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INTRODUCTION

I. Le cancer du sein et de ’ovaire

1. Le cancer du sein

a. Données épidémiologigues

Approximativement, une femme sur huit dans la génération actuelle se fera
diagnostiquer un cancer du sein dans sa vie (1). C’est la premiére cause de cancer chez la femme
en termes d’incidence, suivie par les cancers colorectaux et le cancer du poumon. Selon les
chiffres de I’Institut National du Cancer (INCa), 58459 nouveaux cas de cancers du sein ont été
détectés en France métropolitaine en 2018 et 12146 déces ont été recensés faisant de cette
pathologie la premiere cause de décés par cancer chez la femme (14 % des décés féminins par
cancer)(2). Les cancers du sein chez I’homme sont rares (1 % des cancers du sein) mais de plus
mauvais pronostic. Depuis 2005, on constate toutefois une diminution de la mortalité liée au
cancer du sein du fait des progres thérapeutiques et de la mise en place du dépistage permettant
un diagnostic et une prise en charge précoce. Un programme national de dépistage organisé du
cancer du sein ayant débuté en 2004 propose ainsi a toutes les femmes agées de 50 a 74 ans la
réalisation d’une mammographie mammaire tous les 2 ans. Ce programme concerne toutes les
femmes dont le seul facteur de risque de cancer est I’age. Ainsi, sur la période 2015-2016, le
taux de participation des femmes a ce programme était de 51,1 % ce qui représente environ 5

millions de femmes dépistées (chiffres de I’ Institut de Veille Sanitaire (InVS)(3)).

b. Diagnostic et margueurs pronostigues

Les facteurs pronostiques du cancer du sein sont bien documentés. En effet, en plus des
facteurs pronostiques généraux tels que la taille de la tumeur, I’atteinte ganglionnaire, la
présence ou non de métastase. .., d’autres facteurs pronostiques tels que la positivité ou non au
niveau tumoral des récepteurs hormonaux, la surexpression du facteur de croissance des cellules
épithéliales humaines « Human Epidermal growth factor Receptor 2 » (HER2), ou I’étude du
Ki-67, un marqueur de prolifération cellulaire peuvent étre pris en compte (4) (5) (6). Plusieurs
sous-types tumoraux ont ainsi été mis en évidence et sont différenciés par 1’étude

immunohistochimique des différents marqueurs exprimés ou non au niveau de la tumeur :

- Les cancers du sein luminaux A (30 % a 40 % des cancers du sein) : ils expriment

de maniere importante les récepteurs aux cestrogenes et a la progestérone. Ils sont



négatifs pour le marqueur HER2. Ce sont des cancers hormonodépendants de bon
pronostic ne nécessitant pas forcément le recours a la chimiothérapie.

- Les cancers du sein luminaux B (20 % des cancers du sein) : ils sont moins
hormonosensibles que les luminaux A et présentent parfois une surexpression légére
de HER2. Leur pronostic est moins bon que le sous-type précédant. Ils nécessitent
ainsi un traitement par chimiothérapie et hormonothérapie avec parfois du
trastuzumab (Herceptin®) en cas de marqueur HER2 surexprimé. Le trastuzumab
est un anticorps monoclonal humanisé recombinant de classe 1gG1 dirigé contre le
récepteur 2 du facteur de croissance épidermique humain (HER2).

- Les cancers HER2 enrichi (20 % des cancers du sein) : ils n’expriment pas de
récepteurs aux cestrogénes et a la progestérone mais sur-expriment de maniére
importante le marqueur HER2. Ce sont des cancers trés agressifs qui étaient de
mauvais pronostic avant I’arrivée du traitement par trastuzumab (Herceptin®) qui a
modifié nettement le pronostic de ces tumeurs.

- Le cancer du sein triple négatif ou « basal like » (20 % des cancers du sein) : il est
de mauvais pronostic indifférencié et n’exprime ni les récepteurs hormonaux ni le
facteur HER2.

Aussi, des tests pronostiques d’expression génique ont été developpés (Prosigna®
PAMS50 (NanoString), Endopredict® (Myriad)...) au cours de ces dernié¢res années afin de
prédire le pronostic de la tumeur et de proposer une prise en charge adaptée. Ces tests de
signature génomique sont fondés sur 1’identification et la quantification d’acide ribonucléique
messager (ARNmM) ou d’acide désoxyribonucléique complémentaire (ADNCc) impliqués dans la
prolifération tumorale. Par exemple, le test Prosigna® est un test pronostique qui se base sur la
signature PAMS50 en évaluant I’expression de 50 génes. Ce test permet de déterminer le sous-
type intrinséque de la tumeur parmi les 4 listés ci-dessus ainsi que le risque de récidive a 10 ans
(7) (8). L’un des intéréts de ces tests est d’évaluer ou non la nécessité d’instaurer un traitement
par chimiothérapies pour les cancers luminaux A. En France, en I’absence de preuve d’utilité
clinique suffisante a I’heure actuelle, ces tests ne sont pas remboursés par 1’assurance maladie
actuellement mais uniquement par des financements dérogatoires dans le cadre du référentiel
des actes innovants hors nomenclature (RIHN), dans une logique de soutien a I’innovation
(Haute Autorité de Santé (HAS) 2019 (9)). Cependant, cela pourrait évoluer dans les années

futures.



c. Prise en charge

Le premier traitement du cancer du sein est la chirurgie (tumorectomie ou mastectomie
selon le degré d’envahissement). Par ailleurs, la progression des techniques ainsi que la pratique
de la chimiothérapie néoadjuvante ont permis de diminuer les indications de mastectomie. De
plus, la technique du « ganglion sentinelle » qui consiste a évaluer I’atteinte des ganglions qui
drainent directement le sein atteint permet d’évaluer I’atteinte ganglionnaire sans avoir recours
au curage axillaire systématique qui occasionne un risque important de lympheedéme. La
chirurgie peut étre précédée d’une chimiothérapie néoadjuvante et adjuvante. La radiothérapie
est souvent indiquée en post chirurgie afin de diminuer le risque de récidive (6). Enfin, en cas
de positivité des récepteurs hormonaux, le tamoxiféne, un modulateur sélectif des récepteurs
aux cestrogénes ou les inhibiteurs de 1’aromatase, enzyme contribuant a la production de
I’cestrogene, sont disponibles (10). De plus, le recours a certaines thérapies ciblées telles que le
trastuzumab (Herceptine®) pour les tumeurs exprimant le marqueur HER2, le bevacizumab
(Avastin®), un « antirécepteur » au facteur de croissance VEGF (« vascular endothelial growth
factor ») pour les cancers du sein métastatiques a modifié le pronostic de ces tumeurs (11). De
maniere globale, 70 % des patients sont indemnes de la maladie 5 ans apres le diagnostic (12) .
Par ailleurs, sur le plan esthétique, les méthodes de reconstruction mammaire ont largement
évolué ces derniéres années avec différentes techniques proposées comme la reconstruction par
prothése mammaire et la reconstruction par lambeau qui consiste a prélever un lambeau de

muscle d’une partie du corps ainsi que de la peau et de la graisse pour reconstruire le sein (13).

2. Le cancer de l'ovaire

a. Données épidémiologiques

Le cancer de I’ovaire est la 7éme cause de cancer chez la femme en termes d’incidence.
En 2008, 4430 nouveaux cas avaient été recensés. L’age médian au moment du diagnostic est
de 65 ans. Le cancer de I’ovaire est la 4éme cause de déces par cancer chez la femme. Il a eté
estimé responsable de 3 000 décés en 2008. Malheureusement, ce cancer est toujours
aujourd’hui diagnostiqué tardivement ce qui explique son pronostic souvent sombre. Par
ailleurs, il n’existe pas a I’heure actuelle de moyens de dépister efficacement ce cancer. La

survie a 5 ans, tous stades confondus, est d’environ 45 % (HAS 2010 (14)).

b. Diagnostic et histologie

La majorité des cancers de 1’ovaire sont des tumeurs épithéliales dont les principaux

types histologiques sont les carcinomes séreux, endométrioides, mucineux, a cellules claires,



mixtes et les tumeurs frontiéres dites « borderline ». Les patientes présentant une prédisposition
génétique au cancer de 1’ovaire provoqué par des mutations des génes BRCAL (« Breast Cancer
1 ») ou BRCA2 (« Breast Cancer 2 ») présentent le plus souvent des tumeurs séreuses de haut
grade (15) . Les tumeurs de types mixtes (endométrioide/mucineux/a cellules claires) sont plus
fréqguemment retrouvées chez les femmes présentant un syndrome de Lynch, ¢’est-a-dire une
prédisposition héréditaire aux cancers colorectaux héréditaires non polyposiques (HNPCC)
(16). Ce cancer se manifeste souvent par des signes tardifs a types de ballonnements intestinaux

et de douleurs traduisant souvent une atteinte péritonéale.

c. Prise en charge

Le traitement du cancer de 1’ovaire se compose en général d’un traitement chirurgical
suivie d’une chimiothérapie par carboplatine et paclitaxel (17). Le cancer de I’ovaire est souvent
platino-sensible, particulierement lorsqu’il s’agit de tumeurs comportant des mutations
constitutionnelles ou somatiques des genes BRCAL et BRCA2 qui sont ainsi de meilleur
pronostic. Des thérapies ciblées ont montré une efficacité sur la survie sans progression telles
que le bevacizumab (18) (19) et surtout les inhibiteurs de la poly-ADP-ribose-polymérase-1
(PARP) qui ont révolutionné la prise en charge des patientes atteintes d’un cancer de 1’ovaire
muté BRCA (20) (21).

3. Cancer évocateur ou non d’une prédisposition héréditaire

5410 % des cancers du sein (INCa 2016) et 20 % des cancers de 1’ovaire (22) sont liés
a des altérations génétiques constitutionnelles ; c’est-a-dire a des altérations génétiques
présentes, en général, dans ’ensemble des cellules d’un organisme depuis la naissance et
potentiellement transmissibles a la descendance. La prédisposition génétique est la présence
chez une personne d’un variant génétique appelée communément « mutation » pathogéne qui
prédispose I'individu a certaines pathologies. Ainsi, les individus porteurs de cette
prédisposition auront un risque élevé de développer la pathologie. Dans le syndrome de
prédisposition aux cancers du sein et de 1’ovaire, les premiers génes décrits dans ce cadre sont
les génes BRCAL identifiés en 1994 (23) et le gene BRCA2 en 1995 (24). Le syndrome de
predisposition héréditaire aux cancers du sein et de 1’ovaire aussi appelé syndrome HBOC
(« Hereditary Breast and Ovarian Cancer ») est ainsi provoqué par des altérations génétiques
de certains genes dits « suppresseurs de tumeurs » qui confére un risque augmente de cancer du

sein et de [’ovaire.



L’histoire personnelle et familiale est déterminante pour s’orienter ou non vers une
analyse génétique a la recherche de I’événement responsable du trait génétique. En effet,
I’observation de plusieurs cas de cancers dans une famille sera suspecte de prédisposition
héréditaire. Cependant, un cancer du sein ou de 1’ovaire méme sporadique, c’est-a-dire sans
antécédent familial évocateur, peut aussi étre suspect de prédisposition s’il est de survenue

précoce ou multiple.

L’identification d’une mutation causale permettra de proposer a 1’individu une prise en
charge adaptée du patient et de sa famille et un suivi spécifique en fonction du géne muté qui

sera détaillé plus loin.

Il.  Indication a la recherche d’une prédisposition aux cancers du sein et de I’ovaire

1. Organisation de la consultation d’oncogénétique

En France, le diagnostic des prédispositions génétiques et le suivi des personnes a risque
élevé ou tres élevé de cancer sont mis en ceuvre dans le cadre du dispositif national
d’oncogénétique. Ce dispositif s’articule autour de 147 sites de consultations répartis dans 104
villes. Par ailleurs, 25 laboratoires répartis sur I’ensemble du territoire permettent la réalisation
des tests génétiques. L’objectif de ce dispositif porté par I’'INCa, en association avec la
Direction Générale de I'Offre de Soins (DGOS, Ministére des Solidarités et de la Santé) est
d’identifier toutes les personnes présentant un risque héréditaire de cancer en France et de leur
assurer un suivi personnalisé et multidisciplinaire. Lorsqu’une altération génétique est détectée
chez un cas index, c’est-a-dire le premier cas testé dans la famille, ses apparentés bénéficient
d’un test ciblé a la recherche de la mutation identifiée. Le cas index a I’obligation légale
d’informer I’ensemble de ses apparentés s’il est porteur d’une mutation délétere ou il peut
déléguer cette obligation a 1’onco-généticien. Il s’expose, en effet, a des poursuites en cas de
rétention d’information car le médecin est contraint par le secret médical a ne pas divulguer lui-
méme cette donnée sans consentement. Ainsi, en 2016, 6 417 apparentes ont été testés dans un
contexte de syndrome de prédisposition aux cancers du sein et de 1’ovaire appelé syndrome
HBOC pour 1762 cas index ayant une mutation délétere identifiée parmi les 17821 cas index
testés (INCa 2016 (25)).



2. Les criteres d’indication de recherche de prédisposition au cancer du sein et de

I’ovaire

Actuellement, la recherche de prédisposition aux cancers du sein et de I’ovaire n’est pas
réalisée de maniére systématique dans la population générale mais chez les personnes dont
I’histoire personnelle et/ou familiale est évocatrice d’une prédisposition au cancer. Le premier
cas étudié dans la famille est en général le patient ayant eu un cancer et dont I’histoire
personnelle est la plus évocatrice dans la famille d’une prédisposition. Cependant, 1’analyse
chez le cas index optimal n’est pas toujours envisageable pour différentes raisons, par exemple
par refus de la personne, déces ou encore absence de contact possible avec cette derniére. Dans
ce cas, un autre cas dans la famille est choisi. De méme, une analyse peut étre réalisée a titre
exceptionnel chez un patient non atteint de cancer dit « asymptomatique » en 1’absence

d’analyse réalisable chez des patients plus évocateurs dans la famille.

Le guide HAS 2014 détaille bien 1’organisation du dépistage du cancer du sein et de
I’ovaire en France ainsi que la détermination des femmes a haut risque de prédisposition
génétique. Tout d’abord, I’indication a adresser ou non un patient en consultation
d’oncogénétique est déterminé par le score d’Eisinger (tableau 1). Ce score évalue le risque de
prédisposition en fonction de I’histoire familiale. Il est destiné a ’ensemble des professionnels

de santé et en particulier aux médecins généralistes.

CALCUL DU SCORE DEISINGER ET CONDUITE ATENIR

Mutation BRCA1/2 identifiée danslafamille .............. 5 RESULTATS

Cancer du sein chez une femme avant30ans ............ 4

Cancer du sein chez une femme entre 30 et 39ans ..... 3 3out:

Cancer du sein chez une femme entre 40 et 49 ans ... 2 consultation d'oncogénétique
Cancer du sein chez une femme entre 50 et 70 ans ... 1 A <

Cancerdusein chezunhomme ... .. . . 4 |r!fe.r|eur a3: .
Cancerde l'ovaireavant70ans................................ 4 deP'Stage organise

Tableau 1 : Score d’Eisinger (Source : Quelles modalités de dépistage pour quelles
femmes ? INCa, septembre 2015)

Le calcul du score se réalise en additionnant les cotations d’une méme branche parentale. Un score
supérieur > 3 doit conduire & consulter un onco-généticien.

L’onco-généticien déterminera 1’indication a réaliser un test génétique et/ou les

modalité de surveillance selon le risque personnel de cancer du sein. Il dispose d’outils de



calculs individuels de risques de cancer du sein tels que le score Bodicea. Ce score permet de
différencier les femmes a risque trés éleve telles que les femmes mutées BRCAL ou les femmes
ayant un score supérieur a 20 % et les femmes a risque élevé dont le score est compris entre 12
% et 20 %. De maniére générale, pour la prévention du cancer du sein, les femmes a risque
élevé bénéficieront de mammaographies annuelles a partir de 40 ans tandis que les femmes a
risque tres elevé passent des imageries par résonnance magnétique (IRM) mammaires annuelles
a partir de 30 ans ou 5 ans avant le cas familial le plus précoce. Méme si les recommandations
d’analyse répondent a des critéres généraux, chaque laboratoire definit des criteres
d’indications d’analyse des cas index. Par exemple, au laboratoire du centre Frangois Baclesse

(CFB) a Caen, les critéres d’indication d’analyse sont les suivants :

e 1 seul cas de cancer du sein :

o <36ans
o <51 anssigrade I, triple négatif
o <51 anssi cancer bilatéral (dont le 2éme est de survenue avant 71 ans)
o <61 anssicancer du sein médullaire
o <T71ansen cas de cancer du sein chez un homme
o 1 cas de cancer du sein < 51 ans associé a
= Un cancer de la prostate < 61 ans
= Qu un cancer du pancréas < 61 ans
=  Qu un cancer de I’ovaire < 71 ans
=>» Chez la méme personne ou un apparenté au premier degré
e 1 seul cas de cancer de I’ovaire épithélial
o <7lans

e 2 cas familiaux (unis entre eux au 1 degré ou au 2°™ degré en passant par un homme)

o Au moins un cas <51 ans et un cas < 71 ans

e 3 cas familiaux (unis entre eux par un lien au 1¢" degré ou au 2™ degré)

o Dont au moins un cas < 61 ans

Actuellement, en France, selon les recommandations du Groupe Génétique et Cancer
(GGC), dans le cadre du diagnostic moléculaire, les cas index répondant aux criteres
d’indication de recherche de prédisposition au cancer du sein et de 1’ovaire devraient bénéficier
d’une analyse d’un panel de 13 génes. Ceci est rendu possible avec le séquencage a haut débit

qui a révolutionné le paysage de la génomique depuis son introduction dans les laboratoires



dans les années 2010. Les apparentés quant a cux bénéficient d’une recherche ciblée de
I’altération génétique identifiée chez le cas index par une technique ciblée telle que, par

exemple, le séquencage Sanger.

I11.  Modele de transmission de la prédisposition aux cancers du sein et de ’ovaire et

genes utiles au diagnostic

Les facteurs de risques génétiques sont variés. Certaines susceptibilités génétiques
induisent un faible risque de cancer nettement influencé par les risques environnementaux
tandis que d’autres susceptibilités génétiques induisant un risque fort répondent au modeéle
mendélien de transmission autosomique dominante. Par exemple, des variations pathogénes des
génes BRCA1 et BRCA2 induisent un risque fort de prédisposition au cancer du sein tandis que
les variants pathogenes des génes « Checkpoint kinase 2 » (CHEK2) ou « ataxia telangiectasia
mutated » (ATM) induisent un risque plus modéré. De méme, le risque génétique peut répondre
a un modéle monogénique, c¢’est-a-dire conféré par une mutation germinale d’un seul géne ou
répondre a un modéle multigéniques di a I’action conjointe de plusieurs génes provoquant un
risque a partir d’un certain seuil. Actuellement, dans le cadre du diagnostic, seuls les facteurs
de risque génétique monogéniques élevés sont pris en compte aujourd’hui. Ceci correspond
donc plutét a des modeles mendéliens répondant a une transmission autosomique dominante
dont la pénétrance est forte mais néanmoins incompléte. En 2017, le GGC a établi un panel de
13 geénes reconnus d’utilité clinique dans le contexte de prédisposition aux cancers du sein et

de ’ovaire.

1. Description générale des mécanismes de transmission de la prédisposition et
d’apparition du cancer

Le mode de transmission de cette prédisposition par les différents genes étudiés
actuellement en routine diagnostique est de type autosomique dominant. Ainsi, étant donné que
chaque individu transmet la moitié de son patrimoine génetique, une femme ou un homme

porteur de la mutation a un risque sur deux de la transmettre a sa descendance.

L’ensemble des genes testés dont les résultats sont utiles au conseil génétique, ¢’est-a-
dire que le niveau de risque de cancer induit par les variants pathogénes de ces génes est
suffisamment élevé pour les mesures de prise en charge adaptée soit jugée comme bénéfique,
sont des genes dits « suppresseurs de tumeurs ». Les mutations décrites sont généralement rares

ayant une fréquence inférieure a 0,1 % dans la population générale et sont des mutations



inactivatrices, de type perte de fonction telles que des mutations « frameshift » ou « non-sens »
entrainant 1’apparition d’un codon stop prématuré ou des mutations ponctuelles « faux sens »
dans des domaines importants pour la fonction de la protéine et suffisantes pour aboutir a une
perte de fonction de la protéine. 1l existe aussi des événements de plus grandes tailles dit CNV
(« Copy Number Variation ») pouvant entrainer la délétion ou la duplication de tout ou une

partie du locus génique.

De maniere assez générale, le mécanisme d’apparition du cancer répond au modele « 2
hits » de Knudson (26). Pour rappel, chaque gene est présent en double au sein de notre
patrimoine génétique provenant pour moitié de la mere et pour moitié du pere. Dans le
syndrome HBOC, la personne prédisposée posséde une altération génétique située au niveau
d’un géne parmi ceux impliqués dans le syndrome HBOC a 1’état hétérozygote. Ainsi,
I’ensemble des cellules de 1’individu atteint de ce syndrome possede un allele portant le géne
BRCAL muté et un alléle porteur du géne BRCAL non muté dit sauvage. Si une cellule acquiert
par malchance une altération du géne BRCA1 sauvage, elle ne produira plus de protéine BRCA1

fonctionnelle contribuant a ’apparition du cancer. On parle de modé¢le « 2 hits ».

Dans le cadre de ces syndromes de prédisposition, 1’apparition du cancer est initiée par
I’inactivation du second alléle non muté, dit sauvage, le plus souvent par perte d’hétérozygotie
soit en anglais le terme «lost of heterozygoty » (« LOH») lié a un remaniement
chromosomique. L’inactivation du second allele peut étre due a I’apparition d’une seconde
mutation inactivatrice (« second hit ») entrainant ainsi une perte totale de la fonction de la

protéine dans la cellule impliquée, favorisant le processus de cancérogénese (Figure 1) (27).

(R e )
Perte du chromosome sauvage
et duplication du chromosome _— >
muté
) i
Recombinaison mitotique
— e
4
Acquisition d’'une seconde
mutation sur I'alléle sauvage

Figure 1 : Trois exemples de mécanismes d’inactivation d’un géne dans la tumeur (image
traduite de Bunz, 2016 (27))
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2. BRCA1 et BRCA2

Les genes BRCAL et BRCA2 sont les deux génes les plus frequemment impliqués dans
le syndrome de predisposition aux cancers du sein et de I’ovaire. lls ont été découverts par étude
de liaison génétique (« Linkage ») dans des familles trés évocatrices de prédisposition au cancer
du sein. Ainsi, le locus du gene BRCA1 en 17qg21 a été mis en évidence en 1990 (28). Puis, le
locus du géne BRCA2 en 13g13 a été mis en évidence en 1994 (29). Ces études sont basées sur
la ségrégation concomitante des alléles portant des marqueurs polymorphes avec le locus du
géne responsable de la maladie, dans plusieurs familles.

Les deux geénes ont fait I’objet a 1’origine d’un dépdt de brevet par la société Myriad
Genetics (30) engendrant des cofits d’analyses colossaux mais de nombreuses controverses ont
conduit & I’invalidation de ces brevets en mars 2010 par la Cour Fédérale des Etats Unis (31).
Ce sont aujourd’hui les génes les plus séquencés dans le monde. Dans la population générale,
approximativement une personne sur 400 présentent une mutation du gene BRCA mais cette
prévalence peut atteindre le ration 1/200 dans certaines populations (32). Les protéines BRCA1
et BRCAZ2 sont connues pour étre impliquées dans la réparation des cassures doubles brins de
I’ADN par recombinaison homologue, mais ces protéines interagissent avec de nombreuses
autres protéines impliquées dans diverses fonctions telles que la progression du cycle cellulaire,
la régulation des génes de transcription et I’ubiquitinylation (33). Cela fait d’eux de véritables

gardiens de I’intégrité du génome.

Les mutations pathogenes des genes BRCA1 et BRCA2 prédisposent principalement au
risque de cancers du sein et de 1’ovaire. Le risque cumulé de cancer du sein a 1’age de 80 ans
est de 72 % pour les patientes ayant une mutation du géne BRCAL et de 69 % pour les patientes
ayant une mutation du gene BRCA2. L’incidence des cancers du sein chez les porteuses de
mutations BRCAL et BRCA2 sont majeures entre 30 et 60 ans. Concernant le cancer de I’ovaire,
le risque cumulé a 80 ans a éteé estimé a 44 % pour les porteuses de mutations du géne BRCA1
et 17 % pour les patientes mutées BRCA2 (34). Dans une moindre mesure, le gene BRCA2
principalement et le gene BRCAL induisent aussi un risque beaucoup plus faible néanmoins de
cancer de la prostate (35) et du pancréas (36) (37). Aussi, un porteur homozygote ou
hétérozygote composite du gene BRCA2 nommeé aussi FANCD1 (« Fanconi anemia
complementation group D1 ») présentera un syndrome de Fanconi sévére caractérisé
notamment par des signes malformatifs ainsi qu’une prédisposition aux hémopathies et a

certaines tumeurs solides (38).
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3. PALB2

Le gene PALB2 (« partner and localizer of BRCA2 ») ou FANCN (« Fanconi anemia
complementation group N ») code pour une protéine ayant un domaine de liaison a la protéine
BRCA2 et permet notamment sa stabilisation intranucléaire et son accumulation en cas d’erreur
de dommage a I’ADN (39). L’occurrence des mutations du géne PALB2 varie de 0,1 % a 1,5
% selon les populations. Plusieurs études ont estimé que le risque de cancer du sein conféré par
les mutations du gene PALB2 a I’état hétérozygote sont voisines de celles dues aux mutations
des genes BRCA1 et BRCA2 (40) (41) (42). En revanche, ce géne n’a pas montré de surrisque

significatif de prédisposition au cancer de 1’ovaire (40) (43).

4. RAD5I1CETD

La protéine RAD51 possede un réle majeur dans la réparation de I’ADN par
recombinaison homologue. Les génes RAD51C (ou FANCO) et RAD51D codent pour des
paralogues de RAD51 qui sont des protéines médiatrices de RAD51 qui favorisent son activité.
Les mutations constitutionnelles de ces genes conférent un risque augmenté de cancer de
I’ovaire du méme ordre que celui conféré par les mutations du géne BRCA2 avec un risque
relatif (RR) estimé 45,88 (IC = 2,91-11,88 p=7,65 x 10°7) pour le géne RAD51C (44) et un odds
ratio (OR) a 6,3 (IC = 2,89-13,85 p=4,8 x 10°) pour le géne RAD51D (45). En revanche, la
surveillance mammaire n’est pas recommandée a 1’heure actuelle pour ces deux génes méme si

le gene RAD51C est associé a un surrisque de cancer du sein (46).

5. CDH1

Le gene de la cadhérine 1 (CDH1) (NM_004360.3) code pour la E-cadhérine, une
protéine d'adhésion cellulaire qui agit comme suppresseur de tumeur en inhibant I'invasion
cellulaire (47). Les mutations germinales de CDHL1 sont a l'origine du cancer gastrique diffus
héreditaire et du syndrome du cancer du sein lobulaire (CSL) (OMIM 137215). Pour les
porteurs d'altérations pathogenes, le risque estimé au cours de la vie de développer un cancer
gastrique diffus atteint 70% pour les hommes et 56% pour les femmes. Les femmes ont

également un risque de CSL a vie d'environ 42 % (48).

6. PTEN

Le géne PTEN (« Phosphatase and TENsin homolog ») agit comme suppresseur de

tumeur en régulant négativement la voie PI3K(phosphoinositide-3-kinase)-AKT - impliquée
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notamment dans la prolifération, la survie et la croissance cellulaire. Les mutations
constitutionnelles du gene PTEN (« Phosphatase and Tensin homolog ») a 1’état hétérozygote
sont responsables d’un syndrome appelé maladie de Cowden (49). Les critéres majeurs
d’indication a la recherche d’une mutation constitutionnelle du géene PTEN selon les « National

Comprehensive Cancer Network » (NCCN) guidelines version 1.2014 sont les suivants :

- Les lésions cutanéo-muqueuses multiples telles que des trichilemmomes par exemple
c’est-a-dire des proliférations des follicules pileux

- Lamacrocéphalie

- Les hamartomes multiples gastro-intestinaux

- La maladie de Lhermitte Duclos provoquée par une Iésion hamartomateuse de la fosse
postérieure

- Lasurvenue d’un cancer du sein, de ’endometre et/ou de la thyroide

L’inclusion de ce gene dans le panel HBOC est justifiée parce qu’il induit un risque trés
élevé de cancer du sein avec un risque cumulé a 70 ans supérieur a 75 % (50) (51) méme si
I’inclusion des cas index dans les études réalisées tend a surestimer ce risque. De plus, ce
syndrome augmente le risque de cancer de I’endométre et de la thyroide. Dans une moindre
mesure, une augmentation du risque de cancer du rein et du colon a aussi €té rapportée pour les

porteurs de ce syndrome (50).

7. Les genes MMR

Les génes MMR (« Mismatch repair ») soit les génes MLH1, MSH2, MSH6 et PMS2
sont impliqués dans la réparation des mésappariements de I’ADN. Les mutations
constitutionnelles a 1’état hétérozygotes de ces genes sont responsables du syndrome de Lynch
qui est la cause de 2-4 % des cancers colorectaux. Ce syndrome prédispose a différents cancers
dont le cancer colorectal sans contexte de polypose, le cancer de ’endométre, le cancer
urothélial et le cancer de ’intestin gréle. Il prédispose aussi a d’autres cancers si I’on considere
le spectre tumoral élargi comme le cancer gastrique, le cholangiocarcinome, le cancer de
I’ovaire, le glioblastome et le carcinome sébacé. Le syndrome de Lynch est souvent évoqué
chez un patient lors du diagnostic de cancer colorectal lorsque le contexte clinique est évocateur
et que ce dernier répond notamment aux critéres d’Amsterdam et de Bethesda basés en grande

partie sur les antécédents personnels et familiaux de cancers du spectre.
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Les genes MMR ont été inclus dans le panel car des études ont montré que les porteurs
de mutation hétérozygote d’un de ces génes avaient un risque cumulé de cancer de I’ovaire a
80 ans de 8 % a 15 % selon le géne responsable (52). Le gene conférant le plus de risque est le
gene MSH2. L’age moyen au diagnostic de ces cancers est de 45 ans. Par ailleurs, la prévalence

des tumeurs a composante endométrioide et mucineuse est importante dans ce syndrome (16).

Concernant le cancer du sein, les femmes porteuses de mutations d’un des génes MMR
ont un risque proche de celui de la population générale. Cependant, ces évaluations du risque
de cancer ont été réalisées dans le cadre d’une recherche de syndrome de Lynch et non dans les
familles de cancers du sein. Des données sur les familles de cancer du sein vont permettre a

I’avenir d’affiner I’estimation de ces risques.

8. TP53

Le gene TP53 est un facteur de transcription d’importance majeure impliqué dans la
régulation de nombreux géenes ayant un role dans le cycle cellulaire, la réparation de I’ADN et
I’apoptose. Les mutations constitutionnelles du géne TP53 a 1’état hétérozygote sont
responsables du syndrome de Li Fraumeni (LFS) dominé par I’apparition de tumeurs précoces
du jeune adulte et de I’enfant. Les tumeurs du spectre sont les cancers du sein pré-
ménopausique, sarcome des tissus mous, ostéosarcome, tumeur du systéme nerveux central,

corticosurrénalome.

La protéine TP53 agit en formant un tétrameére. Dans ce syndrome, les mutations
décrites sont en majorité des mutations ponctuelles a type de mutations faux sens (66 %) dont
certaines sont dominantes négatives. Ces mutations dominantes négatives sont responsables
d’une protéine non fonctionnelle du fait de la formation d’un tétramére non fonctionnel
responsable d’un phénotype plus sévere et plus précoce chez les individus porteurs. Au
contraire, les mutations perte de fonction telles que les mutations « frame shift » ou non-sens

entrainent souvent un phénotype moins sévere (53).

Le spectre tumoral du syndrome de LFS est détaillé dans les criteres de Chompret
version 2015 (53). 1l s’agit des critéres d’indication d’analyse du géne TP53. Ces criteres sont

les suivants :

Q) La présentation familiale
Probant avec une tumeur du spectre du LFS ci-décrits avant 46 ans et au moins un

apparenté au premier ou au deuxieme degré ayant développé une tumeur du spectre LFS
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(sauf le cancer du sein si le probant a aussi développé un cancer du sein) avant 56 ans

ou avec des tumeurs multiples

2 Des tumeurs multiples primitives

Probant avec des tumeurs multiples du spectre LFS (sauf les cancers du sein multiples)

dont I’un est diagnostiqué avant 46 ans.

3 Des tumeurs rares

Patient avec un corticosurrénalome, une tumeur du plexus choroide, un
rhabdomyosarcome de sous-type embryonnaire anaplasique, indépendamment de

I’histoire familiale.

4) Le cancer du sein précoce

Un cancer du sein avant 31 ans.

Les enfants atteints de ce syndrome développent principalement des ostéosarcomes, des
corticosurrénalomes, des tumeurs du systéme nerveux central et des sarcomes des tissus mous.
En revanche, chez I’adulte se développe en grande majorité des cancers du sein et des sarcomes
des tissus mous. Concernant I’histologie des cancers du sein développés dans ce syndrome, 55
% sont de type HER2+ et 37 % sont des tumeurs triple positifs soit RH+ (récepteur hormonal
+) HER2+ (53). 1l est important de connaitre le statut TP53 des patientes porteuses car cela
peut modifier la prise en charge de ces derniéres. En effet, les patients porteurs d’un variant
pathogenes de TP53 développent trés souvent des tumeurs secondaires en cas de traitement par
radiothérapie, au niveau du champs d’irradiation (53). De méme, la plupart des chimiothérapies
sauf les poisons du fuseau ont entrainé une génotoxicité sur des modeles de souris LFS (54). La

chirurgie est donc a privilégier chez eux en cas de développement d’un cancer.

Il s’agit d’un syndrome a pénétrance élevée mais incompléte et le risque actuel de
développer un cancer dans le cadre d’une mutation TP53 est probablement surestimé du fait
d’un biais de sélection di au fait que les tests génétiques sont réalisés dans des familles au
phénotype évocateur. En effet, une étude réalisée chez 63 983 contréles a montré que la
prévalence des mutations pathogénes et probablement pathogénes de TP53 dans la population

génerale est de 0,2 % (55). Il est important de tenir compte du contexte familial lorsqu’un
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variant pathogéne de TP53 a été mis en évidence dans le cadre d’un test en panel de plusieurs

geénes.

IV.  Détection des individus a risque génétique et prise en charge spécifique

Pour I’ensemble des 13 génes inclus dans le panel GGC-unicancer, lorsque le variant
causal est identifié chez le cas index, un test prédictif est possible chez les apparentés afin de
préconiser une surveillance adaptée selon le gene concerné. Ainsi différents référentiels
recommandent un suivi spécifique et parfois une chirurgie prophylactique afin de réduire

considérablement le risque d’apparition de cancer.

Par exemple, en ce qui concerne les genes BRCAL et 2, les référentiels de I’HAS 2014
et de ’INCa 2017 recommandent tout d’abord la réalisation d’un suivi gynécologique annuel a
partir de 20 ans. Ils préconisent aussi la réalisation d’une IRM et d’une mammographie
mammaire annuelle de 30 a 65 ans (a partir de 65 ans, I’'IRM est remplacée par la
mammographie seule). En outre, une chirurgie mammaire prophylactique de réduction du
risque peut étre proposée apres validation en réunion de concertation pluridisciplinaire (RCP).
Concernant le risque de cancer de 1’ovaire, aucun suivi n’a montré d’efficacité. Ainsi, seule
I’annexectomie prophylactique est fortement encouragée a partir de 40 ans mais a adapter selon
I’histoire familiale et le géne concerné, aprés validation en RCP (56). Concernant le géne
PALB2, seul le suivi mammaire est préconise et identique aux génes BRCAL et BRCA2 tandis

que pour les génes RAD51C et RAD51D seule I’annexectomie prophylactique est préconisée.

Pour le géne TP53, il n’a pas été mis en évidence de surrisque de cancer de I’ovaire. En
revanche, les femmes porteuses d’une mutation TP53 ont un risque élevé de cancer du sein
précoce et I'IRM mammaire est préconisée dés 20 ans avec une échographie. La
mammographie est en effet, a éviter dans cette prédisposition du fait de la radiosensibilité
augmentée. La chirurgie mammaire de réduction du risque peut étre proposée. Concernant les
autres risques de cancer, le suivi doit se faire selon le référentiel Li Fraumeni (56) qui comporte
un suivi lourd avec notamment la réalisation d’une IRM annuelle du corps entier. Cependant,
la découverte incidente de mutations TP53 dans des familles dont I’histoire est non évocatrice

ameéne a des discussions sur la surveillance qui pourrait évoluer dans les prochaines années.

En ce qui concerne les autres génes du panel, en plus de la surveillance gynécologique

recommandée, une surveillance spécifique est préconisée selon le gene atteint par des
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référentiels variés (selon le référentiel du Lynch pour les genes MMR, selon le référentiel de la

maladie de Cowden pour PTEN...)

V.  Diagnostic moléculaire chez les cas index : Le séquencage a haut débit

1. Historigue des techniques antérieures

Jusqu’a trés récemment, seuls les génes BRCAL et BRCA2 étaient analyses pour le
diagnostic des prédispositions aux cancers du sein et de ’ovaire. La recherche de mutations
était principalement effectuée par séquencage Sanger, technique inventée par Frédérick Sanger
en 1977 en Angleterre. Cependant, I’inconvénient de cette technique est qu’elle nécessite
beaucoup de temps et de réactifs pour séquencer ces deux géenes. En effet, cette technique de
séquencage par synthese de nucléotide permet de séquencer des fragments de 400 a 900 paires
de bases. Or, la région codante du gene BRCA1 et BRCA2 comporte respectivement 7,2 kb et
10,98 kb, ce qui représente de nombreux fragments a séquencer. Les plus performants des
séquenceurs Sanger comme le 3130xL, techniques NGS (« Next Generation Sequencing ») de
premiere génération sont considérés comme techniques de haut débit car ils sont capables de
paralléliser 96 électrophoreses en utilisant 96 capillaires. Ils permettent ainsi 1’analyse de 96 x
800 nucléotides lus en 1 heure. L’offre diagnostic était néanmoins trés limitée en nombre de
cas et de génes séquencés et les délais de rendu des résultats longs d’autant que la détection des
CNV était souvent réalisée en parallele par des techniques dédiées, MPLA (« multiplex
ligation-dependent probe amplification ») ou en QMPSF (« quantitative multiplex PCR of short
fluorescent fragments »). L’utilisation de méthode de pré-criblage (DHPLC ("Denaturing High
Performance Chromatography » ) (57), HRM (« High Resolution Melt ») (58), EMMA
(« Enhanced Mismatch Mutation Analysis ») (59) par exemple), dont certaines pouvaient
détecter simultanement les mutations de petites tailles et de grandes tailles, ont permis
d’améliorer les conditions de réalisation de ces analyses mais sans commune mesure avec le

séquencage a haut débit de deuxiéme génération.

2. Le principe du séguencage a haut débit : exemple de la technique lllumina

Le développement des techniques de séquencage & haut débit de deuxieme génération
depuis a peine une quinzaine d’années a révolutionné la génétique. Le séquengage a haut débit
aussi appele NGS permet le séquencage de plusieurs centaines de milliers de bases par
I’utilisation d’approche massivement paralléle. Cette nouvelle technologie a permis

d’augmenter considérablement le débit d’analyse tout en réduisant les colits. Les séquenceurs
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NGS de deuxieme génération sont capables de lire des fragments de 150 a 300 paires de bases
(pb) mais jusqu'a plusieurs milliards de fragments a la fois. Ainsi, ces nouvelles technologies
sont capables de générer 1’analyse de plusieurs génomes complets de 3,2 milliards de paires de

bases en moins de 48h.

Plusieurs techniques de séquencage a haut débit de deuxiéme génération existent mais
celle utilisée pour I’étude est la technologie Illumina qui est une technique de séquengage par

synthese et qui sera donc la seule détaillée ci-apres.

La premiére étape du séquencage consiste a préparer la librairie, c’est-a-dire les
fragments d’ADN a séquencer (Figure 2). L’ADN de chaque patient analysé est fragmenté soit
par sonication ou soit par I’utilisation d’enzymes de restriction puis sélectionné¢ de maniere a
obtenir des fragments d’une taille d’environs 200 pb. Ces fragments vont subir une étape de
réparation appelée End-repair d’adénylation afin d’éviter la ligation de ces derniers entre eux.
Ensuite, des adaptateurs vont étre ajoutés aux extrémités des fragments. Ces adaptateurs sont
des fragments d’ADN simple brin qui vont permettre plus tard 1’étape de séquencage par
hybridation de I’amorce. Dans le cadre d’un re-séquencage ciblé comme proposé pour le
diagnostic moléculaire des maladies génétiques aujourd’hui, 1’étape d’apres consiste a enrichir
les régions d’intérét soit par amplification soit par capture. La technique par capture nécessite
I’utilisation de sondes nucléotidiques biotinylées d’une centaine de paires de bases
complémentaires des régions d’intéréts. Ces dernieres vont se lier aux fragments d’ADN ciblés
et vont pouvoir venir se fixer a des billes magnétiques qui seront elles méme récupérées par des
aimants. Apres avoir récupéré et purifié les fragments capturés, des index nucléotides
spécifiques (ou barre code moléculaire) a chaque patient vont étre ajoutés aux fragments afin
de pouvoir réunir (multiplexage) I’ensemble des échantillons a séquencer sur la méme lame de

séquencage (dites « Flow Cell »), qui seront donc séquencés simultanément (Figure 2).
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Figure 2 : Représentation du séquencage par la technique Illumina (image issue de
www. Illumina.com)

1- Préparation des librairies avec ligation des adaptateurs

2- Les ADN se lient a la Flow Cell grace aux adaptateurs

3- Amplification en ponts

4- Présence de fragments doubles brins

5- Dénaturation des ADN double brin

6- Amplification compléte

7- Premiére base de chacun des clusters séquencés

8- Image lue par la caméra haute résolution : chaque point représente théoriqguement un méme

fragment d’ADN amplifié. La couleur de chaque point correspond a la premiere base séquencée

9- Séquencage de la deuxiéme base de I’ensemble des clusters

10- Image lue par la caméra haute résolution : chaque point représente théoriquement un méme
fragment d’ADN amplifié. La couleur correspond a la deuxieme base séquencée

11- Le séquencage continue de la méme fagon sur plusieurs cycles jusqu’au séquengage complet
des fragments d’ADN

12- Les données brutes obtenues sont converties en données analysables bio informatiquement pour
permettre 1’alignement des reads, soit les fragments séquencés, a partir d’une séquence de
référence.

L’ADN va ensuite étre dénaturé afin que les brins d’ADN simple brin se fixent a la flow
cell, une plaque de verre sur laquelle sont fixées de courtes séquences d’ADN complémentaires
des adaptateurs. Ensuite, une amplification clonale par « Bridge PCR » (« Polymerase Chain

reaction ») va étre réalisée a la surface de la flow cell permettant la formation de nombreux
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clusters, chaque cluster correspondant a I’amplification d’un fragment d’ADN unique au départ.
Une fois les clusters réalisés, 1’étape de séquencage a proprement parler va pouvoir commencer.
Cette étape consiste en I’incorporation des quatre nucléotides terminateurs réversibles marqués
par des fluorophores (différent pour les quatre nucléotides). Aprés excitation par un laser, le
signal émis par chaque cluster monoclonal est lu par une caméra haute-résolution correspondant
a la premiére base incorporée. L’identification des bases ou base calling est la sélection de la
base emettant la plus forte intensité au sein de chaque cluster. Par exemple, si le signal d’un
cluster émet principalement un signal lumineux correspondant a la base A, cette derniére est
appelée. Puis, un cycle suivant se déroule en incorporant a nouveau les quatre terminateurs
réversibles marqués. La deuxieme base est lue. Puis, les cycles suivants se déroulent de laméme
maniére jusqu’a la lecture compléte de I’ensemble des fragments a séquencer. Une lecture du
faisceau lumineux est effectuée simultanément a chaque séquence pour I’ensemble des clusters.
L’intérét des clusters est simplement d’augmenter I’intensité du signal lumineux et de permettre

sa détection par la caméra.

3. Le traitement des données par analyse bioinformatique

La bio-informatique joue un rdle central dans I’analyse des données générées par le
séquencage haut débit. Le NGS a fait entrer la bio-informatique comme nouvelle compétence
indispensable au sein des laboratoires de génétique moléculaire. La capacité a détecter des
variations génétiques de différents types est possible le plus souvent en combinant plusieurs
programmes, libres ou commerciaux et dont chacun est capable de détecter un type

d’événement mutationnel spécifique parmi les suivants :

- les CNV sont des délétions ou des duplications de grands fragments de sequences qui
peuvent concerner par exemple un géne complet ou seulement certains exons composant
le géne.

- les « single nucleotide variations » (SNV) qui sont des variations qui touchent un seul
nucléotide tel que le remplacement d’une base par une autre base, une délétion ou une
duplication d’uns base. Certains de ces algorithmes permettent de détecter dans des
milieux hétérogenes des variant a faible ratio alléliqgue (VAF pour « variant allele
fraction »)

- Les indels qui designent des délétions ou des insertions de plusieurs bases dans une
séquence biologique. Cela peut parfois étre une délétion avec une insertion d’une

nouvelle séquence.
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- Les réarrangements complexes structuraux, tels que des translocations, inversions mais

aussi la détection d’éléments mobiles si le génome complet est sequencé.

L’analyse bioinformatique se déroule ainsi en plusieurs étapes :

- Le basecalling : il s’agit de 1’étape traduisant les signaux émis par le séquenceur tels que les
signaux de fluorescence par exemple pour le séquenceur Illumina en séquences (appelées
« Reads ») de quelques dizaines a centaines de bases. Cette étape fournit aussi une évaluation
de la qualité sous la forme de « Phred quality scores » qui sont des scores de vraisemblances
permettant de définir la probabilité que la base lue est exacte. On estime que les séquenceurs
font 1% d’erreur. Mais grace a I’intégration de ce score et aux traitements des données en aval,

la tres grande majorité des erreurs de séquencage sont filtrées.

- Le démultiplexage : les reads de chacun des patients qui avaient été identifiés par des codes-

barres lors de la préparation des librairies sont separés. Chaque read porte en effet une courte

séquence qui a été insérée lors de la préparation des librairies et qui est spécifique d’un patient.

- L’alignement : il s’agit de 1’étape d’alignement des reads sur une séquence de référence telle
que 1’hg19 (Figure 3). Cet alignement est realisé grace a des algorithmes d’alignement qui
positionnent chaque « read » sur une position génomique selon des analyses probabilistes. Il
existe plusieurs aligneurs et certains sont plus adaptés aux SNV, d’autres aux CNV et d’autres
aux indels. Le choix de 1’aligneur est donc primordial. On peut citer l'algorithme de Burrows
Wheeler (60). On obtient alors un fichier BAM (« Binary Alignment Map ») associant a

chaque read ses coordonnées génomiques.

COUVERTURE en %

Exonl 1 Exon2
— ] —

PROFONDEUR en X

Figure 3 : Représentation de la profondeur et couverture en séquencage haut débit (Image
issue de Lacoste et al., 2017(55))

Chaque read est représenté en rouge ou en bleu selon le sens de la séquence. Les reads sont alignés sur
une séquence de référence. La profondeur est le nombre de fois qu’une base est lue en X. Par exemple,
I’exon 1 a une couverture de 100% car I’ensemble de I’exon est lu tandis que 1’exon 2 a une couverture
de 80% environ. La couverture représente une zone lue par au moins 1 read en %. La zone encadrée
dans I’exon 1 a une profondeur de 10X qui correspond simplement a 10 reads.
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- L’appel des variants : ¢’est I’étape de mise en évidence des variants par les « variants caller »

qui identifient les divergences observeées par rapport a la séquence de référence et les nomment.
Les variants caller ont aussi leur spécificité propre dans les événements mutationnels détectes.
Pour I’étude ici, nous avons utilisé le logiciel Outlyzer dont la particularité est de détecter des
événements de faibles fréquences alléliques avec une bonne spécificité (Figure 4). La VAF,
ratio du nombre de reads portant I’all¢le muté sur le nombre de reads portant 1’all¢le sauvage,
est proche de 50% pour un variant constitutionnel, présent a 1’état hétérozygote. Outlyzer avait
été¢ développé pour 1’é¢tude des tumeurs qui nécessite de détecter des variants pathogénes,
parfois peu représentés due en particulier a 1’hétérogénéité tumorale (61), avec une VAF

potentiellement trés faible tout en évitant les faux positifs.
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Figure 4 : Le principe de I’analyse par Outlyzer (Image traduite de Muller et al., 2016
(62)

(A) Les reads sont alignés le long d’une séquence de référence. Chaque base qui différe de la
séquence de référence est représenté par un point de couleur. A chaque position génomique, le
nombre de variants trouvé est calculé (représenté dans la banniere grise sur le schéma)

(B) Un test de Thompson Tau est appliqueé a la liste des variants trouvés pour permettre le calcul du
bruit de fond local

(C) Le nombre de reads portant le variant analysé est comparé au bruit de fond local afin de
déterminer si le variant est un faux positif ou non. Si le variant est supérieur au bruit de fond, il
sera soumis aux filtres habituels tels que la balance des reads Forward et Reverse, la moyenne
et la déviation standard du score Phred (62).
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- L’annotation des variants : elle peut en partie étre prise en charge par des annotateurs
automatiques de variants comme ANNOVAR(63). Ce logiciel annote chaque variant en
donnant sa position génomique, le gene concerné, des scores prédits, la nomenclature des
transcrits en format HGVS (« Human Genome Variation Society »)(64). Elle donne aussi
d’autres informations utiles a I’interprétation des variants telles que les prédictions des effets
du variant sur 1’épissage et sur la protéine ainsi que les fréquences du variant dans des grandes
bases de données de populations, comme celle maintenue par le Broad Institut, gnomAD

(« Genome Aggregation Database »), rendues possible grace au NGS.

4. Les défis de Pinterprétation des variants par NGS

Avec le NGS, des nombreux variants sont détectés chez les patients et la difficulté
actuelle est de les interpréter. Un guide de recommandation consensuel publié par ’ACMG
(« American College of Medical Genetics and Genomics ») en 2015 est utilisé au niveau
international pour I’interprétation et la classification des variants (65) En pratique, le guide de
I’ACMG permet une tracabilité des décisions et doit étre adapté a chaque pathologie et se
décline parfois par des versions adaptées par pays ou syndrome. Ce guide tend a standardiser
I’interprétation des variants et se base sur un modeéle de catégorisation permettant de stratifier
les variants en 5 classes. L’introduction de cette classification en 5 classes a premierement été
proposée par S.E. Plon en 2008 et rapidement utilisée dans une approche de classification basée

sur un calcul de probabilité de pathogénicité dans un modéle multifactoriel (66).

- Classe 1 : bénin

- Classe 2 : probablement bénin

- Classe 3 : variant de signification inconnue
- Classe 4 : variant probablement délétére

- Classe 5 : variant délétére

Les principaux outils permettant cette classification sont :

- Les bases de données : Les bases de données en population générale telles que EXAC
(« Exome Agregation Consortium ») ou dbSNP (« Single Nucleotide Polymorphism
database ») (67) et maintenant gnomAD permettent de connaitre la fréquence du variant
dans la population générale. Un variant de fréquence > 1% est un polymorphisme. De
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maniere générale, plus un variant est fréquent, plus il a de chance d’étre bénin. Il existe
aussi des bases de données de variants recensant les différentes interprétations et pour
certaines les phénotypes des patients correspondants. Elles ne sont pas forcément toute
de la méme qualité et certaines ne sont pas ouvertes a I’ensemble de la communauté.
Par exemple, pour le cancer du sein, il existe UMD (« Universal Mutation Database »)
(68), BRCAshare (69), BRCA exchange Global alliance (70) et plus récemment la
nouvelle initiative frangaise de base multigénique de partage de connaissances promue
pour les laboratoires d’oncogénétique sous 1’¢gide d’UNICANCER et de I’INCa : FrOG
(« the French OncoGenetic database »).

- Les logiciels de prédictions bioinformatiques permettant de prédire les effets délétéres
ou non des variants sur la protéines (Align GVGD (66), SIFT (71), Polyphen, CADD
par exemple) en tenant compte de la conservation du nucléotide entre les différentes
especes, 1’écart physico-chimique entre I’ancien et le nouvel acide aminé et la
localisation de la variation sur un site fonctionnel ou non de la protéine.

- Le logiciel de prédiction de I’effet du variant sur 1’épissage tels que SSF (72), MES
(73), SpiCE (74)

- Les études de coségrégation du variant avec la pathologie
- Les diverses études fonctionnelles.

Ainsi, ces divers arguments alimentent la classification du variant. Seuls les variants de
classe 4 et 5 sont utilisables au titre du conseil génétique aujourd’hui c’est-a-dire qu’ils
entrainent la réalisation de tests pré-symptomatiques chez les apparentés. Les apparentés
porteurs du variant bénéficient d’un suivi rapproché tandis que pour les non-porteurs du variant,

le suivi recommandé est celui de la population générale.

5. La détection et I’interprétation des variants présentant des VAF faible

L’analyse HBOC réalisée dans un cadre diagnostique au laboratoire est validée selon
la norme 1SO15189. Elle comporte un panel de 12 génes recommandés par le GGC dans ce
cadre. Le panel effectué au laboratoire du CFB est en fait composé de 34 genes mais seuls les
12 geénes rendus au titre du diagnostic font I’objet d’une interprétation par les biologistes a
chaque série de patients. Depuis, la mise en place de ce panel de 12 génes il y a un peu plus
d’un an et notamment 1’inclusion du géne TP53, les biologistes sont de plus en plus confrontés

a la détection de variants de faible fréquence allélique difficiles a interpréter. En effet, ces
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variants ne sont pas présents par définition a 1’état hétérozygote chez 1’individu. Ils peuvent
tout de méme étre constitutionnels mais apparus durant les étapes post zygotiques au tout début
de I’embryogénése ou étre le reflet de mutations somatiques tumorales ou pré-cancereuses
détectées dans le sang des patients. Ces diverses causes n’ont pas les mémes conséquences pour
la prise en charge des patients et de leurs familles d’ou la nécessité de connaitre leur
signification. C’est un des challenges d’aujourd’hui auquel notre étude veut contribuer a

répondre.

VI. Les néomutations

1. Rappels de principes généraux : mutations héritées / mutations de novo /
mosaigues

Une mutation constitutionnelle est une mutation présente avant la fécondation ou
apparaissant lors des premieres divisions du zygote. Une mutation constitutionnelle sera
présente dans toutes les cellules somatiques de I’individu et également dans ses cellules
germinales si elle est héritée ou apparue avant la premiere division cellulaire. Si elle apparait
apres la premiere division cellulaire alors I’ensemble des cellules de 1’individu ne sera pas
atteint. On parle dans ce cas de mosaique constitutionnelle. Toute mutation nouvellement
apparue, en mosaique ou non, est aussi appelée mutation « de novo » ou « néomutation ». Les
¢tudes d’exomes en trio par séquencage haut débit ont permis d’estimer la proportion de

néomutations chez I’homme a 1,58 par exome (75).

2. Les néomutations constitutionnelles en pathologie humaine

En biologie, le terme mosaique désigne 1’état d’un organisme dans lequel cohabitent
plusieurs populations de cellules de génotype différent. Ainsi, un étre vivant comportant un
phenotype en mosaique possede des différences genotypiques entre certains de ses tissus qui ne

répondent pas aux lois de 1’hérédité mendélienne.

La détection d’un variant en mosaique chez un individu implique I’émergence d’une
mutation dite « de novo », ayant eu lieu précocement en postzygotique lors de I’embryogenése.
Plus la néomutation est précoce dans le développement, plus la proportion de cellules atteinte
par la néomutation sera importante. A 1’origine, les variants constitutionnels d’origine
postzygotique ont montré leur implication dans plusieurs maladies monogeniques
d’expressivité variable telles que la neurofibromatose de type 1 et 2 par exemple (76) (77). La

néomutation peut toucher les cellules de la lignée germinale, les cellules de la lignée somatique
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ou les deux (78) (79). Il est nécessaire de connaitre cette distinction car seul un individu porteur
d’un variant atteignant les cellules germinales aura un risque de transmettre la néomutation a
sa descendance. Cependant, en pratique, il est impossible a I’heure actuelle de s’assurer de
manicre certaine de 1’absence de variant en mosaique germinale en particulier chez la femme
dont les gametes sont difficilement accessibles pour des tests génétiques (78). Néanmoins, une
néomutation postzygotique atteignant les cellules germinales peut étre diagnostiquée chez un
parent asymptomatique dont plusieurs enfants présentent une méme maladie génétique avec un

mode de transmission dominante, en particulier s’il s’agit d’une maladie a pénétrance compléte.

En cancérologie, on parle aussi de mosaique tumorale pour désigner 1’hétérogénéité
génotypique au sein d’une tumeur. En effet, Theodor Boveri en 1929 proposa un mode¢le selon
lequel le cancer est originaire d’une modification génétique acquise au sein d’une cellule. On
sait actuellement que le cancer est d0 a une accumulation de mutations au cours du temps
conférant un avantage sélectif a la cellule par une amélioration de ses capacités de division
cellulaire, de résistance a I’apoptose, de migration... Par ailleurs, les tumeurs sont composées
de plusieurs sous-populations de cellules qui ont acquis au fil du temps des néomutations
indépendamment les unes des autres expliquant ainsi 1’hétérogénéité tumorale. Cette
hétérogénéité tumorale explique d’ailleurs en partie la réponse incompléte des patients aux
divers traitements thérapeutiques, certaines cellules tumorales ayant acquises des mutations leur

conférant une résistance au traitement.

Certains génes impliqués dans les prédispositions aux cancers sont depuis longtemps
décrits avec des taux rapportés important de mutation de novo et de mosaiques. C’est le cas de
la neurofibromatose segmentaire de type 1 décrite pour la premiére fois en 1936 (80) qui est
due a une mutation en mosaique du géne NF1 (« Neurofibromin 1 »). La neurofibromatose, en
plus de prédisposer aux neurofibromes, se caractérise par la présence de lésions cutanées a type
de taches café au lait. Dans les formes en mosaique, les signes cutanés ne sont pas repartis sur
I’ensemble du corps mais localisés (81). Dans la neurofibromatose de type 2, qui est un
syndrome causé par une mutation perte de fonction du géne NF2 (« Neurofibromin 2 ») et
prédisposant aux schwannomes qui sont des tumeurs nerveuses bénignes, 50 % des mutations
apparaissent de novo (82) et parmi elles selon une étude récente, 22 % sont a 1’état de mosaique
(83). Enfin, concernant le gene RB1 (« retinoblastoma 1 »), dont les mutations perte de
fonction a I’état hétérozygote prédisposent chez I’enfant jeune au rétinoblastome, une tumeur
maligne de la rétine, de nombreux cas de mutations de novo ont été rapportés. La fraction

d’événements postzygotiques parmi les cas sporadiques de rétinoblastome a été évalué a 15 %
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(84). Le point commun de ces génes est leur pénétrance importante, sauf pour le gene RB1 pour
lequel quelques rares mutations sont moins pénétrantes. De plus, ces trois syndromes de
predispositions se manifestent par des pathologies spécifiques et facilement diagnosticables
sans risque de phénocopie. Ainsi, les mosaiques sont parfois diagnostiquées avant méme le

séquencage du géne comme le cas de la neurofibromatose segmentaire de type 1.

3. Néomutations dans les génes impliqués dans le syndrome de prédisposition au
cancer du sein et de ’ovaire.

a. Mutations de novo et néomutations postzygotiques de BRCA1 et BRCA2

Depuis la découverte des génes BRCAL et BRCA2 dans le milieu des années 90, des
milliers de mutations ont été rapportées pour ces géenes, mais la grande majorité des cas
concerne des mutations héritées. Seuls des cas exceptionnels de mutations de novo ont été
décrits. En effet, 9 cas de mutations de novo du géne BRCAL ont été rapportés dans la littérature

et 6 cas de mutations de novo du géne BRCA2 (85).

Lisa Golmard et al. ont déterminé les taux de mutations de novo des genes BRCAL et
BRCAZ2 sur 12805 patientes non apparentées ayant présenté un cancer du sein et/ou de 1’ovaire.
Ainsi, sur les 1527 patientes porteuses d’une mutation BRCA1 ou BRCA2 (12 %), seules 3
patientes présentaient une mutation de novo du gene BRCAL dont un cas en mosaique et une
patiente présentait une mutation de novo du géne BRCA2 soit des taux de mutation de novo
calculés de 0,4 % (0,1 % ; 1,1 %) pour le géne BRCAL et de 0,1% (0,02 % ; 0,8 %) pour le géne
BRCAZ2 (85). Ce taux était probablement légérement sous-estimé car 1’ensemble des parents
n’avaient pas pu étre séquencés. Cependant, dans la plupart des cas, un apparenté porteur de la
mutation permettait de confirmer son caractere hérité. De maniére intéressante, un des facteurs
majeurs pouvant expliquer un taux élevé de mutation de novo pour un géne est di a 1’effet
péjoratif que la mutation délétére de ce géne entraine sur la santé du sujet (86) et en particulier
sur la fertilité. Ainsi, plusieurs études ont montré que les mutations BRCALl et BRCA2
n’entrainaient pas de diminution de la fertilité (87) mais au contraire pourraient accroitre cette
derniére (88). Concernant les mosaiques constitutionnelles, seuls trois cas de mosaiques BRCAL
ont été rapportées dans la littérature. Il s’agissait dans tous les cas de femmes ayant présenté un
cancer du sein (89) (90) (85). Aucun cas de mutation constitutionnelle en mosaique du géne

BRCAZ2 n’a été rapporté.
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b. Mutations de novo et mosaiques constitutionnelles du géne TP53

Les mutations constitutionnelles du géne TP53 a I’état hétérozygote sont responsables
du LFS (OMIM # 151623). Chez I’adulte, la distribution tumorale est caractérisée par la
predominance des carcinomes du sein observés chez environ 80% des femmes (53).
Indépendamment de 1’histoire familiale, le taux de détection de mutations TP53 chez les
femmes ayant présenté un cancer du sein avant 30 ans est de 6% (91) (92) (53). Par ailleurs, les
taux de détection de mutation TP53 chez les enfants atteints de corticosurrénalome ou de
carcinome du plexus choroide ont été estimés a 45% et a 42% respectivement (53) ce qui en

fait des tumeurs trés spécifiques de ce syndrome.

En 2009, le taux de mutations de novo du géne TP53 avait été estimé a 7% (7/75) et en
considérant les cas suspects de mutations de novo par I’histoire familiale, ce taux atteignait 20
% (93). Mariette Renaux-Petel et al. ont aussi évalué la contribution des mutations de novo et
des mosaiques dans le LFS. Parmi leur grande cohorte de patients atteints de mutations TP53,
ils ont observé que 14% des mutations au minimum étaient de novo (48/336). De maniere
intéressante, une analyse de I'ADN sanguin par NGS de 108 patients treés évocateurs de LFS
sans mutation TP53 préalablement détecte, effectué a une profondeur supérieure a 500X, leur
a permis d’identifier 6 cas de mutations de novo en mosaiques dont deux enfants atteints de
corticosurrénalomes anaplasiques, deux enfants atteints de tumeurs du plexus choroide, une
femme ayant présenté un cancer du sein avant 31 ans et un patient qui a présenté un
ostéosarcome a 12 ans et une femme qui a présenté un sarcome du sein a 35 ans (94). En tout,
sur les 48 mutations de novo détectées, 8 étaient des mutations en mosaique soit un taux de 17
% de mutations postzygotiques parmi les mutations de novo observées (8/48). Ce taux est
potentiellement sous-estimé car il est tout-a-fait possible que certaines mutations en mosaique

ne soient pas détectées dans le sang des patients.

D’autres mutations constitutionnelles postzygotiques de TP53 avaient déja été décrites.
Le premier cas est celui d’une enfant ayant développé un corticosurrénalome a un an et un
ostéosarcome a 5 ans. Chez elle, le variant R282W était détecté a un ratio allélique de 20% dans
le sang et était détecté a 1’état hétérozygote dans le frottis buccal (95). Par ailleurs, Sam Bejahti
et al. (96) ont décrit le cas d’un enfant de 2 ans qui a présenté deux tumeurs mésenchymateuses
des tissus mous et un neuroblastome métastatique en 6 mois. Chez ce dernier, ils ont mis en
évidence une mutation TP53 détectée a 3-20% a partir du prélevement sanguin en NGS et ils
ont surtout observé une perte d’hétérozygotie dans chacune des tumeurs analysées confirmant

le caractére constitutionnel de la mutation.
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c. Mutations de novo et mosaiques constitutionnelles du gene PTEN

Jessica Mester et al. (97) ont estimé la fréquence des mutations de novo du géne
PTEN. Ils ont ainsi confirmé de maniére certaine la présence de 20 mutations de novo sur 187
familles ayant une mutation PTEN soit une fréquence de 10,7%. Par ailleurs, si I’on ajoute les
cas de mutations de novo fortement suspectés mais non prouvés par la réalisation de tests

génetiques chez les parents de 1’individu atteint, cette valeur s’éléve a 19, 3% (36/187).

La présence d’une mosaique a été confirme expérimentalement sur 10 a 40% des
patients avec des mutations de novo de PTEN (98). Ces patients présentaient des hamartomes
cutanés et des lésions internes mixtes cliniquement difficiles a distinguer des maladies
héréditaires ou de novo (99) (100) (101). Par ailleurs, il a également été rapporté des patients
présentant des mutations constitutionnelles de PTEN et dont certains tissus ne possedent aucun
allele fonctionnel de PTEN. Ces individus ont ainsi acquis durant les étapes post zygotiques
une perte d’hétérozygotie de 1’alléle sauvage de PTEN entrainant dans ce cas, non pas un cancer,
mais des malformations importantes dans les tissus concernés comme par exemple des
hypertrophies segmentaires et des lipomes (102). On parle de syndrome de « SOLAMEN »
(« Segmental overgrowth, lipomatosis, arteriovenous malformation and epidermal nevus »). Il

s’agit d’une mosaique segmentaire de type 2 représenté dans la figure 5.

Type 2
Wild-type (+/+)

Heterozygous (+/-) Y

— Nullizygous (-/-)

2

Autosomal-dominant Disseminated Segmental
inherited disease mosaicism mosaicism
Early postzygotic Late postzygotic
mutation mutation

Figure 5: Les différentes formes de mosaiques dans les génes de transmissions
autosomiques dominants (Figure de Neera Nathan et al.(103))
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d. Les autres génes du panel

Le taux de mutations pathogénes de novo dans les génes MMR a été estimé a environ
2,3% des patients porteurs d’une mutation MMR. Ainsi, la trés grande majorité des mutations
MMR sont héritées (104). De ce fait, les cas de néomutations constitutionnelles post-zygotiques
ont été exceptionnellement décrits. Par exemple, un cas de mosaique constitutionnelle du géne
MSH2 a été rapporté. Il s’agit d’une femme chez laquelle la mutation du géne MSH2 : ¢.2541del
¢tait détectée au niveau de sa tumeur colorectale ainsi qu’au sein de son tissu sain colorectal
périphérique mais non détectée dans son sang. La preuve de la mosaique constitutionnelle a été
faite lorsque cette derniére a eu un fils présentant un syndrome de Lynch et porteur de la méme
mutation a 1’état hétérozygote confirmant ainsi la mosaique constitutionnelle somatique et

germinale de la patiente (105).

Des cas de mutations de novo constitutionnelles du gene CDH1 ont été rapporté dans la
littérature car certaines mutations faux sens a 1’état hétérozygote du gene se manifestent par un
syndrome rare appelé le syndrome blépharocheilodontique (BCD) (OMIM # 119580). Ce
syndrome se caractérise par des anomalies diverses des paupiéres, des lévres telles qu’une fente
labiopalatine et des dents (106). De maniére intéressante, il n’a pas été mis en évidence de
surrisque de cancer dans ce syndrome. On parle de relation génotype phénotype car les
mutations pathogenes impliquées dans le syndrome BCD sont systématiquement des mutations
faux sens situées dans un domaine de liaison au calcium extracellulaire alors que ces mutations
ne sont pas identifiées dans les syndromes de prédisposition au cancer de I’estomac (107). Des
études d’exome en trio ont permis de révéler la présence d’une néomutation du géne CDH1
chez I’enfant atteint du syndrome BCD et non présente, par définition, chez les parents. Seuls
trois articles rapportent des cas de mutation de novo du gene CDH1 dans un cadre de
prédisposition au cancer. Le premier décrit une femme qui a présenté un cancer du sein lobulaire
a 54 ans avec mise en évidence de la mutation causale dans le dernier exon du géne CDH1
(108) et le deuxiéme cas concerne un homme ayant présenté un cancer gastrique diffus
sporadique sur le plan familial & 4lans avec la mise en évidence d’une large délétion
hétérozygote du géne CDH1 (109). Le troisieme cas concerne une patiente asymptomatique
porteuse du variant délétére de CDH1 dont la chirurgie prophylactique a mis en évidence quatre

petits foyers d'adénocarcinome intra-muqueux en anneaux (110).
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VII. NGS et mutation somatique acquise : sources d’un diagnostic différentiel difficile.

Comme on I’a vu précédemment, avec le séquengage haut débit, il devient plus aisé de
détecter des variants génétiques a une fréquence allélique inférieure a 50% (nombre de reads
mutés / nombre de reads sauvages). Si ces situations peuvent étre évocatrices de la présence
d’un variant en mosaique chez I’individu, ces VAF faibles peuvent aussi étre dues a la détection
d’ADN tumoral circulant (ADNTtc), d’autant plus si la population testée est atteinte de cancer.
Enfin, ils peuvent aussi étre expliqués par 1’hématopoiése clonale (HC), c’est-a-dire par
I’acquisition au niveau des cellules souches hématopoiétiques, précurseurs des cellules
sanguines d’une mutation qui sera ainsi détectée dans une partie des cellules sanguines issues

de cette cellule mére.

Il est important de faire la distinction entre ces trois origines car les implications pour la
prise en charge du patient sont trés différentes. De plus, la mosaique constitutionnelle implique
un risque de transmission possible a la descendance ce qui n’est pas le cas des deux autres

éveénements.

1. Les mutations tumorales

a. Mutations somatiques tumorales testées dans le cancer du sein et de I’ovaire

La détection des mutations somatiques acquises au niveau de la tumeur par réalisation
d’un séquencage haut débit directement a partir d’un échantillon tumoral est de plus en plus

pratiqué dans la prise en charge de cancer (111).

Le profil moléculaire des tumeurs est un élément fondamental de la médecine de
précision car il permet d'identifier une dérégulation de certaines voies impliquées dans la
cancérogenese pouvant étre ciblées de maniére thérapeutique. Pour le cancer de I’ovaire,
I’arrivée des inhibiteurs de PARP illustre bien cet avantage. Les inhibiteurs de PARP agissent
en empéchant la réparation des cassures simples brin de I’ADN qui, lors de la phase de
réplication, deviennent des cassures double brin. Ainsi, dans les cellules tumorales mutées dans
les genes BRCAL ou BRCA2, le mécanisme de réparation des cassures double brin par
recombinaison homologue étant déficitaire, des mécanismes de réparation alternes moins
fideles se mettent en place entrainant une augmentation importante des anomalies génomiques
jusqu’a la mort de la cellule. Ce synergisme est appelé 1étalité synthétique. Il est recommandé
de rechercher une mutation somatique de BRCA quand aucune mutation constitutionnelle n’a

été identifiée car environ 3 a 10 % des patientes avec un cancer de I’ovaire présentent une
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mutation somatique exclusive de BRCA, sans altération constitutionnelle (112) (113) (114)
(115) (116) Selon les données du Cancer Genome Atlas, 10-20 % des patients atteints d’un
cancer du sein triple négatifs sont porteurs d’une mutation BRCA délétére et 2-3 % portent une

mutation de BRCA acquise au niveau tumoral (117) (118).

Le géne le plus fréquemment muté dans les tumeurs est le géne TP53 (119). La
fréquence des mutations ponctuelles de TP53 est de 36 % dans le cancer du sein et a 91 % dans
le cancer de I’ovaire selon les données du TCGA (« The Cancer Genome Atlas »). Ainsi,
trouver une mutation pathogéne de TP53 au niveau tumoral est fréquent et ne doit pas faire

évoquer en premier lieu une mosaique de TP53 sans étre confirmé sur un autre tissu.

Concernant les autres mutations somatiques ponctuelles rapportées parmi les 12 genes
étudiés, les plus fréquentes dans le cancer du sein concernent les génes CDH1 et PTEN avec
des fréquences a 15 % et 7 % (TCGA). Dans le cancer de ’ovaire, I’autre géne le plus muté
apres TP53 toujours parmi les 12 génes est BRCA1 avec une fréquence de mutations somatiques

ponctuelles rapportées a 5,5 % (Données du TCGA).

b. Définition de ’ADN tumoral circulant

En cancérologie, différents bio-marqueurs protéiques relargués dans la circulation
sanguine par la tumeur sont utilisés pour suivre 1’évolution du cancer chez I’individu et en
particulier la réponse au traitement. Par exemple, dans le cancer de ’ovaire le biomarqueur
utilisé est le CA-125 (« Cancer Antigen-25 ») et dans le cancer du sein il s’agit du CA 15.3
(« Cancer Antigen-15.3 »). Cependant, I’expression de ces marqueurs est parfois peu élevée
voire nulle chez certains patients qui présentent pourtant des cancers avancés. Ainsi, ces
marqueurs ne peuvent permettre un suivi que des patients présentant un taux de marqueur
augmenté avant le traitement (120). Par ailleurs, I’expression de ces marqueurs peut aussi étre

augmentée dans des pathologies bénignes (121).

Une nouvelle génération de biomarqueurs plus spécifiques a été mise en évidence depuis
la découverte des altérations génétiques dans les tumeurs responsables de 1’initiation et de la
progression tumorale (122). L’étude des mutations somatiques acquises dans la tumeur est
désormais permise notamment avec ’arrivée du séquengage a haut débit. Dans les cellules non
tumorales, les mutations acquises sont en nombre négligeables. Ainsi, les mutations d’origine
tumorale offrent des perspectives intéressantes du fait de leur spécificité comme potentiels bio-

marqueurs pour le suivi des patients (122) ou comme potentielles cibles thérapeutiques .
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En 1869, Ashworth, un universitaire australien, découvrit des cellules tumorales
similaires dans le sang périphérique d'un patient atteint d'une maladie métastatique et proposa
pour la premiére fois le concept de cellules tumorales circulantes (123). Ces cellules tumorales
circulantes peuvent aussi étre détectées dans la circulation sanguine par des marqueurs

membranaires spécifiques détectés par immunohistochimie ou immunophénotypage (124).

L’ADN libre circulant a été décrit pour la premiére fois en 1948. Sa concentration
peut étre augmentée chez les patients atteints d'un cancer en raison de la présence d'une fraction
supplémentaire d'ADNtc, mais également dans d’autres situations physiologiques comme dans
les cas de traumatismes, d'infections, d’inflammations mais aussi chez la femme enceinte.
L’ADNtc est un fragment d'’ADN double brin, généralement sous la forme d'un complexe
protéique, dont la taille varie de 70 a 200 pb. Ce dernier est libéré dans la circulation sanguine
a partir des cellules tumorales par apoptose, par nécrose et méme de maniére active (125) (126)
(Figure 6). La quantité d’ADN circulant dans le sang des patients souffrant d’un cancer varie
considérablement, allant de 10 a 100 ng / ml, c’est-a-dire similaires & ceux des patients non
atteints de cancer a des taux atteignant les 5000ng d’ADN / ml de plasma (126) (127).
Cependant, des taux d’ADN significativement plus élevés ont été trouvés dans le sérum de
patients atteints d'une maladie métastatique par rapport a des patients non métastatiques (127) .
Par ailleurs, la clairance de I’ADN libre circulant n'est pas entiérement comprise. L’ADN libre

circulant a une demi-vie courte de moins de 2 h.
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Figure 6 : Représentation de ’ADN tumoral circulant (Image traduite de Rachel June
Wong, article issu de EuropeansBiotechnology, 08/08/2019 (128))

L’ ADNitc est retrouvée dans les fractions de sérum et de plasma sanguin. Le mécanisme de relargage de
I’ADN tumoral circulant n’est pas encore totalement élucidé. Il pourrait provenir de la sécrétion, de la
nécrose et/ou de 1’apoptose des cellules tumorales.

Abréviations : GR : Globules rouges ; ADNtc : ADN tumoral circulant ; CT : cellules tumorales ; C:
cellules

c. Techniques de détection de ’ADN tumoral circulant

Afin de quantifier ’ADNtc d’un patient, un prélevement de sang total sur tube EDTA
(Ethyléne-Diamine-Tétra-Acétique) est possible mais dans ce cas, il est nécessaire d’isoler le
plasma des cellules circulantes car autrement, I’ADN{tc sera contaminé par I’ADN génomique
issu de la lyse cellulaire. Ainsi, il existe des tubes spécifiques tels que les tubes STRECK® qui
empéchent la lyse cellulaire et permettent ainsi une conservation plus longue du prélévement
avant sa prise en charge. L’isolation du plasma nécessite une centrifugation douce dans un
premier temps pour éliminer les cellules sans les lyser puis une centrifugation plus rapide afin

de retirer les débris cellulaires. L extraction se fait avec des kits dédiés aux petits fragments.
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A T’origine, les méthodes de détection de I’ADNtc étaient des techniques ciblées. Ainsi,
soit il fallait identifier la mutation dans la tumeur primitive pour la rechercher dans le sang, soit
seules des mutations hotspot bien définies et conférant par exemples des résistances au
traitement étaient recherchées. Parmi ces méthodes ciblées, des techniques telles que la digital
PCR (dPCR) permettant une quantification absolue de I’ADNtc peuvent descendre a un niveau
de sensibilité trés bas (129). La méthode dPCR la plus courante est la « droplet digital PCR »
(ddPCR), caractérisée par la discrétisation et I'amplification de chaque matrice d'ADN dans des

gouttelettes d'émulsion simples.

Cependant, depuis plusieurs années, une recherche plus globale est non ciblée de
1’ ADNITtc est rendu possible grace a ’arrivée du séquencage a haut débit. L’avantage principal
de cette technique est de permettre la recherche de I’ensemble des mutations somatiques d’un

panel de genes jusqu’a I’étude de 1’exome (130).

d. Applications en cancérologie

L’une des applications les plus immédiates de I’ADNc est appelée « biopsie liquide »
(131). L’avantage de la biopsie liquide par rapport a la biopsie solide (ou d’organe) est qu’il
s’agit d’'une méthode non invasive, répétable, permettant un suivi (130) notamment de la
réponse au traitement et reflétant I’ensemble de la tumeur.
En effet, les biopsies de tumeurs ou de blocs sont parfois difficiles voire impossibles a obtenir
en cas de localisation non opérable et ne sont pas toujours de bonne qualité.

Bettegowda et al., ont montré par 1’étude en digital PCR de 641 patients atteints de
divers types de tumeurs que la quantité d’ADNtc détecté dans le plasma est corrélée a la taille
de la tumeur et au caractere métastatique de la maladie. Par ailleurs, ils ont aussi montré que

les taux d’ADNtc dépendent de la localisation initiale de la tumeur (Figure 7) (127).
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Figure 7: Graphique représentant la quantité d’ADN muté en fonction du type de cancer
(Image issue de Bettegowda et al., 2014 (132))

Les barres d'erreur représentent I'intervalle de confiance de 95 % de la moyenne. Les cancers encadrés
en rouge sont ceux qui nous intéresseront particulierement pour notre étude.

Dans le cadre du cancer du sein, les études de ’ADNtc sont assez récentes (133). Par
exemple, Dawson et al. ont montré un intérét a la détection de I’ ADNTtc dans le cancer du sein.
Sur les 69 patientes évaluées, I’ADNTtc était détecté chez 41 %, 20 % et 5 % des patientes avant
chimiothérapie adjuvante, aprés 2 semaines de traitement et juste avant la chirurgie,
respectivement. La détection de I’ADNtc avant chimiothérapie néoadjuvante était
significativement associée a un age avancé et a un statut ER (« Estrogen receptor ») négatif.
Enfin, la détection de ’ADNtc avant chimiothérapie néoadjuvante était associée a une
probabilité moindre d’atteindre une réponse compléte (134). De nombreuses autres études ont
montré les nombreux intéréts a la recherche de I’ADNtc dans le cadre du cancer du sein pour

le suivi, la classification pronostique et la mise en place d’un traitement ciblé (135).
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La quantité d’ADNtc libéré dans le cancer de 1’0vaire est plus important en moyenne
que dans le cancer du sein (132). L’une des applications évidentes a la recherche d’ADNtc dans
le cancer du sein et de ’ovaire est de rechercher la présence de mutations somatiques ou
constitutionnelles des génes BRCA1 et BRCA2 orientant dans les deux cas vers 1’indication
d’une thérapie par inhibiteur de PARP. Ainsi Ratajska et al ont détecté des mutations de BRCAL
et BRCA2 chez 30 patientes sur 121 atteintes de cancer de 1’ovaire (24,8 %) incluant 22
mutations germinales, 7 mutations exclusivement somatiques et une patiente porteuse a la fois
d’une mutation constitutionnelle et d’une mutation somatique (136). Ainsi, lorsque ’accés a la
tumeur n’est pas possible ou lorsque I’ADN tumoral n’est pas amplifiable, cette option parait
une stratégie prometteuse. Par ailleurs, elle permettrait une analyse a la fois constitutionnelle et

somatique en un seul temps optimisant ainsi la prise en charge thérapeutique.

2. L’hématopoiése clonale

a. Définition de I’hématopoiése clonale

L HC se réfeére généralement a toute expansion clonale de cellules hématopoiétiques,
détectée par n'importe quelle méthode. Elle n'est pas connue pour avoir une implication clinique
ou pronostique. L’HC de potentiel indéterminé (CHIP) est I'HC qui concerne des mutations
récurrentes dans les genes associés aux hémopathies malignes tels que DNMT3A, TET2, JAK2,
SF3B1, ASXL1, TP53, CBL, PPM1D (Figure 8). Ces clones doivent étre détectés a une VAF
d'au moins 0,02 chez 'adulte sans antécédents connus d’hémopathie maligne (137). Ainsi, les
conséquences cliniques néfastes de ’HC sont influencées a la fois par le type de mutation

génétique présente dans le clone et par le nombre de cellules composant le clone (138).

36



Population et fréquence

Geénes mutés

Association

Mutations les plus communes

DNMT3A, TET2, ASXL1

Mutations driver dans les SMD
(Syndrome myélodysplasique) /
leucémie ; toutes codent pour
des régulateurs épigénétiques
ou chromatiniens qui peuvent
conférer aux CSH un avantage
de croissance ou de survie.

-> Associés a la fois a un risque
de progression vers la maladie
hématopoiétique et a des
événements vasculaires

dans la  population non
sélectionnée
Mutations communes aprés

traitement cytotoxique

TP53, PPM1D

Facteurs de risque importants de

néoplasie myéloide liée au
traitement.
I s’agit de  mutations

préexistantes sélectionnées par
le traitement anticancéreux.

Autres mutations retrouvées un
peu moins communes

Facteurs d’épissages (SF3B1,
SRSF2, U2AF1..), EZH2,
RUNX1, JAK2, MPL, Voie
RAS, Complexe des cohésines,
CUX1, ATM, GATA2, WT1,

Risque néoplasique variable.
Certaines mutations peuvent
conduire a une expansion
clonale avec un seul événement,
dautres ne le  peuvent

ETV6, IDH1, IDH2, PHF6 probablement pas.

Tableau 2 : Génes les plus fréguemment mutés dans la CHIP (Tableau adapté de Gibson
et Steensma, 2018 (138))

Abréviations : CHS : cellules souches hématopoiétiques

b. Recommandations en termes de diagnostic et de suivi

Dans 1’ensemble des études réalisées jusqu’a maintenant, la détection d’une CHIP est
associée a une augmentation de la mortalité par rapport au groupe contrdle apparié¢ sur 1’age
(138). Le risque de progression de la CHIP vers une hémopathie maligne est de 0,5 % a 1 %
par an (137).

Le séquengage de nouvelle génération étant désormais bien intégré, il est devenu
relativement facile d'un point de vue technique d'identifier les patients ayant une HC.
Cependant, a I’heure actuelle, il n’est pas recommandé de dépister la CHIP chez des personnes
asymptomatiques car il n’existe pas de mesure préventive évitant I’apparition éventuelle d’une
hémopathie maligne. De méme, lorsque cette CHIP est détectée par « accident » lors de la
réalisation d’un séquencage a haut debit pour une autre recherche, la détection de ce clone ne

modifie pas la prise en charge du patient.
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VIIl.  Objectifs de la these

L’objectif de 1’étude est de déterminer la fréquence et la signification de la détection de
variants pathogénes de VAF faibles détectés par séquencage a haut débit dans le cadre du
diagnostic moléculaire des prédisposition aux cancers du sein et de I’ovaire depuis un an au
sein du laboratoire du CFB a Caen. En effet, le principal but de 1’étude est d’éliminer la présence
d’une mosaique chez les cas index qui impliquerait une surveillance adaptée pour le patient
porteur et un risque de transmission du variant a la descendance. L’objectif secondaire est
d’établir un protocole simple en cas de détection de ces variants de faible VAF pour identifier
les vraies mosaiques constitutionnelles. Enfin, le dernier objectif est d’évaluer si les variants a
faible VAF pourraient faire 1’objet d’une recommandation pour le diagnostic constitutionnel de

prédisposition au cancer du sein et de 1’ovaire.
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PATIENTS ET METHODE

1. Population étudiée

La population étudiée concerne I’ensemble des patients ayant bénéficié d’une analyse de
séquencage a haut debit avec le panel HBOC 12 genes pour la recherche de prédisposition aux
cancers du sein et de I’ovaire au sein du laboratoire du CFB a Caen de mai 2018 a mars 2019.
Au total, 2007 femmes ont été incluses dans 1’étude. L’ensemble des patientes ont signé un
consentement pour la réalisation d’un test génétique pour la recherche de prédisposition au

cancer du sein et de 1’ovaire.

Pour les patients présentant un variant a VAF pathogene ou probablement pathogéne
des analyses complémentaires étaient effectuées dans le cadre du diagnostic moléculaire. Un
courrier était envoyé aux prescripteurs afin d’accéder au prélévement tumoral (inclus en

paraffine) du patient.

Aussi, cette demande permettait de colliger des informations complémentaires
concernant notamment 1’état clinique du patient au moment du prélévement, en particulier s’il

était en début de traitement, en rechute ou en rémission.

2. Recherche de variant constitutionnel par séguencage a haut débit

L'ADN des patients a été extrait du sang périphérique et des frottis jugaux a 1'aide d’un
robot Qiagen QIAsymphony™ SP par la méthode « DNA BLOOD 400 V6 DSP ». Les ADN
extraits ont ensuite été dosés selon la technique Qubit a I’aide du robot Beckman Biomek FX®.
L’ADN a été traité par sonification a 1’aide d’un Covaris S2 (Covaris®, MS). Les échantillons
ont été préparés avec un SPRIworks HT (Beckman®). Les adaptateurs Illumina ont été
remplacés par des adaptateurs indexés (NEB®, Milan, Italie) publiés antérieurement par
I’équipe de Huentelman (142). La préparation des librairies a été effectuée avec le Kit
d’enrichissement Sureselect (Agilent®, Santa Clara, CA). Le panel de génes utilisé au
laboratoire du CFB est représenté ci-dessous. Seuls les genes de rang A et B sont rendus dans
un cadre diagnostique et accrédités selon la norme 1SO15189 (Tableau 3). Seuls ces 12 genes

étaient analysés pour cette étude dont le principal objectif était diagnostique.

Pour chacun des 12 genes, I’ensemble des exons et au moins les 20 premicres bases et
les 20 derniéres bases de 1’intron étaient couverts par la capture. Le processus d'enrichissement

a été réalisé conformément a Kenny et al- (138, 139). Le protocole a été robotisé sur un Biomek
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FX®. Les bibliotheques ont été séquencées sur un NextSeq 500 (lllumina®, San Diego,
Californie) en utilisant le programme paired-end 2 x150 pb. Concernant I’analyse bio-
informatique des données génerées par le séquencage, le démultiplexage a été effectué avec
CASAVA Suite v1.8, I’alignement par BWA 0.7.12(143) et la recalibration des fichiers BAM
avec la suite ine GATK(144) v3.3 pour produire des fichiers BAM, conformément aux

recommandations du Broad Institute.

Le variant caller Outlyzer v.2 a été utilisé pour la détection des SNV et des indels car il
a une bonne sensibilité pour détecter les variants de faible ratio allélique (62). Les variants ont
été annotés avec Alamut-Batch (Interaction Biosoftware). Le génome utilisé est I"'Homo
sapiens, hgl9. Les régions exploitées pour le diagnostic moléculaire des prédispositions au
cancer du sein et de ’ovaire sont les régions codantes et les régions autour de celle-Ci (-

20pb/+10pb dans les introns).

GENE TRANSCRIT RANG GENE TRANSCRIT RANG
ANALYSE ANALYSE
ATM NM_000051 Cc MUTYH NM_001048171 C
BAP1 NM_004656 Cc NBN NM_002485 C
BARD1 NM_000465 Cc PALB2 NM_024675 A
BRCA1 NM_007294 A PMS1 NM_000534 C
BRCA2 NM_000059 A PMS2 NM_000535 B
(uniquemen
BRIP1 NM_032043 Cc t exons 6-7-
CDH1 NM_004360 B 8-10)
PTEN NM_000314 B

CDKN2A NM_000077 C

- RAD50 NM_005732 C
CDKN2A NM_058195 Cc

- RAD51 NM_001164269 C
CHEK2 NM_001005735 C

- RAD51B NM_133509 C
FAM175A NM_139076 Cc

- RAD51C NM_058216 A
HOXB13 NM_006361 Cc

- RAD51D NM_002878 A
INHA NM_002191 Cc

- RINT1 NM_021930 C
INHBA NM_002192 o

- STK11 NM_000455 C
MLH1 NM_000249 B

- TP53 NM_000546 B
MLH3 NM_001040108 C

- XRCC2 NM_005431 C
MRE11A NM_005591 C

- XRCC3 NM_001100119 C
MSH2 NM_000251 B
MSH6 NM_000179 B

Tableau 3 : Liste du panel 34 genes réalisé dans le cadre du panel HBOC au laboratoire.
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3. Sélection des variants a partir des données de séquencage

La recherche des variants ayant un faible ratio allélique a été réalisée a partir
d’extractions de la base de données CanDiD (« Cancer Diagnostic Database ») développée au
laboratoire. 11 s’agit d’une base de données interfacée qui stocke I’ensemble des variants
annotés appelés par les variant-caller a chaque série de patient. L’interface permet 1’écriture de
pipeline de validation basée sur des successions de requétes standardisées et validées,
permettant de filtrer et sélectionner les variants utiles au diagnotic des patients testés. Pour
cette étude il a été rédigé une requéte interrogeant les variants appelés par Outlyzer pour la
détection des variants de faible ratio allélique. Par ailleurs, seuls les variants des 12 genes du
panel HBOC ayant un ratio allélique compris entre 3 % et 35 % ont été sélectionnés. Concernant

les données recueillies pour chaque variant, nous avons choisi d’appeler les données suivantes :

- Le nom du variant avec le coding name c. et le proteine p.

- Le nom du géne et la séquence de référence

- Lafraction allélique du variant (VAF)

- Laprofondeur de séquencage soit le nombre de reads lus a la position du variant

- Le nombre de reads mutés lus en Forward et en Reverse

- Les données gnomAD et EXAC de fréguence dans la population du variant

- Les données de prédictions protéiques : le score Align GVGD (145) (146), le score
Phred (147) (148) et le score CADD (149)

- Les données de prédictions sur 1’épissage : les scores MES, SSF et le score SPICE qui
combine les scores MES et SSF(150)

- L’interprétation du variant par InterVar (151) qui est un logiciel de bioinformatique qui
pré-classe les variants selon les directives de ’ACMG 2015 en « bénin », «
probablement bénins », « signification incertaine », « probablement pathogéne » et
« pathogene» a partir d’un fichier annoté généré par ANNOVAR.

- Les annotations privées du laboratoire lorsque les variants avaient déja été analysés

antérieurement

Les variants extraits de CanDiD avec les criteres de filtre détaillés ci-dessus étaient
traités sur un tableur Excel par série de patients. Une série correspondait aux patients recus en
une semaine soit une soixantaine de patients en moyenne. Les filtres étaient effectués de la

facon suivante :
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(1) Les variants redondants observés chez plus d’un patient dans la série étaient retirés. Cela

permettait notamment d’enlever les faux positifs récurrents.

(2) Un filtre était appliqué pour retirer les variants classés 1 ou 2 par le LBGC score qui

correspondait a des SNP (« Single Nucleotide Polymorphism »).
(3) L’ensemble des séries de variants €étaient réunies pour €liminer les nouvelles redondances.

(4) Un dernier filtre était appliqué pour éliminer les variants présents sur moins de 8 reads ou

observés dans un seul sens (en forward ou reverse) grace a la balance allélique.

(5) Enfin, les variants du géne PMS2 hors des exons 6, 7, 8 et 10 étaient aussi retirés de la
sélection car ces zones correspondent au pseudogéne du gene PMS2 et le ratio allélique
déséquilibré a certainement plus de probabilité d’étre expliqué par la capture et le s€quencage

du pseudogene qu’a une véritable mosaique.

Enfin, les variants restants étaient explorés un par un sur Alamut Visual, UMD-BRCA1
et 2, Insight pour les genes MMR et classés selon les critéres de I’ACMG (65) afin de ne garder
que les variants pathogenes ou probablement pathogénes. La base de données IARC
(« International Agency for Research on Cancer ») a été utilisée pour interpréter les variants de
TP53, en particulier les résultats des analyses fonctionnelles(152). Un variant rare de PTEN de
classe 3 ne semblant pas délétére par les outils de prédiction a aussi été exploreé car les variants
exoniques de PTEN sont rares dans la population générale contrairement aux autres géenes
étudiés. Et, il nous paraissait intéressant d’étudier la présence ou non de ce variant sur la tumeur
afin de contribuer a sa classification. Afin d’éliminer la sélection de variants dus a une
éventuelle cross-contamination, c¢’est-a-dire la contamination d’un échantillon entre les séries
ou dans une méme série, chaque variant a été recherché dans la base de données de CanDiD
afin de vérifier s’il n’aurait pas été détecté a 1’état hétérozygote chez un autre patient d’une

méme série ou d’une série effectuée peu de temps avant la série du patient concerné.

4. Analyse par séquencage a haut débit des blocs tumoraux

Les blocs recus inclus en paraffine étaient extraits sur Qiacube avec le kit QlAamp®
DNA FFPE tissu (QIAGEN®) apres découpage de copeaux au microtome. Une vérification du
pourcentage de cellules tumorales sur lame a partir d’une coloration a I’hématoxyline €osine
safran était effectuée. Si possible du tissu sain avoisinant était extrait apres détourage du bloc

tumoral inclus en paraffine. Onze échantillons de tumeurs inclus en paraffine provenant de 11
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patientes dont 8 cancers de I’ovaire, 3 tumeurs du sein et 1 tumeur du colon ont pu étre analysées
par séquencage a haut débit. La préparation des librairies a été réalisee par Agilent SureDesign
(Agilent®, Santa Clara, Californie, Etats-Unis). Les régions d'intérét ont été capturées avec le
protocole SureSelect XT (Agilent, Santa Clara, Californie, Etats-Unis) et séquencées sur
Illumina Miseq (lllumina, San Diego, Californie, Etats-Unis) a l'aide du programme pair-end 2
x 150 pb. L’analyse bio-informatique des données genérées par le séquencage, le
démultiplexage a été effectué avec 1’alignement par BWA 0.7.12 (143) et la recalibration des
fichiers BAM avec la suite GATK v3.3 (144) pour produire des fichiers BAM, conformément
aux recommandations du Broad Institute. Le variant caller utilisé pour 1’analyse était Outlyzer
V2.

5. Détermination de la taille des ADN extraits et purification des ADN des hauts poids et
bas poids moléculaire.

L’ensemble des 21 échantillons d’ADN issus de prélévements sanguins ayant un variant
d’intérét ont été analyses en 2200 Tapestation® a 1’aide du kit D1000 ScreenTape® (Agilent®)
selon les recommandations du fabricant. Cette technique permet a la fois d’obtenir la taille de

fragment d’un échantillon ainsi que leur concentration.

Lorsque I’analyse en Tapestation montrait la présence de fragments de petites tailles,
une electrophorese en gel d’agarose a 1 % a 110 V et 70mA était effectuée afin de separer les
fragments d’ADN en fonction de leur taille. Une photographie du gel était effectuée sur le
ChemiDoc® Imaging system a I’aide du logiciel Image Lab4.1 (Biorad®). Ensuite, un
découpage des bandes d’intérét était effectué a 1’aide d’un scalpel et d’une lampe a UV
(UltraViolet). Les fragments de taille inférieure a 500 pb étaient découpés ensembles lorsqu’il
était difficile de discriminer visuellement de maniere précise la taille des fragments du fait de
leur faible concentration dans le gel. En revanche, pour un échantillon pour lequel les fragments
de petite taille étaient facilement distincts, il a été possible de séparer les fragments de taille de
150 pb et ceux a 200 pb. Enfin, la purification de ’ADN contenu dans les bandes de gel
d’agarose était effectuée avec le kit NucleoSpin® Gel PCR Cleanup (Macherey-Nagel) selon
les recommandations du fabricant en vue de la réalisation ultéricure d’une analyse Snapshot.

L’ADN était conservé ensuite a -20°C avant son utilisation.
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6. Analyse Sanger

Parmi les 23 variants d’intéréts détectés chez 21 patients, 10 échantillons d’ADN issus
de prélevements sanguins ont été analysés par la technique de séquencage par Sanger car la
fréquence allélique a laquelle ils étaient détectés était supérieure a 10 %. Les variants pour
lesquels la VAF était inférieure a 10 % n’ont pas été explorés par Sanger a cause de la limite
de détection de cette technique. Lorsqu’un frottis jugal était disponible, le séquengage par

Sanger a également été réalisé sur ce prélevement.

Les réactions de PCR en vue du séquencage Sanger ont été réalisées avec les amorces
décrites dans le tableau 4. Le mix de PCR de 21 pL comportait 1,9 mM de MgCl. (Applied
Biosystems®), 760 pM de dNTPs (« desoxyribonucleotide triphosphate ») (Applied
Biosystems®), 0,8 X de tampon (Applied Biosystems®), 0,5 uM d’amorce et 0,85 U de Taq
Gold (Applied Biosystems®) et de 1’eau stérile auquel était ajoutée 4 pLL d’ADN extrait dont la
concentration est comprise entre 1 et 30 ng/puL. Le programme de PCR comportait une
activation de I’enzyme a 95°C pendant 10 minutes suivie de 26 cycles de gradient de
température comportant 20 secondes a 94°C, 20 s 63°C (-0,5°C par cycle), et 45 s a 72°C enfin
20 nouveaux cycles étaient réalises, composes de 20 s a 94°C, 20 sa 50°C et 45sa 72 °C suivie
par une étape finale d’extension a 72°C pendant 7 minutes. Le produit de PCR était purifié¢ avec
le kit Illustra™ ExoProStar™ selon les instructions du fabricant. Le séquencage était réalisé en
utilisant des amorces universelles avec le kit de séquencage Big Dye Terminator v1.1 (Applied
Biosystem®) dans les conditions suivantes : 3uL de mix, 6 pL d’amorce a 0,5 uM et 1uL de
produit de PCR purifié. Le cycle de séquencage comportait une étape de dénaturation initiale a
96°C pendant 1 minute suivie de 25 cycles comportant les étapes suivantes : 10s a 96°C, 5s a
50°C et 30s a 60°C dans un thermocycleur Eppendorf Mastercycler pro S (Applied
Biosystem®). Le produit de séquencage était purifié en bille Séphadex G-50 Superfine Part
(GE Healthcare) et la séparation réalisée par électrophorése capillaire sur un séquenceur ABI
3130xI Genetic Analyzer (Applied Biosystems®) avec un capillaire de 36 cm et un polymeére
POP-7™. L’analyse des séquences a été effectuée avec le logitiel Sequencing Analysis
Software v.5.4 (Applied Biosystems®/Life Technologies, Foster City, CA).
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Geéne Position des Amorce Forward Amorce Reverse Taille

variants de
explorés I’amplicon
BRCA1 898 GGCATCCAGAAAAGTATCAGG TTTTTTTCTGTGCTGGGAGTC 250 pb
TP53 427,470,526, GAGGTGTAGACGCCAACTCT GGTCAAATAAGCAGCAGGAG 627 pb
589, 659
TP53 742 TTGCCACAGGTCTCCCCAA GTGATGAGAGGTGGATGGGTA 290 pb
GTAGTATG
TP53 817, 839 AAGGGTGGTTGGGAGTAGAT TGTCTTTGAGGCATCACTGC 532 pb
PTEN 698 AAATCGTTTTTGACAGTTTGACA  GCTTTTAATCTGTCCTTATTTTG 295pb

Tableau 4 : Amorces utilisées pour ’amplification en vue du séquencage Sanger

Une queue M13 a été ajoutée a I’ensemble des amorces afin de pouvoir réaliser la réaction de séquencage
avec des amorces universelles utilisées au laboratoire et s’hybridant avec ces queues M13.

7. Technique Snapshot

Le Snapshot a été mis au point pour 1I’¢tude au laboratoire pour diminuer le seuil de
détection des variants a VAF faible par rapport au Sanger et permettre 1’analyse des frottis
jugaux non séquencables par la technique NGS. Les tests ont été effectués sur I’ensemble des
échantillons disponibles des 21 patients soit si possible le sang, le frottis buccal et I’ADN issu
du bloc tumoral afin de confirmer la présence du variant et de quantifier de maniére relative
I’allele muté par rapport a I’alléle sauvage entre les différentes origines de prélevement chez un

méme patient.

La technique Snapshot consiste tout d’abord a effectuer une PCR afin d’amplifier la
séguence comportant la variation génétique. Ensuite, une amorce complémentaire dont
I’extrémité 3’ est située juste en amont du variant est ajoutée afin de réaliser une polymérisation
d’un didésoxynucléotide triphosphate (ddNTP) marqué complémentaire du brin matrice a partir
de I’extrémité 3’ de I’amorce (extension d’amorce). Le ddNTP forme, en effet, une liaison ester
entre le groupe 3'OH de I'amorce et le groupe 5'P du ddNTP. Cependant, la réaction s’arréte
apres la liaison du ddNTP car ce dernier ne posséde pas de complexe 3’OH libre permettant la
liaison d’un nouveau ddNTP. L’ajout du ddNTP provoque ainsi ’arrét de 1’élongation. Pour
détecter la liaison du ddNTP, les différents types de ddNTP sont marqueés par des fluorochromes

différents.

Les produits de la réaction d’extension d’amorce subissent une électrophorése sur un
séquenceur a capillaire automatique. La taille de ces produits d’extension correspond a la taille

de I’amorce d’extension plus le ddNTP ajouté. Un laser excite le fluorochrome et une caméra

46



capture 1I’émission de fluorescence pour obtenir un ¢électrophorégramme apres analyse des
données brutes. Enfin I'électrophorégramme obtenu est comparé a celui d'un sujet contréle de
maniére a identifier toute modification du profil. Lorsqu’il y a une variation chez un individu,
on observe sur I’¢électrophorégramme deux pics de couleurs différentes migrant a la méme taille,

I’un correspondant au brin muté et I’autre au brin sauvage (Figure 9).

a)

Alléle sauvage:

queue de I'amorce ==

(taille de I"'amorce 60pb) G ddNTP marqué

CTAACGTAACGTAACGGAA K
TGCTTTGACCGACGATTTGAACTTGATTGCATTGCATTGCCTTGCGCACACATTGCCA

Allele muté : ‘

ueue de |'amorce
[ —- ]

(taille e I'amorce 60pb) \ ddNTP marqué
T

CTAACGTAACGTAACGGAA K
TGCTTTGACCGACGATTTGAACTTGATTGCATTGCATTGCCTTGAGCACACATTGCCA

b)

800

|

200 ‘

Figure 9 : Exemple de représentation d’une réaction d’extension d’amorce (Snapshot)

a) Les sondes d’extension se fixent sur le brin matrice et un ddNTP marqué est incorporé. Le
ddNTP G marqué par le dR110 visible en bleu se fixe sur 1’alléle sauvage tandis que le ddNTP
T marqué par le dROX™ visible en rouge se fixe sur I’alléle muté

b) Résultat de I’électrophorégramme obtenu avec un pic bleu représentant 1’alléle sauvage et un
pic bleu représentant 1’alléle muté. Le marqueur de taille marqué au LIZ est visible en orange.

Les pics sont bien a la taille attendue soit aux environs de 60 pb qui est la taille de 1’amorce
d’extension.
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Le protocole de PCR initial ainsi que la purification du produit de PCR étaient identiques
a celui détaillé plus haut pour la réalisation du séquencage Sanger. Seules les amorces utilisées
étaient différentes. En effet, afin de pouvoir réaliser une amplification des ADN issus des blocs
tumoraux, des amorces ont été dessinées dans le but d’obtenir des produits d’amplifications de
150 pb environs compatibles avec les petits fragments d”’ADN extraits ou purifiés. Ces amorces
sont représentées dans le tableau 5. En effet, les ADN issus des blocs tumoraux sont dégradés

et plus courts que les ADN issus des prélévements sanguins.

Localisation de Amorce Forward Amorce Reverse Taille de
I'amorce I'amplicon
BRCA1PCR 898 AGCTGAGAGGCATCCAGAAA AGCCAGGCTGTTTGCTTTTA 179

TP53 PCR 814-844 GCCTCTTGCTTCTCTTTTCC GTGAGGCTCCCCTTTCTTG 166

TP53 PCR 711-742 TTGGGCCTGTGTTATCTCCT GGCTCCTGACCTGGAGTCTT 147

TP53 PCR 659 GTGGAAGGAAATTTGCGTGT CTTAACCCCTCCTCCCAGAG 120

TP53 PCR 577-589 GTCCCCAGGCCTCTGATT TAGGGCACCACCACACTATG 137

TP53 PCR 517-526 CGCCATGGCCATCTACAA AACCAGCCCTGTCGTCTCT 123

TP53 PCR 455-470 AGTACTCCCCTGCCCTCAAC CTCACAACCTCCGTCATGTG 148

TP53 PCR 406-427 TGCCCTGACTTTCAACTCTGT GCTGTGACTGCTTGTAGATGG 167

TP53 PCR 321 CTGGCCCCTGTCATCTTCT AACTGACCGTGCAAGTCACA 113
PTEN PCR 601 GCTACCTGTTAAAGAATCATCTGGA GGAAGGATGAGAATTTCAAGCA 126
PTEN PCR 698 TGCAGATCCTCAGTTTGTGG CACACACAGGTAACGGCTGA 122

Tableau 5 : Amorces d’amplification pour la technique Snapshot.

Une queue M13 a été ajoutée a I’ensemble des amorces afin de pouvoir réaliser des Sanger avec les
amorces universelles utilisées au laboratoire et s’hybridant sur ces queues M13.

L’analyse Snapshot a été réalisée en utilisant le kit Snapshot Multiplex (Aplied
Biosystem®). Le mix de séquengage comportait 1,5 ul d’eau stérile, 5 ul de Snapshot Multiplex
reaction Mix, 0,5 ul de Primer d’extension a 2 uM et 3 pl d’amplicon. Par ailleurs, les amorces
d’extension spécifiques des variants trouvés sont représentées dans le tableau 6. Parfois,
I’amorce choisie était complémentaire a la s€équence située en aval du variant sur le brin reverse,
lorsque la zone d’amont comportait une stretch par exemple. Les couleurs des pics
correspondent dans ces cas a la séquence reverse et non a la séquence en forward. Le cycle de
séquencage comportait une étape de dénaturation initiale a 96°C pendant 1 minute suivie de 25
cycles avec les étapes suivantes : 10 s a 96°C, 5s a 50°C et 30s a 60°C dans un thermocycleur
Eppendorf Mastercycler pro S (Applied Biosystem®).
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CHIP MDS AML

Background mutations
unrelated to hematopoietic expansion

Early mutations that initiate
clonal expansion

e.g. TET2, DNMT3A, GNAS,
ASXL], JAK2, SF38B1, PPMID

Clonal
Size 2

Cooperating mutations
that contribute to disease features

e.g. RUNX1, IDH1, IDH2,
U2AF1, KRAS, NRAS, STAG2,
CEBPA, NPMI, FLT3

Y

Time

Figure 8 : La CHIP précurseur des néoplasie hématologiques (Image de Steensma et al.,
2015 (137))

Représentation de 1’évolution dans le temps d’un clone hématopoiétique vers une néoplasie myéloide
avec acquisition de mutations initiatrices ou « driver » de couleur saumon initiant I’expansion du clone,
des mutations acquises plus tardivement et favorisant la survie et I’expansion du clone en rose et bleu
tandis que les autres mutations sont des mutations passageres ne favorisant pas le clone.

En 2014, trois études importantes ont permis une compréhension de I’HC en utilisant
des données de séquencage de nouvelle génération issues d'études visant a répondre a d'autres
questions (138). Deux de ces études portaient sur le séquencage d'exome visant a identifier les
variants constitutionnels augmentant le risque de diabete (139) et de schizophrénie (140), tandis
qu'une troisiéme incluait des échantillons de sang de contrdle associés a un séquencage d’exome
de tumeurs solides réalisé pour le TCGA (141). Chaque étude comprenait ainsi des milliers de
sujets. Les geénes principalement concernés par I’HC de potentiel indéterminé sont ainsi

représentes dans le tableau 2.
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Nom des amorces

Séquence (+ ajout d’une queue)

Taille de ’amorce

BRCAL_Snap_898 GCTTTTATTACAGAATTCAGCCTTTT  71pb
TP_53_Snap_c.321 ACCTACCAGGGCAGCTA 57 pb
TP_53_Snap_c.406 CCTCAACAAGATGTTTTGC 59 pb
TP_53 Snap_c.421 CCAACTGGCCAAGACC 56 pb
TP_53 Snap_c.427 ATCAACCCACAGCTGCA 57 pb
TP_53_Snap_c.455 GGGTTGATTCCACACCCC 58 pb
TP_53 Snap_c.470_471 GTAGATGGCCATGGCGCG 58 pb
TP_53 Snap_c.517 CAGCACATGACGGAGGTT 58 pb
TP_53_Snap_c.526 GGAGGTTGTGAGGCGC 56 pb
TP_53_Snap_c.577 TCTGGCCCCTCCTCAG 56 pb
TP_53_Snap_c.578 CTGGCCCCTCCTCAGC 56 pb
TP_53_Snap_c.589 ACACGCAAATTTCCTTCCA 59 pb
TP_53_Snap_c.659 ATAGTGTGGTGGTGCCCT 58 pb
TP_53 Snap_c.711 CACCATCCACTACAACTACAT 61 pb
TP_53 Snap_c.715 ATCCACTACAACTACATGTGT 61 pb
TP_53_Snap_c.742 GGTGAGGATGGGCCTCC 57 pb
TP_53 Snap_c.814 GACGGAACAGCTTTGAG 57 pb
TP_53 Snap_c.817 CAGGACAGGCACAAACAC 58 pb
TP_53 Snap_c.818 CCAGGACAGGCACAAACA 58 pb
TP_53_Snap_c.839 CTCTGTGCGCCGGTCT 56 pb
TP_53_Snap_c.844 GCCTGTCCTGGGAGAGAC 58 pb
PTEN_Snap_c.601 GTTGTTTCACAAGATGATGTTT 62 pb
PTEN_Snap_c.698 CCAATTCAGGACCCACAC 58 pb

Tableau 6 : Amorces d’extension utilisées pour la technique Snapshot

Une queue comportant la répétition de la séquence cgttagatag qui est une séquence de virus a été ajoutée
pour les amorces des variants PTEN et TP53 dans le but d’augmenter la taille du produit d’extension
afin qu’il ne migre pas en début de capillaire et soit de moins bonne qualité. Elle a été utilisee par
1’équipe de Renaux Petel et al., 2017 (94). Pour le variant BRCAL, il s’agissait d’une queue polyA (x45).

Les produits d’extension ont été traités avec 1 U de SAP (« Shrimp Alkaline
Phosphatase ») a 37°C pendant 60 minutes et 75°C pendant 15 min. 0,5ul du produit
d’extension ont ensuite été dilués dans 10 ul d’Hi-Di (« highly de-ionized ») formamide et 0,3
Ml de GeneScan-120LIZ size standard (Applied Biosystems®), le marqueur de taille. L’étape
de dénaturation s’est faite a 95°C pendant 5 min avant analyse sur le séquenceur ABI 3130
Genetic Analyzer (Applied Biosystems®) sur un capillaire de 36 cm et avec un polymeére POP-
7. L’analyse des résultats a été effectuée avec le logiciel GeneMarker V.2.2.0. Les différents

fluorochromes utilisés pour le marquage des ddNTP sont décrits dans le tableau 7.
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ddNTP Fluorochrome Couleur du pic obtenu sur

I’électrophorégramme
A dR6G Vert
C dTAMRA™ Noir
G dR110 Bleu
T dROX™ Rouge

Tableau 7 : Différents fluorochromes utilisés pour le marquage des ddNTP pour la
technique Snapshot

8. Analyse statistique

Dans un échantillon de cas index diagnostiqués avec un cancer du sein ou de 1’ovaire,
des associations entre la présence de variants déléteres a faible fréquence allélique (hors
mosaique et hors ADNtc documentés) et différents facteurs ont été recherchées. Ces
associations ont ét¢ mesurées a 1’aide du test non paramétrique de Wilcoxon-Mann-Whitney
pour les facteurs quantitatifs et du test exact de Fisher pour les facteurs qualitatifs. Le seuil de

significativité retenu était de 5 %.

Etant donné les corrélations entre ces différents facteurs et afin d’estimer leurs effets
propres, une analyse en regression logistique avec sélection backward des variables a été
réalisée. Cette méthode permet de mettre en évidence des effets propres aux facteurs. Le modéle
final présente donc les effets de chacun des facteurs de I'age présentés sous forme d’OR avec

intervalles de confiance a 95 %.
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RESULTATS

Au total 2007 patients_ont bénéficié d’un panel HBOC par séquencage a haut débit a
partir d’un prélévement sanguin au CFB (Tableau 8). Vingt patients étaient porteurs d’un
variant potentiellement délétére avec une VAF comprise entre 3 % et 35 %. Parmi les 12 genes
du panel, 20 variants de TP53, 1 variant de BRCAL et 2 variants de PTEN (dont 1 variant de
signification inconnue (VSI)) ont été identifiés (Tableau n°8). Deux patients étaient porteurs
de 2 variants ; La patiente n°2 possédait a la fois un variant de TP53 faux sens de classe 5, le
variant ¢.742C>T, p.Arg248Trp et, un variant non-sens de PTEN, le variant c.601G>T,
p.Glu201*. La patiente n°6 portait 2 variants faux sens de TP53, le variant ¢.578A>G,
p.His193Arg et le variant ¢.589G>T, p.Val197Leu. Ainsi, en tout, 23 variants ont été analysés.
Seul le patient n°18 qui a présenté un cancer du sein a 82 ans était un homme, les autres
patientes étaient des femmes. Un résumé des analyses effectuées pour chaque patient est détaillé

dans le tableau en annexe 1.
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N°

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

Age
50

66

71

59

66

78

54

49

63

73

60

63

77

81

59

69

70

84

82

83

60

P+age Gene

Ov 49 BRCA1

PTEN
Colon 66

TP53
S61/70 P53
Ov 70
Ov 59 TP53
S40-65 TP53
Ov 77 TP53
S48 TN TP53
Ov 48 TP53
Ov 64 TP53
Ov 65 TP53
Ov 60 TP53
S49 TP53
Ov 76 TP53
S 64 RH+ TP53
Ov 35 -
54 (en TP53
rechute)
S$37/37RITP53
Ov 69 TP53
Ov 84 PTEN
Ov 82 TP53
S 82 TP53
Ov 53 TP53

c., p.
selon HGVS
c.898G>T,
p.Glu300*
c.601G>T,
p.Glu201*
€.742C>T,
p.Arg248Trp
c.455C>T,
p.Prol52Leu

c.470_471delinsAT,

p.Vall57Asp

c.517G>A,
p.Vall73Met

c.578A>G,
p.His193Arg
¢.589G>T,
p.Vall97Leu
C.659A>G,
p.Tyr220Cys
c.711G>A,
p.Met237lle
c.817C>A,
p.Arg273Ser
c.818G>A,
p.Arg273His
c.844C>T,
p.Arg282Trp
c.526T>A,
p.Cys176Ser

c.839G>T,
p.Arg280lle
c.321C>A,
p.Tyr107*
c.715A>G,
p.Asn239Asp

¢.406C>G,
p.GIn136Glu
c.427G>A,
p.Vall43Met
c.698G>T,
p.Arg233Leu
c.4217>G,
p.Cys141Gly
c.577C>T,
p.His193Tyr
c.814G>A,
p.Val272Met

VAF (%)
(Nbre reads
Mut+/Tot)
Sang
17 (66/388)
32(102/319)
27 (69/255)

8(13/154)

23 (84/266)

4 (9/202)

3(8/244)
14 (34/251)
18 (80/435)
6 (13/233)
28 (88/318)
7(16/222)
4(10/276)

24 (81/334)

19 (36/193)
5 (19/415)

5(12/251)

8(22/283)
12 (50/414)
3(13/382)
3 (14/440)
4 (18/431)

4 (12/ 324)

VAF (%)
(Nbre read
Mut+/Total)
Tissu

Tt: 86 (12/14)

Tnt (foie) : 28 (5/18)
23 (180/796)

58 (515/911)

0 (4/815)

3 (62/1901)
Tt: 0(3/1028)
Tnt : 0(1417)
0(0/1118)
0(0/1118)
Tt: 0 (7/501)
Tnt: 0 (8/744)
0(1/697)
0(16/825)
0(4/159)
0(0/1509)

NA

NA

NA
0(3/447)
NA
NA

NA

% cellules
tumorales
tissu
Tt:90 %
Tnt(foie) : 0%
40%

60%

2%

Tt: 45 %
Tnt: 0%
10%
10%
Tt:50 %
Tnt: 0%
40%
75%
80%
60%

NA

NA

NA

NA

NA

NA

80%

NA

NA

NA

Hypothése Conclusion
ADNtc

. Mosaique
Mosaique
HC
ADNtc
ADNtc
HC
HC
ADNtc
HC HE
ADNtc
HC
ADNtc HC
mosaique
HC
HC
ADNtc
HC
HC
ADNtc
H
¢ HC
ADNtc
HC
HC
ADNtc
HC
HC
ADNtc
HC ADNtc HC
HC
HC
ADNtc .
. Mosaique
mosaique
HC
HC
ADNtc
HC
. HC?
Mosaique
HC HC
HC HC
Mosaique Mosaique
HC
HC
ADNtc
HC
. HC?
Mosaique
HC HC
ADNtc
HC
HC
ADNtc
HC
ADNtc

Tableau 8 : Données phénotypiques des patients ayant un ou plusieurs variants de VAF
faible avec les résultats des VAF obtenus par en NGS a partir des prélevements sanguins,
des frottis jugaux et des tissus tumoraux et/ sains.

Abréviations : ADNtc : ADN tumoral circulant ; HC : Hématopoiése clonale ; Mut + : allele muté ; NA :
non adapté ; NR : non recu ; Ov : Cancer de 1’ovaire ; Nbre : nombre ; P : Phénotype ; S: Cancer du
sein ; VAF : « Variant allele Fraction » ; WT : « Wild type » = alléle sauvage
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Un seul variant pathogene non-sens de BRCA1 a été trouvé chez la patiente n°1
(Tableau 8) atteinte d’un cancer de 1’ovaire a 49 ans sporadique sur le plan familial donc non
évocateur d’une prédisposition héritée. Cette patiente avait déja bénéficié d’une chirurgie et
d’une chimiothérapie et était en cours de traitement d’entretien par Avastin® au moment du
prélevement. La maladie était stabilisée au moment du prélevement. Le variant dont elle était
porteuse, BRCAL : ¢.898G>T, p.Glu300*, avait une VAF a 17 % dans I’ADN extrait du
prélevement sanguin, une VAF a 86% dans I’ADN issu du bloc tumoral ovarien composé de
90 % de cellules tumorales et une VAF a 28 % dans I’ADN issue d’une biopsie de foie exempte
de cellules tumorales. Les résultats de séquencage du prélevement tumoral ovarien montrent
une perte d’hétérozygotie dans la tumeur avec un enrichissement du variant par rapport au
prélevement sanguin. Ce résultat est en faveur d’une mosaique constitutionnelle ou de la
détection d’ADNtc avec un clone dominant dans la tumeur qui serait détecté au niveau du

prélévement sanguin.

La patiente n°2 (Tableau 8) porteuse d’un variant de PTEN et d’un variant de TP53
était en cours de traitement pour un cancer du cdlon. La maladie était évolutive au moment du
prélevement. Le variant PTEN était détecté a 32 % et le variant TP53 a 27 % a partir du
prélevement sanguin. Le prélevement a partir du bloc inclus en paraffine a montré un
enrichissement du variant TP53 avec une fréquence allélique a 58 % mais le variant PTEN avait
une VAF de seulement 23 %. Le variant de TP53 montrait ainsi une potentielle LOH au niveau
tumoral car sur 40 % de cellules tumorales, on retrouvait 58 % de variant TP53 (Tableau 8).
Au stade de I’analyse par NGS uniquement, seule 1’hypothése de I’HC pouvait étre éliminée
car, méme s’il est possible de détecter un clone hématopoiétique au niveau tumoral du fait de
Iinfiltration de la tumeur par des cellules lymphocytaires, les taux détectés devraient étre
théoriquement inférieurs a ceux detectés dans le sang. Ainsi, les deux hypothéses retenues pour

le deuxieme patient a ce stade étaient la détection d’ADNtc ou une mosaique constitutionnelle.

Les 18 autres patients porteurs d’un variant probablement délétére ou potentiellement
délétére de TP53 avaient présenté un cancer de 1’ovaire pour 11 d’entre eux et d’un cancer du
sein pour les 6 autres (Tableau 8). Une patiente avait présenté a la fois un cancer du sein et un
cancer de I’ovaire. Il s’agissait pour la trés grande majorité de variants faux sens prédits non
fonctionnels dans la base de données IARC. Seul le variant ¢.589G>T, p.Vall97Leu avait
montré un effet partiellement fonctionnel par étude in vitro. Les VAF des variants lus étaient
compris entre 3% et 28%. Concernant les 9 patients (patients n° 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 et 11)
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pour lesquelles la tumeur a pu étre analysée, la VAF était plus faible au niveau tumoral qu’au
niveau du prélévement sanguin. Parfois, le variant n’était pas vu du tout au niveau tumoral
comme pour le patiente n°6 et la patiente n°11 (Tableau 8). Ces patientes avaient été
diagnostiquées de leur cancer dans 1’année. L hypothese la plus probable chez ces derniéres est
gue ces variants signent la présence d’un clone hématopoiétique étant donné que le variant n’est
pas enrichi au niveau tumoral, ce que 1’on pourrait attendre dans le cas d’une mosaique ou d’un
clone d”’ADNtc détecté au niveau sanguin. Concernant les 9 autres patients (patiente n® 12, 13,
14, 15, 16, 17, 19, 20 et 21), la tumeur n’a pas pu étre analysée et il n’est pas possible de

conclure avec certitude entre les trois hypotheses (Tableau 8).

La patiente n°18, qui a présenté un cancer de 1’ovaire a 84 ans est porteuse d’un variant
de PTEN, ¢.698G>T, p.Arg233Leu de signification indéterminé (classe 3). Le variant était
détecté sur 3/447 reads au niveau tumoral ce qui prouve que le variant n’est pas initiateur dans

le développement tumoral de la patiente.

Une analyse Sanger a été réalisée pour I’ensemble des 9 patientes dont les variants
avaient un ratio allélique supérieur a 10 % soit au-dessus du seuil de détection de la technique
(Figure 10). Pour 8 patients, une analyse a la fois du sang et des cellules jugales a été réalisée
tandis que pour la patiente n°13 seul le sang était disponible au laboratoire. Les variants des
patients 1, 4, 6, 7,9, 12, 17 analysés a partir des prélevements sanguins ont été confirmés sur
le Sanger et avaient une intensité de pic relativement comparables aux valeurs des VAF
trouvées en NGS (Tableau 8 et Figure 10). Concernant les frottis jugaux, les intensités des
pics étaient globalement moins fortes que ceux du sang pour I’ensemble des échantillons sauf
pour le patient 1 chez lequel on observe un pic de taille importante dans le frottis (Figure 10).
Il s’agit de la patiente chez laquelle nous suspections une mosaique constitutionnelle ou la
détection d’ADNtc. Ce résultat conforte 1’hypothése de la mosaique constitutionnelle qui
toucherait aussi les cellules jugales. Pour les autres patientes, ces analyses ont confirme la
présence du variant détecté en NGS et le frottis buccal assure du caractére non hétérozygote de
certains variants et élimine un biais technique de séquencage qui induirait une diminution de la
VAF.

Seul les variants des genes TP53 et PTEN du patient n°2 n’étaient pas confirmés sur le
Sanger réalisé a partir du prélévement sanguin et du frottis buccal alors que les valeurs des VAF
détectés en NGS a partir des préléevements sanguins étaient respectivement de 32 % et 27 %
(Figure 10).
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Sang Frottis jugal Frottis jugal
Patient 1 f Patient 7
BRCA1 c.898G>T \ TP53 c.659A>G
VAF:17% o VAF:18 % \
T++ 1)+ 1+
Patient 2 ! _ Patient 9 y
PTEN ¢.601G>T | ‘.‘ TP53 c.817C>A ~
VAF:32% R il _ VAF:28%
R T 1+
Patient 2 Patient 12
TP53 ¢.742C>T TP53 c.526T>A _ |
VAF:27% R VAF:24% F
1- 1- T++ 1-
Patient 4 Patient 17
TP53 ¢.470_471delinsAT TP53 c.427G>A i
VAF:23% = VAF:12% | ,
1++ B -
Patient 6 , Patient 13
TP53 ¢.589G>T Q Q 0 MQ / n , {\ {\ , TP53 c.839G>T
VAF:14 % R ) ‘ VAF:19%
1+/- 1- (+c.828C>T)

Figure 10 : Vérification des variants de ratio allélique supérieur a 10 % par technique
Sanger

Abréviation : VAF : « Variant Allele Fraction »

Les variants ayant une valeur de VAF supérieure a 10 % ont été confirmés par technique Sanger a partir
du prélévement sanguin et d’un frottis jugal sauf pour I’échantillon du patient n°2 pour lequel les
variants de PTEN et TP53 n’ont pas été visualisés sur le Sanger alors que les données de VAF étaient
respectivement de 32 % et 27 %. Pour le patient n°13, seul 1’échantillon sanguin était disponible au
laboratoire.

Les fleches noires montrent la localisation du variant recherché. Les sigles ++, ++/+, +, +/- et—
représentent de manicre décroissante et relative, 1’intensité du pic muté détecté par rapport au pic
sauvage. Le sigle ++ signifie que 1’alléle muté est bien visible sur 1’électrophorégramme tandis que le
sigle — I’absence de pic correspondant a I’alléle muté.

Dans le but de d’améliorer limite de détection et d’analyser les prélévements de cellules
jugales, I’ensemble des échantillons des patients ont été analysés par Snapshot (sang +/- cellules
jugales +/- tissu en paraffine). Cependant, seuls les variants avec un ratio allélique supérieur a
5 % ont été confirmé par cette technique car les variants de VAF inférieure étaient trop proches
du bruit du fond pour s’assurer de la spécificité des pics détectés (Figures 11, 12 et 13).
Concernant le patient n°17, le variant n’a pas pu étre confirmé a cause d’un probléme technique

et non par manque de sensibilité.
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Sang (VAF =17 %)  Frottis jugal

A C

Patient 1
BRCAL1 ¢.898G>T

b) Tissutumoral (ovaire) Tissu sain (foie)

TCTGTCTTACTTACATCTTTTCCGACTTAA CTGTCTTACTTACATCTTTTCCGACTTAAGACA’
.

>
Trpp>

— | PP

Figure 11 : Résultats des analyses Snapshot et de NGS réalisés chez le patient n°1 a partir
du prélevement sanguin, des cellules jugales et de la tumeur.

a) Le variant de BRCAL lu en reverse a été confirmé par Snapshot a I’aide du Snapshot® Multiplex kit
(Applied Biosystem®) a partir du prélévement sanguin et des cellules jugales.

b) Visualisation des BAM sur Alamut Visual issus de ’analyse NGS de I’ADN extrait des
prélévements de tissu tumoral et de tissu sain.

La technique Snapshot a confirmé la présence du variant sur le prélevement du patient
n°l (Figure 11). L’analyse a montré que le pic correspondant au variant du frottis jugal était
un peu moins intense que le variant détecté dans le prélévement sanguin. Cependant, le pic
représentant 1’alléle sauvage était encore important dans les cellules jugales confortant
I’hypothése de la mosaique atteignant les cellules épithéliales jugales. L’ ADN tumoral a aussi
été analysé par Snapshot mais ce dernier étant faiblement amplifiable, aucun signal n’a pu étre
détecté. Nous n’avons malheureusement pas pu Vvérifier la perte d’hétérozygotie identifiee en

NGS par la méthode Snapshot.
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Figure 12 : Données obtenues pour le patients n°2 par analyse Snapshot et Tapstation

a)

b)
c)

d)

Images des électrophorégrammes obtenus aprés analyse Snapshot a 1’aide du Snapshot®
Multiplex kit (Applied Biosystem®) des différents prélévements disponibles au laboratoire du
patient n°2 soit I’ADN tumoral, I’ADN issu du prélévement sanguin et I’ADN extrait a partir
du bloc tumoral. Le témoin négatif est de I’ADN issu d’un patient non porteur du variant. Les
fragments d’ADN de différentes tailles (150 pb, 265 pb et > 1000 pb) ont pu étre analysés
séparément par migration de I’ADN issu du prélévement sanguin sur un gel d’agarose puis
découpage des bandes et purifications de ces derniére a I’aide du kit NucleoSpin® Gel PCR
Cleanup (Macherey-Nagel). Enfin, I’analyse a été réalisée avec 1’utilisation des amorces en
Sanger permettant de séquencer uniquement les fragments de taille supérieure a 500 pb.

Image issue de I’analyse par Tapestation de I’ADN extrait du sang du patient n°2
Photographie partielle du gel d’agarose a 1 % obtenu apres migration de I’ ADN extrait du sang
du patient n°2 juste avant le découpage et la purification des bandes de tailles différentes.
Résultats de I’analyse Snapshot dont I’amplification a été réalisée avec des amorces produisant
des amplicons de taille supérieure a 250 pb (les mémes amorces que celles utilisées pour 1’étape
d’amplification avant le séquengage Sanger). Le pic correspondant au variant muté est absent.

Pour le patient n°2 chez lequel nous suspections la détection d’ADNtc, une analyse en

Snapshot a aussi été réalisée. Dans le sang, les pics correspondant aux alléles mutés étaient

visibles contrairement aprés technique Sanger (Figure 10) mais faibles par rapport aux VAF
trouvée en NGS. Sur les ADN issus des cellules jugales, les pics correspondant aux alleles

mutés n’étaient plus détectables (Figure 12). Par ailleurs, les ADN tumoraux ont montré un pic

semblable a celui du sang pour le variant PTEN et un pic enrichi pour le variant de TP53. Ces

données confirment les données obtenues par séquencage & haut débit. Concernant les

échantillons d’ADN issus de la purification des fragments de taille de 150 pb et 265 pb aprés

migration sur gel d’agarose, le pic correspondant a 1’alléle muté obtenu est supérieur a celui du

pic de I’allele sauvage pour les 2 variants (Figure 12a, b et c). De plus, les fragments de tailles

57



environ égale a 1000 pb ont aussi été analysés et ont montré une absence de pic correspondant
a I’allele muté confirmant la présence des deux variants uniquement sur les fragments de petite
taille (Figure 12 a, b et ¢). Enfin, le Snapshot réalisé avec une autre PCR utilisant des amorces
plus ¢éloignées 'une de ’autre, et permettant 1’amplification de fragments d’ADN de taille
supérieure a 250 pb (amorces utilisées pour le séquencage en Sanger) a confirmé, de maniére
indirecte, 1’absence du variant muté dans les grands fragments et expliqué la négativité de
I’analyse Sanger réalisée en amont (Figure 12d). Ces résultats combinés démontrent que les 2
variants sont uniquement dans les fragments de petites tailles. Les variants de PTEN et TP53
du patient n°2 détectés par séquencage a haut debit sont donc trés probablement liés a la
détection d’ ADNTtc.

L’ensemble des échantillons ont été analysés en Tapestation apreés extraction de I’ADN
issu des prélevements sanguins afin de Vérifier la taille des fragments obtenus pour voir si
d’autres échantillons présentaient des fragments de petite taille en faveur d’ADNtc, comme le
patient n°2 (Figure 13) afin de s’assurer de 1’absence de bande de petite taille pouvant
correspondre a de I’ADNtc. Contrairement au patient n°2, qui présente deux bandes d’intensité
importante a 150 pb principalement et 265 pb, les autres échantillons ne présentent pas le méme
profil. Les échantillons des patients 5, 6, 8, 14, 15, 16 et 17 montrent cependant plusieurs
bandes de tailles différentes en échelle (Figure 13). Ces échantillons correspondent aux
échantillons les plus concentrés en ADN. Pour ces derniers, le fragment de plus faible taille se
situe autour de 180 pb et les autres fragments ont des tailles correspondant a des multiples de 2
de 180 pb. Il pourrait s’agir d’ADN dégradé.

Concentration(ng/ut) 40 104 13 28 154 18 16 245 80 15 46 81 13 33 124 205 77 18 28 13 25

Figure 13 : Analyse par Tapestation de la taille des fragments des ADN extraits a partir
des prélévements sanguins

Image du gel obtenu par analyse Tapestation des ADN extraits a partir des prélévements sanguins des
21 patients pour lesquels une détection de variant de faible ratio allélique a été détecté par séquencage
a haut débit. En bas est représenté la concentration en ng/pL mesurée en Tapestation.
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La technique Snapshot a été réalisée sur I’ensemble des échantillons disponibles des
patients. Ils ont permis de confirmer la présence des variants de VAF supérieure a 5 % détectés
par NGS. Les variants des patients n°5, 11, 18, 19, 20 et 21 n’ont pas pu étre confirmés par
cette technique non plus. Pour les patients 6, 8, 14, 15 et 16 pour lesquels des fragments de
petites tailles, en escalier, étaient observés en Tapestation (Figure 14), les fragments de bas
poids moléculaires (taille inférieure a 500 pb) ont pu étre analysés apres migration sur un gel
d’agarose et découpage de bande. Pour I’ensemble des 5 échantillons analysés (Figure 14a),
les fragments de petite taille avaient une différence d’intensité de pic alléle muté / alléle sauvage
superposable a celui de I’ADN total issu du prélévement sanguin. Cela confirme que le variant
détecté dans le sang n’est pas enrichi dans les fragments de petites tailles contrairement a
I’échantillon de patient n°2 (Figure 12). Au niveau des cellules jugales, les pics correspondant
a I’alléle muté étaient en majorité inférieurs a ceux détectés dans le sang (Figure 14a et b) sauf
pour les patients n°4 et n°10 (Figure 14b). Cependant, pour ces deux patients, I’ADN tumoral
a pu étre analysé et a montré 1’absence de pic correspondant a I’alléle muté ce qui n’est pas en
faveur d’une mosaique. Concernant les 7 ADN tumoraux analysés par Snapshot, la technique
confirme 1’absence d’enrichissement du variant au niveau tumoral. Pour les patients n°3, 4, 5,
6, 7, 8, 9 et 10, pour lesquels on a pu analyser la tumeur, on peut attribuer sans ambiguité le
variant de faible VAF a la détection d’un clone hématopoiétique (Tableau 8 et Figure 14).
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Sang (VAF=14%)  Frottis jugal Témoin négatif Bas poids Tumeur
C c C c C
Patient 6
TP53 ¢.589G>T A
Amorce R '
Sang (VAF = 6 %) Frottis jugal Témoin négatif Bas poids Tumeur
G G G G G
Patient 8
TP53 ¢.711G>A
Amorce F A A
Sang (VAF = 5%) Frottis jugal Témoin négatif Bas poids
C c C
Patient 14
TP53 ¢.321C>A C
AmorceF / NAA
Sang (VAF = 5%) Frottis jugal Témoin négatif Bas poids
A A A A
. | I
Patient 15 HI I \ ‘.I ‘\ ‘i‘
P53 c.715A>G A i I I
{
AmorceF G ;’ | 6] \_ |\ G/ |
Sang (VAF=8%)  Frottis jugal Témoin négatif
C C
Patient 16
TP53 ¢.406C>G G
AmorceF A
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b)
Patient 3

TP53 c.455C>T
Amorce F

Patient 4
TP53 c.470_471delinsAT
AmorceR

Patient 7
TP53 c.659A>G
Amorce F

Patient 9
TP53 ¢.817C>A
Amorce R

Patient 10
TP53 c.818G>A
Amorce F

Patient 12
TP53 ¢.526T>A
Amorce F

Patient 13
TP53 c.839G>T
Amorce R

Sang (VAF=8%)  Frottis jugal Tumeur Témoin négatif
C C c
. J\\ - ,/L‘
Sang (VAF = 23 %) Frottis jugal Tumeur Témoin négatif
G G G G
/\A /\A I J\
AL / “\“ A
Sang (VAF = 18 %) Frottis jugal Tumeur Témoin négatif
A A A A
f A A A
| { | I |
{
G | \\‘ G ‘J \ | \ J |
S NS - ) \_ B
Sang ( VAF = 28 %) Frottis jugal Tumeur Témoin négatif
G G G G
\ f \
N\ { _ \ 5
Sang (VAF = 7 %) Frottis jugal Tumeur Témoin négatif
[ c c c

Sang (VAF = 24 %)

A

Frottis jugal

Témoin négatif

Témoin négatif

C

Les patients n°1 et n°2 ne sont pas présentés ici (cf Figure 11 et 12)
L’ensemble des échantillons disponibles au laboratoire des patients ont été analysés par Snapshot gréace
Snapshot® Multiplex kit (Applied Biosystem®). Au mieux nous avions : le prélevement sanguin, le
frottis buccal et le bloc tumoral. Le témoin négatif correspond a I’ADN d’un patient non porteur du
variant. L’amorce F correspond a 1’amorce Forward et 1’amorce R a 1I’amorce Reverse. Lorsque
I’amorce Reverse est utilisée, les bases attendues pour les variants sauvages et mutés sont les
complémentaires des bases notées a gauche. Par exemple, pour le patient n°6, le variant 589G>T
devient C>A.
a) Les patients 6, 8, 14, 15 et 16 ont pu bénéficier d’une analyse des fragments de petites
tailles détectés (< 500 pb) issus des prélévements sanguins par migration de I’ADN issu du
prélévement sanguin sur un gel d’agarose a 1 % puis découpage des bandes et purifications
de ces dernieres a I’aide du kit NucleoSpin® Gel PCR Cleanup (Macherey-Nagel).
b) Les patients 3,4, 7,9, 10, 12 et 13 n’ont pas bénéficié de I’analyse des petits fragments car

ils n’étaient pas détectés en Tapestation (Figure 13)
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Figure 14 : Résultats par analyse Snapshot de I’ensemble des échantillons des patients
ayant une VAF supérieure a5 % et inférieur a 35 %




Afin d’évaluer les caractéristiques cliniques des patients ayant un variant pathogéne de
TP53 avec une VAF faible, nous avons réalisé une analyse statistique des patients porteurs du
variant par rapport aux non porteurs (Tableau 9). Pour I’analyse, nous avons retiré la patiente
n°l porteuse de variant BRCAL a I’état constitutionnel, la patiente n°2 porteuse de deux
variants attribués a la détection d’ADNtc et la patiente n°18 porteuse d’un variant de PTEN de

classe 3.

Parmi les 2007 patients analysés, les cas indemnes de maladie ainsi que les cas index

avec une tumeur différente du sein et de I’ovaire ont été exclues (Figure 15).

Nombre de Cl analysés : 2007

<

Non inclus :
Clindemnes : 118
Cl avec cancer de prostate : 45
Cl avec cancer du pancréas : 12
Cl avec données bioinformatiques de mauvaise qualité ou données cliniques : 426 insuffisantes

e

Sélection de 1406 Cl avec cancer du sein ou de |'ovaire

Figure 15 : Cas index sélectionnés pour I’analyse statistique cas/controles

Abréviation : Cl : cas index

Nous avons montré que les patients porteurs d’un variant de TP53 & faible VAF sont en
moyenne significativement plus &gés au moment du préléevement (Tableau 9). La moyenne est,
en effet, de 55,7 ans pour le groupe contréle contre 67,6 ans pour le groupe des porteurs (p <
0,001). Les patients porteurs d’un variant TP53 présentent un diagnostic de cancer plus tardif
que les patients non porteurs (50,2 vs 59,9 ; p < 0,01). Enfin, de maniere trés significative, la
population porteuse d’un variant a faible VAF de TP53 est statistiquement enrichie en cas de
cancer de 1’ovaire en comparaison de la population contrdle (310/1388) (p < 0,001) (Tableau
9).

Nous n’avons pas montré de différence entre les deux groupes concernant le délai entre
le diagnostic du cancer et le prélevement (Tableau 9). Enfin, nous avons observé que dans le
groupe des patients pour lesquels nous avons détecté un variant de TP53 délétere, la couverture

moyenne du gene était plus importante (Tableau 9).
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Patients avec
variants de TP53

Controle VAF <35 %
n=1388 n=18 p-value*

Age au prélevement 55.7 (13.4) 67.6 (9.97) p < 0,001
Age au ler diagnostic de cancer 50.2 (12.8) 59.9 (14.0) p<0.01
Délai entre le premier diagnostic et le
prélevement 5.4 (8.1) 7.5(9.6) NS

<lan 745 9

2a3ans 155 0

>4 ans 470 8

Non renseigné 18 1
Type de
cancer

Sein 1078 (78 %) 7 (39 %) p < 0,001

Ovaire 310 (22 %) 11 (61 %)
Profondeur de couverture moyenne sur TP53 213 (76) 262 (70) p<0.01

* Test non paramétrique de Wilcoxon pour les variables quantitatives, test exact de Fisher pour les
variables qualitatives

Tableau 9 : Caracteristiques des patients ayant des variants TP53 de faible VAF

Ayant noté une forte corrélation entre 1’age au diagnostic et le type de cancer avec un
age moyen de 46,9 ans (£11,1) ans pour le cancer du sein et de 61,9 ans (+11,4) pour le cancer
de ’ovaire, nous avons souhaité voir si les deux variables étaient différentes dans les deux
groupes indépendamment I’une de I’autre. Ainsi, I’analyse multivariée prenant en compte trois
facteurs confondants importants soit le type de cancer et la profondeur de couverture moyenne
du gene TP53 et I’age au prélévement montre que 1’age au prélévement est toujours plus élevé
dans le groupe des patients porteurs d’un variant TP53 de maniere significative (OR=1,79 ;
p<0,01) (Tableau 10). De méme, le groupe des porteurs présente plus de cancers de 1’ovaire
que le groupe controle indépendamment de 1’age et de la moyenne de profondeur de couverture
du géne (OR = 3,28 ; p = 0,02) (Tableau 10).
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Odd ratio Intervalle de confiance p-value

Age au prélevement 1.79 [1.15;2.78] p=0.01
(OR par tranche de 10 années)

Type de cancer Sein --
Ovaire 3.28 [1.20; 8.96] p =0.02

Profondeur de couverture moyenne sur TP53 2.10 [1.19; 3.71]

p=0.01
(OR par tranche de 100 reads)

Modéle de régression logistique avec sélection backward des variables (les variables d'dge au diagnostic et de
délai sont sortis du modele)

Tableau 10 : Evaluation des effets conjoints de I'age au préléevement, type de cancer et de
la profondeur de couverture moyenne sur TP53 dans une analyse multivariée entre le
groupe des patients porteurs d’un variant de TP53
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DISCUSSION

Parmi les 2007 cas index ayant bénéficié du panel de 12 génes (BRCA1, BRCA2, PALB2,
RAD51C, RAD51D, MLH1, MSH2, MSH6, PMS2, CDHL1, PTEN et TP53), ont été identifiés 20
patients porteurs d’un variant de ratio allélique faible compris entre 3 et 32 % pathogeéne ou
probablement pathogéne et 1 patient porteur d’un variant de signification inconnu de PTEN
(Tableau 8). La tres grande majorité des variants détectés étaient localisés sur le géne TP53
(20/23). Les autres variants se situaient sur le géne PTEN pour deux patientes et le géne BRCA1

pour une patiente.

Cette série d’étude a mis en évidence une exceptionnelle mosaique constitutionnelle de
géne BRCA1 détecté a 17 % dans le sang d’une patiente (patiente n°1) (Figure 11). Il s’agit du
quatrieme cas rapporté dans la littérature et le premier cas chez une patiente atteinte du cancer
de l'ovaire. Le séquencage de la tumeur de la patiente a mis en évidence une perte
d’hétérozygotie au locus correspondant confirmant que la tumeur de la patiente a bien été initiee
dans un contexte de prédisposition au cancer du sein et de I’ovaire. Aussi, I’hypothése d’une
détection d’ADNItc a pu étre affirmée par le fait que seuls des fragments de grande taille dans
I’échantillon d’ADN ont été extraits du prélévement sanguin. En effet, le variant était visible
en Sanger amplifiant des fragments de 250 pb, ce qui prouve de maniére indirecte que le variant
était présent sur les grands fragments supérieurs a 250 pb. Par ailleurs, le variant a aussi €té mis
en évidence a partir du prélevement de cellules jugales avec une fraction allélique semblant
assez importante par la technique Snapshot et Sanger, confortant 1’hypothése de la présence de
ce variant en mosaique en testant un autre tissu normalement moins contaminé par le sang.
D’autre part, la patiente était stabilisée au moment du prélévement en cours de traitement
d’entretien par Avastin@. Ce deuxieme argument n’élimine pas I’hypothése d’une détection
d’ADNtc mais n’est pas en faveur d’une détection a un taux aussi élevé de 17 %. Enfin, la
derniére hypothése de I’HC n’était pas cohérente avec le fait que ce variant présente une fraction
allélique élevée au niveau tumoral et par le fait que ce gene ne fait pas partie des genes les plus
concernés par I’HC (138).

L’étude a mis en évidence la détection d’ADNtc chez la patiente n°2 atteinte d’un
cancer du cOlon. En effet, cette patiente était en cours de traitement de son cancer et n’était pas
stabilisée au moment de son prélévement sanguin. La patiente avait bénéficié d’un panel HBOC
du fait de ses antécédents familiaux et non pour sa pathologie. Un variant pathogéne de PTEN
(c.601G>T, p.Glu201*) avec une VAF a 32 % et un variant pathogéne de TP53 (c.742C>T,
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p.Arg248Trp) a 27 % (Tableau 8 et Figure 12). Puisque ces deux variants pathogenes étaient
détectés uniquement dans les petits fragments de taille a 150 pb environs et 265 pb, I’hypothéese
de I’origine tumorale de ce variant était forte. En effet, les fragments étaient bien visibles en
Tapestation et I’analyse par Sanger et Snapshot ont permis de confirmer la détection des
variants uniquement dans les petits fragments. L’analyse sur la tumeur était en faveur de la
présence de I’enrichissement du variant du variant TP53 dans la tumeur probablement présente
a I’état hémizygote tandis que le variant de PTEN était plus faible mais probablement a 1’état
hétérozygote dans la tumeur puisque que le prélevement extrait contenait seulement 40 % de
cellules tumorales. L’analyse sur la tumeur n’était pas suffisante pour étayer 1’une ou I’autre
des hypothéses entre la mosaique ou I’ADNtc. Seul le séquencage des fragments nous a permis
clairement de conclure. Ces variants atteignaient des valeurs proches de 50 % ce qui peut
amener a penser que des variants dus a la détection d’ADNtc pourrait faussement étre pris pour
des variants constitutionnels d’autant plus que pour certains patients, la confirmation sur un
deuxiéme prélévement se fait par la réalisation d’un deuxiéme prélévement sanguin réalisé
quasiment simultanément. Bettegoya et al. avait montré que la détection d’ADNtc était
importante dans le cadre du cancer colorectal mais moins que pour 1’ovaire (132). La détection
des variants est donc probablement plus expliquée par le fait que le prélevement a été effectué
a un stade de relargage important au niveau sanguin d’ADNtc. Par ailleurs, les genes TP53 et
PTEN sont trés freqguemment mutés au niveau somatique dans le cancer du célon. La maniére
de ne pas risquer de détecter I’ADNtc pour une analyse constitutionnelle serait de rajouter une
étape apres l’extraction qui consisterait a réaliser une sélection des fragments de taille

supérieure a 500 pb de I’ ADN par exemple.

A I’inverse, I’HC peut potentiellement conduire & détecter faussement au niveau de la
tumeur des variants d’origine hématopoiétique pris pour des variants tumoraux. Pour le patient
n°4, par exemple, le variant présent a 23 % dans le sang est détecté a 3 % dans la tumeur
(Tableau 8). Si latumeur avait été sequencee seule, on aurait pu penser a un sous clone tumoral
ayant acquis la mutation. En ce qui concerne les mutations TP53, cela n’entraine pas de
conséquence thérapeutique directe chez les patientes mais cela pourrait en avoir pour d’autres
genes. Coombs et al avaient déja mis en évidence cette observation en étudiant sur des tumeurs
solides plusieurs geénes fréquemment impliqués dans I’HC tels que DNMT3A, TET2, ASXL1,
TP53, ATM, CHEK2, SF3B1, CBL, JAK2. Ainsi, en utilisant des échantillons de sang appariés
a la tumeur, ils ont montré que 8 % (18/226) des mutations observées dans ces géenes dans les

tumeurs étaient de veritables événements d'HC dont 2 mutations TP53(153). Cela pourrait avoir
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des conséquences en terme thérapeutique si un traitement ciblé est donné devant la positivité
d’un variant pensé d’origine tumorale alors qu’il s’agit d’un clone hématopoiétique. A I’'inverse,
I’ ADNtc peut étre contaminé par I’HC car I’ADN circulant est issu en grande partie des cellules
du sang périphérique (154). Dans tous les cas, il est difficile de conclure sur la signification des
variants de VAF faible sans tester a la fois I’ADN issu d’un prélévement sanguin et I’ADN issu
du bloc tumoral, principalement pour les variants fréquemment rencontrés dans le contexte
d’HC.

Pour I’ensemble les génes BRCA2, PALB2, RAD51C et RAD51D, CDH1 et les génes
MMR, I’analyse n’a pas mis en évidence variant potentiellement pathogéne de VAF faible.
Pour certains génes, aucun cas de mosaiques n’a été rapporté dans la littérature (ex : BRCA2,
PALB2, RAD51C et RAD51D). Pour les genes autres que BRCA2, cela peut s’expliquer par le
fait que 1‘incidence mutationnelle de ces génes dans le cadre des panels HBOC est plus faible
que celle de BRCAL et BRCA?2), diminuant ainsi la probabilité de mettre en évidence une
néomutation postzygotique ». Par exemple, la fréquence des mutations retrouvees dans le cadre
de femmes ayant présenté un cancer du sein a été estime a 0,80 % pour le gene PALB2 et de
0,09 % et 0,07 % respectivement pour les génes RAD51C et RAD51D (155). Pour le géne
CDH1, il en est de méme puisque la fréquence des variants déléteres détectés a 1’état
hétérozygote dans le cadre de I’analyse par panel HBOC a été évaluée a 0,048 % selon les
données du GGC rapportés par les laboratoires francais. 1l en était de méme pour les genes
MMR (MLH1, MSH2, MSH6 et PMS2) inclus dans le panel depuis peu du fait du surrisque de
cancer de 1’ovaire induit par ces génes. En effet, peu d’hommes ou femmes étudiés dans ce
cadre remplissent les critéres de test pour le panel colon. La probabilité de trouver des mutations
déléteres de ces genes dans la population étudiée est donc faible, méme a I’état hétérozygote.
Or, les mosaiques constitutionnelles représentent des événements encore plus rares. De plus,
comme les mutations hétérozygotes de ces génes n’ont pas d’impact sur la fécondité a I’état
hétérozygote, I’apparition d’une néo-mutation n’est pas le mécanisme privilégié d’apparition

du syndrome.

L’importance de détecter les variants de faible ratio allélique est avant tout de rejeter ou
de confirmer la détection éventuelle d’une mosaique. Sur cette grande serie de patientes
analysées, seule une mosaique documentée et validée expérimentalement de BRCAL chez une
patiente qui a présenté un cancer de I’ovaire a 49 ans a été mis en évidence. Cette tumeur
d’apparition précoce est trés évocatrice d’une prédisposition au cancer du sein et de 1’ovaire

due a une mutation constitutionnelle du BRCAL. En revanche, pour les autres patients pour
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lesquels nous avons détecté des variants déléteres de TP53 ou PTEN, I’ensemble des tumeurs
présentées ne rentrait pas dans le spectre du LFS ou de la maladie de Cowden. En effet, les
patients ont présenté des cancers de 1’ovaire ou des cancers du sein a des ages tardifs alors que
les cancers de sein présents dans le LFS sont des cancers précoces. En revanche, la question
de la présence d’un variant en mosaique se pose pour la patiente n°16 qui a présenté un cancer
du sein bilatéral a 37 ans RH+ car les cancers du sein du LFS sont préférentiellement des cancers
triples positifs ¢’est-a-dire RH+ HER2+ (156). Le statut HER2 n’était pas connu a 1’époque ou
la patiente a présenté son cancer. Cette patiente est aujourd’hui agée de 69 ans donc il est aussi
trés probable que cela puisse étre de I’HC. Cependant, lorsque les blocs tumoraux ne sont plus
accessibles, il serait intéressant de discuter en réunion de concertation pluridisciplinaire de
I’intérét d’effectuer une recherche ciblée chez les enfants de la patiente dans I"’hypothése d’une
mosaique. En résumé, il est important de connaitre le contexte phénotypique du patient pour
orienter la prise en charge en cas d’impossibilité¢ de définir avec certitude ’origine du variant
déséquilibré. Concernant les 10 autres patientes porteuses d’un variant de TP53 a faible
fréquence allélique et pour lesquelles la tumeur a été analysée, les séquencages ont montré une
diminution franche de la VAF au niveau tumoral comparée aux VAF retrouvées par analyse du
prélévement sanguin. Cette observation est plutdt en faveur de I’hypothése de I’HC. Dans le
cas d’une mosaique, le variant aurait d0 étre mieux représenté au niveau du tissu concerné par
la tumeur. En effet, méme si les prélevements de blocs recus n’étaient pas composés a 100 %
de cellules tumorales, dans le cas d’une mosaique, il est probable qu’il existe un continuum et
que le tissu a proximité de la tumeur présente le variant avec un ratio allélique facilement
détectable voire proche de 50 %. Cette « appauvrissement en cellules porteuses de la variation
dans la tumeur n’est pas non plus en faveur de la présence d’ADNtc. Cependant, il a déja été
décrit que les variants détectés dans I’ADNtc pourraient ne pas correspondre a la tumeur
primitive. Cette divergence pourrait étre attribuée au moins en partie aux cellules tumorales
circulantes ou a I’ADN libérée par des métastases (157). De plus, les analyses de la taille des
variants en Tapestation n’ont pas montré d’enrichissement en variantS de petites tailles

contrairement au patient n°2. Finalement, I’HC est I’hypothése retenue.

Enfin, concernant les patientes porteuses d’un variant pathogéne ou probablement
pathogene de TP53 pour lesquelles le bloc tumoral n’était pas accessible, soit parce qu’il avait
été détruit lorsqu’il datait de plus de 15 ans, par exemple, ou que nous n’avions pas eu de retour
du prescripteur, il était difficile de conclure. Cependant, les analyses par Tapestation n’ont pas

montré d’enrichissement en variant de petite taille peu en faveur d’ADNtc et les phénotypes
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des patients en termes de contexte tumoral et d’age étaient similaires aux patients pour lesquels
précédemment analyses avec leur matériel tumoral Ainsi, il est trés probable que la plupart des
variants détectés soit aussi lies a la présence d une 1I’HC sauf pour la patiente n°16 qui a présenté
un cancer du sein bilatéral & 37 ans et pour laquelle on ne peut pas exclure I’hypotheése d’une

mosaique.

Une des limites de cette étude a été un manque de sensibilité des techniques de
confirmation des variants pour ceux ayant un ratio allélique inférieur a 5 %. En effet, le
séquencage par Sanger nous a permis de confirmer des variants de fréquence allélique
supérieurs a 10 % et la technique Snapshot, nous a permis de confirmer la présence des variants
de fréquence allélique supérieure a 5 %. Pour les variants inférieurs a 5 %, le pic correspondant
a I’alléle muté était visible dans la grande majorité des cas mais trop proche du bruit de fond
pour s’assurer de la spécificité de ce dernier. D’autres techniques existent pour descendre en
limite de détection pour les variants de petite taille telle que la digitale PCR qui permet une
quantification absolue des événements rares contrairement au Snapshot et au Sanger permettant
une quantification relative. Cependant, la digital PCR nous aurait permis de confirmer la
détection des variants de fréquence allélique faible dans le sang mais ne nous aurait pas aidés
dans la démarche de compréhension du mécanisme physiopathologique. En effet, pour
confirmer une mosaique, 1’objectif est de retrouver un variant a un état proche de
I’hétérozygotie dans un tissu autre que le sang. Or, I’analyse Snapshot ou Sanger suffit dans ce

Cas.

Cette étude montre, par ailleurs, I’importance de réaliser un séquencage a forte
profondeur, dans 1’idéal supérieur a 300 X. En effet, 1’analyse statistique a montré que le groupe
des porteurs de variants de faible VAF avaient une profondeur de couverture moyenne plus
importante que dans le groupe contréle (Tableau 9). Ainsi, plus un géne est couvert a forte
profondeur, plus on a de chance de détecter une mosaique a faible VAF dans le sang. Jusqu’a
maintenant, étaient garanties de profondeurs minimales a 30X pour une analyse
constitutionnelle ce qui est insuffisant pour détecter des mosaiques faibles. Cependant,
I’amélioration des techniques de préparation des librairies et notamment 1’utilisation de Kits tels
que SureSelect®™ 1S a permis permettre d’améliorer la profondeur de couverture & des niveaux
élevés en diminution notamment le nombre de reads dupliqués. L’autre possibilité est d’inclure
moins de patients en série pour améliorer la profondeur de couverture si nécessaire. Une autre
manic¢re d’augmenter la sensibilit¢é de la technique serait I’utilisation d’UMI (« Unique

Molecular Identifiers ») dans 1’étape de préparation des librairies (158). Il s’agit d’index soit de
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de trés courtes séquences d’ADN qui sont indexées aléatoirement aux différents fragments
d’ADN. Chaque index est spécifique d’un fragment d’ADN. Ainsi, cela permet apres 1’étape
d’amplification et de séquencage de s’assurer que les séquences lues ne sont pas issues du méme
fragment d’ADN initial.

D’un point de vue technique, les résultats produits a partir des frottis jugaux effectués
systématiquement au moment du prélevement ont été difficiles a interpréter confortant peu
I’une ou I’autre des hypothéses. En effet, méme en cas de suspicion importante d’HC, on
observait en Snapshot quasi systématiquement la présence du variant sur les cellules jugales
(sauf quand le pic correspondant a 1’alléle muté était déja faible dans le sang), probable reflet
d’une contamination du frottis jugal par des cellules leucocytaires. En effet, ces prélevements
censés étre composés de cellules épithéliales ne devraient pas contenir de cellules sanguines
mais le prélevement est souvent contaminé par des cellules présentes dans la salive. La qualité
de réalisation d’un frottis jugal est essentielle pour aider au diagnostic. Il est important que le
préleveur soit formé & la réalisation du frottis. En cas de réalisation d’un frottis de qualité, la
détection du variant dans le frottis conforterai ainsi I’hypothése de la mosaique. Chez la
patiente n°1, le variant était bien vu dans le frottis jugal, plus que pour les autres patients
(Figures 11 et 14). Cependant, dans le cas d’une mosaique, le variant peut €tre retrouvé a tres
faible intensité voire pas du tout au niveau du frottis jugal si les cellules jugales ne portent pas
toutes le variant. En s’assurant que le frottis est de qualité, méme un pic de faible intensité
détecté serait en faveur d’une mosaique. Un frottis négatif n’exclut néanmoins pas une
mosaique ne touchant pas les cellules jugales. D’autres prélévements que des cellules jugales
peuvent aider dans le cas d’une suspicion de mosaique importante. Par exemple, 1’extraction
d’ADN pourrait étre réalisée a partir d’une culture de fibroblastes issue d’une biopsie de peau
ou a partir des bulbes de sourcils (159). Enfin, au-dela de permettre de détecter une mosaique,
la réalisation d’un frottis jugal de qualité permettrait de s’assurer du caractére constitutionnel
des variants détectés a des taux se rapprochant des 50 %. En effet, en routine, les patients
bénéficient de deux prélevements indépendants dans le but d’éviter des erreurs
d’identitovigilance avant tout. Cependant, il parait nécessaire dorénavant, principalement
depuis I’inclusion du géne TP53, de ne pas confirmer les variants avec un prélevement sanguin
qui pourrait induire a rendre faussement une mutation constitutionnelle due a la détection d’un

clone hématopoiétique ou d’ ADNtc.

En reprenant les données phénotypiques de la population d’études, les patientes

porteuses d’un variant TP53 étaient, de maniére significative, plus agees (Tableau 9 et 10). Les
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1388 patientes non porteuses dans le modéle multivarié tenant compte de deux facteurs
confondants importants qui sont le type de cancer et la profondeur d’analyse du gene. Ces
résultats sont concordants avec les données de la littérature dans I’hypothese ou ces variants
seraient dus a de ’HC car I’incidence de I’HC augmente avec 1’age. En effet, ’'HC est
détectable chez moins de 1 % des moins de 40 ans. Inversement, la CHIP est présente chez 10
% a 15 % des personnes agées de 70 ans et plus, la fréquence dépendant de I'étude et de la
méthode d'analyse (138). De plus, 55 % a 65 % des mutations ponctuelles observées dans I’HC
sont des transitions C>T qui constituent le type dominant de mutation ponctuelle dans la plupart
des tissus « vieillissants » (139) (141). Cependant, dans les mutations que nous avons

observées, cela ne semblait pas étre le type de mutation majoritaire.

Dans cette population d’étude, un nombre significativement plus important de femmes
ayant présenté un cancer de I’ovaire chez les porteuses d’un variant TP53 potentiellement
délétere a été mis en évidence (Tableau 9 et 10). Weitzel et al n’avaient pas retrouvé cette
observation dans leur étude (160). Cependant, la proportion de cancer de 1’ovaire était a 21 %
et celle des cancers du sein & 53 %. Les cas de cancer de I’ovaire étaient tout de méme largement
augmentés. De plus, cela pourrait s’expliquer en partie par la différence de méthodologie dans
la sélection des variants désequilibrés : ici des variants avec une fréquence allélique trés faible
(3 %) ont été inclus alors que précédemment il n’avait pas été précisé le seuil de détection. Par
ailleurs, la population de patientes ayant eu un cancer de I’ovaire recrutée dans notre étude est
large et comporte des cancers chez des individus &gés depuis I’arrivée des inhibiteurs de PARP
comme option thérapeutique dans leur prise en charge. Ainsi, le facteur da a I’age des patientes
recrutées pourrait expliquer aussi la surreprésentation des cancers de I’ovaire par rapport a
I’étude de Weitzel. Cependant, 1’augmentation du nombre des cancers de 1’ovaire dans la
population des patientes porteuses de VAF faibles résiste au modéle multivarié tenant compte
de I’age. Le résultat semble robuste. Le fait de trouver plus de cancer de 1’ovaire dans le groupe
porteur de variant TP53 potentiellement expliqué par un clone hématopoiétique pourrait
s’expliquer par la chimiothérapie & base de taxol et de platine particuliérement cytotoxique et
regue systématiquement par les femmes atteintes d’un cancer de 1’ovaire. En effet, des études
récentes de CHIP dans des populations de patients precédemment exposés a une thérapie
cytotoxique ont montré un enrichissement des mutations en TP53 par rapport a des populations
non sélectionnées (161) (162) (163). Une autre étude réalisée sur des patientes atteintes d’un
cancer de 1’ovaire n’a pas réussi a montrer de maniere significative cet enrichissement des

mutations TP53 chez les patientes traitées par chimiothérapie avec 4/326 femmes parmi celles
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traitées (1,2 %) contre 7/274 femmes non traitées (2,6 %) (P = 0.24), mais la tendance est en
faveur de cet enrichissement et 1’échantillonnage pourrait expliquer la non-significativité du
résultat (164) (165). Le mécanisme d’apparition de ce clone hématopoiétique post traitement
peut dorénavant s’expliquer. En effet, dans une étude, des variants de TP53 identifiés chez un
petit échantillon de patients atteints de leucémie aigie myéloide post traitement (LAM-t) ont
été retrouves grace a une analyse de forte profondeur sur les échantillons disponibles avant leur
tout premier traitement par chimiothérapie pour leur cancer initial (166). De plus, dans ces
cohortes, le clone hématopoiétique détecté présente les mémes caractéristiques que dans des
populations non sélectionnées, notamment une association forte avec I'age et une prédominance
de substitutions C> T (161), ce qui suggere que les processus sous-jacents aux mutations sont
similaires quel que soit le contexte. Globalement, ces données appuient un modele selon lequel
le clone hématopoiétique précéde habituellement, sinon toujours, la thérapie cytotoxique. Le
traitement cytotoxique favoriserait seulement la sélection du clone hématopoiétique
préexistant. L’HC post traitement cytotoxique concerne aussi un autre géne de maniere plus
fréquente. Il s’agit des mutations récurrentes a type gain de fonction du géne PPM1D, une
phosphatase qui régule négativement de multiples composants de la voie de réponse aux
dommages de I'ADN (167). Les données de la littérature suggerent que les mutations de
PPM1D sont associées a I'exposition a des agents chimiothérapeutiques spécifiques, tels que le
platine, 1'étoposide, la cytarabine et la doxorubicine. Il serait intéressant de voir s’il en est de
méme pour le géne TP53 pour lequel I’étude a montré un enrichissement de femmes traitées

par platine et taxol dans le groupe des porteurs de variants de TP53 hétérozygotes.

Une question de la nécessité de rapporter ou non la détection de ces clones
hématopoiétiques de maniére incidente est importante. En effet, les clones hématopoiétiques
sont associés a un sur-risque de néoplasie hématologique (hazard ratio, 11.1; 95 % intervalle de
confiance [IC], 3.9 to 32.6) et d’accident vasculaire cérébral ischémique (hazard ratio, 2.6; 95
% IC, 1.4 to 4.8) (139). De plus, une étude a montré que des mutations, affectant en particulier
les génes TP53 et U21AF1, impliquent un risque relativement élevé de LAM ultérieure (168).
Cette méme étude cas/témoin a montré que les cas de pré-LAM présentaient un nombre plus
important de mutations détectées par echantillon, des variants de VAF plus élevées et un
enrichissement en mutations de genes spécifiques. Une autre étude cas témoins de 221 femmes
ayant développé une LAM et 221 contrdles appariés a montré que des mutations dans les génes
IDH1, IDH2, TP53, DNMT3A, TET2 et les spliceosomes augmentaient significativement les

chances de développer une LAM. Le surrisque conféré par les mutations TP53 (OR : 47,2 ;
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intervalle de confiance a 95 % : 2,5-879,1) était d’ailleurs le plus important. Dans 1’étude, les
21 patients porteurs de mutations TP53 ont ainsi développé une LAM (21/21) (169). En analyse
univariée des génes mutes, ils ont observé que la durée de latence entre 1’apparition du clone et
le diagnostic de LAM variait en fonction du géne muté et que cette durée était tres diminuée
dans le groupe des mutés TP53 (4,9 contre 10,1 ans). Desai et Roboz proposent des
recommandations pour les clones hématopoiétiques les plus a risque de LAM-t qu’ils décrivent
comme ceux porteurs d’une mutation associée a un risque élevé de LAM-t (TP53, PPM1D,
DNMT3A R882H), ceux avec des mutations driver de I’HC avec une fraction allélique > 10 %
ou les clones ayant plus d’une mutation impliquée dans I’HC (170). Dans ces cas, ils
recommandent d’effectuer une surveillance de la formule sanguine tous les 3 a 6 mois pendant
10 ans car I’incidence des LAM-t est la plus élevée dans les 10 ans post traitements. Cependant,

mis a part la surveillance, aucun traitement préventif n’est préconisé a I’heure actuelle.
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CONCLUSION

Finalement, mon travail de these leéve le voile sur la complexité d’interpréter les
variants de faible VAF au cours du diagnostic moléculaire des prédispositions au cancer du sein
et de I’ovaire. En effet, au cours de cette étude, nous avons observé les trois cas possibles parmi
la présence d’une néomutation en mosaique, la détection d’ADNtc et d’HC. De plus, la mise en
place du panel HBOC 13 génes incluant TP53 sur les recommandations du GGC augmente de
maniére importante 1’incidence de ces détections. Il est alors primordial de tenir compte du
phénotype des patientes ainsi que du géne concerné dans la démarche diagnostique. En effet, le
gene TP53 qui a été retrouveé en trés grande majorité dans 1’étude est, parmi les génes du panel
HBOC, le plus impliqué dans I’HC, en particulier chez les patientes agees traitées par
chimiothérapie. Lorsque le phénotype est évocateur, il est important de s’attarder sur le variant
pour ne pas passer a coté d’une véridique mosaique mais lorsqu’il ne 1’est pas, il peut paraitre
déraisonnable voire délétere d’inquiéter le patient et ses descendants en particulier. Grace a ce
travail nous avons pu conclure a I’origine du variant chez les patientes pour lesquelles nous
avons recu un prélévement tumoral et proposer un conseil génétique pour une patiente porteuse
de mosaique du gene BRCAL. Dans le but de simplifier la prise en charge de ces variants de
faible VAF, nous proposons une démarche diagnostique afin de résoudre le diagnostic
différentiel (Figure 16) qui pourra srement évoluer les prochaines années avec 1’évolution des
techniques et une meilleure compréhension des mécanismes physiopathologiques des trois
événements. Concernant les variants de TP53 dus a I’HC, il conviendrait de préciser le risque

hématologique afin d’envisager de rapporter ces découvertes finalement fortuites.
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Variant potentiellement pathogéne
détecté dans le cadre d’'un panel HBOC
3 % < VAF £ 35 % (si SNV)

|

Patient ayant présenté une tumeur du spectre ou contexte compatible avec
une mosaique constitutionnelle (tumeur précoce ...)*

|

Réclamer si disponible :

- Les blocs tumoraux ou biopsies + Tissu sain périphérique

- Frottis jugal réalisé selon les bonnes pratiques

Faire migrer FADN issu du prélévement sanguin sur un gel d’agarose ou en Tapestation pour vérifier la présence ou non
de fragments de petites tailles

| | |

Arguments en faveur d’une mosaique : Arguments en faveur d’ADNtc : Arguments faveur d’'une HC:
- Contexte phénotypique en faveur +++ - Notion de maladie évolutive au - Patientagé
- Variant enrichi au niveau tumoral / sang : moment du prélevement - Variant fréquemment impliqué
LOH ou « second hit » (& corréler au - Variant enrichi au niveau tumoral / dans I'hématopoiese clonale
pourcentage de cellules tumorales dans le sang (Pas forcément de LOH) (TP53)
bloc) - Variant non enrichi dans le tissu - Variant absent ou trés faible
- Variant enrichi sur 2 types de tumeurs de sain périphérique / sang (VAF < 5 %) au niveau tumoral et
différentes origines ++ - Absence de détection du variant dans le tissu sain périphérique
- Variant enrichi dans le tissu sain dans le frottis jugal - Absence de détection du variant
périphérique a proximité de la tumeur / - Détection de fragments inférieurs dans le frottis jugal
sang 200 pb en Tapestation (si variant > - Absence de fragments inférieurs
- Détection significative du variant dans le 10 % vérifier I'absence de détection a 200 pb en Tapestation **
frottis jugal (n'exclue pas la mosaique si du variant sur I'ADN issu du
négatif) = s’assurer de la bonne pratique prélevement sanguin en Sanger
du frottis si positivité légére avec des amorces éloignées de >
- Absence de fragments inférieurs a 200 pb 200 pb) ***

en Tapestation **
PRISE EN CHARGE A DISCUTEREN RCP +++

Figure 16: Diagramme d’aide diagnostique suite a la detection d’un variant
potentiellement délétére de faible VAF

Abréviations: HBOC : « Hereditary Breast and Ovarian Cancer » ; VAF : « Variant Allele Fraction » ;
LOH : « Lost of heterozygotie » ; SNV : « Single Nucleotide Variation »

*Ne pas hésiter a en discuter avec un centre de référence du géne concerné

**Si la concentration en ADN et que la VAF du variant sont faibles, il est possible de ne pas apercevoir
les petits fragments qui seraient présents.

***En cas de détection de plusieurs bandes en échelles, multiples de 180 pb environs, il ne s’agit pas
d’un argument en faveur de la détection d’ADN tumoral circulant mais plutot I’observation d’ADN
dégradé. En cas de nécessité de prouver la présence du variant dans les fragments de bas poids, il est
possible de faire migrer I’ADN sur gel d’agarose, de le purifier et réaliser un séquencage Sanger ou un
Snapshot avec des amorces permettant 1’amplification d’un fragment < 150 pb.

Toutes les mosaiques suspectées doivent faire 1’objet d’une discussion en RCP pour la prise en charge
du patient et de ses descendants.
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ANNEXE

Préléevement sanguin Frottis jugal Tissu tumoral
N° patient | NGS |[Tapestation s\;!:Fg?:a(rflagl)t il Snapshot ff:::‘::‘t’: :’ featilit:ssi SRR Snapshot | NGS | Snapshot
10 %) Tapestation +) (sang) > 10 %)
1 A A A A A A A NA
2 A A A A A A A A A
2 A A A A A A A A A
3 A A A A A A
4 A A A A A A A A
5 A A A A A A
6 A A A A A A A A A
7 A A A A A A A A
8 A A A A A A A
9 A A A A A A A A
10 A A A A A A
11 A A A NR A A
12 A A A A NR NR
13 A A A A NR NR NR NR
14 A A A A A NR NR
15 A A A A A NR NR
16 A A A A A NR NR
17 A A NA NA NR NR
18 A A A A A A
19 A A A NR NR NR
20 A A A NR NR NR
20 A A A A NR NR NR
21 A A A NR NR NR

Tableau 11 : Récapitulatif des analyses réalisées chez les différents patients

Abréviations : A : analysés ; NA : non analysable ; NGS : « Next Generation Sequensing » NR : Non

recu ; VAF : « Variant Allele Fraction »

Les analyses Snapshot a partir des prélevements sanguins, des frottis buccaux et des tissus tumoraux (
si disponibles) ont été réalisés pour I’ensemble des patients a 1’aide du kit Snapshot Multiplex (Applied
Biosystem ®). Cependant, les variants dont les VAF avaient des valeurs inférieures a 5 % dans le sang
en NGS n’ont pas été présentés dans les résultats de Snapshot car le pic représentant 1’alléle muté était

trop proche du bruit de fond. Pour ces patients, le pic correspondant a 1’alléle muté sur le Snapshot issu

du frottis buccal était encore plus faible.
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¢taient plus agées (67,6 vs 55,7 ans ; p <0,001). Cette étude met en évidence la complexité d’interpréter
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Since the new recommendations of the « Groupe Génétique et Cancer » (GGC) to perform a panel of 13
genes (including BRCAL, BRCA2 and TP53), for the diagnosis of breast and ovarian cancers
predispositions, deleterious variants of low variant allele fraction (VAF) are regularly detected. It raises
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was performed on 2007 index cases analyzed by high throughput sequencing. The presence of these
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