qui transmet le signal d'EGFR a l'intérieur de la cellule. Une troisieme
tumeur pulmonaire peut présenter une mutation inactivatrice du gene NF1, dont la fonction est
d'inactiver KRAS. Les mutations de ces trois genes favorisent la prolifération cellulaire par la
suractivation anormale d'une seule voie de signalisation (RAS/MAPK).
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I1. Les prédispositions génétiques au cancer

La majorité des cancers sont sporadiques et résultent de I'accumulation de plusieurs
mutations somatiques drivers au sein d'une méme population cellulaire. Individuellement,
chaque mutation ne confére qu'un faible avantage prolifératif aux cellules (en moyenne 0,4 %
d'augmentation entre le taux de survie et de mort cellulaire). Ce n'est que lorsqu'une méme
cellule a accumulé plusieurs de ces mutations (entre 5 et 8 événements moléculaires seraient
nécessaires) qu'elle obtient un réel avantage sélectif et peut développer une masse tumorale
(Vogelstein et al., 2013). Le développement d'un cancer sporadique est donc un processus a long
terme et se manifeste la plupart du temps a un age avancé.

On considere généralement que 5 a 10 % des cancers se développent dans un contexte
de prédisposition héréditaire. Prées de 400 000 nouveaux cas de cancers étant diagnostiqués
chaque année en France, entre 20 000 et 40 000 cas sont imputables a une prédisposition
génétique (INCa, 2015a). Elle se transmet le plus souvent selon un mode autosomique dominant
avec une pénétrance forte mais incompléte et une expressivité variable. Il existe tout de méme
des prédispositions génétiques au cancer se transmettant selon un mode autosomique récessif
comme la polypose due a des mutations bi-alléliques du géne MUTYH (Sampson et al., 2003).

Des formes familiales ont été décrites pour la plupart des localisations mais la proportion
est variable selon les types de cancers. Chez I'adulte, la proportion de prédisposition génétique
est faible dans certains cancers, comme les cancers du poumon ou ORL. Elle est plus importante
dans les cancers du sein, de l'ovaire et du colon (Rahman, 2014). Le syndrome sein-ovaire
représente 2 a 5% des cancers du sein et 15 a 20 % des cancers de |'ovaire. Deux a 3 % des
cancers colorectaux sont imputables au syndrome de Lynch (INCa, 2015b). Chez I'enfant, les
formes héréditaires de cancer se manifestent généralement dans un contexte de prédisposition
syndromique. La localisation et le type de tumeur different des cancers de l'adulte. Les plus
fréquentes sont les tumeurs du systéme nerveux central ou périphérique, les rétinoblastomes,
les néphroblastomes et les sarcomes.

Pour qu’il y ait prédisposition au cancer, il suffit qu’une altération génétique driver soit
présente au niveau germinal. Le cancer lui-méme résultera alors de |'acquisition d’altérations
supplémentaires successives dans un ou plusieurs clones cellulaires d’un tissu particulier. La
premiére mutation favorisant la transformation tumorale étant présente dans toutes les cellules
de l'organisme, toute mutation somatique « driver » supplémentaire dans n’importe quelle
cellule viendra ajouter son effet a celui de la mutation constitutionnelle. La présence chez un
individu d’une mutation constitutionnelle d’'un géne de prédisposition au cancer (GPC) le rend
donc susceptible de développer des tumeurs plus fréquemment et plus précocement que dans la
population générale.
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Sur le plan clinique, certains éléments sont particulierement évocateurs d’une prédisposition au
cancer :

— La précocité de survenue du cancer: les tumeurs héréditaires apparaissent avant
I’age moyen de survenue dans la population générale, le plus souvent avant I'age
de 51 ans.

— L’histoire familiale: il existe de nombreux sujets atteints de cancer dans la méme
branche parentale (paternelle ou maternelle). La pénétrance incompléte, a
I'origine de "sauts de génération", impose de prendre en compte les antécédents
de cancer sur plusieurs générations. La taille de la famille est également a prendre
en considération. En effet, une agrégation familiale d’un cancer fréquent en
population générale et sans age jeune ne signifie pas forcément qu’il s’agit d’'une
forme Mendélienne de cancer.

— Les tumeurs multiples, multifocales ou bilatérales: la mutation responsable de la
prédisposition étant présente dans toutes les cellules de I'organisme, les sujets
concernés sont susceptibles de développer plusieurs tumeurs simultanément ou
dans un intervalle de temps réduit. lls ont également un risque plus élevé de
récidive aprés un premier cancer.

— L’agrégation de cancers rares: la présence de plusieurs cancers rares dans une
méme famille est suspecte d’'une prédisposition génétique. Dans certains cas, la
présence d’une seule forme rare peut orienter vers une prédisposition. C’'est le cas
du cancer du sein chez ’homme, ou la présence d’'un homme atteint dans la famille
est une indication aux tests de prédisposition génétiques.

Les situations dans lesquels le phénotype est le plus marqué (cancer trés précoce,
plusieurs sujets atteints dans la méme branche familiale, multiplicité des cancers chez un méme
patient ou récidive précoce) peuvent étre qualifiés de "phénotype extréme". La sélection de ces
cas permet de se placer dans la situation ol une prédisposition génétique est la plus probable.
En Il'absence de mutation dans les GPC connus, l'approfondissement de |'étude de leurs
caractéristiques génétiques par séquencage d'exome pourrait permettre d'identifier de
nouveaux GPC.

II.1. Les génes impliqués dans la prédisposition au cancer

La base de données COSMIC (Catalog Of Somatic Mutation In Cancer) (Futreal et al.,
2004) recense 107 genes drivers dans le développement d'un cancer lorsqu'ils présentent des
mutations constitutionnelles. En considérant les genes dont une mutation entraine |'apparition
d'un cancer chez plus de 5 % des personnes porteuses, ou avec des mutations rares conférant un
risque modéré a élevé de développer un cancer (supérieur a 2 fois par rapport a la population
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générale), N. Rahman rapporte une liste de 114 GPC (Rahman, 2014). Pour la plupart de ces
genes, le risque et la pénétrance sont beaucoup plus élevés que ces critéres minimaux. Plusieurs
autres publications dressent des liste de GPC (Garber and Offit, 2005; Vogelstein and Kinzler,
2004; Vogelstein et al., 2013). Elles sont synthétisées dans I'annexe 1.

L'apparition du cancer chez un patient prédisposé est souvent liée a une mutation
constitutionnelle hétérozygote d'un gene suppresseur de tumeur, suivie d'un deuxieme
événement somatique entrainant la perte de l'alléle sain. Cela correspond au « two-hit model »
proposé par AG. Knudson en 1971 et complété par DE. Comings en 1973 (Figure 4) (Comings,
1973; Knudson, 1971). Ce modele rend compte de la fréquence élevée des formes bilatérales de
rétinoblastome survenant dans les premiers mois de vie dans les cas familiaux en opposition aux
formes unilatérales et plus tardives des cas sporadiques. Il a conduit a I'’émergence du concept
de gene suppresseur de tumeur et a l'identification du premier d'entre eux, le géne RB1 dans la
prédisposition au rétinoblastome.

Prédisposition génétique Pas de prédisposition génétique

/N /N

vy vy vy '

%
0000 000¢
00

Figure 4:« Two hits model ». Dans le cas d’une prédisposition génétique au cancer impliquant un géne
suppresseur de tumeur, la premiére mutation est présente dans toutes les cellules de I’organisme. Un
seul événement supplémentaire sur le second allele dans n’importe quelles cellules est nécessaire
pour favoriser I’apparition du cancer. Cela explique la précocité de la maladie chez les personnes
prédisposées.

Premier événement touchantun géne suppresseur de tumeur
- Evénement somatique indépendant
» Second événement sur I'autre allele du géne suppresseur de tumeur

Depuis, de nombreux autres génes dont la perte de fonction prédispose au cancer ont
été identifiés. Certains sont de véritables genes suppresseurs de tumeur intervenants dans les
processus d'apoptose ou de controle du cycle cellulaire (CDKNA2, TP53) ou inhibant des voies de
prolifération cellulaire (APC, PTEN). Beaucoup de GPC sont des génes de réparation de I'ADN
impliqués dans la réparation des cassures double brin (ATM, BRCA1/2), le systeme MMR (MLH1,
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MSH2, MSH6, PMS2, EPCAM), ou le NHEJ (DCLRE1C). Une inactivation bi-allelique de ces génes
est souvent nécessaire pour que le phénotype s'exprime en suivant le modéle de Knudson et
Comings. Cependant, la tolérance biologique aux variations de I|'expression des génes
suppresseurs de tumeur est variable selon la protéine concernée, pouvant donner lieu a des
modes d'action ne nécessitant pas la perte compléte de I'expression du géne. Le contexte
cellulaire et génétique peut également influencer I'effet de la mutation d'un géne.

Dans certains cas, la perte d'un seul alléle d'un géne supprésseur de tumeur a un pouvoir
cancérigene plus important que la perte totale de son expression. Il existe également des
situations ou une faible diminution de I'expression d'un géne est suffisante pour favoriser la
cancérogénése. Ces phénomenes sont qualifiés d'haploinsuffisance obligatoire et de quasi-
insuffisance (Berger et al., 2011). L'haploinsuffisance obligatoire peut avoir lieu si l'inactivation
bi-alleliqgue du géne en question conduit a la mort ou la sénescence de la cellule. La pression de
sélection qui s'exerce lors de la tumorigénese va alors favoriser les cellules n'ayant perdu qu'un
seul allele du géne. Une autre possibilité est que la mutation d'un seul alléle ait un effet
dominant négatif. Dans ce cas, la protéine mutante interfére avec la protéine normale produite a
partir du second alléle et perturbe son activité. La fonction normale du gene suppresseur de
tumeur étant déja totalement perdue avec la mutation d'un seul alléle, il n'y a pas de pression
de sélection en faveur de la perte du second alléle (Berger et al., 2011). Une troisiéme possibilité
est qu'un géne suppresseur de tumeur soit haploinsuffisant et que la perte d'une seule copie soit
suffisante pour favoriser la transformation tumorale. Il a également été démontré sur un modeéle
murin qu'une faible diminution de I'expression du géne suppresseur de tumeur PTEN peut avoir
un pouvoir cancérigéne, introduisant ainsi le concept de quasi-insuffisance (Alimonti et al.,
2010). Cela montre que, bien que le modéle de Knudson et Comings ait permis la caractérisation
de nombreux genes suppresseurs de tumeur, il ne doit pas étre érigé en dogme et d'autres
mécanismes sont a prendre en considération pour l'identification de génes suppresseurs de
tumeur.

Il existe des genes responsables d'une prédisposition au cancer a la fois chez les porteurs
de mutations mono et bi-alléliques, avec des manifestations plus sévéres en condition récessive.
Par exemple, les porteurs de mutations bi-alleliques de BRCA2, PALB2, MLH1, MSH2, MSH6 et
PMS2 ont un risque élevé de tumeurs pédiatriques alors que les porteurs de mutations mono-
alleliques ont un risque élevé de cancer a I'age adulte (Rahman and Scott, 2007).

Certains génes sont plus difficiles a classer en génes suppresseurs de tumeur ou de
réparation. Il semble que la prédisposition au cancer soit une complication des manifestations
des syndromes auxquels ils sont associés. Par exemple, la déficience du gene FAH dans la
tyrosinémie de type | est responsable de I'accumulation dans les cellules d'un métabolite
mutagéne, le fumarylacétoacétate, qui favorise le développement de carcinomes
hépatocellulaires (Jorquera and Tanguay, 2001). Un autre exemple est I'inactivation bi-allélique
du gene DOCKS8, responsable du syndrome hyper-IgE autosomique récessif (MIM#243700).
L'immunodéficience qui le caractérise facilite I'infection par des virus cutanés et entraine une
susceptibilité accrue au développement de carcinomes épidermoides (Zhang et al., 2009).
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Les proto-oncogenes responsables de prédisposition au cancer sont plus rares. La plupart
d'entre eux codent pour des kinases rendues constitutionnellement actives par la mutation
(Rahman, 2014). Comme pour les génes suppresseurs de tumeurs, dans certaines situations, une
trop forte activité d'un oncogene peut induire la sénescence ou l'apoptose au lieu de favoriser la
prolifération cellulaire (Evan et al., 1992; Serrano et al., 1997).

II.2. Les principales prédispositions génétiques au cancer

Les prédispositions génétiques les plus fréguentes sont le syndrome sein-ovaire
(MIM# 604370, MIM#612555), la polypose adénomateuse familiale (PAF) (MIM## 175100) et le
syndrome de Lynch ou HNPCC (Hereditary Non-Polyposis Colorectal Cancer) (MIM# 120435).

Des altérations constitutionnelles hétérozygotes des génes BRCA1 et BRCA2, impliqués
dans la réparation des lésions double-brin de I'ADN, sont la principale cause du syndrome sein-
ovaire. Elles sont associées a un risque trés élevé de cancer du sein et/ou de |'ovaire avec un
risque cumulé de cancer du sein a |I'age de 80 ans de 72 % et 69 % et de cancer de I'ovaire de 44
% et 17 % pour les femmes porteuses de mutations de BRCA1 ou BRCA2 respectivement
(Kuchenbaecker et al., 2017). Les femmes porteuses de ces altérations ont également un risque
augmenté de développer un second cancer sur le sein controlatéral. Cependant, les mutations
des génes BRCA1 et BRCA2 ne permettent pas d'expliquer plus de la moitié des syndromes sein-
ovaire. D'autres génes ont été identifiés en lien avec ce syndrome. En 2017, le Groupe Génétique
et Cancer (GGC) a établi un panel de 13 génes reconnus d’utilité clinique lors de la suspicion d'un
syndrome sein-ovaire (BRCA1, BRCA2, PALB2, TP53, CDH1, PTEN, RAD51C, RAD51D, MLH1,
MSH2, MSH6, PMS2 et EPCAM) (GGC-Unicancer, 2017). Le cancer du sein présente une incidence
élevée dans la population générale. Il peut étre compliqué de distinguer les formes héréditaires
familiales des concentrations familiales fortuites. Les éléments a prendre en compte sont le
nombre de cas de cancers du sein chez des apparentés de premier ou de deuxiéme degré dans la
méme branche parentale, la précocité de survenue du cancer du sein (40 ans ou moins),
I'atteinte bilatérale, la présence de cancer(s) de I'ovaire et I'observation éventuelle de cancer du
sein chez I'homme dans la famille.

La PAF est une maladie a transmission autosomique dominante liée a des mutations du
géne APC (Nishisho et al., 1991). Elle se manifeste classiquement par I'apparition de centaines de
polypes dans le cbélon dés l'adolescence. Individuellement, ces polypes ne sont pas plus
susceptibles de se transformer en cancer que chez une personne non atteinte de PAF mais le
nombre élevé augmente le risque que l'un d'eux devienne cancéreux. Si on ne prend pas de
mesure préventive (résection prophylactique du célon), le risque de cancer est presque de 100%
avant 40 ans dans les formes classiques (Half et al., 2009). Néanmoins, des formes plus
modérées existent, avec des risques de cancer plus faibles. Il existe également une autre forme
de PAF, moins séveére, liée a des mutations du gene MYH. Cette forme, autosomique récessive,
se manifeste par un début plus tardif, un nombre plus faible de polypes, et un risque de cancer
moins important.
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Le syndrome de Lynch est di a des mutations des génes du systeme de réparation des
mésappariements des bases lors de la réplication de I'ADN (systeme MMR: MisMatchRepair,
MLH1, MSH2, MSH6, PMS2, EPCAM). Il engendre la formation de polypes dans la paroi du c6élon
mais pas en aussi grand nombre que dans le cas de la PAF. Le risque de développer un cancer
colorectal est de I'ordre de 10 % a 50 ans et 40 % a 70 ans (ERISCAM, 2010). |l représente 2 a 3%
de I'ensemble des cancers colorectaux. Les femmes présentent aussi un risque accru de cancer
de I'endomeétre et les personnes atteintes peuvent développer d'autres cancers (voies biliaires,
voies urinaires, ovaire, intestin gréle, estomac). Cette prédisposition génétique est discutée
lorsqu'on diagnostique un cancer colorectal chez une personne de moins de 50 ans, chez un
patient de moins de 60 ans dont la tumeur présente une instabilité des microsatellites ou
lorsque des apparentés ont présenté un cancer appartenant au spectre des cancer de ce
syndrome (INCa, 2015b).

I1.3. Recherche des bases moléculaires des prédispositions
génétiques au cancer

Depuis 2010, la mise en place de techniques de séquencage haut débit, communément
dénommeées NGS (Next Generation Sequencing), dans les laboratoires d'oncogénétique a permis
de réduire notablement les colts et les délais de séquencage. Cela a rendu possible I'analyse
simultanée de groupes de génes (ou panels) connus pour étre impliqués dans les formes
mendéliennes de cancer. Cette technique est devenue la pratique courante pour identifier les
bases moléculaires d'une prédisposition au cancer. Les différents panels de génes peuvent étre
différents selon les laboratoires, malgré un effort d’homogénéisation récent, et ont un
rendement diagnostique limité. Une publication récente portant sur plus de 10 000 patients
montre que le séquencage de panels de genes selon les indications cliniques permet de poser un
diagnostic moléculaire dans seulement 9% des cas en moyenne (Susswein et al., 2016). Avec
18,7 % de cas résolus, le panel dédié aux cancers du spectre du syndrome de Lynch a le meilleur
rendement diagnostic, certainement en raison de critéres cliniques bien définis et de I'étude
préalable des caractéristiques tumorales (instabilité des microsatellites et/ou expression des
protéines MMR par immunohistochimie). Ces chiffres concordent avec ceux rapportés par
I'Institut National du Cancer (INCa) pour I'année 2016 avec une altération génétique liée au
syndrome sein-ovaire retrouvée chez seulement 10% des cas index testés, et dans 19% des cas
pour le syndrome de Lynch (INCa, 2016). Cela montre que malgré I'apport du NGS, |'analyse des
GPC connus ne permet d'expliquer qu’une petite proportion des situations ou une prédisposition
génétique est suspectée.

I1.4. Conséquences de la découverte d'une variation
pathogéne dans un gene de prédisposition au cancer

Les arguments généalogiques et individuels permettent de retenir, avec plus ou moins de
certitude, une prédisposition génétique, voire d'estimer le risque de cancer et ainsi de proposer
aux apparentés d’un sujet atteint une prise en charge spécifique avec la mise en place de
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mesures de prévention et de dépistage précoce des tumeurs. L'identification de la mutation
responsable chez le cas index permet de confirmer le diagnostic de prédisposition et de
proposer une analyse pré-symptomatique chez les apparentés. Dans ce cas, I'analyse est simple
et rapide puisqu’elle est basée sur la recherche ciblée de I’altération mise en évidence chez le
cas index. Un résultat négatif permet de rassurer le patient, son risque de développer un cancer
rejoignant celui de la population générale, et lui épargne des mesures de dépistage anxiogenes
et coliteuses pour |'assurance maladie.

Au contraire, I'identification des apparentés porteurs du risque génétique permettra de
préciser le risque de cancer et de proposer une prise en charge personnalisée visant a détecter
précocement l'apparition d'une tumeur. Elle permet aussi de proposer des mesures de
prévention (chirurgie prophylactique) aux individus a trés haut risque.

Dans certaines situations, l'identification de la mutation responsable de la prédisposition
peut également avoir un impact sur le traitement. Par exemple, les chimiothérapies a base de
sels de platine ont démontré leur utilité dans le traitement des cancer du sein (Byrski et al.,
2012; Tutt et al., 2018) et de I'ovaire (Walsh, 2015) liés a une mutation des génes BRCA1 et
BRCA2. De nombreuses thérapies ciblées ont été développées ces dernieres années. Leur
principe est d'exploiter la connaissance de la cause sous-jacente du cancer pour identifier les
vulnérabilités spécifiques a la tumeur pouvant étre la cible d’une thérapeutique. Le modele le
plus simple concerne les cancers liés a des mutations gain de fonction de proto-oncogeénes,
pouvant étre directement inhibés par des molécules tels que I'Imatinib (KIT et PDGFRA), le
Vandétanib (RET) et le Foretinib (MET) (Bachet et al., 2013; Logan, 2013; Wells et al., 2010). Il est
plus compliqué de rétablir la fonction d'un géne suppresseur de tumeur. En revanche, si la
mutation conduit a l'activation anormale d'une voie métabolique, il est possible de cibler
d'autres membres de cette voie afin de l'inhiber. C'est le cas de I'Everolimus, un inhibiteur de
MTOR utilisé pour traiter les astrocytomes dans la sclérose tubéreuse de Bourneville due a des
mutations des génes TSC1 et TSC2 (Jozwiak et al., 2012). Un autre exemple est I'utilisation d'un
inhibiteur de la voie Hedgehog (Vismodegib) pour traiter les carcinomes basocellulaires des
patients atteints du syndrome de Gorlin d{ a la mutation du géne PTCH1 (Tang et al., 2012).

Une des approches thérapeutiques les plus innovantes est l'induction de la |étalité
synthétique. Deux génes ont une relation de létalité synthétique quand leur inhibition
simultanée cause la mort cellulaire. La perte de I'un ou l'autre des genes seul n'entraine pas la
mort cellulaire et peut au contraire constituer un avantage de survie. Cette approche est trés
prometteuse chez les patients prédisposés au cancer lié aux génes BRCA1 ou BRCA2: I'enzyme
PARP (Poly ADP-Ribose Polymerase) est impliquée dans le processus de réparation de I'ADN par
excision de base. Son inhibition entraine la formation de lésions, normalement réparées par
recombinaison homologue, processus impliquant BRCA1 et BRCA2. Les tumeurs de ces patients
ayant généralement une perte du second alléle de BRCA1 ou BRCA2, l'inhibition de la voie PARP
va entrainer la mort des cellules tumorales mais pas des cellules saines, qui ne sont porteuses
gue de mutations monoalléliques (Farmer et al., 2005; Fong et al., 2009). Le développement de
cette approche thérapeutique se poursuit pour d'autres GPC (Brough et al., 2011). Plusieurs
études ont montré une amélioration de la survie sans cancer grace aux inhibiteurs de PARP,
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principalement dans les cancers de I'ovaire. L'Olaparib a d’ailleurs une autorisation de mise sur
le marché en monothérapie pour le traitement d'entretien des patientes adultes atteintes d’un
cancer épithélial séreux de haut grade de l'ovaire, récidivant et sensible au platine avec une
mutation du géne BRCA (germinale et/ou somatique) et qui sont en réponse (compléte ou
partielle) a une chimiothérapie a base de platine (INCa, 2017). Ces molécules sont aussi a I'étude
pour le traitement des cancers du sein et de la prostate.
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IIl. Le séquencage haut débit

Le séquencage par la méthode de Sanger automatisée est considéré comme la
technologie de séquencage de premiére génération. Les méthodes de deuxiéme génération,
qualifiées de séquengage haut débit ou souvent désignées par I'acronyme anglais NGS (Next
Generation Sequencing) sont une révolution technologique sans précédent dans le domaine de
la génétique que ce soit en recherche fondamentale ou appliquée ou en routine diagnostic. Les
évolutions spectaculaires de la technologie en termes de capacité de séquencage et la
diminution des colts associés permettent aujourd’hui de séquencer un génome humain complet
en quelques jours pour un colt moyen de 1500 euros, alors que le premier séquencage du
génome humain selon la méthode de Sanger nécessita plus de 10 ans de travail et presque 3
milliards de dollars. Cette énorme capacité de séquencage a élargi les champs d'application, au-
dela de la simple détermination de l'ordre des bases. Par exemple, les études d'expression
génique sur puce sont maintenant remplacées par des méthodes basées sur le NGS capables
dans la méme analyse d'identifier et de quantifier des transcrits rares, de donner des
informations sur |'épissage alternatif et de détecter des variations candidates. Le Chlp-Seq
(Chromatin Immuno Precipitation - Sequencing) permet de cartographier tous les sites de liaison
a ’ADN d'une protéine a I’échelle du génome. La capacité a séquencer le génome de nombreux
organismes apparentés a permis de conduire des études comparatives et évolutionnistes a
grande échelle, inimaginables sans cette technologie.

L'application la plus large du NGS est sans doute le re-séquencage du génome humain afin de
comprendre comment les variations génétiques identifiées affectent notre santé et influent sur
le développement de maladies (Koboldt et al., 2013; Metzker, 2010). Le NGS a permis le
transfert d’une médecine génétique basée sur |'analyse ciblée de quelques génes vers des
approches pan-génomiques, comme le séquencage d’exome (analyse de toutes les séquences
codantes) ou du génome, en passant par le transcriptome (séquencage de tous les transcrits) ou
le méthylome (étude de la methylation du génome). Cette révolution technique du NGS a
nécessité d'importants développements en bioinformatique pour le traitement des données
brutes générées par le séquencage. Aujourd’hui, le véritable défi de la génétique médicale n’est
plus la détection des mutations, mais |'évaluation de leur impact biologique et leur implication
dans la pathologie étudiée, pour mieux orienter le traitement a I’avenir.

II1.1. Aspects techniques du séquencage haut débit

L'énorme augmentation de débit du NGS par rapport au séquencage de premiere
génération repose sur deux principes majeurs : I'amplification clonale et le séquencage
simultané de plusieurs millions de petits fragments d'ADN. La séquence étudiée est ensuite
reconstituée in silico en alignant les lectures par rapport a un génome de référence, s'il existe, ou
par assemblage des séquences chevauchantes.
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III.1.a. Préparation des librairies

La premiere étape de I'analyse consiste a produire des millions de courts fragments
d’ADN, copies des régions d'intérét que l'on veut étudier. Cette banque d'ADN est appelée
librairie (anglicisme dérivé de "library"). L'ADN peut étre fragmenté par sonication ou par des
enzymes de restriction. Si I'on veut séquencer la totalité du génome, seule la fragmentation de
I'ADN génomique sera nécessaire. Mais on ne s'intéresse souvent qu'a une petite partie du
génome. Par exemple, uniquement la partie codante (exome), ou seulement certains génes
(panel de genes). Il sera alors nécessaire de réaliser une étape de sélection (ou enrichissement)
des régions d'intérét.

Il existe trois méthodes d'enrichissement:

— Enrichissement par PCR: cette méthode consiste a amplifier les régions d'intérét
par une ou plusieurs réactions PCR multiplex, c'est a dire I'amplification simultanée
de nombreux fragments différents dans la méme réaction. Une étape préliminaire
de fabrication des amorces est nécessaire. Il existe également des techniques de
PCR en émulsion faisant appel a la micro-fluidique. Dans ce cas, chaque réaction de
PCR est isolée dans une microgouttelette et toutes les amplifications ont lieu
simultanément dans le méme tube.

— Enrichissement par capture d'hybrides: I'ADN est d'abord fragmenté par
sonication ou digestion enzymatique, puis les régions d'intérét sont capturées
grace a des sondes complémentaires biotinylées. Les hybrides sont ensuite purifiés
grace a des billes de streptavidine.

— Enrichissement par circularisation: 'ADN génomique est fragmenté puis enrichi
grace a des sondes constituées d’une séquence universelle flanquée de séquences
spécifiques de la région d’intérét. Les fragments d'ADN capturés sont ensuite
amplifiés grace a la séquence universelle des sondes.

Au cours de ces étapes d'enrichissement, on ajoute a chaque extrémité des fragments
d'ADN de la librairie, des séquences adaptatrices qui vont permettre leur fixation sur un support
(bille ou lame de verre) en vue de leur amplification clonale et du séquencage. Les séquences
adaptatrices sont spécifiques du séquenceur qui sera utilisé. On peut aussi associer a chaque
fragment de la librairie une courte séquence d'ADN synthétique identifiant I'échantillon.
L'utilisation de ces séquences, appelées index, permet de séquencer plusieurs échantillons au
cours d’une méme analyse.

II1.1.b. Amplification clonale

Avant le séquencage des librairies, il est nécessaire de multiplier le nombre de copies de
chaque fragment d'ADN séparément. Ce processus appelé amplification clonale peut se faire par
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PCR en émulsion. Chaque fragment d'ADN a séquencer est fixé sur une microbille grace aux
séquences adaptatrices. Puis, I'’émulsion permet d'isoler chaque bille dans un microréacteur et
une PCR amplifie le fragment d'ADN pour recouvrir la bille d'un millier de copies du fragment
d'ADN initial. Les billes sont ensuite injectées dans les micro-puits d'une puce, dimensionnés
pour ne contenir qu'une seule bille (Figure 5A). Chaque puits de la puce sera le siege d'une
réaction de séquencage. Cette technique est utilisée par les plateformes de séquencage
commercialisées par les sociétés Roche ou Life Technologies.

s

—
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1: Mélange de la banque d’ADN a séquencer avec un exces de billes de capture et création d’une émulsion
de microgoutelettes aqueuse avec les réactifs de PCR.

2: Dans les conditions idéales, chaque bille est isolée dans une microréacteur contenant un seul fragment
d’ADN.

3: L'amplification clonale a lieu dans chaque microréacteur. Les nouvelles molécules d’ADN synthétisées
restent fixées a la bille.

4: Les billes recouvertes de fragments d’ADN a séquencer sont injectées dans le puits d’une puce. Chaque
puits sera le siege d’une réaction de séquencage.
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méme orientation.
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Figure 5: Amplification clonales. A: PCR en émulsion. B: PCR en pont sur support solide

La seconde technique d'amplification clonale consiste a créer des groupes ou "clusters" de
fragments d'ADN sur un support solide. La banque de fragments d'ADN ainsi constituée est
injectée a l'intérieur d'une cellule de verre, appelée flowcell, dont la surface est tapissée
d'oligonucléotides complémentaires des séquences adaptatrices. Plusieurs cycles de PCR vont
permettre de créer environ 1000 copies de chaque fragment d'ADN original lié a la flowcell.
Cette méthode d'amplification clonale a été nommée PCR en pont car les brins d'ADN se
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recourbent pour s'hybrider aux oligonucléotides voisins liés a la surface de la flowcell (Figure 5B)
(Bentley et al., 2008; Fedurco et al., 2006). L'amplification clonale sur support solide est utilisée
pour tous les séquenceurs de la société Illumina.

IIL.1.c. Les différentes plateformes de séquencage haut débit

Dés la fin des années 1990, plusieurs types de séquenceur de deuxieme génération ont
été développés. La premiére technologie de NGS fut basée sur le principe du pyroséquencage
(Ronaghi et al., 1996, 1998). Dans cette méthode, deux enzymes sont utilisées pour convertir le
pyrophosphate libéré lors de l'incorporation d'un nucléotide a l'extrémité d'une chaine
nucléotidique en un signal lumineux (Figure 6A). La séquence est déterminée en mesurant
I'intensité de la luminosité aprés l'injection séquentielle de chaque nucléotide dans le milieu
réactionnel. La principale difficulté de cette technique est de déterminer combien de fois le
méme nucléotide est répété a une position donnée. En effet, bien que l'intensité du signal
lumineux soit proportionnelle au nombre de nucléotides incorporés, la relation n'est plus
linéaire au dela de 4 ou 5 répétitions. La société 454 Life Science acquise par Roche en 2007 a
commercialisé les premiers séquenceurs de deuxiéme génération basés sur cette technologie.

Suite au succes de 454 Life Science, un certain nombre de technologies de séquencage de
deuxieme génération ont vu le jour. La plus importante d'entre elle étant certainement la
méthode développée par la société Solexa (Voelkerding et al., 2009), plus tard acquise par
[llumina. Le séquencage s'effectue par synthése en utilisant des dNTP terminateurs de chaine
réversible. La position 3'OH de ces nucléotides est occupée par un fluorophore qui doit étre clivé
avant de pouvoir continuer la synthése de la chaine nucléotidique (Voelkerding et al., 2009).
Chaque dNTP étant couplé a un fluorophore différent, ils sont injectés simultanément dans la
flowcell puis "lavés" avant lecture de la fluorescence de chaque cluster. Plusieurs cycles
consécutifs d'injection - lavage - lecture sont réalisés pour déterminer I'enchainement des bases
(Figure 6B). Les premiers séquenceurs lllumina, baptisés Genome Analyzer ne produisaient que
de trés courtes séquences (jusqu'a 35 bases) mais avaient I'avantage de lire la séquence des
deux extrémités des brins d'ADN. On appelle cela le séquencage "paired-end". Aprés que la
séquence d'une des extrémités soit lue, les molécules d'ADN sont retournées par un unique
cycle de PCR en pont et une seconde lecture est réalisée a partir de I'autre extrémité. Etant
donné que la taille approximative des fragments d'ADN séquencés est connue, |'obtention de
données pairées permet d'améliorer la précision de I'alignement des séquences sur le génome
de référence, spécialement dans les régions répétées, et facilite la détection de réarrangements,
de genes de fusion ou d'épissages alternatifs.
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Figure 6: Séquencage par synthése. A: Méthode par pyroséquencgage 454. B: Méthode Illumina par
bloqueurs de chaine réversibles.

La troisieme technologie de séquencage par synthése est celle développée par la société
lon Torrent acquise par Life technologies en 2010. D'une maniére analogue au séquencage 454,
des billes tapissées d'une population clonale de fragments d'ADN (générées par PCR en
émulsion) sont déposées dans les micro-puits d'une puce. Le séquencgage par synthése est réalisé
par l'injection séquentielle de chacun des 4 dNTP. L'originalité de cette technique réside dans la
détection du nucléotide incorporé. Elle est réalisée par la mesure d'une variation de pH due a la
libération de protons H+ lors de la polymérisation. Cette méthode permet un séquencgage trés
rapide mais comme la technologie 454, elle peine a déterminer le nombre de nucléotides
incorporés dans les séquences d'homopolymeres (Glenn, 2011; Rothberg et al., 2011).

Une autre méthode a été développée parallelement au séquencage par synthése. Il s'agit
du séquencage par ligation. Dans cette stratégie, des sondes de huit bases sont hybridées sur le
fragment d'ADN a séquencer puis liées entre elles par une ligase. Chaque sonde est constituée
d'un dimere correspondant aux bases a séquencer, suivi de trois bases dégénérées et de trois
bases universelles. Les bases dégénérées et universelles sont capables de s’apparier avec les
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quatre nucléotides (Figure 7A). Seize sondes correspondant aux seize diméres de bases possibles
sont utilisées. Elles sont marquées par quatre fluorochromes différents. Cing séries de sept
cycles sont nécessaires pour déterminer la séquence du brin a séquencer. Chaque cycle est
constitué d’une étape d’hybridation et de ligation de la sonde spécifique puis d’une étape de
détection de la fluorescence de la sonde avant digestion des trois bases universelles. La digestion
de ces bases permet de régénérer I'extrémité 5’ nécessaire pour le cycle suivant. A la fin de ces
cycles, le brin nouvellement synthétisé est dénaturé. Une nouvelle série de sept cycles
d’hybridation est répétée avec un décalage d’une base. A chaque série, la fluorescence des sept
dimeres est détectée et la séquence de la molécule d’ADN est déterminée par I'interprétation de
la combinaison des différents dimeres des cing séries (Figure7B). Cette technologie a I'avantage
d’interroger deux fois chaque base, réduisant ainsi le taux d’erreurs de lecture. En 2005,
Shendure et ses collaborateurs ont décrit une technologie associant cette méthode de ligation a
I"amplification clonale par PCR en émulsion. Elle fut a l'origine de la technologie SOLID
(Supported Oligonucleotide Ligation and detection) commercialisée par la société Life
technologies (Shendure et al., 2005).
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Figure 7: Séquencgage par ligation selon la technologie SOLID. A: Les sondes et leur code couleur. B:
Déroulement de séquencage

La révolution génomique engendrée par ces technologies de deuxieme génération a
grandement facilité le séquencage de I'ADN et diminué drastiquement son co(t. Les capacités
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des séquenceurs ont évolué a un rythme plus rapide que celui décrit par la loi de Moore lors de
la révolution informatique: la complexité des microprocesseurs doublait a peut prés tous les
deux ans, alors que la capacité des séquenceurs a doublé tous les cing mois entre 2004 et 2010
(Stein, 2010). Plusieurs séquenceurs avec des caractéristiques et des capacités diverses co-
existent sur le marché fournissant divers outils aux chercheurs pour concevoir leurs analyses.
Toutefois, ces derniére années, le succes des instruments de la société lllumina la place comme
leader sur le marché (Greenleaf and Sidow, 2014). Apres |'abandon de la commercialisation de la
technologie 454 par Roche en 2013, la société Thermo Ficher Scientific, qui commercialise des
séquenceurs basés sur la technologie lon Torrent, est son seul concurrent.

Une troisieme génération de séquenceurs basés sur |'analyse de molécules d'ADN unique
commence a faire son apparition. lls sont capables de séquencer de tres longues molécules
d'ADN en un temps trés court sans besoin d'amplification clonale. Cependant, leur taux d'erreur
est trop élevé pour étre compatible avec la détection de petites variations génétiques. Leur
principale intérét est la création d'assemblages de novo ou leur utilisation en combinaison avec
des données de deuxiéme génération pour améliorer leur alignement et la détection de grandes
variation structurales (Heather and Chain, 2016).

I11.1.d. Traitement bioinformatique des données brutes

Plusieurs étapes d'analyse bioinformatique sont nécessaires pour convertir les données
brutes issues des séquenceurs en une liste de variations interprétables. Le processus de
traitement des données brutes générées par un séquenceur lllumina appliqué a la détection de
variations génétiques peut étre divisé en six grandes étapes (Figure 8).

Analyse Base Variant
d’images calling Démultiplexagep Alignement calling Annotation

Figure 8: Différentes étapes de I'analyse bioinformatique pour l'identification de variations génétiques.

La premiére étape consiste a analyser les images réalisées lors du séquengage pour
déterminer la position des clusters, leur intensité et leur bruit de fond. La seconde étape,
appelée "base calling"”, permet de déterminer chaque base individuellement et de générer des
fichiers de séquences brutes au format ".bcl". Ces deux premieres étapes sont réalisées en
méme temps que le séquencage. Elles intégrent la détermination de plusieurs facteurs de qualité
des clusters. Les clusters dont la qualité est insuffisante sont exclus lors des premiers cycles de
séquencage. Un score de qualité est également calculé pour chaque base. Il s'agit du score de
Phred (ou Q score). Il représente, sur une échelle logarithmique, la probabilité que la base
appelée soit fausse. Par exemple, un Q score de 30 (Q30) correspond a une probabilité d'erreur
de 1 sur 1000, donc a une précision de 99,9% (Tableau 1).
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Tableau 1: Relation entre le score de Pred et la probabilité d'erreur de I'appel d'une base.

Probabilité d'un mauvais 7 Précision de l'identification
Score de Phred
appel de base de la base
Q10 1 pour 10 90%
Q20 1 pour 100 99%
Q30 1 pour 1000 99,9%
Q40 1 pour 10000 99,99%

L'étape de démultiplexage permet l'identification des séquences d'index spécifique a
chaque échantillon et géneére un ou plusieurs fichiers au format ".fastq". Il s'agit de fichiers texte
contenant a la fois la séquence nucléique lue pour chaque cluster et le score de Pred associé a
chaque base individuellement.

Chaque lecture doit ensuite étre alignée sur le génome de référence. Compte tenu du
tres grand nombre de lectures a aligner, cette étape nécessite des outils informatiques trés
performants. Il existe plusieurs logiciels d'alignements. La plupart utilisent des méthodes
d'indexation du génome de référence pour définir rapidement les positions potentielles des
lectures. Ils générent des fichiers binaires au format ".bam" (Binary Alignement Map).

L'étape suivante consiste a détecter les variations entre I'échantillon testé et la séquence
de référence. La encore plusieurs logiciels existent. lls prennent en compte les scores de qualité
des bases et des alighements pour distinguer les véritables variations de la séquence analysée,
des erreurs générées par le séquencage ou l'alignement. Toutes les variations détectées (SNV et
insertions/délétions) sont stockées dans un fichier normalisé au format ".vcf" (Varaint Call
Format).

Le variant calling peut révéler un trés grand nombre de variations. Jusqu'a 20 000 pour le
séquencage d'un exome par exemple. Pour pouvoir étre filtrées et interprétées, toutes ces
variations doivent étre annotées. Les logiciels d’annotation permettent d’associer, a partir de la
position génomique, des informations telles que le géne portant la variation, la position au sein
du gene ou le type de variation (faux-sens, non-sens, variant d’épissage...). lls sont également
capables d’identifier les variations polymorphiques a partir de différentes bases de données
rapportant la fréquence des variations dans la population générale comme le site 1000
Genomes, qui rassemble les données de séquengage du génome de 1000 individus a priori
exempts de pathologie mendélienne, formant ainsi une base compléete de polymorphismes
(http://www.1000genomes.org). Le site ExXAC (Exome  Aggregation Consortium,
http://exac.broadinstitute.org/) rassemble des données de séquencage de plus de 60 000
exomes. Les individus séquencés ne présentent pas de pathologie pédiatrique sévere mais
pourraient étre atteints de maladies multifactorielles (asthme, autisme, schizophrénie). Il est
donc probable que cette base contienne des variations pathogénes.

Les logiciels d'annotation peuvent également interroger des bases de données comme
OMIM (Online Mendelian Inheritance in Man, https://www.omim.org), qui contient des
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informations sur toutes les maladies mendéliennes humaines connues et plus de 4000 génes
associés a un phénotype. D'autres bases de données listent les variations génétiques et donnent
des informations sur leur degré de pathogénicité. On peut citer la base de données ClinVar
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar) ou HGMD (Human Gene Mutation Database,
http://www.hgmd.cf.ac.uk).

L'impact des variations faux-sens peut aussi étre prédit par des scores de pathogénicité
calculés par des outils in silico. Certains algorithmes sont basés sur la conservation des acides
aminés au cours de |'évolution. D'autres prennent en compte les propriétés physicochimiques
des acides aminés ou leur implication dans des structures particuliéres de la protéine comme les
ponts disulfures, les coceurs hydrophobes ou les domaines fonctionnels. Ces annotations sont une
aide précieuse pour filtrer, prioriser et interpréter les variations détectées.

II1.1.e. Interprétation des variations

Apres l'annotation des variations identifiées lors du séquencage d'un exome, plusieurs
filtres sont appliqués. Tout d'abord des filtres de qualité permettent d'éliminer les artéfacts dus
a des erreurs de séquencage ou a des difficultés d'alignement des lectures. Ensuite, ne sont
gardées que les variations non synonymes, proches des sites d'épissage ou les petites insertions
et délétions (variations NSSSI : Non Synonymous, Splice Site, Insertion/deletion) de faible
fréquence dans la population générale.

Parmi les variations retenues aprés analyse informatique, plusieurs types de situations
peuvent se présenter. Le cas le plus simple est la découverte d’une variation connue et identifiée
comme pathogeéne dans les bases de données (OMIM, Clinvar, HGMD). Quand la variation n'est
pas rapportée comme pathogene mais concerne un gene déja impliqgué dans la pathologie
étudiée, sa classification est plus ou moins aisée selon le type de variation. Les insertions ou
délétions de quelques bases décalant le cadre de lecture ou les variations non-sens interrompant
la séquence génique ne posent généralement pas de probléme d’interprétation et sont le plus
souvent classées comme pathogénes. Les variations d’épissage sont également peu ambigués,
puisqu’elles perturbent a priori la production du transcrit. Leur effet délétere peut étre confirmé
par un séquencage ciblé des ARN messagers du géne. La principale difficulté d’interprétation
réside dans I'analyse des variations faux-sens: elles correspondent a un changement d’acide
aminé et peuvent avoir un effet trés variable allant de I'absence de conséquence sur l'activité de
la protéine jusqu’a une perte totale de sa fonction. Plusieurs outils sont utilisés pour tenter de
prédire I'effet de ces substitutions, en s’appuyant sur des logiciels de prédiction de pathogénicité
évoqués précédemment. Les variations faux-sens les plus a méme d'avoir un effet pathogene
sont celles impactant des acides aminés conservés au cours de I'évolution ou impliqués dans des
domaines fonctionnels ou structuraux de la protéine. L'évaluation du caractere pathogene d'une
variation s’appuie enfin sur I'étude de la ségrégation familiale. Ainsi, pour valider I'identification
d’une nouvelle variation, méme dans un géne connu, le mode de transmission et le lien entre le
phénotype et le génotype chez plusieurs membres de la famille doivent étre contrélés.
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L'utilisation de techniques de séquengage pan-génomique comme le séquencage
d'exome ou de génome peut conduire a l'identification de variations non connues dans la
pathologie étudiée et nécessite des étapes d’explorations complémentaires qui reléevent plus du
champ de la recherche que de celui du diagnostic. Cet aspect de l'interprétation est développé
dans le chapitre I11.2.b.

II1.2. Le séquencage de l'exome

Depuis 2010, le NGS a révolutionné le monde de la génétique médicale. Le séquencage
de I'exome (ES: exome sequencing) permet de séquencer toutes les régions codantes du génome
en quelques heures. Il représente environ 34 millions de paires de bases, soit 1,2% de la totalité
du génome. Il existe des versions étendues de I'ES incluant les exons non codants ainsi que des
régions régulatrices. Il est donc possible de détecter toute sorte de variations nucléotidiques et
le développement récent d’algorithmes spécifigues permet aujourd’hui la détection de
variations structurelles, telles que les grandes délétions ou duplications de I’ADN (Fromer et al.,
2012; Hayes et al., 2013; Krumm et al.,, 2012). On estime que |'exome contient 85 % des
variations responsables de maladies génétiques (Botstein and Risch, 2003; Majewski et al.,
2011). L'ES a donc le potentiel de mettre évidence les causes d'un grand nombre de maladies
génétiques rares et d'identifier des variations prédisposant a des maladies plus communes
comme les cardiopathies ou les cancers.

Il présente également un avantage considérable par rapport au séquencage de panels de
génes associés a une pathologie, a savoir la possibilité de ré-analyse des données. En effet, les
analyses d’exome dont l'interprétation n'a pas identifié de variation causale peuvent étre
réinterprétées périodiquement a la lumiére des nouvelles connaissances scientifiques. Cela n'est
pas possible sur des données de panels. Il faudra alors mettre a jour la composition du panel et
re-séquencer les échantillons concernés. Plusieurs équipes ont rapporté leur expérience de ré-
analyse des données avec des pratiques trés variées et des résultats hétérogenes, mais
démontrant toujours une augmentation du taux de diagnostic moléculaire. Ce travail de ré-
analyse, mené par I'équipe de génétique du CHU de Dijon sur les anomalies du développement
et la déficience intellectuelle a permis de réaliser 24 (15%) diagnostics moléculaires
supplémentaires sur 156 analyses d’exomes négatives aprés un premiéere analyse (Nambot et al.,
2018).

II1.2.a. Différentes stratégies d'analyse d'exome

Aprés annotation et filtration des variations obtenues lors du séquencage d'un exome
selon les criteres définis précédemment, on aboutit a la production d'un rapport contenant
entre 300 et 500 variations. Malgré l'aide des outils de prédiction de pathogénicité et de
stratégies de priorisation, l'interprétation de toutes ces variations peut étre extrémement
fastidieuse. Des stratégies d'analyse comparatives d'exome ont été imaginées pour réduire le
nombre de variations a interpréter.
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Stratégie des exomes en trio: elle s’applique lorsqu’un seul individu est atteint
dans une famille et que I'on suspecte l'apparition d'une mutation de novo
dominante. Dans un premier temps, on séquence |I'exome du cas index et de ses
parents sains. Puis on soustrait de la liste des variations du cas index ceux qui sont
hérités de I'un ou l'autre des parents pour ne conserver que les variations de novo.
Cette stratégie peut également faciliter l'identification de variations homozygotes
ou hétérozygotes composites avec un alléle hérité de chaque parent. On peut
I'appliquer aux formes de cancer tres précoces sans agrégation familiale.

Stratégie des apparentés distants: elle consiste a comparer les résultats d’exome
de plusieurs individus d’une famille atteints d’'une méme pathologie et a
sélectionner les variations qu'ils ont en commun. Le succés de cette stratégie
repose essentiellement sur le choix des individus. Plus ils sont éloignés, moins ils
partagent de matériel génétique. Ainsi, I'identification du géne délétére sera plus
aisée si les individus atteints et séquencés ne sont pas apparentés au premier
degré. Cette stratégie s'applique aux formes familiales de cancer avec de
nombreux cas dans la méme branche parentale.

Stratégie interfamiliale: elle consiste a comparer les résultats d’exome de cas
index de différentes familles atteints de la méme maladie génétique pour identifier
un gene altéré en commun. Elle suppose une absence d'hétérogénéité génétique,
et était la stratégie de choix avant I'arrivée des nouvelles technologies.

En plus de ces trois stratégies appliquées classiquement en génétique constitutionnelle,

I'accés a du matériel tumoral peut permettre de comparer I'exome constitutionnel et somatique.

Cette méthode peut permettre de détecter une perte d'hétérozygotie ou un deuxieme

événement somatique conduisant a l'inactivation bi-allélique d'un géne suppresseur de tumeur
ou de réparation de I'ADN.

II1.2.b. Validation de la pathogénicité des variations

Lors de l'interprétation des données d'exome, deux niveaux d'analyse peuvent étre

envisagés:

une interprétation a visée diagnostique, ne s'intéressant qu'aux genes impliqués
en pathologie humaine (genes présents dans la base de données OMIM)

une interprétation visant a identifier de nouveaux genes responsables de la
pathologie étudiée. Ce type d'analyse reléve plus du domaine de la recherche et
nécessite des investigations supplémentaires pour démontrer I'implication du gene
dans le phénotype et la pathogénicité de la variation identifiée.
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Ces investigations commencent généralement par une recherche bibliographique
approfondie sur la fonction du géne, les voies métaboliques et les processus biologiques dans
lesquels il intervient. Il existe des sites internet tels que Gene Ontology Consortium
(http://www.geneontology.org/), UCSC Genome Browser (http://genome.ucsc.edu) ou Uniprot
(https://www.uniprot.org/) qui facilitent I'accés a ces informations. La recherche de modéles
animaux mutés pour le géne en question peut également permettre de vérifier son implication
dans le phénotype.

La réplication d’'une association génotype-phénotype (autres patients ayant un
phénotype similaire et une variation dans le méme géne) est un argument fort en faveur de la
pathogénicité d’une variation. Elle peut se faire par recherche bibliographique, par des échanges
et présentations de cas cliniqgues lors de congrés nationaux ou internationaux ou par le
séquencage ciblé du géne sur une cohorte de patients présentant un phénotype similaire. Mais
parfois, la rareté de la pathologie ou son hétérogénéité génétique font qu'il est difficile
d'identifier d’autres patients par ces méthodes. Un moyen efficace de partager les données
cliniques et biologiques pour augmenter la récurrence a d0 étre développé. Des plateformes de
soumission en ligne ont vu le jour ces derniéres années permettant a chaque généticien de
partager de maniére anonyme les données cliniques et moléculaires de ses patients. Ce partage
international de données permet d’identifier rapidement d’autres individus porteurs de
variations dans des génes candidats et de confirmer ou d’infirmer leur pathogénicité (Kernohan
et al.,, 2017; Shaheen et al.,, 2016). Ces échanges rapides inter-équipe ont permis de faire
exploser I'identification de nouveaux génes responsables de maladies génétiques humaines. Ceci
est d’ailleurs illustré par le fait que le rendement diagnostique en 2012-2014 était estimé a 25 %
alors qu’il atteint 35% environ actuellement (Dragojlovic et al., 2018; Yang et al., 2013).

Des analyses fonctionnelles sont parfois nécessaires par la suite afin de démontrer
I'impact délétére des variations génétiques suspectées comme causales sur I'expression, la
localisation de la protéine, et/ou la perturbation de la voie physiologique dans laquelle la
protéine intervient.

II1.3. Apports scientifiques et médicaux du NGS/ES

II1.3.a. Découverte de la variabilité du génome humain

Le séquencage d'exome a grande échelle a révélé une grande variabilité dans les
séquences codantes avec environ 20000 SNV par exome dont 500 SNV rares avec une fréguence
allelique inférieure a 0,1 % dans la population générale. Les données du consortium EXAC
(ExomeAggregation Consortium), portant sur plus de 60000 exomes, montrent que 99% des
variations rapportées ont une fréquence allélique inférieure a 1% et que 54% sont uniques. Elles
indiquent également que chaque individu est susceptible d’étre porteur d’une a deux variations
codantes de novo, c'est-a-dire une nouvelle variation, non hérité d'un des deux parents (Acuna-
Hidalgo et al., 2016; Lek et al., 2016). De plus, il a été montré un enrichissement en altérations
de novo entrainant une perte de fonction dans différentes pathologies comme la déficience
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intellectuelle ou l'autisme (Gilissen et al.,, 2014; Samocha et al.,, 2014). Toutes ces données
indiquent l'implication de variations trés rares, voire privées, dans les maladies mendéliennes
et posent la question de leur contribution a la prédisposition héréditaire au cancer.

II1.3.b. Apport du NGS/ES dans les maladies Mendéliennes

L'ES a initialement été utilisé dans le domaine de la recherche pour des pathologies ultra-
rares, résistantes aux techniques diagnostiques traditionnelles, concernant des groupes
homogenes de patients. Cette approche a démontré un taux de succés sans précédent dans
I'identification de genes associés a une pathologie humaine (Ng et al., 2010; Thauvin-Robinet et
al., 2013, 2014). L'exome a ensuite été appliqué dans de grandes séries de patients présentant
des maladies plus fréquentes, avec une grande hétérogénéité moléculaire et des spectres
phénotypiques larges, telle que la déficience intellectuelle syndromique (Gilissen et al., 2014;
Vissers et al., 2016), le retard de développement (Fitzgerald et al., 2015), I'autisme (lossifov et
al., 2014; Stessman et al., 2016), I'épilepsie (Helbig et al., 2016; Kodera et al., 2016) ou les
anomalies cardiaques congénitales (Blue et al., 2014; Long et al., 2015). Une interprétation plus
précise des données et une réduction des colits de séquencage a permis son implantation dans
le domaine diagnostique. Le taux diagnostique actuel de I'ES est compris entre 25 et 40% dans
les anomalies du développement et la déficience intellectuelle, selon la pathologie et
I'hétérogénéité de la cohorte étudiée (lIglesias et al., 2014; Retterer et al.,, 2016). Ce taux
diagnostique correspond a l'identification d'une variation pathogéne dans un géne
précédemment impliqué en pathologie humaine, avec des corrélations génotype-phénotype
publiées. Cependant, des preuves moléculaires ou phénotypiques peuvent manquer dans
certains cas pour conclure a la pathogénicité d’une variation, aboutissant a un résultat non
concluant ou négatif. Par exemple, pour une variation faux-sens détectée chez un patient avec
un phénotype concordant avec la pathologie associée au gene d’intérét, mais dans lequel seules
des variations décalant ou interrompant le cadre de lecture ont été rapportées, ou dans le cas ou
une unique famille atteinte a été décrite dans la littérature.

II1.3.c. Apport du NGS/ES en oncogénétique

La plupart des études d'ES en oncogénétique se sont intéressées a une localisation
tumorale en particulier. Elles ont permis d'identifier quelques nouveaux génes (Chubb et al.,
2016; Comino-Méndez et al., 2011; Smith et al., 2013; Stafford et al., 2017) ou d'élargir le
spectre des cancers associés a des genes de prédisposition connus (Chubb et al., 2016; Powis et
al., 2018; Stafford et al., 2017; Wilson et al., 2017).

La comparaison de grandes cohortes de patients et de contrdles bien définies selon des
criteres cliniques est une stratégie classique en cancérologie (Valle, 2014). Une étude
britannique a appliqué cette méthode sur les données d'ES de 1006 cas de cancers colorectaux
(CCR) familiaux diagnostiqué avant I'age de 55 ans et 1609 contréles sains (Chubb et al., 2016).
Elle a identifié des variations rares a forte pénétrance dans 16 % des cas de CCR. Bien que la
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majorité des variations concernent des génes connus en oncogénétique, trois genes, POTI,
POLE2 et MRE11, ont été identifiés comme des nouveaux génes candidats a une prédisposition
au CCR. Cette étude a également permis de clarifier I'architecture génétique de la prédisposition
au CCR et de probablement écarter l'existence d'autres génes de prédisposition avec des
variations a forte pénétrance qui pourraient individuellement expliquer plus de 1 % des cas
familiaux.

Certaines études ont permis d'identifier de nouveaux genes de prédisposition a partir
d'un nombre limité de patients. C'est le cas du gene MAX dans les phéochromocytomes
(Comino-Méndez et al., 2011) ou de SMARCE1 dans les méningiomes multiples (Smith et al.,
2013). Dans les deux cas, I'ES de 3 patients non apparentés sans mutation causale dans les genes
de prédisposition connus pour leur cancer a permis d'identifier le géne candidat. Des réplications
ont ensuite été trouvées chez d'autres patients par séquencage ciblé. Cela valide I'utilité de I'ES
pour identifier des variations rares a partir de quelques patients bien sélectionnés.

La stratégie d'exome en trio a été utilisée avec succes par une équipe francaise en 2014.
Cette méthode a été appliquée chez une patiente présentant un adénocarcinome séreux
métastatique de l'ovaire a 21 ans sans antécédents familiaux. Elle a permis d'identifier une
variation de novo du gene INHBA codant pour la sous unité BA des inhibines et activines, qui
jouent un role important dans le développement ovarien. In vitro, cette mutation altére le ratio
inhibine/activine sécrété. En réalisant le séquencage ciblé des génes des l'inhibines, I'équipe a
identifié une variation du gene INBA codant la sous unité a, partenaire de la sous unité BA. Cette
variation altére également le ratio inhibine/activine en perturbant la biosynthése des inhibines A
et B. Puis une seconde variation du géne INHBA a été identifié dans une cohorte de réplication
de 62 cas de cancer ovarien précoce (Tournier et al., 2014).

Ces différents exemples montrent I'utilité d'approfondir I'analyse génétique par une
technique pan-génomique et des méthodologies issues du domaine des maladies rares, telles
qgue I'ES en trio, pour les cas les plus évocateurs d'une prédisposition génétique, quand les
approches traditionnelles n'ont pas permis d'identifier la cause de la prédisposition.

40



Problématique et hypothese de
recherche

Dans les année 90, des études de liaison génétique dans des familles a haut risque ont
permis d'identifier de nombreux loci rares a forte pénétrance, comme ceux de BRCA1 et BRCA2
pour les cancers du sein ou de APC pour les cancers colorectaux (Fletcher and Houlston, 2010;
Foulkes, 2008). Les variants identifiés par ce type d'études ont une fréquence faible dans la
population générale (< 1/1000) et conférent une augmentation du risque de cancer de 5 a 50
fois par rapport a la population générale (Stadler et al., 2010).

Les études de génes candidats, basées sur la comparaison de la fréguence des mutations
dans des groupes patients et de témoins ont également permis l'identification de plusieurs GPC.
Les génes candidats ont été proposés sur la base de leur implication dans les mémes voies
métaboliques que les GPC déja identifiés (par exemple les voies de réparartion de I'ADN ou
impligqués dans le raccourcissement des télomeres) ou parce qu'ils sont le siege de mutations
somatiques dans les tumeurs (Rahman, 2014). Les variations de la plupart des GPC identifiés par
ces études ont des fréquences alleliques comprises entre 1/1000 et 1/100 et une pénétrance
modérée avec un risque de cancer environ 2 fois plus fort que dans la population générale
(Stadler et al., 2010).

A partir de 2005, les études d’association pan-génomique (GWAS : Genome Wide Association
Studies) ont permis d’étudier I’hypothése de I'implication de variations communes (fréquence
allelique > 10%) a faible pénétrance dans différentes pathologies dont le cancer. Ces études ont
permis d'identifier 391 variations communes, ne conférant qu'une faible augmentation du risque
de développer un cancer (Hindorff et al., 2009). Presque tous les loci identifiés par les GWAS
sont associés avec une faible augmentation du risque de cancer (odds ratio inférieurs a 1,5). La
plupart sont situés dans des régions inter-géniques. Seulement 15 se trouvent dans des GPC
connus, mais aucun n'est associé aux cancers qui surviennent chez les porteurs de mutations
rares et pénétrantes de ces genes. Ces données suggerent que les mécanismes associés aux
variations rares a forte pénétrance et aux variations fréquentes a faible pénétrance sont distincts
(Rahman, 2014). Cela differe d'autres maladies complexes communes qui montrent un
chevauchement entre ces deux composantes de leur architecture génétique (Morris et al., 2012;
Teslovich et al., 2010).

Comme le montre la Figure 9A, I'addition des GPC a plus ou moins forte pénétrance et
des SNP a faible pénétrance identifiés par les GWAS ne représente qu'une faible proportion
(entre 15 et 30 %) du risque familial des cancers le plus communs comme le cancer du sein, du
colon ou de la prostate. Ces trois types d'études ont permis de définir l'architecture génétique
de la prédisposition au cancer en 3 groupes : un premier groupe de genes avec des mutations
rares a forte pénétrance, un groupe intermédiaire avec des mutations plus fréquentes mais des
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pénétrances plus faibles et un troisieme groupe composé des SNP communs identifiés par GWAS
qui ne conferent qu'une faible augmentation du risque de cancer (Figure 9B).

TP53 PTEN ATM, FAF, BRCA2

BRIP1 de Lynch
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GWAS Risgue familial SNPs Risgue familial Risgue familial
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Figure 9: A: Proportion du risque familiale expliqué par les GPC connus et les SNP
identifiés par GWAS pour trois cancers communs. B: Effet phénotypique et
fréquence des alleles de prédisposition au cancer. (*) Les noms de génes
représentent le géne candidat le plus probable a proximité du SNP identifié par
GWAS. (adapté de Stadler et al., 2010).

Une autre hypothése qui permettrait de découvrir de nouveaux génes est celle de
I'implication de variants ultra rares voir privés a forte pénétrance comme cela a été démontré
dans le domaine des maladies génétique rares, grace a l'arrivée du séquencage haut débit de
I'exome. L'objectif de ce travail est d'explorer cette hypothése dans les prédispositions
génétiques aux cancers en appliquant des stratégies ayant fait leur preuve dans le domaine
des maladies rares, a partir de phénotypes extrémes de cancer. Pour cela, deux stratégies sont
proposées, le séquencage en trio dans les cas précoces sporadiques, et le séquencage
d’apparentés éloignés dans les formes familiales extrémes.
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Malgré le développement du séquencage haut débit, seuls les GPC associés au type de
cancer du patient sont séquencés en cas de suspicion d'une prédisposition au cancer. Le résultat
est souvent négatif et laisse bon nombre de patient sans diagnostique moléculaire.
L'approfondissement des investigations génétiques par I'ES chez des patients négatifs pour les
GPC classiques pourrait permettre d'augmenter le rendement diagnostique et d'élargir le
spectre des cancers associés a certains génes comme cela a déja été montré pour les cancers du
colon, du sein ou de I'ovaire (AlDubayan et al., 2018; Espenschied et al., 2017; Pearlman et al.,
2017; Yurgelun et al., 2017).
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Matériel et méthodes

I. Extraction de 'ADN génomique

— A partir de sang total

Les ADN génomiques (ADNg) sont extraits a partir de 3 a 5 mL de sang total a I'aide
du kit Gentra Puregene (Qiagen GmbH) en suivant le protocole recommandé par le
fournisseur.

— A partir de tissu tumoral congelé

Vingt milligrammes de tissu congelé sont lysés pendant une nuit a 56 °C sous
agitation modérée dans 180 pL de tampon ATL et 20 plL de protéinase K du kit QlJAamp DNA
Mini (Qiagen GmbH). L'ADN génomique est ensuite été extrait de ce lysat en suivant le
protocole DNA Purification from Tissues.

— A partir de tissu fixé au formol et inclus en paraffine (FFPE: Formol Fixed and
Paraffin Embedded)

Quinze copeaux de tissu FFPE de 20 pum d'épaisseur ont été coupés a l'aide d'un
microtome. Trois kits différents sont ensuite utilisés selon les recommandations des
fournisseurs pour I'extraction d'ADN : extraction automatisée sur l'automate QIAsymphony
(Qiagen GmbH), utilisation du kit Gentra Puregene (Qiagen GmbH) ou du kit QlIAamp® DNA
Mini (Qiagen GmbH). Les copeaux de tissu FFPE sont digérés une nuit a 56 °C sous agitation
modérée avec le tampon de lyse et la protéinase K fournis dans chaque kit. Les lysats sont
ensuite incubés 1 heure a 95 °c pour casser les liaisons covalentes qui se forment lors de la
fixation des tissus. La suite de l'extraction d'ADN a été faite en suivant le protocole
d'extraction a partir de tissus FFPE de chaque kit.

I1. Dosage et contréle qualité de 'ADN génomique

L’ADN génomique est dosés par fluorimétrie a I'aide du kit Qubit DS DNA broad range
(Thermo Fischer Scientific Inc.), et par mesure de [|'absorbance a l'aide du
spectrophotometre Multiscan GO (Thermo Fischer Scientific Inc.) pour déterminer les
rapports A260/A280 et A260/A230. La qualité des ADNg est vérifiée par électrophoreése sur
gel d’agarose a 1% dans du tampon TBE (Triss — Borate — EDTA, Thermo Fischer Scientific
Inc.).
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I11. Extraction, dosage et contrdle qualité des ARN totaux

Les ARN totaux sont extraits a partir de sang total prélevé en tube PAXgene
(Preanalytics GmbH) a l'aide du kit PAXgene Blood RNA (Preanalytics GmbH) en suivant le
protocole standard. Les ARN totaux sont ensuite dosés par mesure de I|’absorbance
(Multiscan GO, ThermoFischer Scientific Inc.), leur qualité est évaluée en déterminant le
RNA integrity number (RIN) a I'aide du kit RNA nano 6000 et du bioanalyzer 2100 (Agilent
Technologies Inc.).

IV. Séquencage d'exome (ES)

L'ES est sous traité sur la plateforme de biologie et de pathologie des tumeurs du
centre anti-cancer Georges Francois Leclerc de Dijon (CGFL). LADN génomique est tout
d’abord fragmenté (tailles comprises 150 et 200 pb) puis les extrémités des fragments sont
réparées. Une adénine est ajoutée par ligation aux extrémités 3’ des fragments d’ADN pour
permettre I'ajout des séquences adaptatrices contenant une thymine libre a I'extrémité 3’.
Les fragments d’ADN liés aux séquences adaptatrices sont ensuite amplifiés par PCR pour
constituer des banques de fragments d’ADN génomique. Ces étapes sont réalisées avec le kit
SureSelect XT Library Prep Kit ILM (Agilent Technologies, Inc.). L'étape suivante consiste a
extraire de ces librairies les séquences codantes, constituant I’exome. Pour cela, les banque
d’ADN génomique sont hybridées avec une banque de sondes biotynylées fournie par le kit
SureSelect Clinical Research Exomes (Agilent Technologies, Inc.). Les hybrides sont ensuite
purifiés en utilisant des billes magnétiques couplées a la stréptavidine. Ces nouvelles
banques d’ADN sont amplifiées par PCR avec des amorces contenant des séquences d’index
permettant d’identifier les échantillons. Le séquencage est enfin réalisé sur le séquenceur
NextSeq 500 (lllumina Inc.) en lecture pairées de 120 bases.

V. Analyse des données brutes de séquencage haut débit

Les données brutes de séquencage d’exome sont obtenues au format fastq. Elles sont
d’abord alignées sur le génome de référence GRCh37/hgl9 grace au logiciel Burrows-
Wheeler Aligner (BWA, v 0.7.15). Les potentiels duplicats de PCR sont marquées avec le
logiciel Picard (v2.4.1). La suite d’outils bioinformatiques Genome Analysis ToolKit (GATK, v
3.7) est utilisée pour recalibrer le score de qualité des bases, réaligner les lectures contenant
des insertions et délétions et rechercher les variations de séquence. L’application SeattleSeq
Annotation est utilisée pour annoter les variations. Un programme bioinformatique
développé en interne au laboratoire permet de générer un rapport contenant uniquement
les variations NSSSI rares (fréquence allelique inférieure a 1% dans les bases de données
dbSNP150 et GnomAD, (r2.0.2)).
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VI. Séquencage haut débit ciblé

— Séquencage de génes candidats

Les amorces utilisées pour amplifier les régions codantes des génes a séquencer sont
congues grace a I'application ExonPrimer (https://ihg.helmholtz-
muenchen.de/ihg/ExonPrimer.html) (Annexe 2). Le principe étant de couvrir un maximum
d'exons dans le méme amplicon pour limiter le nombre de PCR a réaliser. La taille maximale
des amplicons a été fixée a 9 kb. Les amplifications sont réalisées avec le kit PrimeStar GXL
(Takara Bio Inc.). Apres vérification des produits de PCR par électrophorese sur gel d’agarose
en TBE a 1%, les amplicons d’un méme patient sont regroupés puis purifiés a I'aide de billes
magnétiques AMpure XP (Beckman Coulter Inc.). Les librairies pour le séquencage sont
préparées a partir de ces banques d'amplicons a l'aide du kit Nextera XT (lllumina Inc.) puis
séquencées sur le séquenceur haut débit MiSeq (lllumina Inc.) en lectures pairées de 150 pb.
L'analyse des données brutes est réalisée avec le méme programme bioinformatique que
pour 'analyse des données d’exome avec quelques adaptations pour du séquencage ciblé.

— Séquencage ciblé sur ADNc

Les ARN sont convertis en ADNc a l'aide du kit QuantiTect Reverse Transcription
(Qiagen GmbH). L'ensemble des séquences codantes des régions d'intérét sont extraites a
partir du site UCSC genome browser (http://genome-euro.ucsc.edu/index.html). Les
amorces sont positionnées dans les exons encadrant |'exon contenant la variation d'intérét a
I'aide de I'application BatchPrimer 3 (https://probes.pw.usda.gov/batchprimer3/index.html)
(Annexe 2). Les PCR et le séquencage haut débit ont été réalisés selon le protocole décrit
précédemment pour le séquencage des génes candidats. Les données brutes sont alignées
grace au logiciel STAR (v2.5.2b) spécialisé pour I'alignement de données de séquencage
d’ADNc. Le logiciel IGV (ltegrated Genome Viewer, v2.5.2) est utilisé pour visualiser les
lectures et générer les représentations graphiques.

VII. Séquencage selon la méthode de Sanger

Des amorces encadrant la variation de séquence sont congues a I'aide de I'application
BatchPrimer 3 (https://probes.pw.usda.gov/batchprimer3/index.html) afin d’amplifier un
fragment d’ADN de 300 a 800 pb (Annexe 2). Les PCR sont réalisées a I'aide du kit HotStar
Tag DNA polymerase (Qiagen GmbH) en suivant les recommandations du fabricant. Les
produits de PCR sont séparés par électrophorese sur gel d’agarose a 1 % pour vérifier la
bonne amplification a la taille attendue et la pureté de I'amplicon. Cing microlitres de
produits de PCR sont ensuite purifiés grace au kit ExoSAP-IT (USB Corporation). Les réactions
de séquence sont préparées et purifiées a I'aide des kits BigDye Terminator v1.1 et BigDye
XTerminator (ThermoFischer Scientific Inc.) en suivant le protocole standard. Les produits de
séquengage sont ensuite analysés par électrophorese capillaire un analyseur génétique ABI
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PRISM 3130x| (ThermoFischer Scientific Inc.). Les résultats sont analysés a I'aide du logiciel
Mutation Surveyor (Softgenetics).

VIII. Recherche de perte d’hétérozygotie par analyse
chromosomique sur puce a ADN (ACPA)

L’ACPA comparative entre I’ADN constitutionnel et tumoral est réalisée sur une puce
SurePrint G3 Human 4x180 k (Agilent Technologies Inc.) selon les recommendations du
fournisseur. Les ADN génomiques sont digérés avec les enzymes de restriction Alul/Rsal
pendant 2 heures a 37°C. L'ADN du patient et de la tumeur sont marqués respectivement
avec les fluorochromes Cyanine5 (Cy5) ou Cyanine3 (Cy3), par amorcage aléatoire, a 'aide
de I'enzyme Exo-Klenow (kit Agilent Genomic DNA labeling Kit Plus), puis purifiés sur
colonnes QIlAquick PCR Purification (Qiagen GmbH). Un dosage sur un Nanodrop
(ThermoFischer Scientific Inc.) permet de vérifier I'efficacité du marquage. Les ADN marqués
sont ensuite co-hybridés sur la lame pendant 40h a 65°C sous agitation par rotation
constante. Apres lavage, la lame est lue par le scanner G2565BA (Agilent Technologies Inc.).
Le logiciel Feature Extraction (Agilent Technologies Inc.) est utilisé afin d'obtenir les données
brutes et le logiciel Genomic WorkBench 6.5 (Agilent Technologies Inc.) pour I'analyse des
données.

IX. Culture cellulaire et analyses fonctionnelles sur lignée
cellulaires

IX.1. TP5313

— Conditions de culture

La culture primaire de fibroblastes du patient a été établie a partir d'une biopsie de peau
par le laboratoire de cytogénétique du CHU de Dijon. Les LCF fibroblastes témoins
proviennent de biopsies de peaux de donneur sains. Les fibroblastes sont cultivées dans du
milieu DMEM (Dulbecco's Modified Eagles Medium) contenant 4.5g/L de glucose (Thermo
Fisher Scientific Inc.) supplémenté de 10% de sérum de veau foetal (SVF) et 1% d’un cocktail
antibiotique (ZellShield, Minerva Biolabs GmbH), dans un incubateur a atmosphére humide,
a37°Cet 5% de CO2.

— Extraction des protéines

Les fibroblastes sont ensemencés et cultivées une nuit en plaque 6 puits (100000 cellules par
puits dans 2 mL de milieu de culture). Apres ringage au PBS froid, les cellules sont lysées sur
glace dans du tampon RIPA (Cell Signaling Technology Inc.) additionné de PIC (Protease

47



Inhibitor Cocktail, Sigma-Aldrich Inc.) et de PMSF (Phenylmethylsulfonyl fluoride, Sigma-
Aldrich Inc.). Les cellules sont grattées au fond de chaque puits. Le lysat obtenu est incubé
15 min sur glace, puis centrifugé 15 min a 13 000 RPM et 4°C. Le lysat protéique est
transféré dans un tube propre, et conservé a -20°C.

— Dosage des protéines

Le dosage des protéines est effectué a I'aide d’'une gamme étalon de BSA (Bovine Serum
Albumine) (0, 50, 100, 200, 300, 400, 500 et 700 pg/mL) et du kit de dosage protéique BCA
(Thermo Fisher Scientific Inc.). La lecture de l|'absorbance (562 nm) est réalisée sur un
spectrophotomeétre lecteur de plaque 96 puits Multiskan Go (Thermo Fisher Scientific Inc.).
Le principe de ce dosage repose sur la réduction des ions cuivrique Cu(ll) en Cu(l) en milieu
alcalin et sur 'acide bicinchonique, réactif colorigene, qui réagit spécifiquement avec le Cu(l)
ce qui va former un complexe de couleur pourpre. L'absorbance a 562 nm est alors
proportionnelle a la quantité de protéines présentes dans le milieu réactionnel.

— Electrophorése en SDS-Page et Western Blot

Une quantité égale de protéines de chaque échantillon est dénaturée et chargée
négativement par incubation 5 min a 98°C dans du tampon Laemmli 4x (Bio-Rad
Laboratories, Inc.) additionné de -mercaptoethanol. Les protéines sont ensuite séparées
par électrophorese dans un gel d'acrylamide a 10% aprés migration dans un gel de
concentration a 5%. La migration est effectuée dans un tampon Tris-Glycine (25mM - 192
mM) additionné de SDS a 1%, a 70 V pour le passage dans le gel de concentration et entre
100 et 140 V pour le reste de la migration. Les protéines sont ensuite transférées sur une
membrane de PVDF (Polyvinylidene difluoride, Merck KGaA), préalablement activée dans du
méthanol, dans un tampon contenant du Tris (6g/L) et de l'acide borique (3g/L), a 30mA
pendant 2h en chambre froide. Aprés saturation pendant une heure dans du PBS-tween
0.05% contenant 5% de lait, les membranes sont incubées une nuit a 4°C avec I'anticorps
primaire dilué au 1/1000°™ dans le tampon PBS - tween - lait. Les membranes sont ensuite
lavées (3 lavages de 5 min en PBS-tween 0.05%) avant l'ajout de I’anticorps secondaire
couplé a la peroxydase (Cell Signaling Technology Inc.), dilué au 1/5000°™ dans le tampon
PBS - tween - lait. La révélation est faite par ajout d’un réactif chimioluminescent (Clarity
Western ECL Substrate, Bio-Rad Laboratories Inc.) et la détection de chimioluminescence sur
I'instrument d'imagerie ChemiDoc MP (Bio-Rad Laboratories Inc.).

— Test de survie cellulaire

Les cellules sont tout d'abord ensemencées en triplicats dans une plaque 96 puits (4000
cellules par puits, dans 100 ul de milieu de culture). Aprés une nuit d'incubation, le milieu de
culture est changé pour un milieu contenant des doses croissantes de doxorubicine (de 0 a
3200 ng/mL). Apres 48h de culture,, le taux de survie cellulaire est mesuré a 'aide du kit
CyQUAN XTT Cell Viability Assay (Thermo Fischer Scientific Inc.) selon les recommendations
du fabriquant. Le réactif XTT (2,3-Bis-(2-Methoxy-4-Nitro-5-Sulfophenyl)-2H-Tetrazolium-5-
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Carboxanilide) est sensible au potentiel d’oxydoréduction cellulaire. Les cellules vivantes
convertissent le XTT en un produit coloré orange. L’absorbance a 450 nm est proportionnelle
a la quantité des cellules vivantes. La lecture d'absorbance est réalisée sur le
spectrophotomeétre Multiscan GO (Thermo Fischer Scientific Inc.). Le taux de survie
cellulaire est calculé par rapport a I'absorbance moyenne des puits contenant des cellules
non traitées a la doxorubicine.

IX.2. ATR

Les analyses par western blot sur les lignées cellulaires pour le géne ATR ont été réalisées
par le laboratoire Human DNA Damage Response Disorders (HDDRD) de I'université du
Sussex selon un protocole similaire a celui décrit précédement. Les lignées cellulaire
lymphoblastiques (LCL) ont été établies a partir d'un prélévement sanguin en tube hépariné
par le laboratoire European Collection of Authenticated Cell Cultures avant d'étre transférées
au laboratoire HDDRD ou elles ont été maintenues dans du milieu RPMI 1640 avec 15% de
SVF additionné d'antibiotiques et de L-glutamine.

— Stimulation des cellules

Pour I'analyse de la phosphorylation de CHEK1 aprés induction d'un stress génotoxique, les
cellules sont traitées pendant 2 heures avec 500 uM d'hydroxyurée avant |'extraction des
protéines.

1X.3. Anticorps

Les différents anticorps primaires utilisés pour les analyses par western blot sont listés dans

le tableau ci-dessous.

ATR Santa Cruz SC-515173 Souris
Biotechnology
CHK1 Cell Signalling 2G1D5 Lapin
Technology
P-Ser345-CHK1 Cell Signalling 133D3 Lapin
Technology
TP5313 GeneTex GTX111926 Lapin
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Résultats

Vingt-sept patients présentant un phénotype extréme de cancer identifiés lors des
consultations d'oncogénétique et validés en réunion de concertation pluridisciplinaire (RCP) ont
été inclus dans ce projet dans le cadre de I'étude EXTRICAN.

Les criteres d'inclusion sont les suivants:

— Agrégation familiale de cancers du méme spectre

— Cas sporadique a un age particulierement précoce (cancer digestif avant 40 ans,
cancer ovarien avant 40 ans, cancer du sein avant 30 ans)

— Multiples tumeurs chez un méme patient

La stratégie d'analyse employée dépend de la présentation familiale: ES en trio pour les
sporadiques précoces ou multiples et ES cas index ou avec apparenté atteint éloigné pour les
formes avec agrégation familiale. Dans certains cas, I'ES a aussi été réalisé sur I'ADN tumoral.
L'analyse combinée de I'ES tumoral et constitutionnel peut permettre de faciliter l'interprétation
en mettant en évidence une perte d'hétérozygotie ou un second événement somatique. Le
Tableau 2 récapitule les patients inclus dans ce projet ainsi que la stratégie d'analyse employée.
Les résultats de chaque patient sont analysés individuellement et en sous-groupe de pathologie.
Par exemple, nous avons identifié 3 familles avec plusieurs cas de cancer du sein masculin (CSM).
Le CSM étant une maladie trés rare (moins de 1 % des cas de cancer du sein et moins de 1% des
cancers masculins), la présence de plusieurs cas au sein d'une méme famille fait suspecter une
prédisposition génétique.

L'analyse des données brutes de ces exomes a révélé en moyenne 258 variations NSSSI
par individu avec une fréquence allélique inferieure a 1/1000 dans la population générale, étant
a la recherche d’un facteur de prédisposition a forte pénétrance.

La stratégie d’interprétation a été la suivante :

- Dans un premier temps, l'interprétation a été limitée aux génes connus dans OMIM pour

leur implication en cancérologie ou responsables de syndromes associés a une
prédisposition au cancer.

- Puis une liste de 661 GPC ou génes "drivers" dans le développement des cancers a été

établie a partir des listes de GPC publiées et synthétisées dans le tableau 1, de la base de

donné COSMIC Census (Futreal et al., 2004), et de diverses publications identifiant des GPC

candidats.

- Siaucune variation n'a été retenue a partir de ces listes, I'analyse a été étendue aux autres

génes. L'utilisation des GO terms a permis d'identifier rapidement les génes participant a
des processus cellulaires impliqués dans le développement de cancers.
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La priorité a été donné aux variations tronquantes (insertions et délétions hors phase et
substitutions non-sens) ou ayant un impact potentiel sur I'épissage. L'interprétation des
variations faux-sens étant plus délicate, d'autres parametres tels que les scores de prédiction de
leur pathogénicité, la conservation inter espéce de I'acide aminé concerné et leur implication
dans des domaines fonctionnels ou structuraux de la protéine ont été pris en compte.

Ces différentes stratégies d'analyse ont permis d'identifier des variations dans deux
génes déja connus en oncogénétique et 7 nouveaux genes candidats dont un pour chacun des
trois cas de CSM inclus dans ce projet: ATR, TP53/3 et DLC1 (Tableau 3).

Afin de mieux caractériser l'implication de certains génes candidats, nous avons
recherché d'autres variations de ces genes par séquencage ciblé sur une cohorte de réplication
de CSM et évalué leur pathogénicité par des expériences de biologie moléculaire ou cellulaire en
fonction du matériel auquel nous avons pu avoir acces.

Tableau 2: Patients inclus et stratégie d'analyse d'exome

dijex664 Solo CSM 43 ans ATR
dijex1631 Solo CSM bilatéral 61 -80ans TP53I3
dijex1477 Solo CSM bilatéral 54 -56 ans pLCI
Prostate 70 ans
dijex1632 Solo Ovaire 35 ans DFFA
dijex1377 Cl+T Ovaire 28 ans -
dijex1630 Solo Ovaire 30 ans BLM
dijex1522 Trio Ovaire 35ans -
dijex1376 Trio Ovaire 29 ans -
dijex1799 Solo Ovaire 28 ans -
dijex1800 Solo Ovaire 28 ans -
dijex1528 Cl+T Colon 31ans -
dijex1525 Trio Colon <30 ans -
dijex1614 Trio Colon - Polypose 27 ans -
dijex2027 Cl+T Colon 37 ans -
dijex2028 Solo Colon 35 ans -
dijex1616 Solo Colon - Rectum - Adénomes 16 ans BIK
tubuleux de bas grade
dijex1629 Solo Sein 30 ans FAT4
dijex1801 Solo Sein 23 ans -
dijex2022 Cl+T Sein 29 ans -
dijex1802 Solo Sein 34 ans (agrégation -
familiale)

dijex2030 Solo Sein 21 ans -
dijex2019 Trio+T Poumon 26 ans PALB2
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ID exome Stratégie Organe/pathologie dia:r?ssatil:we caGrfi?:at
dijex790 Trio Poumon 20 ans -
dijex1803 Solo Cerveau 29 ans -
dijex2026 Solo Cerveau - Glioblastome 40 ans -
dijex2031 Trio Cerveau 22 ans -
dijex1999 Trio Tumeurs multiples 7-37 ans SETD2

CSM: Cancer du sein masculin, Cl: Cas Index, T: Tumeur. Trio : Analyse comparative de I'exome du cas
indes et des ses deux parents pour rechcercher des varaitions de novo chez le cas index. Solo : Analyse de
I’exome du cas index seul.
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Tableau 3: Génes candidats identifiés par séquengage d'exome

N° exome Organe

Syndrome/ Processus cellulaire

Variation

Fréquences

Geéne

Génes connus comme étant responsables de prédisposition génétique au cancer

ExAC

gnomAD

Syndrome de Bloom

chr15:g.91304245C>T

dijex1630 | Ovaire BLM Réparation ADN NMO000057.2: c.1642C>T - p.GIn548* 1,8E-04 1,78-04
Anémie Fanconi
. Prédisposition au cancer du sein chrl6:g.23647641T>C
dijex2019 Poumon PALB2 et du pancréas NMO024675.3: c.226A>G - p.lle76Val 2,1E-05 3,5805
Réparation ADN
Nouveaux genes candidats
. Polypes chr22:g.43524493_43524506delTGTCTATAGCCTGG
dijex1616 | 1o BIK Apoptose NM_001197.4: ¢.261-9_265del Absent 3,380
. . chrl:g.10523119delA
dijex1632 Ovaire DFFA Apoptose NM_004401.2: ¢.779delT - p.Leu260Trpfs*16 Absent Absent
CSM Apoptose
. - N . chr2:g.24307151_24307152delAG
dijex1631 bilatéral TP53I3 Contble cycle cellulaire ) - " Absent Absent
61.80 ans Réparation de I'ADN NM_147184.1: c.45_46delCT - p.Tyr16Argfs*13
. Controéle cycle cellulaire chr3:g.142217574A>C
dijex664 M ATR Réparation ADN NM_001184.3: ¢.5423T>G - p.Leu1808* Absent Absent
.. . . chr8:g.12957110G>C
dijex1477 CSM DLC1 Croissance cellulaire NM_182643.2: c.2736C>G - p.His912GIn Absent Absent
chr4:g.126239769C>T
. _ _ _ NM_024582.4: ¢.2203C>T - p.Arg735Trp 8,3E-06 4,3E-06
dijex1629 Sein FAT4 Croissance cellulaire chrdg.126372168GA
NM_024582.4: ¢.9997G>A - p.Val3333lle 8,3E-06 Absent
. Tumeurs . chr3:g.47142990G>A
1 ETD2
dijex1999 multiples SET Remodelage de la chromatine NM_014159.6: c.4973C>T - p.Ser1658Leu Absent Absent

Les coordonnées génomiques sont données a partir du génome de référence GRCh37/hgl9. Dans le cas ou plusieurs transcrit existe le transcrit choisit pour les
annotations des variations sur le cDNA ou la protéine est celui le plus exprimé dans le tissu conceerné ou le transcrit de référence donné par le UCSC génome
browser(http://genome-euro.ucsc.edu/index.html).
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I. Variations identifiées dans les cancers du sein masculins

Le cancer du sein masculin (CSM) est une maladie rare. Il représente moins de 1% de
tous les cancers du sein et moins de 1% de tous les cancers chez les hommes. L'incidence
annuelle est estimée a environ 1 pour 100 000 hommes dans le monde et le risque est inférieur
a 1 sur 1000 tout au long de la vie (Ly et al., 2013). Les taux d’incidence du CSM augmentent
linéairement et régulierement avec I'age, I'dge moyen au diagnostic étant entre 60 et 70 ans
(Korde et al., 2010). Les antécédents familiaux de cancer du sein sont un facteur de risque
important, ce qui suggere l'importance des facteurs génétiques dans la susceptibilité au CSM
(Basham et al., 2001; Ottini et al., 2009). Comme pour le cancer du sein féminin (CSF), BRCA1 et
BRCA2 sont les deux géenes majeurs de prédisposition au CSM. En dehors des populations
présentant des mutations fondatrices, ils représentent environ 10% des CSM (Rizzolo et al.,
2013). On estime que le risque a vie de développer un CSM est compris entre 1 et 5% pour les
porteurs d'une mutation de BRCAI et entre 5 et 10% pour les porteurs d'une mutation de
BRCA2, comparé a un risque de 0,1% dans la population générale (Breast Cancer Linkage
Consortium, 1999; Evans et al., 2010; Tai et al., 2007; Thompson and Easton, 2002). Le CSM est
reconnue comme étant un cancer hormono-dépendant et induit par les cestrogénes (Brinton et
al., 2015). Il est similaire au CSF post ménopause, sans perte d'expression des récepteurs aux
cestrogénes et a la progestérone (ER+, PR+). Cependant, comparé au CSF, le CSM est
diagnostiqué plus tardivement, a un stade plus avancé et présent un grade histologique plus bas
et une plus grande proportion de tumeurs ER+ et PR+ (Anderson et al., 2010).

I.1. ATR (Ataxia Telangiectasia and RAD3 related)

L'ES du premier patient, atteint d'un CSM sans antécédents familiaux, a révélé une
variation non-sens hétérozygote du géne ATR (c.5423T>G - p.Leu1808*), non retrouvée dans les
bases de données. ATR a un rdle central dans les voies de réparation de I'ADN et de contréle du
cycle cellulaire. Il forme un complexe avec ATRIP puis se fixe sur les sites d’ADN simple brin qui
apparaissent lors du blocage des fourches de réplication ou la réparation des cassures double
brin. ATR va ensuite phosphoryler de nombreux substrats comme CHEK1, TP53 ou BRCA1 pour
bloguer le cycle cellulaire et laisser le temps a la cellule de réparer les lésions de ’ADN et/ou
terminer la réplication proprement (Brown, 2003; Byun, 2005; Garcia-Muse and Boulton, 2005;
O’Driscoll and Jeggo, 2006; Zhang et al., 2016). ATR est également indispensable pour maintenir
la stabilité des sites fragiles du génome et participe a la régulation de la duplication des
centrosomes (Casper et al., 2002). En I'absence d’ATR, il peut subsister des régions d’ADN dont la
réplication est incompléte. La réparation des cassures double brin ne peut plus se faire par
recombinaison homologue mais par d’autres mécanismes non conservatifs aboutissant a la perte
d’information génétique et des échanges de chromatines, translocations et délétions
apparaissent au niveau des sites fragiles (Casper et al., 2002; Mazouzi et al., 2014; Shimada et
al., 2009). Linstabilité génomique qui en résulte peut étre a l'origine de la transformation
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tumorale. Chez la souris, la perte d'un allele d'ATR entraine une augmentation de l'incidence des
tumeurs (Brown and Baltimore, 2000).

Sur le plan somatique, des mutations dans une séquence répétée de I'exon 10 d'ATR ont
été rapportées dans des cancer de l'endometre et de I'estomac avec instabilité des
microsatellites (Lewis et al., 2005; Menoyo et al., 2001; Vassileva et al., 2002) ainsi que des
délétions de plusieurs exons dans des lignées cellulaires de lymphomes (Liu et al., 2005, 2008).
Ces deux dernieres études montrent également que la réponse aux dommages de I'ADN est
altérée dans les cellules cancéreuses mutées pour ATR, suggérant un role important d'ATR dans
la cancérogéneése.

I.1.a. Séquencage ciblé sur la cohorte de réplication

La cohorte de réplication est composée de 86 hommes atteints de CSM et de 28 femmes
atteintes apparentées a un homme atteint. Le recrutement a été effectué localement au Centre
Hospitalier Universitaire ou au centre anti cancer Georges Francois Leclerc (CGFL) de Dijon et par
appels a collaboration national (Nancy, Clermont-Ferrand, Montpellier, Strasbourg, Reims). La
cohorte est amendée par 47 femmes suivies localement et classées a trés haut risque de cancer
du sein par le logiciel Boadicea (Lee et al., 2014) selon leur antécédents personnels et familiaux
de cancer. Tous les patients sont négatifs pour BRCA1 et BRCA2.

Le séquencage haut débit ciblé d'ATR sur I'ensemble de la cohorte de réplication a révélé
7 variations. La plupart (5/7) sont des variations faux-sens. Elles sont toutes présentes dans les
bases de données EXAC et gnomAD (tableau 4). La variation c.4592A>G est prédite comme
délétere par les algorithmes SIFT et polyphen mais elle ne se situe pas un domaine fonctionnel
ou une structure particuliére de la protéine. La variation c.7303A>G se situe dans le domaine
kinase d'ATR mais ses scores de prédiction sont faibles. Les deux autres variations d'ATR se
situent proches de sites d'épissage. L'une (c.6221+3G>A) est présente dans les bases de données
et n'est pas prédite comme affectant I'épissage par I'outils de prédiction bioinformatique Human
Splice Finder (HSF) (Desmet et al., 2009). La seconde (c.7762-2A>C) est absente d'EXAC et
gnomAD et est prédite comme ayant un trés probablement un impact sur I'épissage. Nous avons
décidé de ne retenir que cette derniére variation pour la suite de ce travail. Elle concerne un
homme ayant présenté un CSM a I'age de 71 ans. Ses antécédents familiaux ne sont pas connus.
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Tableau 4: Variations d'ATR identifiées dans la cohorte de réplication

Variation: Fréquences:
génomique Ex AC : Score de prédiction in silico - Domaine-
¢DNA(NM_001184.3) Prédiction d'impact sur I'épissage Structure
protéine gnomAD
chr3:2.142168446T>G L .
Absent HSF: Altération du site accepteur
c.7762-2A5C , -
Absent Trés probablement affectant I'épissage
chr3:8.142203979C>T e e
2,72E-04 HSF : Pas de motif d'épissage identifié
€.622143G>A ‘ L FAT
3,13E-04 Probablement pas d'impact sur |'épissage
chr3:2.142261533T>C 5 64E.04 CADD polyPhen GERP Grantham SIFT
c.3424A5G ! "
5,53E-04 14.79 0.044 5.470 56 Toléré
p.Ser1142Gly
chr3:.142272098A>G 121E.03 CADD polyPhen GERP Grantham SIFT
c.2776T>C ! L
1,06E-03 20.30 0.355 5.350 22 Toléré
p.Phe926Leu
chr3:2.1422323927>C 143604 CADD polyPhen GERP Grantham SIFT
c.4592A>G ! s
1,27E-04 22.20 1 4.890 29 Délétere
p.His1531Arg
chr3:8.142272170A>G 6.85E-04 CADD polyPhen GERP Grantham SIFT
€.2704T>C ! L
6,08E-04 12.88 0.006 5.530 74 Toléré
p.Ser902Pro
chr3:2.142178115T>C 2 97E.04 CADD polyPhen GERP Grantham SIFT
€.7303A>G ! L Kinase
2,50E-04 0.20 0 2.680 29 Tolére
p.lle2435Val

I.1.b. Identification d'une 3¢™¢ variation d'ATR

ATR a été inclus dans le panel de genes de prédisposition au cancer séquencé par le
laboratoire de génétique moléculaire du CGFL. Cela a permis d'identifier une troisie¢me variation
chez une femme présentant un cancer du sein a 41 ans et dont la sceur et la mére ont également
eu un cancer du sein a 46 ans et 60 ans respectivement. Cette variation touche le codon
d'initiation de la traduction de I'ARN messager (c.1A>G — p.Met1?). Elle est absente d'ExXAC et
présente qu'une seule fois dans gnomAD sur 242657 alléles (fréquence: 4,03.10-6). Les
mutations du codon d'initiation entrainent généralement I'absence de formation d'une protéine.
Cependant, il arrive que la traduction puisse tout de méme démarrer a partir d'un codon
d'initiation suivant (Parsons et al., 2015). Dans le cas d'ATR, deux autres codons d'initiation se
trouvent a proximité. Le premier se situe a 11 bases du codon d'initiation normal et n'est pas
dans la méme phase de lecture. L'initiation de la traduction a partir de ce codon, conduirait a la
synthése d'un trés court polypeptide de seulement 7 acides aminés. Un second codon
d'initiation alternatif se trouvant dans la méme phase de lecture que le codon normal est
présent 30 bases plus loin. La traduction a partir de ce dernier conduirait a la perte des 10
premiers acides aminés d'ATR (Figure 10).
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Codon d'initiation Codon d'initiation

alternatif en phase normal
1 1
Codon stop Codon d'initiation

alternatif hors phase

Figure 10: Troisieme variation du géne ATR (c.1A>G — p.Metl?). Potentiels codons d’initiation
alternatifs.

Au total, nous avons identifié 3 variations potentiellement pathogénes du géne ATR. Le tableau
suivant résume ces 3 variations et le matériel auquel nous avons pu avoir acces pour essayer de
démontrer la pathogénicité des ces variations et leur implication dans une prédisposition au
cancer.

Tableau 5: Résumé des 3 variations du géne ATR et du matériel disponible pour chaque patient

Patient Variation Matériel disponible

' 542375 ADN constitutionnel
Patient 1 Leu1808* ADN tumoral

P Lignée cellulaire Lymphoblastique
Patient 2 €.7762-2A>C ADN constitutionnel
ARN

' CAASG o ADN cgnstltutlonnel '

Patient 3 Lignée cellulaire Lymphoblastique
p.Metl1? . .
Culture primaire de fibroblastes

I.1.c. Recherche de perte d'hétérozygotie dans la tumeur

Les mutations constitutionnelles hétérozygotes de genes suppresseurs de tumeur sont
souvent accompagnées d'un second événement somatique sur l'allele sauvage entrainant la
perte totale de la fonction du gene. Ce phénomeéne appelé perte d'hétérozygotie (LOH: Loss Of
Heterozygosity) est souvent dle a des grandes délétions. Nous avons recherché une éventuelle
LOH dans la tumeur du patient 1 par une analyse chromosomique sur puce a ADN (ACPA)
comparative entre I'ADN constitutionnel et I'ADN tumorale du patient. L'ADN tumoral a été
extrait a partir d'un fragment de tissu tumoral congelé. La proportion de cellules tumorales a été
évaluée a 80 % sur des coupes histologiques colorées en HES (hématoxyine, éosine, safran) lues
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par un pathologiste. Parmi les 180 000 cibles de la puce ADN, 13 sont situées sur le géne ATR.
L'ACPA n'a pas révélé de délétion du locus d'ATR (Figure 11).

Gene View ichrd : 142049066, 28-142446405.84 , 357 Kb

142.1 Mb 4 -

142,15 Mb »

142.2 Mb .
1 =

142,25 Mb 1
142.3 Mb <
142,35 Mb <

142.4 Mb - .

2 A 0 1

Figure 11: ACPA comparative ADN tumoral/ADN constitutionnel au locus d'ATR. Les points
rouges et bleus dans le cadre jaune représentent les sondes couvrant le géne ATR.

I.1.d. Impact sur I'épissage

La variation du patient 2, identifiée dans la cohorte de réplication, touche le site
accepteur d'épissage en 5' du dernier exon d'ATR. Elle pourrait entrainer la perte de cet exon ou
un décalage du cadre de lecture et Il'apparition d'un codon stop prématuré. En général, les
événements touchant le dernier exon ne font pas intervenir le NMD et ne conduisent pas a la
perte de la protéine mais a la présence d'une protéine tronquée de son extrémité C-terminale
(Lejeune and Maquat, 2005). Les conséquences sur son activité peuvent étre minimes.
Cependant, le dernier exon d'ATR contient une partie du domaine PRD et le domaine FATC
(Figure 12A). Ces deux domaines sont importants pour l'interaction d'ATR avec TOPBP1 et pour
la bonne conformation du domaine kinase (Lempidinen and Halazonetis, 2009). La perte de ces
domaines pourrait étre délétére pour la fonction d'ATR

Afin d'évaluer l'impact de cette mutation sur I'épissage des ARN messagers d'ATR, nous
avons extrait I'ARN du patient et mis au point une PCR couvrant la jonction entre les deux
derniers exon d'ATR. Le séquencage du produit de PCR a révélé la perte des 6 premieres bases
du dernier exon dans environ 30% des transcrits (Figure 12B-C). Cette délétion est en phase et
ne conduit qu'a la perte des deux premiers acides aminés du dernier exon d'ATR. Il n'y a pas de

58



décalage du cadre de lecture, ni de codon stop prématuré. Il est donc difficile d'évaluer l'impact
de cette mutation sur la fonction d'ATR.

PRD
FAT PI3K \LFATC

1 ] H%H:m

| €.7762-2A>C |

T L L #((TY{T cT CCTTTTCATTGAC CTTCTCC LTTTCATT
K T T

Echantillon Transcrit Normal (%) Délétion6 pb (%)
ATR €.7762-2A>C 22813 (71 %) 9159 (29 %)
Controle sain 17800 (100 %) 4 (0 %)

Figure 12: Impact de la variation ¢.7762-2A>C sur I|'épissage. A: Schéma des domaines
fonctionnels de I'extrémité c-terminale d'ATR. B: Visualisation sur le logiciel IGV (Integrated
Genome Viewer) des lecture du séquencage des deux derniers exons d'ATR sur le cDNA du patient
porteur de la variation ¢.7762-2A>C. C: Comptage des lectures correspondant au transcrit normal
et au transcrit alternatif d'ATR sur le cDNA du patient et un contréle non muté.

I.1.e. Expression d’ATR et phosphorylation de CHEK1

Nous avons pu établir des lignées cellulaires pour les patients 1 et 3. L'analyse d'ATR par
Western blot a partir des lignées cellulaires lymphoblatiques (LCL) des patients montre une
diminution du taux d'ATR d'environ 50 % par rapport a une LCL contréle non mutée, et ne met
pas en évidence de forme tronquée d'ATR qui pourrait avoir un effet dominant négatif. Nous
avons également étudié la phosphorylation de CHEK1 dans la LCL du patient 1. CHEK1 est un des
principaux substrats d'ATR impliqué dans le contréle du cycle cellulaire en cas de stress
génotoxique. Pour cela, les cellules ont été cultivées en présence d'hydroxyurée pour induire des
cassures doubles brin dans I'ADN. Le Western blot montre une diminution d'environ 50 % de la
phosphorylation de CHEK1 (pS345-CHEK1) en présence d'hydroxyurée dans les cellules du

patient par rapport aux cellules contréles (Figure 13).
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Figure 13: A : Analyse du taux d'ATR dans les LCL des patients 1 et 3. B: phosphorylation de
CHK1 dans la LCL du patient 1.

Ces résultats, conjointement aux données publiées dans la littérature, seront discutés dans la
section discussion, mais semblent donner des arguments supplémentaires en faveur de
I'implication de ce géne dans les prédispositions génétiques au cancer du sein. Ces résultats ont
déja fait I'objet de deux présentations en congrés, dont une orale, et une a I'étranger, et un
article en cours de rédaction.

I.2. TP5313 (Tumor Protein P53 Inducible protein 3

La variation identifiée dans le géne TP53/3 concerne un patient atteint d'un cancer du
sein bilatéral (61 et 80 ans) et d'un cancer de la prostate a 70 ans. Il s'agit d'une délétion
hétérozygote de deux bases entrainant un décalage du cadre de lecture et I'apparition d'un
codon stop prématuré (c.45 _46delCT - p.Tyrl6Argfs*13), absente des bases de données
(Tableau 3). Le frere du cas index a également eu un cancer du sein a 67 ans et un cancer du
colon a 80 ans. Son frére et son fils ont tout deux eu un cancer de la prostate.

TP5313 a été identifié pour la premiére fois dans une étude visant a caractériser les génes
dont l'expression est augmentée lors de I'apoptose déclenchée par P53 (Polyak et al., 1997).
Parmi les 14 genes identifiés, TP53/3 est un de ceux dont I'expression est la plus fortement
augmentée. Cette étude et d'autres (Jiang et al., 2016; Polyak et al., 1997; Porté et al., 2009)
montrent que TP53I3 favorise la production d'especes réactives de I'oxygéne (ROS : Reactive
Oxygen Species) dans les cellules. Les ROS ont un role important dans |'apoptose, d'une part en
générant un stress oxydatif responsable de la dégradation de macromolécules, d'autre part en
participant a la régulation des principales voies de I'apoptose (Redza-Dutordoir and Averill-Bates,
2016).

Une étude récente sur des glioblastomes montre une association entre |'expression de
TP53I3 dans les tumeurs et le grade de la maladie ainsi qu'une meilleure survie des patients
ayant une forte expression de TP53/3. De plus, des expérience de gain et perte de fonction
montrent une augmentation des capacités d'invasion et de prolifération des cellules de
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glioblastome déficientes en TP5313 alors que sa surexpression inhibe ces capacités (Quan et al.,
2017).

En plus de son rble dans |'apoptose, une étude a montré que TP53I3 colocalise avec
plusieurs membres des voies de réparation de I'ADN et participe a leur recrutement aux sites de
lésion de I'ADN. Sa perte d'expression diminue la phosphorylation de I'histone H2AX et peut
supprimer les points de controéles intra phase S et G2/M du cycle cellulaire (Lee et al., 2010). Cela
suggere une possible implication de TP53/3 dans les processus de contrdle du cycle cellulaire et
de réparation de I'ADN.

I.2.a. Recherche de réplication

Aucune variation supplémentaire de TP5313 n'a été identifiée dans la cohorte de
réplication. Nous n'avons donc qu'un seul patient avec une variation tronquante hétérozygote.
Toutefois, une étude d'ES chez 48 patientes avec cancer de |'ovaire issues de familles a haut
risque de cancer du sein et de 'ovaire et négative pour BRCA1/2 a rapporté deux patientes avec
une variation non-sens de TP53I3 (c.755C>G, p.Ser252*) (Stafford et al., 2017). La fréquence de
cette variation dans les bases de données Exac et gnomAD est respectivement de 0,00093 et
0,00098.

I.2.b. Ségrégation familiale de la variation

D'autres cas de cancer sont présents dans la famille. Il est donc intéressant de vérifier la
ségrégation de la variation dans la famille. Malheureusement, nous n'avons eu accés qu'a des
blocs de tissu tumoraux fixés au formol (FFPE: Formol Fixed and Parafin Embended) pour le frére
et le fils du cas index. Les ADN qui en ont été extrait sont de trés mauvaise qualité. Il n'a pas été
possible de réaliser le séquencage sur I'ADN du frére malgré I'essai de plusieurs kits d'extraction
d'ADN, de plusieurs couples d'amorces avec des amplicons de trés petite taille et de différentes
polymérases.

Le séquencage Sanger a fonctionné sur I'ADN de la tumeur de la prostate du fils
diagnostiqué a I’age de 57 ans et a révélé I'absence de la variation de TP53/3 (Figure 14).

I.2.c. Recherche de perte d'hétérozygotie

La faible qualité de I'ADN extrait a partir de la tumeur du sein FFPE du cas index n'a pas
permis de réaliser une ACPA pour rechercher la perte d'hétérozygotie. Le séquengage Sanger
montre que la variation est hétérozygote dans la tumeur donc il ne semble pas y avoir de perte
d'hétérozygotie (Figure 14).
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Figure 14: Séquencage Sanger de la variation de TP53I3 chez le cas index (Cl) et son fils.

1.2.d. Expression protéique

L'analyse par Western blot de TP53I13 dans les fibroblastes du patient montre une réduction du
taux de TP5313 par rapport a 5 autres cultures primaires de fibroblastes (Figure 15).

T1 T2 J3 T4 5 P
S S R e e e Vinculine

- > — - TP53I3

Figure 15: Analyse de I'expression protéique de TP53I3 par Western blot. T1 a T5: extraits protéiques
de fibroblastes témoins, P: extrait protéique de fibroblastes du patient.
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I.2.e. Effet de la variation sur la mort cellulaire

TP53I3 est impliqué dans |'apoptose induite par P53. Afin de vérifier si la variation de
TP5313 et la diminution de I'expression qui I'accompagne ont un impact sur la mort cellulaire,
nous avons cultivé les fibroblastes du patient et de 2 contrbéles pendant 48h en présence de
doses croissantes de doxorubicine une drogue génotoxique induisant I'apoptose. Nous avons
ensuite évalué le taux de survie cellulaire par un test au XTT. Le taux de survie des cellules du
patient ne montre pas de différence par rapport aux cellules contréles (Figure 16). Elles ne sont
donc pas résistantes a la mort cellulaire induite par un stress génotoxique.
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Figure 16: Effet de la variation de TP53I13 sur la mort cellulaire induite par un stress génotoxique. Le taux
de survie est calculé par rapport aux mémes cellules cultivées dans les mémes conditions dans un milieu
sans doxorubicine. T2, T3: fibroblastes témoins sauvages

La variation de TP53/3 entraine une diminution de l'expression de la protéine mais n'a pas
montré d'impact sur I'apoptose. Il semble donc que I'activité résultant de I'expression d'un seul
allele de TP53/3 soit suffisante pour induire I'apoptose. Ces résultats peuvent également
suggérer que TP53/3 n'est pas indispensable pour déclencher I'apoptose et que des voies
alternatives existent pour assurer cette fonction. De plus, I'expression de TP53/3 est dépendante
de P53 (Flatt et al., 2000). Or la Doxrubicine peut induire I'apoptose indépendamment de P53 ou
avoir un mode d'action différent en fonction du type cellulaire (Tsang et al., 2003; Wang et al.,
2004). 1l pourrait donc étre utile de répéter ce test avec d'autres molécules qui n'induisent
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I'apoptose que par l'intermédiaire de I'activation P53 ou de tester I'effet d'une surexpression
directe de P53 sur la survie des cellules du patient. TP53/3 est également impliqué dans la
réponse aux lésions de I'ADN. L'étude de Lee et al. montre notamment que la perte de TP53/3
diminue la phosphorylation de CHK1 et CHK2, deux acteurs majeurs du contréle du cycle
cellulaire et de la réparation de I'ADN. Nous n'avons pas réalisé de tests sur cet aspect de la
fonction de TP53I3 mais il serait intéressant de vérifier si, comme pour ATR, la perte d'un alléle
de TP53I3 a un impact sur la phosphorylation de ces deux protéines. En attendant d'autres tests,
la variation de TP53I3 reste de signification inconnue.

I.3. DLC1 (Deleted in Liver Cancer 1)

Le troisieme cas de CSM concerne un patient atteint d'un cancer du sein bilatéral a 54 et
56 ans. Son pére a également eu un CSM a 75 ans. L'ES a révélé une variation faux-sens
hétérozygote (c.2736C>G - p.His912GIn) du gene DLCI1. Elle concerne un acide aminé bien
conservé au cours de |'évolution et se trouvant dans une structure hélicale. Elle est absente des
bases de données ExAC et gnomAD (Tableau 3).

DLC1 code pour une Rho-specific GTPase accelerating protein (RHO-GAP). Les RHO-GAP
sont des inhibiteurs des RHO-GTPases elles mémes impliquées dans différents processus
cellulaires en lien avec la tumorigéneése. Leur dérégulation peut notamment perturber
I'organisation des structure épithéliales, accroitre la mobilité cellulaire, favoriser la dégradation
de la matrice extra cellulaire et la progression dans le cycle cellulaire. Les mutations activatrices
des RHO-GTPases sont rares mais elles sont souvent surexprimées dans les cellules cancéreuse
(Sahai and Marshall, 2002). De ce fait, la perte de fonction des leur régulateurs comme les RHO-
GAP peut étre lié a la transformation tumorale. Une étude a montré que des variations faux-sens
de DLC1 engendrent une diminution de la stabilité de sa protéine et une augmentation de la
viabilité cellulaire des cellules surexprimant les formes mutante de DLC1 (Park et al., 2015).

Apres la naissance, la glande mammaire se développe par morphogenése ramifiée pour
former un systéme canalaire, suivi d'une alvéologénése pendant la grossesse. La structure clé a
I'origine de ce processus est le bourgeon terminal oU les précurseurs épithéliaux se développent
et se différencient en cellules luminales et myoépithéliales formant les deux couches des canaux
mammaires (Hinck and Silberstein, 2005; Silberstein, 2001). Comme dans tous les tissus
épithéliaux, la polarisation des cellules est essentielle pour la formation des canaux et est
influencée par des interactions avec la matrice extra cellulaire et les jonctions entre les cellules
(Roignot et al., 2013). La perte de cette polarité cellulaire est une caractéristique des tumeurs
épithéliales et peut jouer un role important dans leur initiation et leur progression (Wodarz and
Nathke, 2007). Les Rho GTPases jouent un réle essentiel dans la formation et le maintien des
structures épithéliales et plusieurs études ont montré leur importance dans le développement
des glandes mammaires (Chakravarty et al., 2003; Heckman-Stoddard et al., 2011; McCormack et
al., 2013). La possible implication de DLC1 dans une prédisposition au cancer du sein est
fortement supportée par |'étude de Basak et collaborateurs montrant que des souris
hétérozygotes pour DLCI présentent des anomalies morphologiques des glandes mammaires,
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notamment une augmentation des ramifications canalaires et des déformations des bourgeons
terminaux et des points de ramification. La culture tridimensionnelle des cellules épithéliales
mammaires des souris hétérozygotes forme des canaux dont la lumiére est obstruée. Ce
phénotype est retrouvé quand DLC1 est inhibé dans des cellules épithéliales mammaires
normales. Cette étude montre également une augmentation de l'activité de la Rho-GTPase RhoA
dans les cellules des souris hétérozygotes DLCI +/-. Cela suggére que la réduction de |'expression
de DLC1 peut perturber la polarisation des cellules épithéliales et le développement des glandes
mammaires chez la souris.

DLC1 est considéré comme un gene suppresseur de tumeur et son expression est
diminuée dans différents cancers (Wang et al., 2016). Différents types d'altérations sont
responsables de cette sous expression dans les cellules cancéreuses : au niveau génomique par
des délétions de son locus, au niveau épigénétique par une hyper-methylation de son promoteur
ou au niveau protéique par l'augmentation de sa dégradation ou la perturbation de sa
localisation (Durkin et al., 2007; Lukasik et al., 2011; Popescu and Goodison, 2014). Une étude
fonctionnelle sur des cellules de cancer gastrique montre une augmentation de la viabilité
cellulaire quand I'expression de DLC1 est inhibé par un siRNA ou quand elles sur-expriment des
mutants faux sens de DLC1 (Park et al., 2015).

I.3.a. Séquencage ciblé sur la cohorte de réplication

Le séquencage de DLCI dans la cohorte de réplication a mis en évidence 4 variations, 3 faux-sens
et 1 touchant un site d'épissage. Toutes les variations faux-sens sont connues dans Exac et
gnomAD. Une seule (c.1448A>G) touche un domaine fonctionnel de la protéine mais ses scores
de pathogénicité n'indiquent pas un effet délétére. La variation c.137A>G est prédite délétere
par SIFT et a un score Polyphen élevé mais elle ne fait pas partie d'un domaine fonctionnel. La
variation d'épissage (c.167+5G>C) est située sur le site donneur de I'exon 10 de DLC1. HSF prédit
une forte probabilité d'impact sur I'épissage de cette variation. Parmi les 4 variations de la
cohorte de réplication, nous avons décidé de ne retenir que cette derniére pour la suite de ce
travail.
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Tableau 6: Variations de DLC1 identifiées dans la cohorte de réplication

Variation: .
e — Fréquences: s e a an :
génomique EXAC Score de prédiction in silico - Domaine -
¢DNA (NM_182643.1) Prédiction d'impact sur I'épissage Structure
protéine gnomAD
chr8:g.12955903C>G L
Absent HSF: Altération du site donneur Polyhasique
¢.3167+45G=C . -~
Absent Trés probablement affectant |'épissage cluster
chr8:2.13357444T>C CADD polyPhen GERP Grantham SIFT
3,62E-04
c.137A>G > 05604 e
0.LysA6Arg ' 22.7 1 4.38 26 Déletere
Domaine
chr8:2.12968305A5G — CADD polyPhen GERP Grantham SIFT "
€.1448T>C ' o
3,38E-05 12.20 0.027 -4.18 145 Toléré Structure
p.Leud83Ser .
hélicale
chr8:g.13357349T>C CADD polyPhen GERP Grantham SIFT
9,88E-05
€.232A>G o
7,08E-05 214 0.587 3.79 21 Toléré
p.Met78Val

I.3.b. Impact sur l'épissage

Deux variations du géne DLCI1 ont été identifiées, I'une par ES (p.His912GIn) et la seconde
(c.3167+5G>C) dans la cohorte de réplication. Nous n'avons eu accés qu'a de I'ADN
constitutionnel et de I'ARN pour les deux patients. La seconde variation touche le site donneur
d'épissage de I'exon 10 et est prédite comme ayant trés probablement un impact sur I'épissage.
Pour vérifier cela, nous avons extrait I'ARN de la patiente et préparé deux amplicons couvrant
respectivement les exons 9 a 11 et 9 a 12 du cDNA. L'électrophorese sur gel d'agarose des
produits de PCR ne montre pas de bandes pouvant correspondre a un transcrit altéré (Figure
17A). Le séquencage des produits de PCR montre une trés faible proportion de transcrits avec
rétention de 48 bases de I'intron 10 (0,5 % des transcrits pour I'amplicon couvrant les exons 9-11
et 0,7 % pour I'amplicon 9-12) (Figure 17B). Etant donné cette tres faible proportion de transcrits
altérés, il est normal qu'ils ne soient pas visibles sur gel et il est tres peu probable que cette
variation ait un effet significatif sur I'activité de DLC1.
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Figure 17: Etude de l'impact de la variation ¢c.3167+5G>C sur I'épissage de DLC1. A: Migration sur
gel d'agarose a 3% des produits de PCR. B: Visualisation de 2 lectures montrant la rétention de 48
bases de I'intron 9 de DLC1.

La variation d'épissage de DLC1 peut étre classée comme probablement bénigne. Toutes
les autres variations de DLCI identifiées par ES ou dans la cohorte de réplication sont des faux-
sens dont l'impact sur la fonction du géne est difficilement évaluable. Nous rechercherons
activement d'autres variations perte de fonction de ce géne dans la cohorte de formes extrémes
de cancer du sein qui va s'enrichir avec la poursuite de ce projet.

I1. Variations identifiées dans les autres présentations cliniques

II.1. Genes connus comme étant responsables de
prédisposition génétique au cancer

II.1.a. PALB2 (PArtner and Localizer of BRCA2)

Une variation faux-sens hétérozygote du gene PALB2 (p.lle76Val) (Tableau 3) a été
identifiée chez une patiente atteinte d'un cancer du poumon a 26 ans. Cette variation avait été
classée comme de signification inconnue dans le compte rendu diagnostique d’un large panel de
génes. Son pére a présenté un cancer de la prostate jeune (38 ans) et son grand pére paternel a
également développé un cancer du pancréas a 47 ans. L'exome a été réalisé en trio avec la
tumeur. La variation est héritée du pere.
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PALB2, aussi connu sous le nom de FANCN (Fanconi anemia, complementation group N)
joue un role majeur dans le processus de réparation de I'ADN par recombinaison homologue. Il a
la capacité de recruter BRCA2 et RAD51 aux sites de Iésions de I'ADN et permet I'assemblage du
complexe BRCA1-PALB2-BRCA2 qui est essentiel pour la réparation par recombinaison
homologue. Il est associé a une prédisposition au cancer du sein et du pancréas (Jones et al.,
2009; Rahman et al., 2007). Cette variation a été rapporté une fois dans la littérature chez une
patiente atteinte d'un cancer du sein (Foulkes et al., 2007) et 4 fois dans ClinVar. La variation est
présente dans les bases de données ExAC et gnoAD & des fréquences relativement faibles (2.107
et 3.10” respectivement). L'acide aminé concerné se situ dans un domaine liaison a I'ADN et
d'interaction avec BRCA1 et RAD51. Il est peu conservé au cours de I'évolution et la substitution
d'une valine pour une isoleucine n'est pas considérée comme dommageable pour la fonction ou
la structure de la protéine car ces deux acides aminés ont des propriétés similaires. Cependant,
plusieurs modeles d'analyse de I'épissage prédisent que cette variation peut créer un site
donneur cryptique dans I'exon 4 et altérer I'épissage normal de I'ARN messager. Cette variation
reste de signification inconnue avant une éventuelle vérification de I'impact de la mutation sur
I'épissage des ARN messagers de PALB2. L'organisation du recueil des prélevements nécessaires
est en cours.

I.1.b. BLM (BLM RecQ like helicase)

Le géne BLM code pour une hélicase impliquée dans les processus de réplication et de
réparation de I'ADN. Il a également un réle important dans la régulation des échanges de
chromatides sceurs. Des mutations homozygotes ou hétérozygotes composites majoritairement
tronquantes de BLM sont responsables du syndrome de Bloom (OMIM 210900), caractérisé par
un retard de croissance pré et post natal, un érythéme télangiectasique photosensible de la face,
une susceptibilité accrue aux infections, et une instabilité génétique marquée par un taux élevé
d'échange de chromatides sceurs. Les patients atteints de ce syndrome ont également une forte
prédisposition a différents types de cancer. Les néoplasies les plus fréquentes sont des
lymphomes et des leucémies durant I'enfance et I'adolescence et des adénocarcinomes du
colon, de I'cesophage ou du sein a I'dge adulte.

Deux variations hétérozygotes du gene BLM ont été identifiés chez une patiente atteinte
d'un adénocarcinome ovarien a 30 ans mais ne présentant pas d'autres caractéristique du
syndrome de Bloom. L'une est une variation faux sens substituant la proline en position 707 par
une serine (p.Pro707Ser). Le second est une variation non sens en position 548 (p.GIn548%).
Toutes deux sont connues dans ExAC et gnomAD a des fréquences respectives de 2.10%et 2.10™.
L'exome a été réalisé en solo. Le pére de la patiente a eu un cancer du pancréas a 74 ans et une
de ses sceurs a eu un cancer du poumon a 51 ans. Tous deux étant décédés, il n'est pas possible
de vérifier s'ils sont porteurs des ces variations.

Des mutations bi-alleliques du gene BLM sont responsables du syndrome de Bloom. Il est
caractérisé par une instabilité chromosomique et une augmentation de risque de cancer. Afin de
vérifier la phase de ces deux variations (conformation cis ou trans), elles ont été recherchées
chez les deux filles de la patiente (Figure 18). L'une des deux est porteuse des deux variations et
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la seconde n'en a aucune. Les deux variations sont donc en cis et ne peuvent pas conduire a une
inactivation bi-allelique de BLM. Cela revient a ne considérer que la variation non-sens
(p.GIn548%*).

Deux études cas/contréle ont montré une association entre cette variation et le
développement de cancers du sein dans des population d'Europe de I'Est (Prokofyeva et al.,
2013; Sokolenko et al., 2012). D'autres mutations tronquantes hétérozygotes de BLM ont été
identifiées par ES dans des cancer du sein et du colon de phénotype extréme (Thompson et al.,
2012; Voer et al., 2015). La fréquence de cette variation dans les bases de données de sujets
sains ainsi que sa présence dans les groupes controles de différentes études démontrent une
pénétrance faible. Ce géne n’est pas inclus dans les panels de genes de prédisposition au cancer
du sein, qui ne comprennent que des genes a forte pénétrance, expliquant que ce résultat n'est
pas été identifié dans le cadre du diagnostic. Il est possible que ce résultat ne puisse étre qu’un
facteur de prédisposition au sein d’'une hérédité multifactorielle. Il est également possible que
certaines variations du géne BLM aient une pénétrance plus élevée que d’autres. Les avancées
scientifiques permettront surement a I'avenir d’améliorer les connaissances sur ce point.
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AAAGAGAAAC CIEJAACCTTCCT CCTGTOTTICTEETGRGGTCAC
100 110 140 150

. (l'"\ _ [.' Cas Index
bW
;Aiéiligoi_i;béi i.éléui TecT cc 36561:;5556 5éé1§0856i&

CCTGTGTTTCTECTGGGG TCAC
100 10 140 150 160

Fille 2
J ﬂ i .
}"H\.}rl\lfllll\/\llw Illll"!ll HIL;!II"\{\]V\{\jﬂ".I M ! \l.-‘ul_\! IMFI'I

Figure 18: Confirmation des variations du géne BLM chez la patiente et ses deux filles par
séquencage Sanger.
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I1.2. Nouveaux genes candidats

I1.2.a. BIK (BCL2-Intercating Killer)

Une délétion de 14 bases emportant les 9 derniéres bases de l'intron 3 et les 5 premiéres
bases de I'exon 4 a été identifiée dans le géne BIK (c.261-9_265delTGTCTATAGCCTGG) (Tableau
3). Le patient a présenté des adénomes du colon a I'dge de 16 ans sans antécédents de cancer
dans la famille. L'exome a été réalisé en solo car I'ADN des parents n'était pas disponible au
moment de I'analyse. La ségrégation familiale a révélé que cette mutation était héritée de la
mére. Le séquencage haut débit ciblé des exons 2 a 5 des ARN messagers de BIK montre
I'apparition d'un transcrit alternatif avec une délétion des 28 premiéeres bases de I'exon 4 dans
environ 28 % des lectures (Figure 19). Cette délétion est hors phase et conduit a 'apparition d'un
codon stop prématuré 23 acides aminés plus loin (p.Ser87Argfs*23).

A Contrdle non muté BIK ¢.261-9_265del

BIK c.261-3_265del

= i

Controélelnon muté

o —

| Chr22:43523801 | | Chr22:43524502 Chr22:43524530 |

Figure 19: Séquencage ciblé de I'ARN messager de BIK. A: représentations IGV (integrated genome
viewer) des lectures entre les exons 3 et 4. Les lecture dans les cadres jaunes montrent une perte de 28
premieres bases de I'exon 4. B: Sashimi plot montrant la perte de 28 bases dans 28% des lectures.
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BIK fait partie de la famille BCL2 qui regroupe des protéines pro et anti-apoptose. Elles
ont toutes en commun un ou plusieurs domaines BH (BCL2 homology). Parmi les membres pro-
apoptotiques, on trouve des effecteurs de I'apoptose comme BAX ou BAK, des activateurs
comme BIM et BID et des "sensibiliseurs" dont fait partie BIK (Letai, 2017). Les activateurs et les
sensibiliseurs ne possédent qu'un unique domaine BH, le domaine BH3. lls font partie d'une sous
famille appelée BH3-only. En réponse a différent signaux, les activateurs stimulent
I'oligomérisation des effecteurs qui vont aller perméabiliser les membranes externes des
mitochondries libérant ainsi le cytochrome c dans le cytoplasme pour déclencher la cascade
d'apoptose. Les membres anti-apoptotiques comme BCL2 ou BCL-XL ont la capacité de
séquestrer les activateurs ou les effecteurs activés pour inhiber I'apoptose. Les BH3-only
"sensibiliseurs" peuvent se lier aux domaine BH3 des membres anti-apoptose, ce qui prévient
leur action inhibitrice (Certo et al.,, 2006; Cheng et al., 2001; Letai et al., 2002). lls peuvent
également libérer les activateurs ou les effecteurs déja séquestrés par les inhibiteurs (Certo et
al., 2006). Cette étape est considérée dans la plupart des cas comme le point de non retour lors
de I'engagement d'une cellule dans le processus d'apoptose (Letai, 2017).

Des études ont montré que l'expression de BIK est augmentée en cas de stress
génotoxique. Cette expression peut étre dépendante ou indépendante de la stabilisation de P53
(Mathai et al., 2002, 2005; Real et al., 2006). De plus, I'inhibition de BIK entraine une diminution
de l'apoptose dans la lignée de cancer colorectal HCT116 soumise a des drogues génotoxiques
(Real et al., 2006). L'étude de l'expression de plusieurs membres de la famille BCL2 dans des
cellules de cancer du sein dépendante des cestrogenes montre que seule I'expression de BIK est
significativement affectée par la variation de la concentration en cestrogénes dans le milieu de
culture et que BIK est nécessaire a la mort par apoptose provoquée par un traitement anti
cestrogéne (Hur et al., 2004, 2006).

Différents types d'altérations somatiques de BIK ont été décrites: des délétions de son
locus (del22g12-q13.2) dans des carcinomes rénaux, des cancer colorectaux, cancer des voies
orales ou des gliomes (Bredel et al., 2005; Castells et al., 1999; Reis et al., 2002; Sturm et al.,
2005), la méthylation de son promoteur dans des carcinomes rénaux et des lignées cellulaires de
cancer du poumon et de la prostate (Dai et al., 2006; Sturm et al., 2005) ainsi que des mutations
faux sens dans des lymphomes B (Arena et al., 2003).

Nous gardons en mémoire ce gene candidat, et nous resterons attentifs aux données de
la littérature sur le sujet. En paralléle, nous augmentons significativement notre cohorte de
formes extrémes de cancers colo-rectaux séquencés en exome, au sein de laquelle nous
pourrons rechercher bioinformatiquement des variations candidates du géne BIK.

I1.2.b. DFFA (DNA Fragmentation Factor subunit Alpha)

Une délétion hétérozygote d'une base entrainant un décalage du cadre de lecture et
I'apparition d'un codon stop prématuré (c.779delT - p.Leu260Trpfs*16) (Tableau 3) a été
identifiée dans le géne DFFA chez une patiente ayant présenté un adénocarcinome de |'ovaire a
35 ans puis des polypes coliques et des nodules médiastinaux a 55 et 58 ans. Il n'y a pas
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d'agrégation de cancer dans la famille. La patiente n'ayant pas de contact avec son pére et sa
mere étant décédée, il n'a pas été possible de réaliser I'exome en trio ni la ségrégation familiale
de la variation.

Le géne DFFA code pour une protéine impliquée dans la fragmentation de I'ADN, une des
caractéristiques de la mort cellulaire par apoptose. Toutefois, DFFA ne fragmente pas
directement I'ADN. Elle forme, avec la protéine DFFB, le complexe DFF (DNA Fragmentation
Factor) dans lequel elle joue le double réle de chaperonne et d'inhibiteur de DFFB. Lors de la
synthése de DFFB dans les ribosomes, DFFA se lie a la chaine peptidique et permet sa bonne
conformation. Quand la synthése est terminée, DFFA reste lié a DFFB et l'inhibe. Lorsqu'un
stimulus apoptotique active les caspases, la caspase 3 vient cliver DFFA et libérer DFFB qui va
alors pouvoir entrer dans le noyau et fragmenter I'ADN (Nagata, 2000). En I'absence de DFFA,
aucune activité nucléase de DFFB n'est détectable, montrant le role essentiel de la fonction de
chaperonne de DFFA (Zhang et al., 1998).

Une étude menée in vitro sur des cellules épithéliales coliques humaines et in vivo chez la
souris montre que la déficience en DFFA diminue la sensibilité au signaux de mort cellulaire et
favorise l'instabilité génétique et I'apparition de tumeurs (Errami et al., 2013).

Différents types d'altérations somatiques de DFFA ont été décrite: une diminution de
I'expression de I'ARN messager ou de la protéine dans des tumeurs du colon (Errami et al.,
2013), de I'endométre (Brustmann, 2007) et de |'cesophage (Konishi et al., 2002), des mutations
faux-sens dans des neuroblastomes (Abel et al., 2002, 2004) ainsi que des délétions de son locus
(1p36.2) dans différents types de cancer (neuroblastomes, syndromes myolodisplasiques, cancer
du foie, sein, colon peau) (Bieche et al., 1998; Nakagawara et al., 2000; Schwab et al., 1996).

De méme, nous gardons en mémoire ce géne candidat, et nous resterons attentifs aux
données de la littérature sur le sujet. En parallele, nous augmentons significativement notre
cohorte de formes extrémes de cancers ovariens séquencés en exome, au sein de laquelle nous
pourrons rechercher bioinformatiquement des variations candidates du géne DFFA.

I1.2.c. FAT4 (FAT atvpical cadherin 4)

Deux variations faux-sens hétérozygotes (c.2203C>T - p.Arg735Trp et c.9997G>A -
p.Val3333lle) ont été identifiées dans le gene FAT4 chez une patients présentant un cancer du
sein bifocal a 30 ans. Deux de ses tantes ont également eu un cancer du sein précoce a 30 et 40
ans. Chaque variation n'est rapportée qu'une seule fois dans les bases de données ExAC et
gnomAD (Tableau 3).

FAT4 code pour une protéine transmembranaire de la famille des Cadherin-related
proteins. Elle contient 34 domaines cadhérines extracellulaires. Cependant, contrairement aux
cadhérines classiques (E-cadherin, N-cadherin...), elle n'a pas une fonction d'adhésion cellulaire
mais joue un role de molécule de signalisation. Elle est impliquée dans la régulation de la
prolifération cellulaire, le controle de la taille de organes et la polarité des cellules via la voie de
signalisation Hippo (Thomas and Strutt, 2012).
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Plusieurs études ont montré que FAT4 est un géne suppresseur de tumeur notamment
dans des cancers du sein et des cancers gastriques. La perte d'expression de FAT4 dans les
cellules épithéliales mammaires non cancéreuses NOG8 leur confére un pouvoir cancérogene et
la réexpression de FAT4 dans les cellules issues de ces tumeurs inhibe fortement leur croissance
(Qi et al., 2009). L'inhibition de I'expression de FAT4 favorise la prolifération et les capacités de
migration et d'invasion de plusieurs lignées cellulaires de cancer du sein triple négatif (Hou et al.,
2016). Ces différent processus sont affectés de la méme facon dans des lignées cellulaires de
cancer gastriques via I'activation de la voie Wnt/B-catenin (Cai et al., 2015). Deux de ces études
montrent également que la perte d'expression de FAT4 inhibe |'expression de marqueurs
épithéliaux et favorise I'expression de marqueurs mésenchymateux (Cai et al., 2015; Hou et al.,
2016). Cela suggere que FAT4 régule la progression des cancers en inhibant la transition
epithélio-mésenchymateuse.

Au niveau somatique, I'expression de I'ARN messager de FAT4 est souvent diminuée par
methylation de son promoteur dans les cancers du sein et du poumon (Qi et al., 2009; Rauch et
al., 2012) et des variations ou délétions de FAT4 sont fréquemment détectées dans les
mélanomes, les cancers du pancréas, les carcinomes epidermoides de la téte et du cou et les
cancers gastriques (Katoh, 2012).

De méme, nous gardons en mémoire ce géne candidat, et nous resterons attentifs aux
données de la littérature sur le sujet. En parallele, nous augmentons significativement notre
cohorte de formes extrémes de cancers du sein séquencés en exome, au sein de laquelle nous
pourrons rechercher bioinformatiquement des variations candidates du géne FAT4.

I1.2.d. SETD2 (SET domain containing 2, histone lysine
methyltransferase)

Une variation faux sens de novo du géne SETD2 (c.4973C>T - p.Serl658Leu) a été
identifié chez une patiente ayant présenté différentes néoplasies a 10 ans d'intervalle depuis
I'dge de 7 ans: un ostéoblastome sacré a 7 ans, une tumeur osseuse bénigne a 17 ans, un
pseudomyxome péritonéal a 27 ans et un macroadénome hypophysaire a 37 ans (Tableau 3). La
patiente présente également des paumes et des plantes trés seches, une dent surnuméraire,
une lordose marquée, un périmetre cranien a la limite supérieure de la normale et un
comportement particulier. En 'absence d'antécédents de cancers au niveau familial, la stratégie
d'exome en trio a été adoptée pour ce cas.

SETD2 est le seul géne humain connu capable d'apposer une marque de triméthylation
sur la lysine 36 de I'histone H3 (H3K36me3) (Edmunds et al., 2008; Strahl et al., 2002). La perte
de SETD2 entraine une absence compléte de cette marque de methylation sans perturber les
niveaux de mono ou dimethylation de cet acide aminé. Sa fonction est donc trés spécifique. La
marque H3K36me3 peut ensuite étre reconnue par des protéines effectrice appelées "readers",
qui déterminent la conséquence fonctionnelle des modifications d'histones en recrutant des
complexes protéiques impliqués dans des processus spécifiques comme la transcription,
I'épissage des ARN messagers et la réparation de I'ADN (Li et al., 2016a). Plus récemment, il a été
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démontré que SETD2 a aussi une fonction de methylation des microtubules. Il appose une
marque de triméthylation sur la lysine 40 de |'a-tubuline des microtubules (aTubK40me3). La
perte de cette marque provoque des défauts du fuseau mitotique et de la cytodiérése ainsi que
la formation de micro-noyaux et l'apparition de polyploidies (Park et al., 2016). SETD2 peut
également interagir avec le domaine N-terminal de P53 et moduler I'expression de plusieurs
génes cible de P53 incluant notamment les genes d'apoptose BCC3 (puma), PMAIP1 (noxa) et
TP53AIP1 (Xie et al.).

SETD?2 est localisé sur le bras court du chromosome 3 (3p21.31). La délétion de ce locus
est un événement précoce et trés fréquent dans les cancers du rein a cellules claires (ccRCC:
clear cell Renal Cell Carcinoma) ((Kovacs et al., 1987). Des mutation de SETD2 sont également
retrouvées dans les cancers du poumon (Walter et al., 2017), de la prostate (Cerami et al., 2012),
des gliomes (Fontebasso et al., 2013) et des leucémies (Zhu et al., 2014). L'études des génes de
ce locus a permis d'identifier plusieurs génes suppresseurs de tumeur dont SETD2 (Duns et al.,
2010). La perte de fonction de SETD2 perturbe la structure des nucléosomes, la distribution des
réplisomes , la progression des fourches de réplication, et la réparation de I'ADN par
recombinaison homologue ou par le systtme MMR (Kanu et al.,, 2015; Li et al., 2013). La
dérégulation de toutes ces fonctions cellulaires importantes peut contribuer a l'instabilité
génomique, caractéristique des cellules tumorales. Enfin, l'inactivation de SETD2 dans les cellules
épithéliales tubulaires primaires rénales permet de passer outre la barriere de la sénescence,
facilitant ainsi la transformation maligne vers le ccRCC (Li et al., 2016b).

La variation identifiée dans SETD2 est absente des bases de données EXAC et gnomAD.
Elle touche un acide aminé bien conservé au cours de I'évolution. Elle se situe dans le domaine
SET, responsable de I'activité methyl-transférase de SETD2. Ce domaine est indispensable pour
I'apposition des marques H3K36me3 et aTubK40me3 (Park et al., 2016). La base de données
COSMIC montre un enrichissement en variations faux sens dans ce domaine. La méme région est
relativement dépourvue de variations dans la population saine indiquant une pathogénicité
accrue des variations faux sens de ce domaine (Li et al., 2016a).

A noter que le géne SETD2 est également responsable du syndrome de Luscan-Lumish
(OMIM 616831), associant macrocéphalie et troubles neurocognitifs. Compte tenu de la
présentation clinique de la patiente, du caractére de novo de cette variation et de ces données
bioinformatiques, ce géne nous semble étre un bon géne candidat. Il nous semble pertinent de
réaliser des études fonctionnelles, pour laquelle la patiente a accepté des prélevements dans le
cadre de la recherche. Nous cherchons actuellement a identifier une équipe avec qui une
collaboration pourrait étre mise en place pour aller plus loin.
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Discussion

I. Cancers du sein masculin

L'ES et le séquencgage ciblé sur la cohorte de réplication nous ont permis d'identifier des
variations perte de fonction chez 5 hommes atteints d'un cancer du sein, 2 dans le géne ATR, 2
dans DLCI et 1 dans le géne TP53I3. L'inclusion d'ATR dans le panel de GPC du CGFL a révélé une
troisiéme variation d'ATR dans un cancer du sein féminin. Des analyses supplémentaires ont été
réalisées afin d'estimer l'impact des variations sur la fonction des génes et leur possible
implication dans une prédisposition génétique au cancer du sein. Le travail le plus abouti
concerne le géne ATR pour lequel nous avons réalisé des analyses fonctionnelles en
collaboration avec I'équipe du Pr Mark O'Driscoll de l'université du Sussex, spécialisée dans
I'étude des systemes de réparation de I'ADN.

En raison de sa fonction et de sa structure relativement proche de celle du géne ATM,
déja impliqué dans une prédisposition au cancer du sein, ATR a été considéré comme un géne
candidat potentiellement responsable d’une prédisposition au cancer du sein. Avant ce travail, il
a été testé sur deux cohortes, I'une finlandaise de 126 familles avec un risque de cancer du sein
ou de l'ovaire estimé de modéré a fort (Heikkinen et al., 2005), I'autre canadienne comprenant
54 patients issus de familles a haut risque de cancer du sein et de I'ovaire négatifs pour BRCA1/2
(Durocher et al., 2006). Aucune variation délétéere n’a été trouvée dans chacune de ces études.
Plus récemment, une équipe australienne a publié les résultats du séquencage d’un panel de
génes incluant ATR sur 2000 patients atteints de cancer du sein avec une forte histoire familiale,
négatifs pour BRCA1/2, et 1997 contréles non atteints. Ils ont identifié 3 variations perte de
fonction chez les patients et une dans la population controle (Thompson et al., 2016). Enfin, une
étude se rapprochant de notre projet a identifié une variation d’ATR dans I'exome d’un patient
négatif pour un panel de géne de prédisposition au cancer du sein. Deux variations
additionnelles ont été mises en évidence dans une cohorte de réplication comprenant 1717
patients (Spurrell, 2013). Le fait qu’aucune variation n’ait été trouvée dans les deux premiéres
études peut étre expliqué par la petite taille des cohortes et une sélection moins stricte des
patients. Au total, en prenant en compte les deux derniéres études citées et la nbtre, 8
variations tronquantes d’ATR ont été identifiées sur 3880 patients sélectionnés pour une
prédisposition au cancer du sein, ce qui peut étre en faveur d’une prédisposition génétique au
cancer du sein ultra-rare. Aucune étude fonctionnelle de I'impact de ces variations n’a été
réalisée dans les autres études.

Nous avons eu acceés a des cellules de deux des patients mutés pour ATR. Les tests
fonctionnels montrent une diminution de I'expression protéique d'ATR et une diminution de la
phosphorylation de CHK1. CHK1 est activé par ATR par phosphorylation des sérines 317 et 345. Il
permet ensuite de diffuser le signal de I'activation d’ATR dans la cellule pour aboutir a la
régulation de la réplication de 'ADN en contrélant les fourches de réplication et la transcription
de geénes ou l'activation de nombreux facteurs impliqués dans le contrdle du cycle cellulaire (lyer
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and Rhind, 2017). Méme en I'absence de stress génotoxique, CHK1 est activé a un niveau basal
et régule la réplication de I’ADN durant la phase S du cycle cellulaire. La perte de cette fonction
nuit a la stabilité du génome. En cas de Iésion dans I’ADN, un niveau d’activation plus important
de CHK1 est nécessaire pour arréter le cycle cellulaire et permettre la réparation (lyer and Rhind,
2017). La diminution de la phosphorylation de CHK1 que nous avons mis en évidence dans les
cellules mutées pour ATR peut donc avoir un impact significatif le contréle du cycle cellulaire et
la réparation de I’ADN.

L'ACPA et le séquencage ciblé des variations dans I'ADN tumoral n'a pas mis en évidence de
perte d'hétérozygotie dans la tumeur du patient 1. Ces données sont concordantes avec la
littérature suggérant qu’ATR est indispensable a la survie cellulaire et que son inactivation bi-
allélique entraine une instabilité génomique trop importante qui conduit a la mort cellulaire
(Brown and Baltimore, 2000; Cortez et al., 2001; de Klein et al., 2000). En revanche, une
augmentation de l'incidence des tumeurs a été observée chez des souris hétérozygotes pour ATR
en comparaison avec leurs congénéres non mutées (Brown and Baltimore, 2000).

Des mutations constitutionnelles homozygotes ou hétérozygotes composites d'ATR sont
responsables d'un syndrome de Seckel, caractérisé par un retard de croissance intra-utérin, un
nanisme, une microcéphalie avec déficience intellectuelle et des particularités faciales dites en
"téte d'oiseau". Toutes les mutations décrites sont responsables de défaut d'épissage et d'une
forte diminution de I'expression d'ATR mais, en accord avec les études in vitro ou sur un modéle
murin, I'expression d'ATR n'est jamais nulle. Les cellules des patients montrent des défauts de la
phosphorylation des substrats d'ATR induite par des dommages dans I'ADN, une instabilité des
fourches de réplication et une perturbation de l'activation du point de contréle G2/M du cycle
cellulaire (Mokrani-Benhelli et al., 2013; O’Driscoll et al., 2003; Ogi et al., 2012).

Une mutation faux sens d’ATR a été identifiée chez plusieurs membres d’une famille avec
un syndrome associant des télangiectasies cutanées, des anomalies des cheveux, des sourcils,
des dents et des ongles (Tanaka et al., 2012). Dix des 24 membres de la famille atteints ont
développé un cancer oropharyngé a partir de 30 ans pour le plus précoce. D'autres formes
cancer sont présentes dans la famille incluant trois cancers de la peau, un cancer du sein a 35
ans et un cancer de l'utérus a 28 ans. Cette variation n'entraine pas de diminution de
I'expression d'ATR mais le séquencage de la tumeur d'un des individus atteints montre une perte
de l'allele sauvage d'ATR.

Nos résultats et les données de la littérature convergent vers un modele dans lequel un
stress réplicatif modéré di a I’haploinsuffisance d’ATR permet la survie des cellules mais
engendre une instabilité génétique latente favorisant I'apparition de mutations somatiques
responsables de la transformation tumorales des cellules. Cela concorde avec un des modeles
d'haploinsuffisance obligatoire énoncé dans l'article de Berger et collaborateurs, selon lequel Ia
perte des deux alleles d'un gene suppresseur de tumeur conduit a la mort cellulaire ou la
sénescence plutdt qu'a la transformation tumorale (Berger et al.,, 2011). Ce mécanisme de
transformation tumorale semble étre différent de celui décrit par Tanaka et collaborateurs dans
la famille avec prédisposition au cancer oropharyngé puisque la mutation faux-sens identifiée
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n'entraine pas de diminution de I'expression et qu'elle est associée a une perte d'hétérozygotie
dans la tumeur (Tanaka et al., 2012).

Les données moléculaires et fonctionnelles collectées pour le patient 1 permettent de
considérer la variation d’ATR comme la cause probable de son cancer. La réplication de ces
analyses sont en cours pour le patient 3 et devraient confirmer I'implication d’ATR dans la
prédisposition au cancer.

Etant donné que la variation du patient 2 ne conduit qu'a la perte de deux acides aminés et qu'il
n'a pas été possible de réaliser d'analyses fonctionnelles, elle reste de signification inconnue.

Pour les deux autres génes identifiés dans les CSM (DLC1 et TP53/3), les analyses
complémentaires ont été réalisées localement. Leurs résultats sont plus préliminaires et ne
permettent pas de conclure sur l'implication du gene dans une prédisposition au cancer.

II. Genes connus comme étant responsables de prédisposition
génétique au cancer

PALB2 est un géne de prédisposition au cancer du sein bien établi. Les études estimant le
risque de CS chez les femmes porteuses de PALB2 rapportent un risque trés élevé voisin de celui
observé chez les femmes porteuses de mutations des genes BRCA1 ou BRCA2 (Antoniou et al.,
2014; Couch et al., 2017; Thompson et al., 2016). La variation identifiée dans PALB2 concerne
une patiente atteinte d'un cancer du poumon. Il n'existe pas a ce jour d'estimation du risque de
cancer du poumon lié a des mutations de ce géne. Il s'agit d'une variation faux-sens ayant un
potentiel impact sur I'épissage. Nous essayons d'obtenir de nouveaux prélévements afin de
vérifier cette prédiction sur I'ARN de la patiente. Cela permettrait de mieux caractériser |'effet
d'une variation déja décrite mais restant de signification inconnue et d'ouvrir une voie vers
I'élargissement du spectre des cancers liés a une mutation de PALB2. Nous restons attentifs en
paralléle a I'’éventuelle reclassification de cette variation a I'avenir dans les bases de données,
qui serait issue de travaux collaboratifs internationaux.

Des mutations déléteres hétérozygotes de BLM ont été associées a une augmentation du
risque de cancer du sein (Prokofyeva et al., 2013; Sokolenko et al., 2012; Thompson et al., 2012)
et de CCR (Voer et al., 2015). En revanche, cette association est moins claire pour le cancer de
I'ovaire ou de la prostate (Antczak et al., 2013; Bogdanova et al., 2015). Une étude in vivo sur un
modele murin hétérozygote pour une mutation délétere du gene homologue de BLM montre
que les souris hétérozygotes développent des lymphomes plus to6t que leurs congénéres
sauvages apres injection du virus de la leucémie murine, et développent deux fois plus de
tumeurs intestinales quand elles sont croisées avec une lignée de souris porteuse d'une
mutation du gene homologue du suppresseur de tumeur APC. L'absence de perte
d'hétérozygotie au locus de BLM dans ces tumeurs montre que I'haploinsuffisance de BLM est
suffisante pour induire ces effets (Goss et al., 2002). En accord avec cette observation, un étude
a démontré que les tumeurs du sein de patientes hétérozygotes pour BLM ne montrent pas
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d'inactivation du second allele (Suspitsin et al., 2014). Les données de la littérature semblent
indiquer que I'haploinsuffisance de BLM peut au moins étre un facteur modificateur favorisant le
développement de cancers.

Dans notre approche, nous nous attendions a retrouver I'implication de génes connus
comme étant responsables de prédisposition génétique de certains cancers dans d’autres types
de cancer. En effet, le spectre de cancer décrit en lien avec un géne de prédisposition comprend
d’abord les cancers a forte pénétrance, puis il est nécessaire d’avoir des études beaucoup plus
importantes pour identifier des risques de cancers moins élevés. Nous avons appris cela de
I'expérience du gene BRCA2, initialement décrit comme étant seulement responsable d’un exces
de risque de cancer du sein et de I'ovaire, puis du cancer de la prostate (van Asperen et al., 2005;
Edwards et al., 2003), puis du cancer du pancréas (van Asperen et al., 2005; Murphy et al., 2002).
Un exces de risque de mélanome a été plus récemment discuté (Gumaste et al., 2015), et un sur-
risque de CCR reste débattu (Oh et al., 2018; Pearlman et al., 2017; Sopik et al., 2015; Yurgelun
et al., 2017). Ces premiers résultats nous poussent a étre attentifs sur cette hypotheése.

Une 2°™ hypothéese était celle de I'implication de variations hétérozygotes de génes
responsables de prédispositions génétiques prouvées a I'état homozygote ou hétérozygote
composite, comme cela a été identifié pour le géne ATM (Renwick et al., 2006). Dans ce cas, les
conclusions sont plus difficiles car il ne peut s’agir que d’un facteur de prédisposition au sein
d’'une hérédité multifactorielle, bien que I'existence de certaines variations a plus forte
pénétrance que d’autres reste possible, comme cela est le cas pour le géne CHEK2 (Meijers-
Heijboer et al., 2002). Les avancées scientifiques permettront surement a I'avenir d’améliorer les
connaissances sur ce point.

IIl. Genes candidats et résultats négatifs

Les variations identifiées dans les autres génes candidats sont de signification inconnue
et des analyses fonctionnelles ou la recherche de réplications sont nécessaires pour déterminer
si ces geénes peuvent étre impliqués dans une prédisposition au cancer. Par exemple, nous avons
accés a du tissu FFPE pour la patiente porteuse de la variation du géne SETD2. Nous allons
commencer par vérifier, par immunohistochimie, si la variation entraine une diminution de la
modification H3K36me3 spécifique de SETD2.

Cette approche de phénotype extréme de cancer va étre poursuivie dans les années a
venir, et méme étendue a un recrutement a I'ensemble de l'interrégion, ce qui permettra
progressivement d’augmenter significativement la cohorte de formes extrémes de cancers
séquencés en exome, au sein de laguelle nous pourrons rechercher bioinformatiquement des
variations candidates dans nos génes d’intérét. En parallele, une veille de la littérature sera faite
pour I’'ensemble de ces génes.

Une variation candidate a été identifiée dans un tiers des cas (9/27). La plupart des cas
restent donc inexpliqués apres séquencage d'exome. Plusieurs hypothéses peuvent I'expliquer :
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Tout d'abord, bien que les cas sélectionnés présentent des phénotypes extrémes, on
ne peut pas exclure qu'une proportion de ces cancers ne soient pas dus a une
prédisposition génétique a forte pénétrance mais soit le résultat d'une accumulation
stochastique de variations somatiques. De nombreux facteurs environnementaux
pouvant entrer en jeu et favoriser ce processus (habitudes alimentaires, exposition a
des toxiques...). Une autre hypothése est que certains cancers suivent le modéle d'une
accumulation de variations communes a faible pénétrance telles que celles identifiées
par les GWAS. Ce type de variation n'entre pas dans spectre de ce projet. Elles se
situent souvent en dehors des régions codantes, donc non capturées par I'ES, ou sont
éliminées par les filtres de fréquences appliqués lors du variant calling.

Il peut étre compliqué d'interpréter certains résultats en raison d'un manque de
connaissances scientifiques. Par exemple, dans un exome trio, une variation
tronquante de-novo a été identifiée dans le géne SLAIN1 mais il n'y a que trés peu
d'informations concernant la fonction de ce gene dans la littérature. Il est donc
compliqué d'évaluer s'il pourrait étre impliqué dans une prédisposition au cancer. Pour
palier a ces difficultés, les données d'ES peuvent étre ré-analysées périodiquement
avec des outils bio-informatiques mis a jour et intégrant les derniéres versions des
bases de données. Cela peut permettre d'identifier de nouvelles variations ou de
mieux interpréter des variations de significations inconnues a la lumiére des
publications les plus récentes. L'intérét de cette ré-analyse a été démontré dans le
domaine des maladies rares (Nambot et al., 2018).

La cause de I'échec peut également étre d'ordre technique. En effet, |I'étape de capture
des régions codantes du génome n'est pas parfaite en particulier dans des régions
riches en GC. Le taux de couverture moyen des bases codantes a une profondeur
minimale de 10X de notre cohorte est de 95%. Il y a donc 5% des régions codantes
pour lesquels la couverture est insuffisante pour détecter efficacement les variations.

Enfin, la prédisposition génétique pourrait étre due a des variations non codantes, qui
ne sont pas capturées par I'ES. Les variations non codantes peuvent avoir plusieurs
effets. Des SNV, des duplications ou des délétions peuvent conduire a la création ou la
perte de motifs de liaison de facteurs de transcription dans les régions promotrice. Des
variants structuraux peuvent juxtaposer anormalement un élément de régulation et un
oncogeéne ou un gene suppresseur de tumeur. Des variations peuvent également
toucher des micro ARN ou leurs sites de liaison et conduire a une surexpression de leur
génes cibles. La perte de pseudogénes peut augmenter l'inhibition de I'expression du
géne normal (Khurana et al.,, 2016). Des mutations de prédisposition au cancer,
constitutionnelles, rares et non codantes ont déja été décrites. On peut citer en
exemple les mutations du promoteur du gene TERT associées a une forme de
mélanome héréditaire (Horn et al., 2013) ou une mutation intronique du géne BRCA2
responsable d'un épissage aberrant (Bakker et al., 2014).
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Le séquencage de génomes complets (WGS: Whole Genome Sequencing) pourrait
permettre de détecter ce type de variations. La forte diminution des colts de séquencage et
I'amélioration des connaissances concernant I'ADN non codant notamment grace au projet
ENCODE (ENCyclopedia Of DNA Elements) (Davis et al., 2018) rendent l'utilisation de cette
technique envisageable. Le WGS peut étre couplé au RNASeq (séquencage du transcriptome).
Cela permet de mettre en évidence les conséquences des variations non codantes identifiées en
WGS sur I'expression ou la transcription des génes et facilite leur interprétation. De plus, le WGS
ne nécessitant pas d'étape de capture, il offre donc une meilleure couverture de régions difficiles
et est plus efficace pour la détection de grandes variations chromosomiques. |l est tout a fait
possible que ce projet évolue vers le séquencage de génomes. Un financement spécifique a été
demandé pour le séquencage de génome en trio dans les formes extrémes de CCR afin d'évaluer
les performances de cette approche.
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Conclusion générale et perspectives

Le séquencage d'exome de 27 cas de cancer de phénotypes extrémes a permis
d'identifier 9 pistes de genes candidats pour une prédisposition génétique au cancer. Ces
premiers résultats montrent la pertinence d'utiliser I'ES et une approche de phénotypes
extrémes pour identifier de nouveaux genes de prédisposition au cancer. Cette approche devra
étre poursuivie dans le temps dans le cadre de I'étude EXTRICAN, et qui sera ouverte en
interrégional a partir du mois de Juin 2019. Quinze cas supplémentaires ont déja été identifiés
lors des dernieres RCP. L'ES est en cours. Les données seront bient6t disponibles.

Le principal résultat de ce travail concerne le géne ATR. Son réle central dans les
processus de réparation de I'ADN et de contrble du cycle cellulaire en fait un bon géne candidat
pour une prédisposition au cancer du sein. Les analyses fonctionnelles qui ont pu étre réalisées a
partir de lignées cellulaires de deux patients mutés ont permis de valider |I'impact des variations
identifiées sur sa fonction et de classer ces variations comme probablement pathogenes. La
pénétrance associée est totalement inconnue, et compte tenu de sa faible fréquence potentielle,
nécessitera des études larges internationales.

Les variations identifiées dans les autres présentations cliniques sont de signification
inconnue et nécessitent d'autres arguments pour valider I'hypothése de leur implication dans
une prédisposition génétique au cancer. Les perspectives suivantes sont envisagées :

— D'autres analyses fonctionnelles sont envisagées pour certains genes candidats.

— La constitution de cohortes de réplication pour rechercher des récurrences pour les
autres présentations cliniques que les CSM est a discuter, puisque I'un des arguments
les plus forts en faveur de la pathogénicité d'une variation est l'identification d'autres
variations du méme gene chez d'autres patients présentant un phénotype similaire.

— La continuité de ce projet va a terme permettre d’avoir un nombre plus important de
patients avec phénotype extréme, et donc d’éventuelles réplications.

— Le partage anonyme des données cliniques et moléculaires sur des plateformes de
soumission en ligne est une autre méthode utilisée dans I'étude des maladies rares
pour rechercher des réplications. Les variations de signification inconnues identifiées
dans ce projet ont été déposées sur la plateforme GeneMatcher (Sobreira et al., 2015).
Cette pratique n'étant pas courante dans le domaine de I'oncogénétique, aucune
réplication n'a encore été identifiée par ce biais mais cela pourrait arriver dans le futur
si les méthodes issues de I'étude des maladies génétiques rares prennent de
I'importance en oncogénétique et conduisent a l'identification de variations rares.

Sur le plan personnel, ce projet m'a permis d'approfondir mes connaissances dans le
domaine de l'oncogénétique, notamment sur la prise en charge des patients chez qui une
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prédisposition au cancer est suspectée et |'architecture génétique de la prédisposition au cancer.
L'interprétation de données d'exome m'a fait comprendre les difficultés liées a l'interprétation
des données de séquencage a grande échelle et la nécessité d'utiliser des bases de données et
des outils bioinformatiques d'annotation et de prédiction de la pathogénicité des variations pour
les classer et les prioriser. Cela m'a également permis de comprendre l'intérét des différentes
stratégies de séquencage pour diminuer le nombre de variations a interpréter et faciliter la
découverte de génes candidats.

La transformation tumorale étant un processus multifactoriel pouvant impliquer
plusieurs événements moléculaires constitutionnels ou somatiques et des facteurs
environnementausy, il est a mon sens compliqué d'estimer si une variation identifiée chez un seul
patient est la cause principale a I'origine du cancer, si elle fait partie d'un faisceau d'événements
moléculaires ayant individuellement un effet faible mais dont la combinaison aboutit a la
transformation tumorale ou si elle est un élément modificateur venant accélérer le processus de
tumorigénése du a un autre événement somatigue ou non identifié par I'ES. Il me semble donc
indispensable de prioriser les genes candidats et de chercher a identifier des réplications ou de
réaliser des études fonctionnelles poussées pour évaluer l'impact de la variation.

Cette approche de séquencage pangénomiques dans les phénotypes extrémes de cancer,
portée par I'équipe depuis plusieurs années dans le cadre de la transposition des modeles issus
des maladies rares en oncogénétique a récemment été reprise au niveau national. En effet, les
deux plateformes pilotes du plan France Médecine Génomique vont se mettre en place
prochainement, et 12 préindications ont été retenues. Parmi ces préindications figurent les
patients atteints de cancers dans un contexte d’antécédents familiaux sévéres évocateurs de
prédispositions et pour lesquels les analyses en panel de génes sont normales, ainsi que les cas
extrémes sporadiques de cancer, sujets concernés par le projet EXTRICAN. Seule une lecture
diagnostique sera faite car ces plateformes n’ont pas directement de missions de recherche. Cela
montre I'intérét de I'approche tout en gardant I'importance du projet EXTRICAN qui a aussi pour
but l'identification de nouveaux genes candidats.
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Syndrome avec prédisposition au cancer

Principale type de tumeur associé

Geénes associés a une prédisposition au cancer syndromique

Annexe 1: Génes impligués dans la prédisposition au cancer (Garber and Offit, 2005; Rahman,
2014; Vogelstein and Kinzler, 2004; Vogelstein et al., 2013)

Carcinome hepatocellulaire
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L . . Lymphomes, Leucémie Suppresseur de
ATM Ataxie Télangiectasie Y p - PP
Mutation mono-allélique: tumeur
Cancer du sein
.- . . . Suppresseur de
AXIN2 Syndrome de prédisposition au cancer-oligodontie Cancer colorectal p,:umeur
Lymphomes, Leucémie lymphoblaqgtique
aigue Suppresseur de
BLM Syndrome de Bloom Néoplasies myeloides hématologiques PP
. - .. tumeur
Carcinome épidermoide
Cancer gastrique, Cancer colorectal
. Cancer colorectal, Cancer gastrique, Suppresseur de
BMPR1A Polypose Juvénile & q PP
Hamartome tumeur
Syndrome sein-ovaire Cancer du sein Suppresseur de
BRCA1 . . . st .
Anemie de Fanconi (mutations bialléliques) Cancer de l'ovaire tumeur
Mutations bi-alléliques:
Néoplasies myeloides hématologiques
Medulloblastome
Syndrome sein-ovaire Tumeur de Wilms Suppresseur de
BRCA2 . v . . s Mutations mono-alléliques: PP
Anemie de Fanconi (mutations bialleliques) . tumeur
Cancer du sein
Cancer de l'ovaire
Cancer de la prostate
Cancer du pancreas
Mutations bi-alléliques:
Néoplasies myeloides hématologiques
. . . o Carcinome épidermoide Suppresseur de
BRIP1 Anemie de Fanconi (mutations bialleliques) . P . PP
Mutations mono-alléliques: tumeur
Cancer du sein
Cancer de l'ovaire
Tumeur de Wilms Suppresseur de
BUB1B Syndrome d'aneuploidie en mosaique Rhabdomyosarcome prfc)umeur
Néoplasies myeloides hématologiques
. S Suppresseur de
CBL Syndrome de Noonan Leucemie myelomonocytaire juvénile PP

tumeur




Syndrome avec prédisposition au cancer

Principale type de tumeur associé

Classe

Geénes associés a une prédisposition au cancer syndromique

Syndrome d'hyperparathyroidie-tumeur

Cancer de la parathyroide

Suppresseur de

CcDC7
3 mandibulaire Fibrome ossifiant tumeur
. . (s C d in (lobulai S d
CDH1 Cancer gastrique diffus héreditaire ancer au selr'1 (lo u.alre) uppresseurde
Cancer gastrique diffus tumeur
. . - N Suppresseur de
coL7Aa1 Epidermolyse bulleuse Carcinome épidermoide (peau) upp !
tumeur
CXCR4 Syndrome WHIM Dysplasie gemtalg . Oncogéne
Cancer des muqueuses invasif
Cylindrome Suppresseur de
CYLD Syndrome de Brooke-Spiegler Spiroadenocarcinome PP
. . tumeur
Carcinome basocellulaire
Carcinome basocellulaire Suppresseur de
DDB2 Xeroderma Pigmentosum Carcinome épidermoide PP
tumeur
Melanome
Blastome Pleuropulmonaire
Nephrome kystique Suppresseur de
DICER1 Syndrome DICER1 . . .
Tumeur maligne de Sertoli-Leydig de tumeur
I'ovaire
. S d
DIS3L2 Syndrome de Perlman Tumeur de Wilms uppresseur de
tumeur
. - Leucémi loide aigué S d
DKC1 Dyskératose congénitale eua.emle m\l/e.0| © alugue uppresseurde
Carcinome épidermoide tumeur
DOCKS Syndrome hyper-IgE Carcinome épidermoide Suppresseur de
Lymphomes tumeur
- -~ . _ Suppresseur de
ELANE Neutropénie congénitale sévere Leucémies PP
tumeur
Carcinome basocellulaire Suppresseur de
ERCC2 Xeroderma Pigmentosum Carcinome épidermoide PP
tumeur
Melanome
Carcinome basocellulaire Suppresseur de
ERCC3 Xeroderma Pigmentosum Carcinome épidermoide PP
tumeur
Melanome
. Carcinome basocellulaire
Xeroderma Pigmentosum . . . Suppresseur de
ERCC4 i . Carcinome épidermoide
Anémie de Fanconi tumeur
Melanome
Carcinome basocellulaire Suppresseur de
ERCC5 Xeroderma Pigmentosum Carcinome épidermoide PP
tumeur
Melanome
S . . S d
FAH Tyrosinémie Carcinome hepatocellulaire uppresseur e
tumeur
EANCA Anémie de Fanconi Neopla5|es' myeIom{es hemanIoglques Suppresseur de
Carcinomes épidermoides tumeur
FANCC Anémie de Fanconi Néoplasies' myeIoTc{es hémanIogiques Suppresseur de
Carcinomes épidermoides tumeur
FANCD2 Anémie de Fanconi Leucémie Suppresseur de

tumeur




Syndrome avec prédisposition au cancer

Principale type de tumeur associé

Classe

Geénes associés a une prédisposition au cancer syndromique

Suppresseur de

FANCE Anémie de Fanconi Leucémie tumeur
FANCF Anémie de Fanconi Leucémie Sum;:;?zl:r de
. . Néoplasi loides hématologi S
EANCG Anémie de Fanconi éop a5|es. mye 0|c{e§ ema"o ogiques uppresseur de
Carcinomes épidermoides tumeur
FAS Syndrome lymphoprolifératif auto-immun Lymphomes SUpi):?Zil:r de
. . . C i S
FH Léiomyomatose familiale et cancer du rein . ancer du rein uppresseur de
LeiomyoSarcome (uterus) tumeur
FLCN Syndrome de Birt-Hogg-Dube Cancer du rein Suppresseur de
Oncocytome tumeur
GATA2 syndrome I\I/IonoMAC Néoplasies myeloides hématologiques Suppresseur de
Syndrome d’Emberger tumeur
Myel
. yelome Suppresseur de
GBA Maladie de Gaucher type 1 Lymphomes tumeur
Carcinome hepatocellulaire
GJB2 Syndrome KID (Keratitis-lchthyosis-Deafness) Carcinome épidermoide SUPEE:(::]ZTJT de
Tumeur de Wilms
Hepatoblastome, Carcinome Suppresseur de
GPC3 Syndrome de Simpson-Golabi-Behmel hepatocellulaire pfumeur
Neuroblastome
Gonadoblastome
HEE Haemochromatose Carcinome hepatgcellulalre Suppresseur de
Cholangiocarcinome tumeur
HMBS Porphyrie aigué intermittente Carcinome hepatocellulaire SUpi’:en:Zil:r de
Rhabdomyosarcome
HRAS Syndrome de Costello Neuroblastome Oncogéene
Carcinome urothélial (vessie)
ITK Syndrome lymphoprolifératif Lymphome de Hodgkin SUp’:::Zil:r de
LZTR1 Syndrome de Noonan Glioblastome Suppresseur de
Neurofibromatose type 3 Schwannome tumeur
Adénome hypophysaire et parathyridien
MEN1 Néoplasie endocrinienne multiple type 1 Tumeur Neuroendocrine Suppresseur de

Tumeurs carcinoides
Carcinome corticosurrénalien

tumeur




Syndrome avec prédisposition au cancer

Principale type de tumeur associé

Classe

Geénes associés a une prédisposition au cancer syndromique

Syndrome de Lynch (mutation monoallélique)
Syndrome de déficit constitutionnel de la

Mutations bi-alléliques:
Tumeur du cerveau
Hémopathies malignes
Tumeurs embryonnaires

Suppresseur de

MLH1 , . B} . . . s
réparation des mésappariements (mutation Mutations mono-alléliques: tumeur
biallelique) Cancer colorectal
Cancer de I'endometre
Cancer de l'ovaire
MPL Thrombocytose familiale Polypose adénomateuse familiale Oncogéne
Mutations bi-alléliques:
Tumeur du cerveau
. s Hémopathies malignes
Syndrome de Lynch (mutation monoallélique) P & .
e L Tumeurs embryonnaires
Syndrome de déficit constitutionnel de la . L0 Suppresseur de
MSH2 3 . B} . . Mutations mono-alléliques:
réparation des mésappariements (mutation tumeur
biallelique) Cancer colorectal
d Cancer de I'endometre
Cancer de |'ovaire
Tumeurs sébacées
Mutations bi-alléliques:
Tumeur du cerveau
Syndrome de Lynch (mutation monoallélique) Hémopathies malignes
MSH6 Syndrome de déficit constitutionnel de la Tumeurs embryonnaires Suppresseur de
réparation des mésappariements (mutation Mutations mono-alléliques: tumeur
biallelique) Cancer colorectal
Cancer de I'endometre
Cancer de l'ovaire
Syndrome de sténose médullaire diaphysaire- _ . Suppresseur de
MTAP y phy Histiocytome fibreux PP
tumeur osseuse tumeur
Lymphomes
. Medulloblastome Suppresseur de
NBN Syndrome de Nijmegen . PP
Gliome tumeur
Rhabdomyosarcome
Gliome Suppresseur de
NF1 Neurofibromatose type 1 Tumeur maligne des gaines nerveuses pfc’umeur
périphériques
Schwannome vestibulaire Suppresseur de
NF2 Neurofibromatose type 2 Meningiome PP
tumeur
Ependymome
, - Suppresseur de
NTHL1 Polypose adénomateuse familiale Cancer colorectal

tumeur




Syndrome avec prédisposition au cancer

Principale type de tumeur associé

Classe

Geénes associés a une prédisposition au cancer syndromique

Mutations bi-alléliques:
Néoplasies myeloides hématologiques
Medulloblastome
Neuroblastome

Suppresseur de

PALB2 Anémie de Fanconi .
Tumeur de Wilms tumeur
Mutations mono-alléliques:
Cancer du sein
Cancer du pancreas
Cancer colorectal Subbresseur de
PMS1 Syndrome de Lynch Cancer de l'ovaire PP
! N tumeur
Cancer de I'endometre
Mutations bi-alléliques:
Tumeur du cerveau
Syndrome de Lynch (mutation monoallélique) Hémopathies malignes
PMS2 Syndrome de déficit constitutionnel de la Tumeurs neuroectodermiques primitives Suppresseur de
réparation des mésappariements (mutation Mutations mono-alléliques: tumeur
biallelique) Cancer colorectal
Cancer de I'endometre
Cancer de l'ovaire
POLD1 Polypose adénomateuse associée aux ADN Cancer colorectal Suppresseur de
polymérases Cancer de I'endometre tumeur
Polypose adénomateuse associée aux ADN Suppresseur de
POLE s . Cancer colorectal PP
polymérases tumeur
. . (. . Suppresseur de
POLH Xeroderma Pigmentosum Carcinome épidermoide PP
tumeur
Myxome (cardiaque/cutané/sein)
. Suppresseur de
PRKAR1A Complexe de Carney Cancer de la thyroide
tumeur
Tumeur stromale du cordon sexuel
. Carcinome basocellulaire Suppresseur de
PTCH1 Syndrome de Gorlin PP
Medulloblastome tumeur
Cancer du sein Suppresseur de
PTEN Syndrome de Cowden Cancer de la thyroide PP
. . tumeur
Cancer de I'endometre
Leucemie myelomonocytaire juvénile .
PTPN11 Syndrome de Noonan ¥ ¥ J Oncogene
Neuroblastome
. . . e . . . Suppresseur de
PTPN13 Carcinome hépatocellulaire héréditaire Carcinome hépatocellulaire prfc)umeur
. . Mutation mono-allélique: Suppresseur de
RAD51C Anémie de Fanconi . g PP
Cancer de l'ovaire tumeur
Osteosarcome Suppresseur de
RECQL4 Syndrome de Rothmund-Thompson Carcinome basocellulaire PP

Carcinome épidermoide

tumeur




Syndrome avec prédisposition au cancer

Principale type de tumeur associé

Classe

Geénes associés a une prédisposition au cancer syndromique

Néoplasie endocrinienne multiple type 2A/2B

Cancer medullaire de la thyroide

RET €
Carcinome médullaire thyroidien Pheochromocytome Oncogene
- . Leucémie myéloide aigué Suppresseur de
RFWD3 Anémie de Fanconi R
Tumeurs de la téte et du cou tumeur
Lymphomes non Hodgkinniens
. . . .. . Suppresseur de
RMRP Hypoplasie cartilage-cheveux Carcinome épidermoide
. tumeur
Leucémies
SBDS Syndrome de Schwachman-Diamond Néoplasies myeloides hématologiques SUpi):i:'Zil:r de
Paragangliome Suppresseur de
SDHA Syndrome de Carney-Stratakis Pheochromocytome prt)umeur
Tumeur stromale gastrointestinale
SDHAF2 Phéochromocytome-paragangliome héréditaire Paragangliome Suppresseur de
Pheochromocytome tumeur
Paragangliome Subbresseur de
SDHB Phéochromocytome-paragangliome héréditaire Pheochromocytome PP
. tumeur
Cancer du rein
Paragangliome Suppresseur de
SDHC Phéochromocytome-paragangliome héréditaire Pheochromocytome prt)umeur
Tumeur stromale gastrointestinale
Paragangliome Suppresseur de
SDHD Phéochromocytome-paragangliome héréditaire Pheochromocytome p?umeur
Tumeur stromale gastrointestinale
SERPINA1 Déficit en alpha-1-antitrypsine Carcinome hepatocellulaire Sup,::(:iil:r de
SETBP1 Syndrome de Schinzel-Giedion Tumeurs neuroépithéliales Oncogéene
SH2D1A Maladie lymphoproliférative liée a I'X Lymphomes Suppresseur de
tumeur
SLC25A13 Citrullinémie de type Il Carcinome hepatocellulaire Suppresseur de
tumeur
SMAD4 Polypose Juvénile Cancer colorectal Suppresseur de
tumeur
SMARCA4 Tumeur rhabdoide familiale Tumeur Rhabdoide Suppresseur de
tumeur
SMARCB1 Tumeur rhabdoide familiale Tumeur Rhabdf)lde o Suppresseur de
Tumeur neuroectodermique primitive tumeur
SOS1 Syndrome de Noonan Rhabdomyosarcome Oncogene
STAT3 Syndrome hyper-IgE Lymphomes Oncogéne
Cancer colorectal
STK11 Syndrome de Peutz-Jeghers Cancer gastrlq'ue Suppresseur de
Cancer du sein tumeur
Tumeur stromale du cordon sexuel
Leucémie myeloide aigué Suppresseur de
TERT Dyskératose congénitale Carcinome épidermoide PP

Melanome

tumeur




Syndrome avec prédisposition au cancer

Principale type de tumeur associé

Classe

Geénes associés a une prédisposition au cancer syndromique

Suppresseur de

TGFBR1 Syndrome de Ferguson-Smith Carcinome épidermoide (peau) tumeur
S
TGFBR2 Syndrome de Lynch Cancer colorectal Upr;:;—';zl:r de
Cancer du sein
. . S S d
TP53 Syndrome de Li-Fraumeni . arcqme o uppresseur de
Carcinome corticosurrénalien tumeur
Astrocytome
. . . S d
TRIM37 Nanisme Mulibrey Tumeur de Wilms Upi):?zl:r €
Cancer du rein, angiomyolipome
. . . Astrocytome sous épendymaire a cellules Suppresseur de
TSC1 Sclérose tubéreuse de Bourneville ¥ , penay PP
géantes tumeur
Rhabdomyome (cardiac)
Cancer du rein, angiomyolipome
. . . Astrocytome sous épendymaire a cellules Suppresseur de
TSC2 Sclérose tubéreuse de Bourneville ¥ , penay PP
géantes tumeur
Rhabdomyome (cardiaque)
. . . - . . Suppresseur de
UROD Porphyrie cutanée tardive familiale Carcinome hepatocellulaire prt)umeur
Cancer du rein
Pheochromocytome Suppresseur de
VHL Syndrome de Von Hippel-Lindau Tumeur Neuroendocrine (pancreas) p’zumeur
Hemangioblastome (systeme nerveux
central, retine)
WAS Syndrome de Wiskott-Aldrich Lymphomes Oncogéne
S
arcome Suppresseur de
WRN Syndrome de Werner Melanome
. tumeur
Cancer de la thyroide
Syndrome WAGR (Wilms tumor--Aniridia--
WT1 Genitourinary anomalies--mental Retardation) Tumeur de Wilms Suppresseur de
Syndrome de Denys-Drash Gonadoblastome tumeur
Syndrome de Frasier
Carcinome basocellulaire Suppresseur de
XPA Xeroderma Pigmentosum Carcinome épidermoide prfc)umeur
Melanome
Carcinome basocellulaire Suppresseur de
XPC Xeroderma Pigmentosum Carcinome épidermoide PP

Melanome

tumeur




Principale type de tumeur associé Classe

Geénes associés a une prédisposition au cancer non syndromique

ALK Neuroblastome Oncogéne
APOBEC3B Cancer du sein Suppresseur de tumeur

AR Cancer de la prostate Oncogéne

ATR Cancer oropahryngé Suppresseur de tumeur

Melanome (cutaneous, uveal)
Mesotheliome

BAP1 L Suppresseur de tumeur

Meningiome

Cancer du poumon

Cancer de l'ovaire
BARD1 Cancer du sein Suppresseur de tumeur
Cancer de I'endometre

CDH10 Adénocarcinome canalaire du pancréas Suppresseur de tumeur

CDK4 Melanome Oncogéne

Cancer de la thyroide,

DKN1B
¢ Adénome hypophysaire

Suppresseur de tumeur

Melanome [p16 and p14ARF]
CDKN2A Cancer du pancreas [p16] Suppresseur de tumeur
Astrocytome [p14ARF ]

CEBPA Néoplasies myeloides hématologiques Suppresseur de tumeur
CHEK2 Cancer du sein Suppresseur de tumeur
EGFR Cancer du poumon non a petites cellules Oncogéne
EXT1 Chondrosarcome Suppresseur de tumeur
EXT2 Chondrosarcome Suppresseur de tumeur
FAT1 Cancer du pancreas Suppresseur de tumeur
FEN1 Cancer du sein Suppresseur de tumeur
KDR Melanome Oncogéne
KIT Tumeur stromale gastro-intestinale Oncogéne
LMO1 Neuroblastome Oncogéne

Paragangliome

MAX Pheochromocytome Suppresseur de tumeur
MET Cancer du rein (carcinome papillaire) Oncogéne
MUTYH Cancer colorectal Suppresseur de tumeur
PDGFRA Tumeur stromale gastro-intestinale Oncogéne
PHOX2B Neuroblastome Suppresseur de tumeur
POLQ Cancer du sein Suppresseur de tumeur
PRF1 L';/?:;ﬁ?r:fess Suppresseur de tumeur
PRSS1 Cancer du pancreas Suppresseur de tumeur
RAD51D Cancer de l'ovaire Suppresseur de tumeur
Retinoblastome
RB1 P;r;(::(l)cr)nrr;e Suppresseur de tumeur

Melanome




Principale type de tumeur associé

Classe

Geénes associés a une prédisposition au cancer non syndromique

RHBDF2 Cancer de 'oesophage Oncogéne
RUNX1 Néoplasies myeloides hématologiquesLeucémies) Suppresseur de tumeur
SMARCE1 Mengingiome Suppresseur de tumeur
SPOP Cancer de la prostate Suppresseur de tumeur
SRY Gonadoblastome Suppresseur de tumeur
SUFU Medulloblastome, Meningiome Suppresseur de tumeur
TMEM127 Pheochromocytome Suppresseur de tumeur
TP63 Cancer du poumon non a petites cellules Suppresseur de tumeur

TSHR Cancer de la thyroide Oncogéne




Annexe 2: Liste des amorces

Amorce

Séquence

Temperature

Taille

Coordonées

d’hybridation

ATR

amplicon

amplicon (hg19)

Séquencage haut débit ciblé

ATR ex1_F CGGGTCCTATGCAGAAAAGAC 60.99 chr3:142297311-
ATR_ex1_R TATCAACGGGCACTCTGAGG 61.20 410 66 142297720
ATR_ex2-5_F GAGAAGTTCAGGTCTAGGCTTTG 58.73 chr3:142279958-
ATR_ex2-5_R CCCTTGGCTACATTTAGAAAGATG 60.36 7276 36 142287233
ATR_ex6-12_F GTGGCTAAGTTGCCATATTTCAG 60.04 chr3:142272114-
ATR_ex6-12_R AACACTTTTAGCTGCAACCAGAG 60.00 7660 37 142279773
ATR_ex13-16_F GAAGGTATACTTGGCAGCATTTG 60.04 chr3:142266290-
ATR_ex13-16_R_2 TCAATGCTAATATATGTTGTTAATGCC 59.64 6196 37 142272485
ATR_ex17-20_F CATGTGAAGATATATGCTTTTGGAG 59.12 chr3:142254782-
ATR_ex17-20_R AAAAGTCATGGATTCATGGTAGC 59.39 6985 3 142261766
ATR_ ex21_F GCTGTGGGATGATTCTAGTTTTG 60.01 chr3:142253305-
ATR_ex21_R AAATTCATGAGGGTCTTAGGCTC 59.98 1313 32 142254617
ATR_ex22-24 F AATCTTCACTGGCTTGAGAATTG 59.78 chr3:142238014-
ATR_ex22-24 R AGAATTTAACCCAATGAGCAGAC 58.71 >710 36 142243723
ATR_ex25-27_F AGCTAGACACTGAAGTCACCCAG 59.99 chr3:142230625-
ATR_ex25-27_R TTCTCAGTGAAAAGGCCACAC 60.28 4153 37 142234777
ATR_ex28-30_F AGTTGGAGCAAGACTCTCTGAAC 59.20 chr3:142222013-
ATR_ex28-30_R GACAGAAGCTGTTAAGTGGTAGACTG 59.94 >115 37 142227127
ATR_ex31-34_F GAGTTATTGGAATTGCTTACCTCTG 59.61 chr3:142214958-
ATR_ex31-34_R CCTTGAAATGGGAAGGTATCTG 59.83 4005 36 142218962
ATR ex35_F AACCTGTGGCTACAGAGAGCC 60.83 chr3:142211743-
ATR_ex35_R ATTACTGGGATGAAGGGTAGTGG 60.47 639 31 142212381
ATR_ex36_F GCTATTCCTTTTCCACATCAAAG 59.18 chr3:142203711-
ATR_ex36_R ATGATTGCTGTGTTGGTGTGAG 61.02 >71 36 142204281
ATR_ex36_F2 TTTCCAAAACACATGTCTATATCAC 57.24 chr3:142203761-
ATR_ex36_R2 ATTGAGTCTGCTTTTGACTTTGC 59.95 498 36 142204258
ATR ex37-39 _F TTTCCCAGAAATAGAATGATTGG 59.34 chr3:142186525-
ATR_ex37-39_R TCTCGGAAAATTCTTAATTCACAC 58.74 2871 31 142189395
ATR_ex40-41_F ATGACAGAGGTTAAAATGGGATG 59.25 chr3:142183493-
ATR_ex40-41_R GGTACCTCAAATGGTTAAATTAATGG 60.12 2032 32 142185524
ATR_ex42-45_F AAAAGAAGGACCTACCCAGGAC 59.87 chr3:142176126-
ATR_ex42-45 R TAGATAGCAGGGGTGGGAGG 61.35 2035 3 142181160
ATR_ex46-47_F ATGGCACATAGAACCCATCTTAC 59.28 chr3:142167997-
ATR_ex46-47_R GACTTGCTTGTTTCTTGCAAATATAG 59.78 4335 40 142172331
Séquencage Sanger
ATR ex32_F TCAGGTGACATTTATAGGCCAGA 58.96 chr3:142217389-
ATR_ex32_R GGAATGAAGCCACCTGTTTGATA 58.98 339 37 142217727
ATR_ex47F AATTAGACTTGCTTGTTTCTTGC 57,02 chr3:142167992-
ATR_ex47R TCCAGAAACATGTCCAAGCAG 61,22 682 31 142168673
Séquengage haut débit ciblé sur cDNA
ATR_CDNA_ TACATGATCCTCTTGTGGAATGG 61.10
ex46-47F 393 37 chr3:142168141-
AZEZ;Z'\;Q_ TCAGAGAGAAATAACAGTTGCTGAG 59.27 142172058




Temperature Taille Coordonées

Amorce Seéquence d’hybridation  amplicon amplicon (hg19)
DLC1
Séquencage haut débit ciblé
DLC1_exlaltF TCACTCCTCCAAAATTCAAACTC 59.62 chr8:12990241-
DLC1_ex1altR TACGCAGAGCTACCAAGAAAAAG 60.08 1022 68 12991262
DLC1_ex2F GTATCACTTAAAATGGCACCAGC 59,92 chr8:13356023-
DLC1_ex2R GTAAATCAGGAAAACATGCAAGC 60.02 2053 37 13358075
DLC1_ex3F GCTTGCTAACAGAGTCTCTCTCG 59.98 chr8:13258646-
DLC1_ex3R TTAAGTAGCAGTGGCTAAATGGC 59.83 1011 38 13259656
DLC1_ex4F TTGATTCATGACCTGTTTCAGTG 60,02 chr8:13250845-
DLC1_ex4R TGCAACCAAACCACCTATAACTC 60,28 1206 39 13252050
DLC1_ex5F TGTCATTATGTCAGAAAACCACG 59.91 chr8:13162582-
DLC1_ex5R TTGGAAAGATCTCATTCTGAACC 59.58 1209 37 13163790
DLC1_ex6-7F CTATGATCACTCTATGGTTTGCC 57.79 chr8:12968115-
DLC1_ex6-7R GTAAACCATTCGAATTAAGCGTG 59.92 5209 39 12973323
DLC1_ex8-10F ACTCCACTGGCTTCAACAATATC 59.54 chr8:12955362-
DLC1_ex8-10R GTATCATAGCTGTGTGCCATTTC 58.67 3578 47 12960939
DLC1_ex11-15F CAGATCCCCAGACAGATTAGTTG 60.00 chr8:12947661-
DLC1_ex11-15R TTCCTATACCGCCATTCTGTAAG 59.55 2506 45 12953166
DLC1_ex16-18F AATACAGACCCTCAACAAACAGG 59.44 chr8:12943135-
DLC1_ex16-18R GGGACAGCAGCCTATTTAAGTC 59.29 3279 43 12946413
Séquencage Sanger
DLC1_ex9F GAAGCCCCAACCCCAGAATC 60.68 chr8:12956874-
DLC1_ex9R GGCTCTGTGAACTGGAGGAC 60.04 473 >8 12957346
DLC1_ex10F GAGTGATTGCCATAGGATGACAG 60.89 chr8:12955771-
DLC1_ex10R CCATTGCTAATGTTGCTTCTACC 60.04 692 45 12956462
Séquengage haut débit ciblé sur cDNA
DLCL_cDNA_ AAGCAGACTGTCCTTCGTAGTTG 59.99
ex9-12F 874 56 chr8:12952364-
DLgig_chzﬁA— AGGGAAAACAGTAGCGACAGC 60.81 12957289
DLCL_cDNA_ AGTCTGGAACCTTGATCCTCTTC 60.12
ex9-11F 366 53 chr8:12952714-
D Lgig_chl':A_ AACAGATACACCTGGATGTGGAC 60.17 12957003
TP53I13
Séquencage haut débit ciblé
TP53I3_F CGGAATATGTGGGGTTCTGG 62.40 chr2:24300119-
TP53I3_R ACGGATACAGCTTTTACCCAATC 60.59 8099 >0 24308217
Séquencage Sanger
TP5313_ex1F GTCCACTGAGTGCTGTTGAGAG 60.10 chr2:24306989-
TP53I3_ex1R GAGTGTGATTTGCCTGATCCTC 61.03 552 68 24307540
TP5313_ex1bF GTACCTGCATTAAGTCCGCCC 61.08 chr2:24307055-
TP5313_ex1bR CAGACAATATGTTAGCCGTGCAC 60.24 150 61 24307204
TP5313_ex1cF CACCTTCAGGAGGACTTCACC 61.07 chr2:24307095-
TP53I13_ex1cR ATATGTTAGCCGTGCACTTTGAC 60.44 104 €0 24307198
BLM
Séquencage Sanger
BLM_ex8F GTAAGTAGCAACTGGGCTGAAAC 59.38 chr15:91304104-
BLM_ex8R ATGTCTTCCCAGTCATCATCATC 60.21 209 36 91304312




Temperature

Taille

Coordonées

Amorce Seéquence d’hybridation  amplicon amplicon (hg19)
BLM_ex10F ATTTGAGTATGGCAAATTGTTGG 60.12 chr15:91308389-
BLM_ex10R ACTGCAAATTTAACTGCTGTGC 59.47 381 36 91308769

BIK
Séquengage Sanger
BIK_ex4F GAATGGGGGTTTATTTTCCAC 59.41 chr22:43524206-
BIK_ex4R AGGCAGATGTGGACACAGG 59.76 >56 >8 43524761
Séquencage haut débit ciblé sur cDNA
BIK_cDNA_ex2-5F CCTATGGAGGACTTCGATTCTTT 59.98 chr22:43520149+43
BIK_cDNA_ex2-5R AAAAAGGCATCATGAGAAAACAG 59.66 470 61 525418
DFFA
Séquengage Sanger
DFFA_ex5F AACTGGCAGCTAGGATTCACAG 60.81 chr1:10522992-
DFFA_ex5R TGGGAGGACACTATTTGTGATG 59.85 438 >6 10523429
SETD2
Séquengage Sanger
SETD2_ex8F CCTTAAGGGTCAGAAGTGTCATAC 58.58 chr3:47142769-
SETD2_ex8R CTATACTCAGCCAGATGACCACC 59.99 785 3 47143553
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Recherche des bases moléculaires des phénotypes extrémes de cancer par
séquencage d'exome

Martin Chevarin

Certains cancers peuvent étre qualifiés de « phénotypes extrémes ». Il s’agit soit de formes
sporadiques particulierement précoces, soit de formes familiales avec un excés de cancers dans une
méme branche parentale. La présence de plusieurs tumeurs primitives, de tumeurs bilatérales ou
|'association de plusieurs cancers rares chez un méme patient ou au sein d’'une méme famille, peut
également entrer dans cette catégorie. Devant ces présentations, une prédisposition génétique est
trés fortement suspectée.

L'analyse de panels de génes connus pour étre impliqués dans les formes mendéliennes de
cancer est la pratique courante pour identifier la mutation responsable d'une prédisposition au
cancer. Cependant, elle ne permet d’identifier la mutation responsable de la prédisposition
génétique que dans 10% des cas. Il reste donc de nombreuses cas avec une prédisposition génétique
au cancer indiscutable mais sans diagnostique moléculaire. Cela représente une difficulté majeure
pour les oncogénéticiens souhaitant proposer une surveillance et un conseil génétique des plus
adaptés aux patients et a leurs apparentés.

Le séquencage de I'exome, de 27 patients présentant des phénotypes extrémes de cancer, a
permis d'identifier 9 genes candidats pour une prédisposition génétique au cancer :

- Trois de ces genes candidats (ATR, DLC1 et TP53/3) ont été retrouvés a partir de cas
familiaux de cancers du sein masculin, un cancer particulierement rare. Le séquencage ciblé de ces
génes dans une cohorte de réplication a permis d’identifier des récurrences pour ATR et DLC1 et des
analyses fonctionnelles ont permis de préciser la pathogénicité des certaines de ces variations.

- Deux variations ont été identifiées dans des genes déja connus comme responsables de
prédisposition génétique au cancer. L'une d’elle a été identifiée dans le gene PALB2 avec une
localisation de cancer pulmonaire inhabituelle, diagnostiqué a 26 ans. La seconde est une variation
hétérozygote du gene BLM dans un cancer de I'ovaire a 30 ans.

- Les quatre autres variations candidates concernent des genes impliqués dans les processus
d’apoptose (BIK et DFFA), de régulation épigénétique (SETD2) ou de régulation de la prolifération
cellulaire (FAT4).

Ces résultats montrent la pertinence d'utiliser le séquencage d’exome et une approche de
phénotypes extrémes pour identifier des variations rares dans de nouveaux génes candidats de
prédisposition au cancer.

Mots-clé : Cancer, Prédisposition, Exome, Phénotype extréme, ATR



