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Indication d'une recherche de mutation constitutionnelle

Les formes familiales représentent de l'ordre de 4 à 10% des cancers du sein et
de l'ovaire. En France seraient concernées chaque année de 1300 à 2600
personnes pour le cancer du sein et environ 200 à 400 sujets pour les cancers
de l'ovaire, ainsi que leur apparentés proches.

La recherche de mutations germinales des gènes de prédisposition au cancer
du sein à visée diagnostique s'inscrit dans une réalité médicale (clinique et
biologique) parfois complexe et dont les paramètres ne sont pas toujours
maîtrisables.

Bien que certaines caractéristiques commencent à se dégager (Eisinger et
coll., 1996; Marcus et coll., 1996; The Breast Cancer Linkage Consortium,
1997), on manque actuellement d'éléments objectifs permettant de distinguer
les cas héréditaires des cas sporadiques. Par ailleurs, dans le contexte légal
actuel, il est souvent difficile d'avoir accès aux confirmations diagnostiques
des lésions rapportées durant la consultation (comptes-rendus histologiques et
opératoires, matériel anatomopathologique... ). L'analyse initiale reposera
donc essentiellement sur des éléments d'ordre anamnétique. Un autre élé-
ment de confusion est l'existence d'une hétérogénéité génétique, plusieurs
gènes peuvent être à l'origine des mêmes présentations cliniques (cf. chapitres
sur les aspects cliniques et moléculaires). Ainsi deux gènes majeurs, BRCAI
et BRCA2 (Miki et coll., 1994; Wooster et coll., 1995), ont été isolés et un
troisième, BRCA3, serait localisé sur le chromosome 8 (Kerangueven et coll.,
1995), mais il pourrait en exister d'autres non encore identifiés (Rebbeck et
coll., 1996). Il faut signaler également qu'à côté de ces mutations à forte
pénétrance, on évoque la participation de mutations à pénétrance plus faible 161
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(Barker et coll., 1996), voire de mutations qui conféreraient une certaine
protection vis à vis du cancer du sein (Dunning et colL, 1997).

D'un point de vue pratique, des critères cliniques ont été retenus afin d'orien­
ter les analyses moléculaires:
• critère 1 : au moins 3 sujets atteints de cancer du sein et ou de l'ovaire chez
des apparentés de premier ou deuxième degré dans la même branche paren­
tale;
• critère 2 : deux cas de cancers du sein chez des apparentés de premier degré
si l'un deux est diagnostiqué avant 40 ans ou bilatéral, ou un cancer du sein et
de l'ovaire ou deux cancers de l'ovaire (tumeur de l'ovaire quel que soit l'âge) ;
• critère 3 : hors critères familiaux cités précédemment, cas précoces, tu­
meurs primitives multiples, cancers du sein chez l'homme.

On recherchera également des éléments cliniques pouvant orienter vers un
syndrome autre que les familles de cancers du sein seul ou sein-ovaire et
notamment la maladie de Cowden et le syndrome de Li-Fraumeni (Sobol et
coll., 1994).

Démarche méthodologique

Eléments cliniques

Du fait des limitations énumerees précédemment, les analyses de liaison
génétique (diagnostic indirect) n'auront qu'une place restreinte dans la prati­
que courante, car pouvant être prise en défaut et conduire à des conclusions
erronées notamment en raison de l'existence de cas sporadiques dans les
familles, d'agrégations fortuites de tumeurs, de tumeurs bénignes ou de carci­
nomes in situ (CrS) pouvant être rapportées faussement comme des cancers
invasifs, de la méconnaissance de l'histoire familiale, de la non-accessibilité
des sujets atteints, ou d'une double hérédité (Stoppa-Lyonnet et coll., 1996 ;
Boyd et colL, 1995 ; Ramus et coll., 1997). En conséquence, dans le cadre du
transfert de technologie, on privilégiera les techniques de recherche de muta­
tions couplées de préférence à une méthode de criblage, du fait de la taille
importante des gènes BRCAl et 2 et de l'absence de point chaud de mutations
(cf. « Méthodes pour la détection de mutations inconnues» chap. 8).

Afin d'optimiser encore les résultats, on testera en priorité, pour identifier une
éventuelle mutation germinale, parmi les sujets étudiés au sein d'une même
famille, les patients étant les plus probablement des cas génétiques (position
dans la généalogie, âge précoce des atteintes, cancer de l'ovaire, cancer du
sein chez l'homme, tumeurs primitives multiples... ). Cependant pour de nom­
breuses raisons et en premier lieu du fait de la mortalité, les possibilités de
tester les membres d'une même famille peuvent être limitées, ce qui impose

162 d'être prudent devant un résultat négatif.
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Certains éléments peuvent orienter dans le choix du gène à tester en priorité
(Stratton, 1996). Les mutations germinales du gène BRCAl sont les plus
fréquentes et elles prédisposent à la grande majorité des familles aux cancers
du sein et de l'ovaire et dans près de la moitié des familles aux cancer du sein
seul. BRCA2 prédomine dans les populations anglo-saxonnes et nordiques.
Dans ces familles, les cancers de l'ovaire sont plus rares et les cancers du sein
chez l'homme plus fréquents. Il est possible également que le spectre d'expres­
sion tumoral soit élargi comparé à BRCAl (cancers de l'estomac, du pancréas,
hémopathies malignes) (Thorlacius et coll., 1996), pouvant même aller
jusqu'à mimer un syndrome de Lynch (cf. chap. 7 sur les aspects cliniques et
moléculaires) .

Eléments biologiques et techniques
Des mutations récurrentes (ancêtre commun, ex : dei AG 185) ou fréquentes
(sans ancêtre commun), parfois associées à des populations spécifiques ont été
décrites (Roa et coll., 1996 ; Couch et coll., 1996), ce qui peut inciter à les
rechercher en priorité (Rebbeck et coll., 1996; Thorlacius et coll., 1996;
Shattuck-Eidens et coll., 1995).

Il n'existe pas de technique parfaite, c'est-à-dire qui soit à la fois fiable à 100%
(absence de faux positifs et négatifs), simple, rapide, non opérateur dépen­
dante et peu coûteuse. Le séquençage direct est une technique performante
mais lourde (Simar et coll., 1994; Teng et coll., 1996), aussi préfère-t-on
utiliser préalablement une technique de criblage. Certaines méthodes ont été
déjà largement utilisées et sont conformes aux exigences du diagnostic (Cot­
ton, 1997), telles que le SSCP (Single-Strand Conformation Polymorphism)
(Serova et coll., 1996; Phelan et coll., 1996; Miki et coll., 1996) ou la
DGGE (Denaturing Gradient Gel Electrophoresis) (Stoppa-Lyonnet et coll.,
1996), chacune ayant ses avantages et ses inconvénients. Lorsqu'un variant
est mis en évidence, il est ensuite séquencé pour différencier entre une
mutation délétère et un polymorphisme.

D'autres techniques sont en cours de mise au point pour BRCAl et 2, mais ont
déjà fait leur preuve dans l'analyse d'autres gènes. Il s'agit principalement de
la FAMA (Fluorescence Assisted Mismatch Analysis) (Verpy et coll., 1994;
Ricevuto et coll., 1997) et du CFLA (Cleavase Fragment Length Analysis)
(Brown et coll., 1996; Noguchi et coll., 1997). Elles auraient la capacité
d'identifier 100% des mutations quel que soit le type d'altération, de localiser
précisément la variation et d'en donner un profil spécifique. En théorie cela
permettrait de prédire, si la modification de séquence a déjà été décrite, s'il
s'agit d'une mutation délétère ou d'un polymorphisme avant même la réalisa­
tion du séquençage.

Des associations de techniques sont envisageables. Par exemple, pour les
exons de grande taille (ex: l'exon 11 de BRCAl correspond à 50% de la
séquence codante), on peut utiliser le PTT (protein Truncation Test) (Hoger-
vorst et coll., 1995), le reste de la séquence étant analysé par DGGE, SSCP 163
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(Montagna et coll., 1996) ou par séquençage direct automatisé. Il faut noter
que le PTT ne met pas en évidence les mutations faux sens. Cependant, le
caractère délétère de ces dernières, hormis dans le domaine RING-finger,
reste à démontrer. De la même manière, à la place du PTT, on pourra associer
la FAMA ou le CFLA. Là encore, lorsqu'un variant est mis en évidence, il est
ensuite séquencé pour vérifier qu'il s'agit bien d'une mutation délétère.

Une fois qu'une mutation aura été identifiée dans une famille, il suffira de la
rechercher chez les apparentés qui en auront fait la demande.

En résumé Le taux de détection de mutations dépend à la fois des critères
de sélection des familles et sujets analysés et des méthodes employées. Les
stratégies actuelles privilégient une combinaison de techniques moléculaires,
alliées à des procédures de sélections des familles soit basées exclusivement sur
des éléments cliniques soit associées à des analyses de liaison génétique et
donnent des taux respectifs de 16% (Couch et coll., 1997) à 80% (Serova et
coll.,1996).

En conclusion

Dans ce chapitre nous n'avions pas pour but d'être exhaustif mais d'illustrer ce
que peut être une recherche de mutation des gènes BRCAl et 2 à visée
diagnostique, c'est-à-dire hors d'un contexte de recherche, en tenant compte
des différents éléments cliniques, biologiques et techniques. Ainsi, nous
n'avons pas cité toutes les techniques disponibles et notamment celles basées
sur l'analyse de l'ARN. Les prélèvements ayant un mode de conditionne­
ment, une durée de transport et une cellularité variables, l'ARN peut être
dégradé, ou en trop faible quantité au moment de l'analyse. D'une manière
générale, certaines techniques sont difficiles à transférer en routine (par
exemple: pour la mise en évidence des rares extinctions alléliques, techni­
ques basées sur la comparaison de l'ADN génomique et de l'ADN complé­
mentaire au niveau d'un polymorphisme intragénique) et n'ont donc pas leur
place dans ce chapitre, mais d'autres sont par contre sont très prometteuses
(Cotton, 1997 ; Hacia et coll., 1996). Par ailleurs, l'aspect économique (nom­
bre et types d'amorces employées, utilisation ou non de produits radioactifs,
nombre de PCR) est un élément important à prendre en considération qui
outre la fiabilité peut être décisif dans le choix de la méthode de détection.

Enfin, on ne peut que conseiller de réaliser les tests génétiques sur deux
prélèvements indépendants, afin de détecter une éventuelle erreur de tube ou
de manipulation.
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Exemple de stratégies pour l'identification des mutations germinales des gènes BRCAI et BRCAl dans
une famille non explorée (recherche de mutations de petite taille)
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BRCA2
• Gène dont les mutations sont le
plus souvent retrouvées dans les
populations nordiques et anglo­
saxones mais dont la fréquence au
total reste inférieure à BRCA 1sauf
en Islande (effet fondateur).
• La grande taille rend souhaitable
l'utilisation d'une méthode de cri­
blage.
• Majorité de mutations aboutis­
sant à des protéines tronquées
(restriction pour les mutations de
l'exon 27 pouvant correspondre à
un polymorphisme).
• Spectre des mutations en cours
d'établissement.
• Quelques mutations fréquentes
pouvant être associées à des popu­
lations spécifiques (exon 9 :
999del5 en islande, exon 11:
6174de1T, population juive ashké­
naze).
• Prédisposition aux cancers du
sein chez l'homme et chez la
femme, mais incidence des cancers
de l'ovaire plus faible que pour
BRCA 1, mais spectre tumoral pro­
bablement élargi comparé à
BRCA 1 (estomac, ancréas, hémo­
pathies malignes).

1 BRCA2

1) SSCP de tout le gène (27­
78 PCR)

ou
2) PTT exon 10, 11 et 27 (8 PCR)
ou SSCP multiplex + SSCP du
reste de la séquence

ou
3) FAMA ou CFLA (mise au point
en cours)

Séquençage de la
ou les régions variantes

Si nombreux cas de cancers
du côlon associés pouvant
évoquer un syndrome de
Lynch ou HNPCC : si tumeurs
disponibles recherche de phé­
notype RER, sinon analyse
des gènes MMR
(cf chapitre sur les aspects
cliniques et moléculaires)

1) SSCP ou DGGE de tout le
gène (40 PCR) ou
3) FAMA
ou Clivage enzymatique­
CFLA de tout le gène
(56 PCR) ou
2) Option combinée:
PTT ou FAMA ou CFLA de
l'exon 11 (de 3 à 6 PCR) +
SSCP ou DGGE (ou séquen­
çage direct eu reste du gène)

1

0 1

J,
Aucune mutation identifiée ->
Programme de recherche: re­
cherche de mutation d'autres
gènes (p53, Cowden, AT) ou
localisation d'autres gènes de
susceptibilité.

BRCA1
• Gène dont les mutations
sont les plus fréquentes et
donc à analyser en premier.
• La grande taille rend sou­
haitable l'utilisation d'une
méthode de criblage.
• Majorité de mutations
aboutissant à des protéines
tronquées.
• Quelques mutations fré­
quentes (exon 20 :
5382insC), pouvant être
associées à des popula­
tions bien caractérisées
(exon 2 : dei AG 185, effet
fondateur dans la popula­
tion juive ashkénaze).
• Les mutations faux sens
sont d'interprétation déli­
cate sauf celles impliquant
le domaine ring-finger.
• Prédisposition aux can­
cers de l'ovaire et du sein
chez la femme, risque rela­
tif augmenté de cancer du
côlon et de la prostate.
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