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Avant-Propos

Ce mémoire du Projet de Fin d’Etudes intitulé «Profil du spectre mutationnel des génes BRCA dans la
population marocaine: Identification des mutations fondatrices et récurrentes. » a été réalisé dans le
cadre d’obtention du Master Biotechnologie Médicale, dont les enseignements sont dispensés par la Faculté
de Médecine et de Pharmacie de Rabat de I’'Université Mohammed V de Rabat. Il a été réalisé sous la
direction du Professeur Abdelillah LARAQUI, enseignant chercheur au sein du laboratoire de recherche et de
biosécurité P3 a I’hopital militaire d’instruction Mohammed V (HMIMYV), Rabat et du Pr Azedine Ibrahimi du

Laboratoire Biotechnologie Médicale de la Faculté de Médecine et de Pharmacie de Rabat.

Pour mieux répondre aux attentes des entreprises et du marché de travail, |la spécialité : Master
Biotechnologie Médicale de la Faculté de Médecine et de Pharmacie de Rabat,
Université Mohammed V de Rabat, a dispensé un enseignement scientifique et technique de

qualité.

Le stage est donc un des moyens d’intégration et d’affinage du projet professionnel, et du projet

personnel de I'étudiant a I'égard du tissu socio-économique, scientifique et industriel marocain.

Il permet a I'étudiant de passer du systéeme académique a un systéme professionnel (profil,

compétences, potentiel, capacités, personnalité...).

Il est un véritable complément de formation, dans la mesure ou il permet I'application des

connaissances théoriques et pratiques dans un ou plusieurs métiers.

De plus, il renforce la motivation de I’étudiant et lui permet, au-dela de la connaissance de I'entreprise,

la découverte de I'importance de "Savoir étre" a coté des savoir et savoir-faire.
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Résumé

Le cancer du sein est le cancer féminin le plus freguemment diagnostique au Maroc. Environ 5 a
10 % sont dus a une prédisposition héréditaire et les mutations des genes BRCAL et BRCA2 sont
responsables d’une proportion importante de familles a haute risque de cancer du sein /de 1’ovaire.
Ce travail a pour objectif de rassembler toutes les données publiées dans les différentes bases de
données, sur les connaissances actuelles concernant le spectre des mutations pathogénes des génes
BRCA1 et BRCA2 au niveau de Maroc. Ainsi, d’établir une corrélation entre ces mutations

déléteres et les facteurs de risque démographiques (age) et cliniques (type de KS, stage ...)

Notre étude a permis d’identifier 83patientes porteuses de mutations au niveau du géne BRCA (49
sur le géne BRCAL et 34 sur le gene BRCA2). Sur le plan histopathologique, la plupart des
porteuses de mutations pathogénes ont un KS triple négatif et ils ont carcinomes canalaires
infiltrants de haut grade (grade I11) et surviennent le plus souvent chez les patientes jeunes avec
une tumeur de grande taille et un envahissement ganglionnaire au moment de diagnostic.
L'analyse des genes BRCAL et / ou BRCA2 par des méthodes de génotypage tels que ; le
séquencage direct, HRM et NGS a permis d’identifier 30 mutations pathogénes distinctes chez 83
individus atteints d'un cancer du sein et/ou de I’ovaire. 17 mutations ont été identifié dans le gene
BRCAL, et 13 dans le BRCAZ2, En effet, la majorité de ces mutations sont localisées au niveau de
I’exon 11 pour les génes BRCA1 et BRCA2

L’identification du spectre mutationnel spécifique a chaque population, représente la premicre

étape vers I’intégration des tests génétique dans les pratiques génétiques chez certaines populations

et groupes raciaux/ethniques et pourrait étre la stratégie de diagnostic moléculaire la plus

rentable.

Titre : Profil du spectre mutationnel des genes BRCA dans la population marocaine:
Identification des mutations fondatrices et récurrentes

Auteur : Benmokhtar lahbiba

Mots clés : cancer du sein, génes BRCAL et BRCAZ2, KS triple négatif, carcinomes canalaires

infiltrants, grade 111, NGS, HRM, Séquencage direct.




Abstract
Breast cancer is the most common female cancer in Morocco. About 5-10% are due to hereditary
predisposition and mutations in the BRCA1 and BRCA2 genes are responsible for a significant
proportion of families at high risk of breast/ovarian cancer.
The aim of this work is to gather all the data published in the different databases, on the current
knowledge about the spectrum of pathogenic mutations of the BRCA1 and BRCAZ2 genes in
Morocco. Thus, to establish a correlation between these deleterious mutations and demographic
(age) and clinical (type of KS, stage ...) risk factors.
Our study identified 83 patients with mutations in the BRCA gene (49 in the BRCA1 gene and 34
in the BRCA2 gene). Histopathologically, most of the carriers of pathogenic mutations have triple-
negative KS and have high-grade (grade I11) infiltrating ductal carcinomas and occur most often in
young patients with a large tumor and lymph node involvement at diagnosis.
Analysis of the BRCAL and/or BRCA2 genes by genotyping methods such as direct sequencing,
HRM and NGS identified 30 distinct pathogenic mutations in 83 individuals with breast and/or
ovarian cancer. 17 mutations were identified in the BRCA1 gene, and 13 in BRCA2. The majority
of these mutations are located at exon 11 for both BRCAL and BRCAZ2.
The identification of the population-specific mutational spectrum represents the first step towards
the integration of genetic testing into genetic practices in certain populations and racial/ethnic
groups and may be the most cost-effective molecular diagnostic strategy.
Title: Profile of the mutational spectrum of BRCA genes in the Moroccan population:
identification of founder and recurrent mutations
Author: Benmokhtar lahbiba

Keywords: breast cancer, BRCA1 and BRCA2 genes, triple-negative KS, invasive ductal

carcinomas, grade 111, NGS, HRM, Direct Sequencing.
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AA
ABRAXAS
ADN
ADNdb
ADNsb
BARD1
BC
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Acide Aminé

BRCA1 A Complex Subunit

Acide DésoxyriboNucléique

ADN double brin

ADN simple brin

BRCAL Associated RING Domain protein 1
Breast Cancer

Breast Ovarian Cancer syndrome

Breast Cancer gene

protéine d'interaction C-terminal binding protein 1

DNA Binding Domain
cassures double brin
Estrogen Receptor
Fatty Acid Binding Protein 7
Frame Shift
Human Epidermal growth factor Receptor 2
hepatocyte nuclear factor 3
recombinaison homologue
High Resolution Melt
In Fram Deletion
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Introduction

Le cancer du sein (KS) est la principale cause de décés par cancer chez les femmes dans le monde.
En Afrique du nord et au moyen orient, le KS est également le premier cancer de la femme. Il
représente 14-42 % de tous les cancers féminins avec une augmentation exponentielle [1].
L’organisation mondiale de la santé (OMS) considére le cancer du sein comme une priorité de

santé publique et un probleme majeur chez la femme dans cette région du monde [2]

A I’échelle mondiale, en 2020, 2.3 millions nouveau cas ont été identifiés et représentant 11.7%
de tous les cancers, avec une mortalité de 18% chez les deux sexes. Chez les femmes, le
pourcentage de déces est de 15.5 % et une incidence de 24.5 %, pour étre la premiére cause de

mortalité et le cancer le plus abondant chez les femmes [3].

Au Maroc, en 2020, I’incidence du KS chez les deux sexes est d’environ 19.8 % et il est la
deuxieme cause de mortalité, avec 10.5 % aprés le cancer du poumon. Chez les femmes, I’incidence
est estimée a 38.9 % et la mortalité arrive a 24.7 % (3659 nombres d’individus), pour étre la

cause principale de déceés chez les femmes [3].

Les protéines BRCA1 et BRCAZ2 jouent un réle crucial dans le maintien de I’intégrité génomique
grace au processus de réparation précise de I’ADN par recombinaison homologue. La perte des
fonctions BRCA entraine une instabilité génomique qui aboutit a la transformation oncogene de
cellules non tumorigénes en cellules initiatrices de tumeurs ou en cellules souches cancéreuses

(CSC) et a une évolution tumorale ultérieure [4].

Plusieurs mutations ont été identifiées au niveau des génes BRCAL/2, ces altérations génétiques

jouent un role crucial dans la survenue du KS.

Dans ce cadre, notre étude est d’établir le spectre mutationnel dans la population marocaine et
d’identifier les mutations fondatrices et récurrentes afin d’obtenir un profil mutationnels des génes

BRCAI1 et BRCAZ2 chez les femmes marocaine.




Partie 1 : Revue bibliographique
I. Le sein

1. Anatomie
Le KS est un carcinome qui se développe anarchiquement au profit des tissus qui 1’entoure,
comprendre 1’anatomie et la physiologie du sein normal est essentiel pour décrire les changements

pathogéniques associés aux transformations malignes.

Le sein est une glande exocrine qui se compose d'une masse, d'une aréole, d'un mamelon qui
renferme la glande mammaire. Cette glande exocrine d’origine ectodermique, sécrete du lait. La
glande mammaire est nichée dans du tissu adipeux (Figure 1). Elle est formée de 15 a 20 lobes
glandulaires qui contiennent des lobules. Chaque lobule contient des acini ou alvéoles. L’alvéole
ou I’acinus est une cavité a activité sécrétrice. Chaque acinus se draine par un canal alvéolaire. Les
acini et les canaux alvéolaires forment le lobule qui se draine par un canal lobulaire. Plusieurs
lobules réunis forment un lobe glandulaire qui se draine par un canal galactophore ou lactifére. Les
lobes sont entourés de filets nerveux, de vaisseaux sanguins, de tissu conjonctif et de vaisseaux

lymphatiques. La majorité des vaisseaux lymphatiques se jette dans les ganglions axillaires. Des

les premicres semaines de vie feetale commence le développement anatomique de la glande et il

suit les étapes hormonales de la vie de la femme. [5].

Glandes

Canaux lactfeéres

Mamelon

Aréole

Figure 1: Structure anatomique d’un sein

« Sein : anatomie, examens et maladies ». https://sante.journaldesfemmes.fr/fiches-anatomie-et-

examens/2571039-sein-anatomie-examens-et-maladies/ (consulté le juillet31, 2021).
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2. Laglande mammaire

La glande mammaire est constituée de 2 compartiments cellulaires : le compartiment épithélial qui
s'articule autour d'un réseau de canaux galactophores et de lobules renfermant les alvéoles et le
compartiment mésenchymateux, perfusé par les nerfs et les vaisseaux sanguins. Ces deux
compartiments sont séparés par une membrane basale de collagéne de type IV, de laminine et de
glycosaminoglycanes mais une coopération permanente existe entre eux au cours du
développement de la glande mammaire. Les vaisseaux lymphatiques et sanguins circulent dans les
tissus adipeux et conjonctifs. Le drainage par les vaisseaux lymphatiques s'effectue vers la chaine

mammaire interne, les ganglions sus-claviculaires et axillaires. [6].

L'architecture de la glande mammaire évolue tout au long de la vie, en fonction de I'age et du stade
de la vie reproductive et se construit sous I'influence des hormones sexuelles d'origine ovarienne

(cestrogenes et progestérone) et d'un certain nombre de facteurs de croissance [7].

3. Physiologie de la glande mammaire

Au cours du stade feetal, le sein se développe a partir de 1’ectoderme dés la quatrieme semaine de

la vie intra-utérine. A la naissance, 15 & 20 canaux lactiféres constituants la glande mammaire.

Cette derniere reste au repos toute la vie pour le garcon, alors que pour la fille, des modifications
morphologiques commencent a 1’age de la puberté, sous 1’effet des hormones et des facteurs de
croissances. Des variations se poursuivent au cours du cycle menstruel, puis la lactation au cours
de la grossesse est influencée par I’cestrogéne, la progestérone et la prolactine. Une atrophie est

observée a la ménopause, sans changement de la taille du sein. [8].

Naissance

Allaitement | Sécrétion de lal olssance canalaire | Puberté

H, corticostéroides

Grossesse

Figure 2 : Schema représentant les différentes étapes du développement de la glande

mammaire et les hormones impliquées dans les transitions entre les différentes étapes [8].
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4. Physiopathologie du cancer de sein

La glande mammaire est un organe en évolution permanente sous l'influence des hormones
sexuelles (cestrogenes et progestérone) et de facteurs de croissance. Ces derniers entrainent une
croissance et une différenciation cellulaire importante, ce qui rend cet organe plus susceptible aux

transformations cancéreuses. [9].

Les cellules cancéreuses localisées dans les canaux galactophores ou la glande mammaire sont

considérées comme un « cancer primitif ».

La dissémination métastatique du cancer du sein se fait principalement via les néovaisseaux
lymphatiques, dans ce cas les chaines ganglionnaires sont rapidement envahies avec des
localisations au niveau des ganglions axillaires, mammaires internes, sus-claviculaires et ceux de

la région du cou, et un envahissement régional peut aboutir a I'atteinte de la paroi thoracique. La

dissémination métastatique se fait également via le nouveau réseau de vaisseaux sanguins et

provoque généralement I'apparition des foyers secondaires au niveau des 0s, des poumons, du foie,

du sein controlatéral, ou encore du cerveau [10].

I1. Classification du cancer du sein

1. Classification histologique
Les carcinomes représentent 98% des tumeurs malignes du sein. On distingue les carcinomes
infiltrants et des carcinomes non infiltrants. Les autres types histologiques concernent le carcinome

tubuleux, le carcinome mucineux, médullaire et papillaire [12].
1.1 Carcinomes non infiltrants représentent 25%o des cas :
Ces carcinomes sont non-invasives aux tissus voisins. On distingue :

Les carcinomes lobulaires qui représentent 0.8 a 2% des cancers, et se caractérisent par
la prolifération des cellules de petites tailles au niveau des canalicules intra-lobulaire et

peuvent étre accompagneés par des altérations épithéliales extra-lobulaires. [11].

Les carcinomes canalaires qui désignent 4% des cancers et présentent des

microcalcifications mammographiques et une multicentricité [12].




1.2 Carcinomes infiltrants représentent 75% des cas

Ce type des carcinomes se caractérise par la capacité des cellules cancéreuses d’envahir les tissus

voisins. Il existe différents sous-types tels que :

e Le carcinome canalaire infiltrant qui forme des Iésions tumorales mal délimités et il est

le plus fréquent des tumeurs malignes du sein (70%) [12-13].

= Le carcinome lobulaire infiltrant représente 10%-15%, se caractérise par des petites

cellules néoplasiques non adhérentes et qui envahissent le stroma [12-13]

Certains types histologiques sont de meilleurs pronostics tels que : les carcinomes lobulaires,
mucineux (colloides) et médullaires ; par contre les carcinomes invasifs (canalaire et lobulaire)
sont de mauvais pronostic. Les carcinomes non infiltrants (15%) peuvent étre des carcinomes
canalaires (ou galactophoriques in situ) qui n’infiltrent pas la membrane basale et le tissu
conjonctif. Ils sont souvent considérés comme une maladie diffuse de tout I’arbre galactophorique
et sont caractérisés par leur multicentricité. Les carcinomes infiltrants (75 %) sont des carcinomes
canalaires infiltrants retrouvés dans 70 % des cas tandis que les carcinomes lobulaires infiltrants

sont retrouvés dans 5 a 15% des cas.

2. Classification moléculaire

Des études de I’expression génique des cancers du sein par microarray ont permis d’établir une

classification moléculaire. Cette derniére est basée sur I’expression d’un panel de génes dans les

cancers du sein a permis de classer les tumeurs du sein en 4 groupes [14].

2.1 Les tumeurs luminal A
Les tumeurs luminal A présentent une expression élevée des génes (GATA 3, ER o, XBP1 (X-
box binding protein 1), TFF3 (trefoil factor 3), les génes LI1V-1 et HNF3 (hepatocyte nuclear factor

3)), qui codent pour de transporteurs de zinc, régulés par les estrogénes

2.2 Les tumeurs luminal B
IIs présentent une faible expression du géne ER et des génes régulés par les estrogénes avec une

forte expression des genes liés a la prolifération (ki67).




2.3 Tumeurs Her2+
Ce groupe de tumeurs est caractérisé par une sur-expression des genes situés sur en 17¢22.24
(amplicon de ERBB2) tels que ERBB2 et GRB7.

2.4 Sous-types Basal-Like (BL) et Triple Négatif (TN)
IIs présentent une forte expression des kératines 5 et 17, laminine et FABP7 (Fatty Acid Binding
Protein 7). Le sous-type basal | est caractérisé par 1’absence d’expression des récepteurs

hormonaux et ’HER2, c’est pourquoi on parle de cancer triple négatif.

I11. Diagnostic
1. Examen d’imagerie médicale

1.1. Mammaographie

La mammaographie est la méthode la plus couramment utilisée pour le suivi et le diagnostic des
maladies du sein. Il est également utilisé pour le dépistage mammaire, permettant la détection des
Iésions mammaires a un stade trés précoce, ce qui augmente considérablement I'espérance de vie
des patientes atteintes. Selon le programme de dépistage, une mammographie est généralement
réalisée tous les deux ans (deux projections) chez les femmes de plus de 40 ou 50 ans, avec double
lecture par deux radiologues différents .Cependant, la mammographie présente encore quelques
inconvénients. C'est d'abord une technique ionisante, et bien que la dose de rayonnement ait

considérablement diminug, elle est toujours d'actualité si I'on tient compte du fait que le sein est un

tissu radiosensible. Deuxiemement, la mammographie ne peut pas différencier les lésions liquides,

y compris les kystes, et les lésions solides, ce qui constitue une limitation majeure pour

I'identification précise des masses tumorales [15].

1.2. Echographie mammaire

L’échographie mammaire est une technique utilisant des ultrasons et permet de générer des images
précises de la partie interne des seins et des ganglions. Elle est souvent réalisée en complément de
la mammographie, soit pour caractériser la nature des lésions, soit pour faciliter I’ interprétation des
clichés mammographiques douteux, soit lorsque la mammographie n’a pas été informative du fait
de la densité des seins chez certaines patientes [16]. En présence d’anomalies ou de ganglions

suspects, le radiologue peut réaliser des prélevements échoguidés : cytoponction ou microbiopsie.




1.3. Imagerie par résonnance magnétique (IRM)

L'IRM est un outil de diagnostic important frequemment utilisé pour étudier les maladies du sein. I
a actuellement des indications spécifiques, dont I'évaluation de la réponse au traitement, le
dépistage chez les patientes a haut risque, I'étude du cancer du sein occulte, I'étude de la récidive
tumorale et I'évaluation des prothéses mammaires. L'IRM peut également étre recommandée pour
la stadification du cancer du sein, I'étude des microcalcifications, des écoulements mammaires, des
Iésions précancéreuses, des tumeurs résiduelles chez les patientes opérées ou en cas de résultats
non concluants par mammographie et échographie. Les techniques d'IRM appliquées a I'étude du
cancer du sein reposent a la fois sur I'évaluation des caractéristiques morphologiques des lésions et
sur les caractéristiques de prise de contraste de ces lésions. Les tumeurs malignes ont une
angiogenése désorganisée présentant des caractéristiques morphologiques et fonctionnelles
spécifiques [15].

2. Marqgueurs tumoraux

2.1. MicroARN circulants

Les miRs sont de potentiels biomarqueurs mais peuvent aussi constituer des nouvelles cibles
thérapeutiques comme décrit par Bertoli et ses collaborateurs. Par ailleurs, Bovy et ses
collaborateurs ont démontreé le potentiel du miR-503-5p dans les lignées cellulaires. Ce miR sur-
exprimé dans cellules endothéliales, peut étre secrété dans des exosomes et transféré vers les
cellules de cancers du sein. Ce miR inhibe la croissance tumorale en ciblant CCND2 et CCND3.
De plus, la chimiothérapie néoadjuvante augmente de niveau plasmatique du miR-503-3p. Ce

microARN peut étre impliqué dans 1’effet antitumoral de la chimiothérapie dans les cancers du

sein. Les microARNs circulants constituent aujourd’hui une voie d’avenir pour la recherche

scientifique et translationnelle dans les cancers du sein. En effet, plusieurs miRs sont identifiés
mais leurs cibles potentielles restent inconnues. Des études sur les cibles des microARNs
intéressants pourraient aboutir a de nouvelles cibles thérapeutiques dans les cancers du sein et
particulierement les cancers triples négatifs. [17-18-19].
3. Cals-3

Le CA 15-3 qui détecte les formes solubles de la protéine MUC-1 est le marqueur sérique le plus
utilisé chez les patientes atteintes d'un cancer du sein. Son utilisation principale est le suivi
thérapeutique chez les patients atteints d'une maladie métastatique. Lors de la surveillance du

traitement dans ce contexte, le CA 15-3 ne doit pas étre utilisé seul mais mesuré en conjonction




avec l'imagerie diagnostique, les antécédents cliniques et I'examen physique. La principale
limitation du CA 15-3 en tant que marqueur du cancer du sein est que les taux sériques sont

rarement augmentés chez les patientes atteintes d'une maladie précoce ou localisée [20].

4. Récepteurs de I’cestrogeéne et la progestérone

Les récepteurs aux oestrogenes (RE) et a la progestérone (RP) sont les protéines effectrices de la
réponse biologique des hormones stéroidiennes dans les cellules mammaires. Ce sont des facteurs
de transcription, localisés dans le noyau cellulaire. Ils lient, chacun de fagon spécifique, une
hormone stéroide et cette liaison leur permet de reconnaitre des séquences d’ADN spécifiques au
niveau du noyau, puis d’activer la transcription des genes spécifiques. Les récepteurs hormonaux
sont présents dans les cellules des lobules et des galactophores de la glande mammaire normale.
IIs sont plus fortement exprimés dans les adénocarcinomes lobulaires et canalaires bien
différenciés. Ils sont I'un des marqueurs immunohistochimiques pronostiques et prédictifs les plus
importants dans le cancer du sein. Les cancers du sein peuvent exprimer divers profils de récepteurs
hormonaux : ER(+)/PgR(+), ER(-)/PgR(-), ER(+)/PgR(-) et ER(-)/PgR(+) [21].

5. Examens moléculaires
L’examen moléculaire se réalise par des méthodes de séquencages pour mettre en évidence des
mutations au niveau de I’ADN. La méthode de SANGER est une méthode de séquencgage directe
par amplification des séquences génomiques sélectionnées, suivie d’une amplification par PCR

(polymerase chain reaction) [22]. Cette méthode est dite traditionnelle qui nécessite un long temps

et un colt élevé [23].La détection des mutations au niveau d’une séquence peut se faire par la

technique de pyroséquencage. Elle repose sur la détection des variations qualitatives présentes dans
une séquence par rapport a une séquence de référence [24].

La NGS (next generation sequencing) est utile dans la recherche du cancer solide, détecte les
mutations ponctuelles du BRCA1 et BRCA2 dans un temps court, rapide plus sensible et précise.
La recherche du cancer la NGS utilise trois aspects :

e [’analyse de la séquence d'ADN du génome, le séquengage du génome entier, de 1'exon et
le séquencage du gene ciblant
Le séquencage de groupe de transcription d’ARN soit par I’analyse du transcriptome entier,

le séquengage des petits ARN ou I’analyse d'ARN non codant.




e Séguencage épigénétique par le séquencgage d'immunoprécipitation de la chromatine ou le

séquengage d'analyse de méthylation pour détecter 1’état d’activation du gene [25].

IV. Epidémiologie analytique
Le cancer du sein est une maladie complexe, car une grande majorité des cancers du sein se
développent de facon sporadique (75%), et elle est sans aucun doute due a de multiples étiologies
inconnues. Cela contraste avec la forme la moins courante le cancer du sein héréditaire (5 a 10%),

qui est attribuée a des anomalies monogéniques [26].

Il existe de nombreux facteurs de risque qui ont été établis par de nombreuses études

expérimentales, épidémiologiques et cliniques, notamment :

A. Facteurs reproductifs et hormonaux
1. Facteurs reproductifs
La plupart des cancers du sein sont liés aux hormones féminines, et donc tout facteur qui augmente
I'exposition a ces hormones est un facteur de risque. En particulier, les facteurs de reproduction
associés a une exposition accrue aux cestrogeénes endogeénes produits par les ovaires, tels que [27]:
Age précoce des premiéres menstruations
Ménopause tardive

Faible parité

Age tardif a la premiére grossesse

. Facteurs hormonaux
Les femmes exposées aux hormones exogenes, courent souvent un risque accru. On distingue [28]:
e Les contraceptifs oraux
e L’hormonothérapie substitutive (THS) ; implique I'administration d'cestrogéne exogeéne ou

d'autres hormones pour les femmes ménopausées ou post-ménopausées.

B. Facteurs environnementaux

Les facteurs environnementaux, incluent les facteurs liés au mode de vie et les facteurs de

I’environnement a proprement parler [29] :




Surpoids ou l'obésité (chez les femmes ménopausées)
Mangque d’activités physiques

Certains types de régime alimentaire

Tabagisme et Alcoolisme

Les radiations ionisantes

C. Facteurs Génétiques

Il est estimé que 5 a 10 % des KS s’inscrivent dans un contexte de prédispositions génétiques
héréditaires. La prévalence de ces prédispositions est tres faible dans la population générale et elles

se transmettent pour la plupart selon un mode autosomique dominant [26].

Les progrés technologiques de ces derniéres années ont permis de détecter les facteurs de risque
géneétiques grace au dépistage a haut débit de grandes séries cas-témoins de cancer du sein. Des
alléles & penétrance élevée et intermédiaire ont été identifiés dans plus de 20 genes impliqués dans
la signalisation et la réparation des dommages a I'ADN, et plus de 70 loci a faible pénétrance ont
été découverts grace a de récentes études d'association a I'échelle génomique (figure 3). En plus de

la mutation classique de la lignée germinale et du polymorphisme mononucléotidique, la variation

du nombre de copies et le mosaisme somatique ont été proposes comme mécanismes de

prédisposition potentiels [30].




Rare, high risk

Infermediate risk

Risk Estimate (OR)

Common, low risk

CCONI T (1 FGFR2
COKN2A/2B TERT
DCLREIB R

100 200 300 400

Minor Allele Frequency (%)

Figure 3 : Génes et loci de prédisposition au cancer du sein [31].

Les génes de prédisposition au cancer du sein peuvent étre regroupés en trois grandes
catégories [26] :

Les genes a faible pénétrance : dont les alleles a risque sont relativement fréquents dans la
population générale (5 a 50 %); ils induisent un risque relatif faiblement augmenté (plus de 2); ces
génes, associés a des facteurs environnementaux, seraient possiblement impliqués dans les

agrégations familiales de cancer du sein [32].

Les génes a pénétrance modérée : Les geénes de susceptibilité au cancer du sein de pénétrance
modeérée, y compris CHEK2, ATM, NBN, RAD50, BLM et PALB2, sont associés a une
augmentation de 2 a 4 fois du risque et se produisent plus fréguemment dans le cancer du sein. lls
sont associés a des risques de cancer du sein modérés, soit un risque relatif de deux a quatre fois
par rapport a la population générale et La prévalence de leurs alléles a risque dans la population
générale est relativement faible [32].

Les genes a pénétrance élevée : leurs alléles a risque ont une fréquence trés faible (inférieure a
0,1 %) dans la population générale ; ils conferent des risques relatifs de cancer mammaire tres

élevés (supérieurs ou égaux a 5); leur mode de transmission est habituellement autosomique
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dominant. Les génes BRCA1 et BRCA2 appartiennent a cette catégorie, Leurs altérations sont

associées a un risque cumulé a I’age de 70 ans de développer un KS de I’ordre de 80% pour BRCA1

et 60 % pour BRCA2. [32].

V. Etude des génes BRCA1 et BRCA2
1. Gene BRCA

Le gene BRCAL est situé sur le chromosome 17921 et le gene BRCAZ2 est situé sur le chromosome
13q12.Bien qu’il existe une certaine similitude entre les structures d'exons de BRCA1 et BRCA2, il
n'y a pas d'homologie de séquence significative entre elles [33] .Ces deux génes appartiennent au

groupe des genes suppresseurs de tumeur [26].

1.1. Protéine BRCA1l

BRCAL1 est une protéine de 1 863 acides aminés composée de 24 exons. 1l se compose de plusieurs
domaines essentiels a ses multiples fonctions (Figure 4). Les exons 11-13 contiennent un grand
pourcentage des mutations cliniqguement pertinentes et trés importants pour la fonction suppresseur
de tumeur de BRCAL. Cette région médiane de BRCAL est connue pour interagir avec plusieurs
protéines impliquées dans un large éventail de voies cellulaires telles que la transcription, la
réparation de I'ADN et la progression du cycle cellulaire et les partenaires d'interaction
comprennent la protéine du rétinoblastome (Rb), c-Myc, RAD50 et RAD51 [34].

BRCA1 (1863 amino acids)
100 aming acds = C——— BRCT

Transcription domains

RING Activation

domain NL|S1 mlsz RADS hind'i

EAE(E T 8| pa n 12 13| 14) 15

T

Figure 4 : Le gene BRCA1 montrant les exons [35].




1.1.1. Domaines fonctionnels de BRCA1

Dans la région N-terminale, il porte le domaine doigt de liaison au zinc RING (Really Interesting
New Gene) qui est essentiel pour I'interaction de BRCAL et BARD1 (BRCA1 Associated RING
Domain protein 1) et la formation du complexe E3 ubiquitine ligase (Figure 5) . L’activité
ubiquitine ligase de BRCAL est considérablement augmentée par la formation de I'hétérodimeére
BRCA1/BARD1 [34].

Au niveau de I'extrémité C, deux domaines BRCT de liaison aux phosphopeptides (BRCAL C-
terminal) médient l'interaction de BRCAL avec des protéines partenaires clés telles que CtIP
(protéine d'interaction C-terminal binding protein 1 (CtBP1)), BRCA1 A Complex Subunit
(ABRAXAS) , et BRCAL interagissant avec la protéine C-terminale hélicase 1 ( BRIP1 /
FACJ) [34].

La partie centrale de BRCAL est codée par les exons 11-13 et les mutations dans ces régions sont
fréguemment détectées chez les patientes atteintes d'un cancer du sein. Ces parties se composent
de deux signaux de localisation nucléaire (NLS) et d'un domaine de bobine enroulé qui est
important pour l'interaction avec BRCA2 via le partenaire et le localisateur de BRCA2 (PALB2)
[34].

Domaines BRTC

(BRCA1 C-terminus)
Domaine NES Activité transactivatrice

RING Finger u
Brcar 1 N| | | C

1
>

Figure 5 : Les principaux domaines fonctionnels de BRCA1 [36]

Le complexe BRCA1/RADS0 joue un role central dans la réparation des cassures double brin de
[’ADN par recombinaison homologue. Une mutation d’un site de liaison a RAD50 de BRCA2
pourrait moduler la capacité de réparation de I’ADN par recombinaison et ainsi entrainer un

risque accru de cancer
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1.2. Protéine BRCA2

Le géne BRCA2 est une grande protéine de 3418 acides aminés. Il contient 27 exons avec huit
séquence repétée interne appelé motif BRC, qui considéré comme le principal domaine d'interagir
avec RAD5S1 et couvre environ 84,2 kb d'ADN génomique [35].

BRCAZ2 (3418 amino acids)
100 aming acxds =

Adteation BRC repeats /| RADS1 binding SLBY LS
a i S e 8se 1|

I L n (! if W e » il

| e s

890dels B174delT

NLS = Nuclear Localisation Sigral
Arrows ndicale founder mtatons in lcelandic population (96ddelS) and Ashkenaz) Jewish populaton
(numbered sections rpresent exons)

Figure 6 : Le gene BRCA2, montrant les exons [35]
1.2.1. Domaines fonctionnels de BRCA2

A I'extrémité N-terminale, BRCA2 contient un domaine d'activation transcriptionnelle (TAD). La
partie médiane est codée par I'exon 11 et contient huit motifs conservés appelés répétitions BRC
qui se lient a RAD51 (Figure 7).

Un domaine de liaison a I'ADN est situé a I'extrémité carboxyle de la protéine BRCAZ2 et il est
composé d'un domaine hélicoidal conservé, de trois plis de liaison aux oligonucléotides (OB) et
d'un domaine tour (T), qui facilite la liaison de BRCA2 a I'ADN double brin (ADNdb) et ADN

simple brin (ADNsb).
L'extrémité C de BRCAZ2 contient deux domaines NLS et un domaine TR2 [34].

Domaine OCCR NLS

d’activation
transcriptionnelle Séquences BRC

SOOI — 111101 “lij

) @@
O,

Figure 7: Les principaux domaines fonctionnels de BRCAZ2 [36]
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2. Fonctions des protéines BRCAL et BRCA2
La proteine BRCAL a de multiples fonctions dans différents processus cellulaires, notamment la
réparation de I’ADN, D’activation transcriptionnelle, la régulation du cycle cellulaire et le

remodelage de la chromatine.

BRCAZ2 joue un role dans la régulation transcriptionnelle et du cycle cellulaire, la réparation de
I’ADN et la stabilisation de la fourche de réplication (Figure 8) [38].
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Figure 8 : Fonctions de la protéine BRCA1 [37]

BRCA1 est un composant important des voies qui régulent la réparation de I'ADN, la progression
du cycle cellulaire, l'ubiquitylation et la régulation transcriptionnelle. Les dommages a I'ADN
(indiques en haut de la figure) sont considerés comme I'un des principaux déclencheurs de
I'activation de BRCAL. Plusieurs capteurs de dommages, dont l'ataxie télangiectasie mutée
(ATM) et d'autres kinases, sont activés en réponse aux dommages de I'ADN. La CHK2 est
également activée et empéche la division cellulaire en phosphorylant BRCAL et p53.




2.1. Role dans la réparation de ’ADN
Les protéines BRCAL et BRCAZ2 jouent un réle crucial dans le processus de réparation des cassures
double brin (DSB) de I'ADN par la régulation de la recombinaison homologue (HR).

2.1.1. Larecombinaison homologue

HR est un mécanisme de réparation de I'ADN utilisant une matrice homologue telle que les
chromatides sceurs. Par conséquent, ce processus peut étre actif dans les phases S et G2 du cycle
cellulaire lorsque les chromatides sceurs sont disponibles pour les RH. Le processus de réparation
de I'ADN dirigé par I'nomologie comprend quelques étapes telles que la pré-synapsie, la synapsie

et la post-synapsie [39].

Dans la premiere étape, le complexe Mrel1-RAD50-Nbsl (MRN) et son partenaire d'interaction
protéine d'interaction C-terminal binding protein (CtIP) avec activité nucléase effectuent la
résection des extrémités DSB pour générer une queue d’ADN 3' - simple brin (ss) protégé de la
dégradation par la protéine de réplication A (RPA). Ensuite, dépendant des protéines BRCAL et
BRCAZ2, le filament RAD51-ssDNA envahit I'ADN duplex homologue qui sert de matrice. Cela
génére une structure en boucle D (boucle de déplacement), qui est une structure d'’ADN dans
laquelle les brins d'un ADN double brin (ds) sont séparés sur un trongon par un troisiéme brin
d’ADN. Le filament de nucléoprotéine résultant recherche une séquence d’ADN homologue sur le
chromatide sceur et envahit le duplex pour former une molécule commune. Finalement, Les

structures intermédiaires résultantes de la recombinaison de I'ADN, appelées jonctions Holliday,

sont en outre résolues par les différents mécanismes, ce qui entraine une réparation sans erreur
[40].

2.1.2. La voie de jonction d’extrémités non homologues
BRCAL1 régule également la voie de réparation des extrémités non homologues (NHEJ). NHEJ est
I'une des principales voies de réparation de I'ADN lorsque les extrémités de I'ADN cassées sont

directement ligaturées sans avoir besoin d'une matrice homologue. [41].

Le NHEJ classique (C) prédomine en GO et G1 mais peut opérer dans toutes les phases du cycle
cellulaire. Il se compose de quelques étapes : la reconnaissance de la rupture, le traitement final et
la ligature. Premierement, les extrémités DSB sont reconnues par I'hétérodimeére Ku70/Ku80, qui
recrute la protéine kinase dépendante de I'ADN (ADN-PK) et d'autres protéines NHEJ telles que

I'ADN polymérase, I'nélicase et la ligase. Ensuite, 'ADN-PK phosphoryle et recrute I'endonucléase

16




Artémis, qui traite davantage les extrémités DSB. La ligature des extrémités est facilitée par la

protéine XRCC4 (protéine de complémentation croisée de réparation aux rayons X 4)/Lig4 [41].

Contrairement au mécanisme C-NHEJ, l'alternative (A)-NHEJ dépend d'autres facteurs tels que le
complexe MRN, le CtIP et la poly (ADP-ribose) polymérase-1 (PARP-1) qui joue un réle dans la
détection des lésions de I'ADN et recrutement de la protéine sur les sites de dommages a I’ADN. A-
NHEJ fonctionne comme une voie de réparation de secours lorsque C-NHEJ est compromis, et son

mécanisme est moins défini que pour C-NHEJ [42].

BRCAL1 est impliqueé dans les voies C-NHEJ et A-NHEJ. L'interaction de BRCAL avec le facteur
C-NHEJ Ku80 stabilise I'nétérodimére Ku sur les sites DSB qui est nécessaire pour une réparation
précise des extrémités. En revanche, un nombre croissant de preuves suggere que BRCAL bloque
A-NHEJ par phosphorylation de BRCA1 a S988 par la kinase de point de contréle 2 (Chk2), mais

le mécanisme exact de cette régulation est inconnu [43].

Des études sur les genes BRCA ont révéle leur interaction avec des facteurs HR tels que RAD51 un
régulateur central de I'échange de brin. Des études récentes ont démontré que BRCAL favorise la
réparation de 'ADN dépendant de HR par déphosphorylation de 53BP1 (p53-binding protein 1) qui
entraine par conséquent le passage de la voie de réparation de NHEJ & HR. L'interaction entre
BRCAL, CtIP et le complexe MRN s'est avérée importante pour l'activation de la RH par les
mécanismes impliquant la phosphorylation médiée par CDK (cycline-dépendante kinase) de CtIP
a Ser327. BRCAL est important pour le recrutement de BRCAZ2 sur les sites des DSB d’ADN au

cours de la RH, et I'association entre ces deux protéines est médiée par l'interaction avec la protéine
PALB2/FANCN (anémie de Fanconi, groupe de complémentation N) [44].

Le role de BRCA2 dans la réparation des DSB a également éte largement étudié. 1l a été démontré
que BRCAZ joue un rdle essentiel dans les RH par les mécanismes impliquant le recrutement de
RADS1 sur les sites des DSB. La perte de BRCA2 entraine une instabilité génomique et une
tumorigenése. Cela peut s'expliquer en partie par le réle de BRCA2 dans la régulation de la
localisation intracellulaire et la capacité de liaison a I'ADN de la recombinase RAD51. Apres
détection de DSB par le complexe MRN, les événements de phosphorylation et d'ubiquitination
des protéines qui en résultent recrutent les protéines BRCA1 et CtIP sur le site de I'ADN DSB. Avec
les exonucléases Exol et DNA2-BLM (protéine du syndrome de Bloom), ce complexe déclenche
la résection terminale de I'ADN et mobilise BRCA2 vers les sites des DSB d'/ADN. BRCA2
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favorise la RH par le déplacement de la RPA et le recrutement de la recombinase RAD51 sur les
sites d'endommagement de I'ADN. BRCAZ2 se lie directement a RAD51 via ses répétitions BRC et
son domaine TR2 et facilite donc le chargement de RAD51 sur I'ADNsb et une recherche de
matrice d'’ADN homologue. BRCAZ2 peut fonctionner comme un complexe avec les paralogues de
RADS51 tels que XRCC2 et XRCC3 pour faciliter un assemblage de RAD51 avec ssDNA. [44].

BRCAZ2 joue un r6le protecteur pour le maintien de la stabilité génomique lors du stress de
réplication. 1l a été caractérisé comme un régulateur de la fourche de réplication de I'ADN bloguée
par le chargement et la stabilisation de RAD51 polymérisé sur I'ADN par liaison a ses répétitions
BRC. Dans le méme temps, BRCA2 peut empécher la formation d'aberrations chromosomiques
lors du blocage de la réplication par inhibition de la nucléase de MRE11. BRCAZ2 est également
recruté par les complexes 3'-repair exonucléase 2 (TREX-2) pour le traitement des boucles R, les
structures formées lors de la transcription et composées d'un hybride ADN-ARN et de I'ADNsb
associé [45].
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Figure 9 : ROles de BRCA1 et BRCAZ2 dans la réparation de ’ADN [44]

Ce modeéle suggére qu'un complexe macromoléculaire composé de BRCA1, BRCA2, BARD1 et
RAD51 fonctionne pour réparer I'ADN endommagé. En réponse aux dommages causes a I'ADN,
le complexe se déplace vers les régions chromosomiques en cours de réplication de 'ADN

marqueées par I'antigene nucléaire des cellules proliférantes (PCNA).
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2.2. Régulation du cycle cellulaire

Au cours de la phase S du cycle cellulaire ou du stress génotoxique, BRCA1 phosphorylé se
transloquer vers le noyau et régule les processus de réparation endommagés de I'ADN, la
réplication de I'ADN, la transactivation des genes et également I'inactivation du chromosome X.
I'expression de BRCAL reste faible aux phases GO et G1 ,mais augmente a partir du point de
contrOle de la phase G1/S et se maintient tout au long des phases S, G2 et M .BRCA1 subit une
hyperphosphorylation pendant la phase S, alors qu'il est déphosphorylé apres la phase M [46].

BRCAL contient un domaine appelé serine cluster domain situé dans les exons 11-13 et cette
région contient plusieurs sites de phosphorylation putatifs. Les kinases ATM, ATR et de point de
contrdle phosphorylent le BRCAL lors des dommages a I'ADN et le BRCAL hyperphosphorylé est
rapidement déplacé vers les sites de réplication pour recruter et organiser plusieurs complexes
protéiques distincts qui reconnaissent et réparent 'ADN endommagé et activent les points de

contrdle du cycle cellulaire [47].

Dans le cytoplasme, BRCAL1 régule la division cellulaire mitotique, le réarrangement du

cytosquelette, I'apoptose et la réparation du génome mitochondrial.

BRCAZ2 peut protéger l'intégrité des télomeres via le chargement de RAD51 sur les télomeres

pendant la phase S/G2, ce qui est mis en évidence par l'accumulation de foyers induits par le

dysfonctionnement des télomeres et le raccourcissement des téloméres chez les souris déficientes

en Brca2 mais pas en Brcal [47].

2.3. Régulation de la transcription

BRCAL est impliquée dans régulation de la transcription via son domaine BRCT qui lui permet de
se lier a d’autres facteurs de transcription dont p53. D’autre part, ce méme domaine interagit avec
I’enzyme RNA POL II (figure 10) comme activateur de la transcription. BRCA1 pourrait activer
la transcription en éloignant les complexes d'histone désacétylase des promoteurs, BRCA2 pourrait
également activer la transcription en modulant I'acétylation des histones. BRCA2 interagit avec la
protéine co-activatrice de la transcription P/CAF (p300/CBP-associated factor), qui possede une

activité d'acétylase des histones [44].
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Figure 10 : BRCAL, BRCAZ2 et la régulation de la transcription [44]

BRCAL1 se co-purifie avec I'holoenzyme ARN Pol Il et interagit avec I'ARN hélicase A et
les régulateurs de transcription .BRCAZ2 interagit avec P/CAF, et donc son associé
p300/CBP, qui possédent tous deux une activité histone acétylase. BRCA2 pourrait

recruter ces modificateurs d'histones au complexe de transcription. L'acétylation des
histones facilite I'acces du complexe de transcription a I'ADN. La désacétylation

complémentaire des histones est facilitée par BRCAL.

2.4. Duplication de centrosome

BRCAL est impliquée dans d’autres processus cellulaires tels que la régulation de la duplication

du centrosome lors de la mitose. La duplication des centrosomes est coordonnée avec le cycle
cellulaire et n’arrive qu’une fois pendant le cycle cellulaire pour permettre la ségrégation égale des
chromosomes lors de la mitose. La dérégulation de cette duplication induit des anomalies malignes
dont des tumeurs. La protéine BRCAL joue un réle dans le contr6le de la duplication des
centrosomes et a été décrite comme interagissant physiquement avec le centrosome. En effet, 30%
des cellules avec une délétion de 1’exon 11 de BRCAT1 posséderaient plusieurs centrosomes. Ceci

résulte en une aneuploidie, c’est a dire un nombre anormal de chromosomes [48].
2.5. Action de I’ubiquitine ligase du BRCA1

BRCAL existe en tant qu'hétérodimére RING avec BARD1 pour fournir I'activité ubiquitine E3
ligase nécessaire a sa fonction de suppresseur de tumeur. Il a été récemment révélé que le doigt
BRCA1 RING est capable de catalyser plusieurs types d'ubiquitination en fonction de l'interaction
E2, la protéine porteuse de l'ubiquitine. BRCAL peut catalyser une ubiquitination distincte sur

différents substrats selon la situation, des preuves récentes ont montré que l'ubiquitination est une
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étape critique pour recruter BRCAL sur le site endommagé via UIM (ubiquitine interacting motif)
contenant la protéine RAP80. Ainsi, l'ubiquitine et le BRCAL s'affectent probablement

mutuellement de plusieurs maniéres pour exécuter des fonctions cellulaires [49].

Le systéme d'ubiquitine se compose de trois enzymes essentielles : une enzyme d'activation de

I'ubiquitine (E1), une enzyme de conjugaison de l'ubiquitine (E2) et une ubiquitine ligase
(E3). L'E3 catalyse la formation de chaines de polyubiquitine (ou parfois de monoubiquitine), en
utilisant des ubiquitines qui ont été activées par les enzymes E1 et E2, et les transféere sur des

substrats spécifiques via des liaisons isopeptidiques [50].

L'activité ligase E3 de BRCAL dépend de I'hétérodimérisation avec BARDL1 via son domaine N-
terminal RING finger et de la formation du complexe ligase BRCA1-BARD1, Une deficience en
BRCA1 ou BARDL1 dans ce complexe hétérodimére réduit sa stabilité et empéche son activité
ubiquitine E3 ligase. BRCAL est signalé pour catalyser I'ubiquitination d'une pléthore de protéines,
y compris les régulateurs du cycle cellulaire cycline B et Cdc25C , récepteur IGF-1
nucléophosmine/B23 (NPM) , CtIP , polymérase (ARN) Il (dirigé par I'ADN) polypeptide H (
POLR2H) , facteur de transcription 776 I1E (TFIIE) , histones H2A, H2B, H3, H4 et H2AX , ainsi
que -tubuline , récepteur d'eestrogéne a (ERa) et BRCA1L lui-méme . L'ubiquitination dépendante

de BRCAL régule de maniere différentielle la stabilité des protéines cibles. [51].

Le grand nombre de mutations BRCAL se produisent dans le domaine N-terminal RING, qui est
responsable de I'activité E3 ubiquitine ligase de BRCAL [52].




Partie 2 : MATERIELS ET METHODES

1. Objectif de travail

Ce travail a pour objectif d’établir le spectre mutationnel et d’identifier les mutations fondatrices et
récurrente dans la population marocaine, des genes BRCAL et BRCA2 chez les femmes marocaines.

2. Recherche et sélection des études

Nous avons effectué une revue systématique de toute la littérature publiée sur les genes BRCAL et BRCA2
chez les femmes Marocaines atteint d’un KS. Les termes de recherche incluaient « cancer du sein », ou
« tumeur du sein », ou « adénocarcinome du sein » ou « génes BRCA », ou « gene BRCAL », ou « géne
BRCAZ2 », ou « variant pathogéne BRCA », ou « mutations BRCA », ou « prévalence BRCA » ou «
fréquence BRCA », ou « incidence BRCA ». Nous avons vérifié manuellement les références
bibliographiques des études incluses et les revues pertinentes, pour identifier des études supplémentaires.
Les bases de données consultées sont : NCBI, PubMed , Science Direct et Google Scholar (Figure 1).

Critéres de sélection
Les critéres de sélection sont précisés ci-dessous :

Critéres d’inclusion :

e Des travaux qui traitent les genes BRCAL et BRCAZ2 chez les femmes marocaines attentent de KS.

L'étude doit :

e Porter sur le réle des génes BRCAL/2 dans le KS chez les femmes marocaines,

e Analyser toutes les régions codantes des génes BRCA1 et/ou BRCAZ2, des exons des genes BRCA1
et/ou BRCAZ2, ou cibler des mutations spécifiques (¢.1310_1313delAAGA au niveau du BRCA2,
exon 11 du BRCA1) ;

o Présenter des informations suffisantes sur les variantes pathogeénes et les patientes, ...)

Critéres d’exclusion :

o Des revues de la littérature, des revues systématiques ou des méta-analyses ;
e Les études qui ont ciblé des mutations non déléteres.
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Figure 11 : Diagramme de flux décrivant les étapes de la sélection des études.

Ensuite, nous avons extrait les données a l'aide d'un formulaire standardisé afin de recenser des variables
telles que l'auteur, I'année de publication, I'age au moment du diagnostic, la méthode du diagnostic, le type
du cancer (KS ou de I’ovaire), sporadique ou familial, type de mutation et sa localisation au niveau du gene,
conséquence protéique et caractéristiques histopathologiques etc... (Tableau 1).

Au total, 11 études (incluant 556 patientes) remplissaient 1’objectif de notre étude (tableaul). sept études
(incluant 231 patientes) ont évalué toutes les régions codantes de BRCA1 et BRCA2 [53-54- 57- 61-62-63-
60]. Une étude réalisée sur 121 patientes (6 & caractere héréditaire et 1 a caractére sporadique) évaluait toute
la partie codante de BRCA1 [65]. 3 études (incluant 267 patients) examinaient uniquement des exons de
BRCAL et/ou BRCA2 (exon 11, 20 du BRCA1, exon 10 du BRCAZ2).

De nombreuses méthodes de génotypage des génes BRCA ont été utilisées pour identifier des mutations au
niveau de ces deux genes, on distingue :

Séquencage de sanger : cette technique a été utilisée par la plupart des études marocaine [53-54-55].




HRM (High Resolution Melt): Le Principe de la HRM est d’observer la fusion de I’ADN en temps
réel en chauffant progressivement un échantillon d’ADN double brin d’intérét. Pour cela, on utilise
des colorants fluorescents intercalant de I’ADN double brin. Ainsi, au fur et a mesure que la
température de 1’échantillon augmente, les brins se séparent et la fluorescence du colorant diminue,
permettant d’établir la courbe de fusion. Cette technique a été utilisée par une seule équipe [56].

NGS (Next Generation Sequencing) : La technologie NGS la plus utilisée est la technologie
Illumina. Cette technologie utilise I'amplification clonale et le séquencage par synthése (SBS). Le
processus permet d'identifier simultanement les bases d’/ADN lorsqu'elles sont incorporées dans la
chaine d'acide nucléique. Chaque base émet un signal de fluorescence unique lorsqu'elle est ajoutée
au brin en cours de synthése, ceci est utilisé pour déterminer la séquence d’ADN [57- 61- 62- 63-
60].

3. Analyse statistique des données

L'analyse statistique des données a été faite a I'aide du logiciel SPSS :

Des analyses descriptives: pour les variables qualitatives, dénombrements des effectifs par classe
et calcul des fréquences. Pour les variables quantitatives, calcul des moyennes, écart-types.

Des analyses de lien entre deux variables:

Les variables catégorielles ont été analysées par le test du Chi carré (Chi-2), Les valeurs de
p < 0,05 sont considérées comme statistiquement significatives.




Partie 3 : Résultats

1. Caractéristiques clinico-pathologiques des cas "de cancer du sein’’ des

différentes études avec des mutations des genes BRCAL et 2

Plusieurs données intéressantes ont été extraites a partir de L’analyse des articles, parmi celles-ci nombre
des patientes testées, age de diagnostic du KS, méthodes de génotypage des génes BRCA, histoire familiale,
grade et sous-type moléculaire du KS). Par ailleurs, nous avons réunis toutes les informations concernant
les mutations déléteres détectées dans les différentes publications sélectionnées (type de mutation,

localisation au niveau du géne et conséquence protéique (Tableau 1).

Tableau 1 : Résumé des différentes études réalisées chez des patientes marocaines
présentant un cancer du sein au Maroc :
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2. Prévalence des mutations des genes BRCA1 et BRCA2 au Maroc (TABLEAU 2)

Les détails des méthodes d’études, les caractéristiques de la population et la prévalence des PV de BRCA
ont été extraits et resumés dans le tableau 2.

TABLEAU 2 : les différentes méthodes d’analyse des génes BRCA1 et BRCA2

Références

Nombre des
patients

Cas positifs

Mé¢diane de 1’age

Méthodes

Région du gene

Laarabi et al.
(2011)

NA

Séquencage
direct

BRCA1 et BRCA2

Tazzite et al.
(2012)

Séquencage
direct

BRCA1 et BRCA2

Laraqui et al.
(2013)

Séquencage

direct

Tout le BRCA1

Elkhachibi et al.
(2015)

HRM, Séquencage

direct

Exon 11 BRCA1

Jouali et al. (2016)

NGS

BRCAL et BRCA2

Quiles et al.(2016)

Séquencage

direct

Laarabi et al.
(2011)

Séquencgage

direct

BRCAL1 et BRCA2

El Ansari et al.
(2020)

NGS

BRCAL1 et BRCA2

Bakkach et
al.(2020)

NGS

BRCAL1 et BRCA2

Mansouri et al
(2020)

BRCAL et BRCA2

Jouali et al.(2020)

BRCAL1 et BRCA2




3. Types de mutations observées dans les différentes études
Deux mutations ont été rapportées par Laarabi et al. La mutation 185delAG (c.68_69delAG),
située au niveau de I'exon 2 du géne BRCAL, a été identifiée dans deux familles non apparentees.
La mutation ¢.5073dupA, située au niveau de I'exon 11 du géne BRCAZ2 a été détectée dans une
seule famille. La découverte de ces deux mutations dans les trois familles non apparentées a permis
d'effectuer des tests génétiques des genes BRCA dans le cadre d’un conseil génétique chez 5
femmes. Les tests génétiques ont identifié la mutation BRCA1 185delAG et la mutation BRCA2-
¢.5073dupA dans les deux familles d’appartenance [53] (Tableau 3).

L’étude de Tazzite et al. a mis en évidence neuf mutations déléteres chez neuf patientes au niveau

des génes BRCA. Cing mutations au niveau du géne BRCAL1 [c.181T>G (300T>G),
€.798 _799delTT  (917delTT), c.2805delA  (2924delA),  ¢.3279delC  (3398delC),
€.5062_5064delGTT (5181delGTT)] et quatre mutations au niveau du géne BRCA2 [IVS
c.517_1G>A (IVS6-1G>A), ¢.3381delT (3609delT), c.7110delA (7338delA), c.7234_7235insG
(7463insG)] [54].

L’analyse du géne BRCA réalisée par Laraqui et al, a montré la présence de trois mutations
déléteres chez six patientes parmi les 19 cas avec antécédents familiaux positifs et une mutation
parmi les 102 cas sporadiques. Les mutations pathogénes comprenaient deux mutations de
décalage du cadre de lecture (c.798_799delTT, ¢.1016dupA), une mutation faux-sens (c.5095C>T)
et une mutation non-sens (c.4942A>T). La mutation ¢.798 799delTT (p. Ser267LysfsX19),

localisée dans l'exon 11, a été identifiée dans deux cas non apparentés avec des antécédents

familiaux de KS et c’est une mutation par décalage du cadre de lecture comprenant deux petites

délétions, une deélétion de deux bases (TT), qui provoquent un signal protéique tronqué au codon
285. La mutation ¢.1016dupA (p. Val340LysfsX6) a été detectée dans deux cas non apparentés,
exhibant de forts antécédents familiaux suggérant une prédisposition génétique a KS et/ou CO. La
¢.1016dupA est une mutation de décalage du cadre de lecture due a l'insertion d'un A au niveau de
I'acide nucléotidique 1135 du codon 340 dans I'exon 11, qui conduit a un codon stop prématuré
dans la position 345 et a une protéine tronquée. La mutation ¢.5095C>T (p. Arg1699Trp), située
dans I'exon 18, a été identifiée dans deux cas non apparentés, tous deux avec de forts antécédents
familiaux de cancer. La mutation conduit a un changement non conservateur de l'arginine au

tryptophane a la position hautement conservée 1699 dans le domaine BRCT N-terminal




du géne BRCAL. La mutation non-sens ¢.4942A>T (p. Lys1648X), localisée dans I'exon 16, a été
trouvée dans un cas d'apparition précoce sans antécédents familiaux de BC et/ou d'OC. La mutation
c.4942A>T était une adénine pour la substitution de la thymine sur le nucléotide 4942 et conduisant

a un codon stop prématuré en position 1648 [55].

En 2015, El Khachibi et al. ont analysé I’exon 11 du géne BRCAL, et ont identifié deux types de
mutations de décalage de cadre de lecture dans la région H de I’exon 11, chez deux patientes non
apparentées avec des antécédents familiaux de KS. Cette équipe a pu valider I'approche HRM pour
I'ensemble de la séquence de I'Exon 11 du géne BRCA 1 pour les deux mutations : ¢.3279delC qui
est une mutation de décalage de cadre de lecture résultant d’une délétion d’une cytosine en position

3279 et c.2805delA qui est due a une délétion d’une adénine dans la position 2924 [56].

Quatre mutations BRCA ont été identifiées dans 6 familles marocaines : la mutation ¢.2126insA ;
p. Phe709TyrfsX3 dans I'exon 11 de BRCA1 et la mutation ¢.7234_7235insG ; p. Thr2412Serfs
dans I'exon 14 de BRCAZ2, une mutation du nucléotide BRCA1 c.3453delT dans I'exon 11. Ce
décalage du cadre de lecture modifie I'acide aminé 1 151 de l'acide aspartique a l'acide glutamique,
ce qui entraine un codon stop prématuré a l'acide aminé 4. La quatrieme mutation est
€.1310_1313delAAGA ; p. Lys4371lefsX22 [57].

En 2016, Quiles et al. ont génotypé 1’exon 20 du géne BRCA1 chez 11 patientes qui appartenaient

a cinq familles non apparentées d’origine de la région du nord du Maroc. Cette étude avait comme
objectif de dépister et d’identifi¢ la mutation faux-sens ¢.5309G>T (p. Glyl770Val) chez huit

patientes (cing avec un KS, une avec un cancer de 1’ovaire, et deux saines) [58].

La mutation de décalage du cadre de lecture c.1310 1313delAAGA située dans 1’exon 10
du géne BRCA2 a été trouvée chez 14 patients parmi 123 depistés pour cette variante
pathogéne. L'enquéte généalogique a montré que tous les porteurs partageaient la méme origine

géographique dans le nord-est du Maroc [59].

Récemment, EI Ansari, et al ont effectue une analyse moléculaire de BRCA1/2 ce qui a permis de

détecter 6 variants pathogénes de BRCA1 chez 12 patientes et 6 variants BRCA2, Parmi les 18
patients présentant des variants pathogénes dans les genes BRAC1/2, douze avaient un cancer du
sein : ¢€.798 799delTT (p.Ser267fs),c.3279delC (P.TYR1094fs),c.1016dupA(p.Val340fs),
4823C>G(5P.Ser1608Ter)c.7110del A(p.Lys2370fs),c.3847_3848delGT(p.Val1283fs),c.5576-




5579delTTAA(p.11859fs),c.66_67delAG(p.Glu23fs) et cing avaient un cancer des
ovaires :€.7235_7236insG(p.Lys2413fs),c.3860delA(p.Asn1287fs),c.66_67delAG(p.Glu23fs),c.5
158C>T(p.Argl720Trp),c.1302_1305delAAGA(p.Lys437fs) et une avait a la fois un cancer du
sein et un cancer de l'ovaire :¢.3279delC(P.Tyr1094fs), [61].

Trois mutations ont été trouvées dans le géne BRCA1 et deux dans BRCA2 Sur les trois mutations
identifiées sur le géne BRCAL, deux étaient localisées sur I'exon 11 et une sur I'exon 3. Sur les
deux mutations BRCAZ2, une était localisée sur I'exon 11 et l'autre sur I'exon 3. Il s'agit notamment
de trois mutations de déphasage : BRCALl : c. 798 799del (p.Ser267Lysfs), BRCAL :
€.2125_2126insA (p.Phe709Tyrfs), BRCA1 : ¢.5116_5119delAATA (p.Asnl706Leufs), un
BRCAL1 faux-sens : ¢.116G > A (p.Cys39Tyr) et un BRCA2 : mutation nons-c .289G > T
(p.Glu97Ter). La mutation BRCAL : ¢.116G > A (p.Cys39Tyr) est une substitution de G par A en
position 39 a I'exon 3 du géne BRCAL. La mutation BRCA1:c.2125 2126insA (p.Phe709Tyrfs)
est une insertion d'un A qui produit une altération du cadre de lecture et conduit & un codon STOP
dans I'exon 10 de BRCAL. La mutation BRCAL : ¢.798_799del (p. Ser267Lysfs) est une délétion
de 2 bases T qui conduit a I'arrét prématuré de la synthése protéique au niveau du codon 285 de
I'exon 10 de BRCAL. La mutation BRCA2 : ¢.5116 5119delAATA (p.Asnl706Leufs) est une
délétion d'AATA qui produit une altération du cadre de lecture et conduit a un codon STOP dans
I'exon 11 de BRCA2. La mutation BRCA2 : ¢.289G > T (p.Glu97Ter) est une substitution de la
base G par T conduisant a un codon STOP prématuré a I'exon 3 du géne BRCA2 [62].

Six variantes pathogénes différentes de BRCAL ou BRCA2 ont été identifiées, y compris des

variantes a décalage de cadre, non-sens et faux-sens. Le faux-sens BRCA1 ¢.5309G>T, un variant

pathogéne fondateur dans la population marocaine, a été identifié chez deux patients non

apparentés [63].

Les résultats du séquencage BRCAL ont révélé la présence d'une mutation BRCAL
€.798_799delTT (p.Ser267Lys) située dans I'exon 10, aucune autre altération génétique n'a été
rapportée chez tous les autres patients séquencés. De plus, aucune corrélation n'a été rapportee
entre les données pathologiques cliniques des patients et le statut mutationnel BRCA1.et I’absence

des mutations dans les génes de BRCA2 [60].




Tableau 3: les mutations délétéeres BRCAl et BRCAZ? identifiées au Maroc

Variant

Delétére

BRCAl

mutation

Mutation
type

Protein consequence

Number of
cases

Cancer site

Familial/Sporadic

References

€.3453delT

FS

p.Aspl151Glufs

1BC,

1 familial

Jouali et al. (2016)

€.5309G>T

MS

p.(Gly1770Val)

9BC,10C

8 familial ,
2 Sporadic

Quiles et al.(2016) , Mansouri et al (2020)

.1016dupA

FS

p.(Val340GlyfsTer6)

1BC,2
BOC,

3 familial

Laraqui et al. (2013),EIl Ansari et al. (2020)

c.116G>A

MS

p.(Cys39Tyr)

1BC

1 familial

Mansouri et al (2020)

c.181T>G

MS

p.(Cys61Gly)

1BC

1 familial

Tazzite et al. (2012)

€.2125 2126insA

FS

p.(Phe709TyrfsTer3)

3BC

3 familial

Jouali et al. (2016)/Bakkach et al.(2020)/Mansouri
et al (2020)/Jouali et al.(2020)

€.2805delA

FS

p.(Asp936llefsTer64)

2BC

2 familial

Tazzite et al. (2012) /Elkhachibi et al. (2015)

€.3279delC

FS

p.(Tyr1094llefsTer15)

3BC

3 familial

Tazzite et al. (2012) /Elkhachibi et al. (2015)/EI
Ansari et al. (2020)

€.4823C>G

NS

p.Ser1608Ter

1BC

1 familial

El Ansari et al. (2020)

C.4942A>T

NS

p.(Lys1648Ter)

1BC

1 Sporadic

Laraqui et al. (2013)

€.5062_5064delGTT

FS

p.(Val1688del)

1BC

1 familial

Tazzite et al. (2012)

€.5095C>T

MS

p.(Argl699Trp)

2BOC

2 familial

Laraqui et al. (2013)

€.5158C>T

MS

p.Argl720Trp

1BC

1 familial

El Ansari et al. (2020)

€.5390C>A

NS

p.(Serl797Ter)

10C

1 familial

Mansouri et al (2020)

€.66_67delAG

FS

p.(Glu23ValfsTerl7)

1BC

1 familial

Mansouri et al (2020)

c.68_69delAG

FS

p.(Glu23ValfsTerl7)

3BC,10C

4 familial

Laarabi et al. (2011)

€.798_799delTT

p.(Ser267LysfsTer19)

7BC

5 familial ,
2 Sporadic

Tazzite et al. (2012)/Laraqui et al. (2013) / El Ansari
et al. (2020)/Bakkach et al.(2020)/Mansouri et al
(2020)/Jouali et al.(2020)




Variant delétére BRCA2
Mutation Number of Cancer
Mutation type Protein consequence cases site Familial/Sporadic | References

€.1302_1305delAAGA 10| FS p.Lys437fs BC 1 familial El Ansari et al. (2020)
3 familial,
€.1310 1313delAAGA 11| NS p.(Lys437llefsTer22) BC 14 sporadic

€.289G>T 3|NS p.(Glu97Ter) BC 1 familial Bakkach et al.(2020)
¢.3381delT 11| FS p.(Phel127LeufsTer23) BC 1 familial Tazzite et al. (2012)
€.3847 3848delGT 11|FS p.(Val1283LysfsTer2) BC 1 familial El Ansari et al. (2020)
€.3860delA 11 |FS p.(Asn12871lefsTer6) BC 1 familial El Ansari et al. (2020)

¢.5073dupA 11|FS p.(Trpl692MetfsTer3) BC 2 familial Laarabi et al. (2017)

Bakkach et al.(2020)/Mansouri et al
c.5116 5119delAATA 11|FS p.(Asnl1706LeufsTer5) BC 2 familial (2020)

Intron
c.517_1G>A 6 NA BC 1 sporadic Tazzite et al. (2012)

¢.5576 5579delTTAA 11 p.(11e1859L ysfsTer3) BC 1 familial El Ansari et al. (2020)

Tazzite et al. (2012)/ El Ansari et al.
€.7110delA 14 p.(Lys2370AsnfsTer6) BC 2 familial (2020)

€.7234_7235insG 11 p.(Thr2412SerfsTer2) BC 1 familial Jouali et al.(2016)

€.7235 _7236insG 14 p.(Lys2413Ter) BC 1 familial El Ansari et al. (2020)

€.7235insG 14 STOP2413 BC 2 familial Tazzite et al. (2012)

Jouali et al. (2016)/ Laarabi et al. (2017)




4. Analyse des donnés
» Age au diagnostic, Phénotypes histopathologiques et Histoire familiale :

L'age du diagnostic allait de 25 a 57 ans, avec une moyenne d'age de 39.5 ans et une médiane
de 40 ans dans la majorité des études. Sur le plan histopathologique, la plupart des porteuses de
mutations pathogénes (72.7% ;32/44) ont un KS triple négatif (figure 11).

« Sous type moleculaire » : TNBC est mentionné le
plus souvent.

Luminal

TPBC

Molecular subtype

0,00% 10,00% 20,00% 30,00% 40,00% 50,00% 60,00% 70,00% 80,00%

proportion (%)

Figure 12 : Pourcentage des sous-types moléculaire du cancer du sein

Les patientes identifiées dans les études réalisées ont carcinomes canalaires infiltrants de haut
grade (grade I11) (66.67% et 22/33) et surviennent le plus souvent chez les patientes jeunes
(39.6 ans) (39.5%) avec une tumeur de grande taille et un envahissement ganglionnaire au
moment diagnostic. Au total, 75% (62/83) des cas ont une histoire familiale du KS et/ou
I’ovaire. Les cas sporadiques ont une fréquence de 8.5% (8/83) (tableau 4).

Tableau 4 : Répartition selon I’antécédent et ’Age de diagnostic

Antécédant
familiaux

Sans histoire
familiale

Moyenne age de
diagnostic

BRCAl

80%

20%

39.6

BRCAZ2

91.6%

8.33%

41

Parmi les 83 cas BRCA-positif identifiés, 74% (61/83) souffraient d’un cancer du sein, tandis

que 18% avaient un cancer de I’ovaire, et 8% ayant les deux types de cancer (figurel2).

Nombre de BC BOC OC

Figure 13 : Pourcentage des types de cancer observé chez les cas positifs

35




L'analyse des génes BRCAL et / ou BRCAZ2 a identifié 30 mutations pathogéenes distinctes
chez 83 individus atteints d'un KS et/ou de I’ovaire. 17 mutations ont été identifié¢ dans le
gene BRCAL, et 13 dans le BRCAZ2 (Tableau 3).

En effet, la majorité de ces mutations sont localisées au niveau de I’exon 11 (5/17 ; 30%) pour
le géne BRCA1 et au niveau de I’exon 11 pour le géne BRCA2 (6/13 ; 46%) (Figure 13).
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Figurel4d : La fréquence des mutations en fonction de leurs localisations

Autres mutations ont été identifiées au niveau des introns. Au total, ces mutations sont de types :
décalages de cadre de lecture (75% ; 62/83), faux-sens (18% ; 15/83), non-sens (5% ; 4/83), et
IFD « insertion in fingers domain » (1% ; 1/83), IVS « intervening sequence » (1% ; 1/83)
(figure 14).

mutation types

Figure 15 : Pourcentage des types des mutations présentes dans les genes BRCA1/2




5. Analyse de la corrélation entre les différents parametres

Aucune relation significative n’a été apercue entre les mutations BRCA et I’age, les mutations
BRCA survient a tout &ge du 25 a 57ans (figure 15).

BRCA1/2 et AGE

0 O = N < 10 O 0
N & I F I 5 - <

age

nombre des mutations BRCA

mBRCA1 mBRCA2

Figure 16 : Le nombre de mutations en fonction de I’age

Une corrélation significative a été observée entre 1’age et le sous-type moléculaire du KS (P-
value < 0.01), dont la moyenne d’age pour le KS triple négative (le plus fréquent) est 40ans,

alors que pour le triple positive est de 47ans. Le sous-type Luminal est observé chez des
patientes de 28 au 40ans.

La majorité des cas avec un cancer invasive de grade Il sont liés a un age moyen de 39.5ans,
tandis que pour les grades I et I, les moyennes sont respectivement 42 et 44.5ans (figurel6) :

Le moyen d'age au moment du diagnostic et SBR

46
45
44
43
42
41
40
39
38
37
36
v I [ Il

e TOta 45 44,57142857 42 39,57894737

Figure 17: les grades SBR du KS en fonction de I’Age au moment du diagnostic




Partie 4 : DISCUSSION

Les génes BRCA restent les principaux causes de survenue du KS et/ ou de I’ovaire,
représentant 30% a 70% des familles ayant un KS heériditaire, et approximativement 90% des
familles avec un cancer de I’ovaire héréditaire. Les porteurs des variants pathogéniques des
génes BRCA sont associés a un risque élevé de développer un KS et /ou de 1’ovaire au cours
de leurs vie. La prévalence des variants pathogéniques differe selon des facteurs tels que la
race/ethnique et la région géographique. Cette prévalence montre une fréquence de 17.6% a
29.8% chez la population de race blanche d’Europe et d’Australie, et 9.4% a 21.7% pour les
non-blancs d’Asie [65].

Au Maroc, la prévalence des variants pathogéniques varie largement de ~1% au 36.5% [55 -
61].

Le spectre mutationnel des genes BRCA différe entre les populations les groupes
raciaux/ethniques, principalement sous 1’effet des variants récurrents/fondateurs spécifiques
aux populations. Certains ont identifié une seule origine (effet fondateur) pour un variant
récurrent ou rare par analyse des haplotypes. Les études de la prévalence des mutations des
genes BRCA, ont suggérées que la fréquence élevée de KS chez certaines populations par
rapport aux autres est due a un effet fondateur de ces altérations génétiques, et elles peuvent
contribuer a des différences de prévalence entre les populations et les minorités

raciales/ethniques [64]

L’identification du spectre mutationnel spécifique de chaque population, représente la
premicre €tape vers la mise en place des tests génétiques dans les pratiques courants chez

certaines populations et groupes raciaux/ethniques [65].

Les mutations pathogénes comprenaient ¢.798_799delTT, ¢.5309G>T, ¢.1016dupA,
€.5095C>T parmi les cas familiaux et c.4942A> mutations dans les cas sporadiques.

Au Maroc, Un effet fondateur a été rapporté pour la mutation BRCAI ¢.5309G>T et la
mutation BRCAI ¢.798 799detTT. Ces deux mutations ont été identifiées chez 10.8% (9/83)
des cas porteurs de la mutation BRCA. La mutation BRCAI ¢.798 799detTT a été trouvée en

premier temps dans la population algérienne (5/26, 19.23%) ([71]; [72].), puis elle a été
identifiée en Tunisie (4/54, 7.4%) [71]; et au Maroc (9/49, 18.4%) ([54]; [55]; [60]; [61];

[62]; [63]). Cette mutation de décalage du cadre de lecture est citée deux fois dans la base de

données BIC (Breast Cancer Information Core), Sans aucune origine ethnique indiquée. Le




variant BRCAL ¢.798_799delTT a été identifié en Espagne [66], dans le sud de I'ltalie ([67];
[68]), et en France [69].

Cherbal et al ont remarqué que cette variante a également été déetectée dans d'autres familles
non apparentées d'ltalie et décrite comme variante fondatrice dans le sud et le centre de la
Sardaigne, respectivement. Comme les pays méditerranéens partagent une histoire de flux
migratoire commune, ils ont conclu que le ¢.798_799delTT dans BRCAL pourrait étre une

variante fondatrice mediterranéenne [72].

Les marqueurs microsatellites de locus BRCAL ont montré un haplotype commun associé a
cette mutation chez tous les porteurs des deux cas algériens. Aucune des mutations
fondatrices précédemment observées parmi les populations du Moyen-Orient (iraniennes) ou

juives n'a été trouvée.

La mutation c.1016dupA a déja été décrite comme l'une des quatre mutations fondatrices
provenant de la population orientale de la Norvege. Contrairement a d'autres mutations
fondatrices norvégiennes, le ¢.1016dupA a également été signalé dans d'autres groupes
ethniques. Dans la base de données BIC, la mutation ¢.1016dupA est la 12 ® mutation de
décalage du cadre de lecture la plus courante dans BRCAL. Il a été signalé qu'il était présent
dans des populations dans toute I'Europe, notamment en Espagne, en Norvege, aux Pays-Bas,
en Autriche et en Italie, ainsi qu'en Amérique latine et en Amérique du Nord ; cependant, les
résultats d'allélotypage ont indiqué une origine indépendante de cette mutation. La mutation
€.1016dupA est une duplication d'un A dans une série de sept. Cette région poly-A peut ainsi

étre un point chaud pour les erreurs de réplication.

La mutation ¢.5095C>T avaient de forts antécédents familiaux de KS et/ou OC. Cette
variante a été décrit précédemment dans les familles de KS et il est classé comme
cliniguement significative dans la base de données de BIC. La substitution d'acides aminés
conduit a un défaut de repliement du domaine BRCT et réduit la stabilité protéolytique de ce

domaine qui interagit avec de nombreuses protéines impliquées dans la transcription et la

réparation de I’ADN. Les données fonctionnelles et la co-ségrégation suggerent fortement que

la mutation ¢.5095C>T a un effet délétere et prédispose les porteurs a KS et OC.

Le décalage du cadre de lecture BRCAL ¢.2125 2126ins, Un variant pathogene a été rapporté
dans certaines familles cancéreuses canadiennes-frangaises. Il a également été identifié chez
des patients algériens et marocains atteints de TNBC. Par ailleurs, BRCAlfaux-sens
¢.116G>A correspond a des variants pathogenes tres récurrents. Il a été signalé en Slovénie et
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a été suggéré comme variante fondatrice slovéne. Enfin, la variante pathogéne du décalage de
cadre BRCA2 ¢.5116_5119del a été décrite comme récurrente en Castille-et-Ledn en Espagne,

une région qui partage une histoire de flux migratoire commune avec le nord du Maroc.

Autres variants présentent une prévalence mutationnelle importante en 1’occurrence la
BRCA2 c.1310 1313delAAGA. L’analyse des haplotypes sont encore nécessaires pour
confirmer son effet fondateur au Maroc. Selon la base de données BIC, la mutation BRCA2
c.1310 1313delAAGA a été rapportée chez différents patients européens, et elle a été citée
plusieurs fois dans la base de données francaise UMD-BRCA?2, et classifiée autant qu’une

mutation fondatrice [70].

Les taux ¢élevés des variants récurrents/fondateurs spécifiques, a conduit a une initiative
scientifiquement valable pour offrir des plateformes de génotypage de ces mutations dans un
panel de mutation en tant qu’une premicre barriére de test génétique chez les patientes a haut
risque. Cela permet de réduire les colts des tests génétiques, qui constituent I’obstacle le plus
répandue dans les pays en voie de développement. Si on proceéde a diminuer les cofits, le
dépistage va s’étendre et va couvrir un large nombre de femmes, qui vont bénéficier des
diagnostiques précoces et présymptomatiques. L’évaluation compléte du gene BRCA est
nécessaire uniquement dans le cas d’une histoire familiale solide, et lorsqu’aucun de ces
variants fondateurs n’est identifié. Cette approche nécessite une connaissance préalable de la

prévalence des variants pathogéniques dans la population d'intérét [73].

Les trois mutations fondatrices juives (c.66_67del, c.5266dup dans BRCAL, et ¢.5946del
dans BRCA2) sont proposées en tant que panel de test de variantes pour les Ashkénazes
autodéclarés. Cette approche est beaucoup moins colteuse que le séquencage complet des
genes. Avec les progres des technologies de séquencage, tester les femmes pour le panel de
variants récurrents/fondateurs spécifiques a la population peut étre une avancée précieuse
pour les décisions thérapeutiques chez les patientes avec un KS et/ou de I’ovaire. Un panel

des variants BRCA1 et BRCA2, comprenant pres de 100 mutations récurrentes (HISPANEL),

a été construit avec des variants divers de femmes hispaniques des Etats-Unis avec KS, il est

basé sur des informations contenues dans les manuscrits, décrivant les variants du BRCA des

pays d'’Amérique latine et des bases de données [76].

En Poland, Lukomska et al., ont recommandé que tous les femmes diagnostiquées par un
cancer de ’ovaire, et les membres de famille a haut risque, doivent étre testés pour un panel

de 18 variants fondateurs au niveau du BRCA1, BRCA2, PALB2 et le RAD51C. dans la
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population chinoise, Jiang et al., ont signalé qu’en plus des variants fondateurs déléteres, les
variants pathogénes récurrents doivent étre incluent comme des candidats pour le dépistage

génétique des locus pour un véritable dépistage génétique de cette population [74].

D’aprés des études réalisées en Egypte, un dépistage plus large des variants pathogéniques

fondateurs (c.68_69del et ¢.5266dupC au niveau du BRCA1), au profit des familles a risque
¢élevé. L’emploie de la technique de pyroséquengage peut étre une excellente plateforme pour

I’analyse des variants pathogénes fondateurs des génes BRCA [75].

L’identification des variants spécifiques et récurrents/fondateurs, qui pourraient étre inclus
dans un panel des variants pathogénique a faible cot, utilisé comme la premiére approche de
dépistage, serait utile pour la population du nord d’Afrique. Le panel des variants
pathogéniques peut également englober d’autre variants pathogenes récurrents a 1’échelle
mondiale, tel que le BRCAL c.1016dupA qui a été rapporté dans d’autres pays (Italie,
Allemagne, France-Canada). Cependant, les résultats d'allélotypage ont indiqué des origines
indépendantes de ce variant, ce qui explique son inclusion dans des panels de dépistage ciblés

des variants dans n'importe quelle population, quelle que soit son origine ethnique.

L'une des contraintes majeures du séquencage conventionnel de Sanger, est qu'il est colteux
a réaliser et prend du temps ; encore plus pour tester de grands genes tels queBRCA1/2, avec
un financement limité et I'absence d'une stratégie de test moléculaire ciblée. La technologie
de NGS a haut débit a augmenté la capacité de séquencage et réduit le colt du sequencage,
offrant ainsi une alternative puissante au séquencage de Sanger pour les tests génétiques. De
plus, le lancement de séquenceurs de paillasse capables de détecter des mutations a partir d'un
nombre significativement plus important d'échantillons en paralléle, et de maniere plus

rentable, a conduit davantage de laboratoires cliniques a adopter cette technologie.




Conclusion :

Le spectre et la prévalence des VP BRCA varient principalement en raison des variants
récurrents/fondateurs spécifiques a la population. Certains d'entre eux ont un effet fondateur de
ces variantes récurrentes ou uniques par I'analyse des haplotypes.

Les études de prévalence des variantes du géne BRCA suggerent que ces altérations génétiques
peuvent expliquer une fréquence élevée de mutations BRCA dans certaines populations

L’étude de I’effet fondateur de ces variants peut fournir une analyse compléte de 1’évolution
d’une population et de ses voies de migration.

L’identification des variantes récurrentes/fondatrices est une étape extrémement importante
vers I’amélioration du conseil génétique puisque les tests moléculaires peuvent étre cibles sur
la variante récurrentes/fondatrice permettant un test plus rapide et moins couteux

Perspectives :

Il serait judicieux de penser a créer une banque de mutations des génes BRCA et d’autres
geénes liées KS spécifique a la population marocaine.

Il serait également intéressant de réaliser un suivi de ces patientes porteuses de mutation
constitutionnelles. En effet dans le cas ou une mutation délétere, a été identifiée, cela indique
que le risque de développer un KS est trés élevé. Cependant, la patiente devrait prévenir les
membres de sa famille au cas ou ils souhaiteraient également connaitre leurs statuts génétiques
et agir précocement sur le risque de développer un cancer de sein.

L’analyse chez les cas apparentés sera plus rapide et simple a réaliser dans le cadre d’un conseil
génétique car il s’agira d’une analyse ciblée sur I’anomalie déja identifiée.

Par la suite, les patientes porteuses de mutation délétere ou leurs apparentées seront orientées
vers un programme de suivi personnalisé qui permet une surveillance de la maladie.
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