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INTRODUCTION 

 

 Une prédisposition génétique à une pathologie se définit par la présence chez un 

individu d’une anomalie génétique constitutionnelle entrainant un sur-risque de développer 

une maladie. Ces anomalies constitutionnelles sont identifiées sur des gènes que l’on qualifie 

de gènes de susceptibilité et sont impliquées dans de nombreuses pathologies humaines 

incluant notamment les maladies génétiques rares et les cancers.  

 L’oncogénétique est une discipline de la génétique humaine, dont l’objectif est 

d’identifier les personnes porteuses d’altérations génétiques constitutionnelles prédisposantes 

aux cancers dans le but de leur proposer une prise en charge adaptée. En effet, près de 5% de 

cancers sont liés à la présence d’altérations génétiques constitutionnelles et parmi les formes 

héréditaires les plus fréquentes on retrouve le syndrome seins-ovaires. Ce syndrome regroupe 

de multiples formes de cancers du sein dont le pronostic diffère en fonction de leur 

localisation, leur profil histologique ou moléculaire. Les cancers du sein triple négatif (CSTN) 

sont une de ces formes et représentent 10 à 15% de l’ensemble des cancers mammaires. Ils 

sont notamment définis en immunohistochimie par l’absence d’expression des récepteurs aux 

estrogènes à la progestérone et par l’absence de surexpression de la protéine HER2/ERBB2. 

Outre ses caractéristiques immunohistochimiques, cette entité se caractérise notamment par 

un âge plus jeune au diagnostic, un risque de rechute plus élevé, une plus grande fréquence 

des métastases pulmonaires et cérébrales, à l’origine d’un pronostic plus sombre (1). Il s’agit 

cependant d’un groupe hétérogène de cancers du sein du point de vue histologique, 

moléculaire (génome et transcriptome) et évolutif.  

  Les gènes majeurs de susceptibilité impliqués dans le syndrome seins-ovaires sont 

aujourd’hui bien caractérisés incluant notamment les gènes BRCA1, BRCA2 et PALB2 

impliqués dans le mécanisme de réparation des cassures double brins de l’ADN. De plus, 

depuis 2018, les gènes à analyser en routine au laboratoire d’oncogénétique pour explorer ce 

syndrome font l’objet de recommandations nationales (2). Cependant, actuellement ces 

recommandations ne prennent pas en compte le sous-type de cancer du sein. En effet, 

l’analyse des gènes de prédisposition impliqués dans les cancers du sein triple négatif n’a fait 

l’objet d’études spécifiques que très récemment pour tenter de mieux comprendre ce 

phénotype si particulier. 
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 C’est pourquoi, à travers cette thèse nous verrons, dans un premier temps, la place 

qu’occupe la recherche d’une prédisposition génétique en pathologie humaine, puis dans une 

seconde partie, nous verrons à travers un travail de recherche que j’ai effectué au laboratoire 

d’oncogénétique de l’Institut Paoli-Calmettes, à Marseille, le rôle de l’oncogénétique 

moléculaire dans la prise en charge des patientes atteintes de cancers du sein triple négatif. 
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PARTIE I  

PRÉDISPOSITION GÉNÉTIQUE : 

CONTEXTE 

  

 Afin de mieux appréhender la place qu’occupe l’oncogénétique moléculaire dans le 

parcours de soins des patientes atteintes de cancers, nous allons dans cette première partie, 

rappeler quels sont les applications et intérêts de la recherche d’une prédisposition génétique 

en pathologie humaine.  
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I) Recherche d’une prédisposition génétique, champs d’application en 

pathologies humaines 

  Le modèle le plus « simple » pour illustrer la prédisposition génétique en 

pathologie humaine est le modèle des maladies héréditaires monogéniques. Il s’agit de 

pathologies qui sont exclusivement dues à la présence d’une anomalie génétique délétère dans 

un gène donné. Par exemple, la maladie de Huntington est une maladie neurodégénérative 

rare du système nerveux central caractérisée par des mouvements involontaires choréiques, 

des troubles comportementaux et psychiatriques. Cette maladie se manifeste vers l’âge de 30 

à 50 ans et est exclusivement due à une expansion de triplets nucléiques CAG répétés (36 

répétitions ou plus) dans le gène codant pour l’huntingtine (HTT), protéine impliquée dans le 

transport de vésicules au niveau des neurones et possédant des propriétés anti apoptotiques 

(3). L’expansion de triplets CAG entraine au niveau protéique une expansion de Glutamine 

responsable d’une modification conformationnelle de la protéine qui perd alors sa fonction de 

transporteur et induit une dégénérescence neuronale. On sait également que le début de la 

maladie est d’autant plus précoce que l’expansion de triplets est grande et il n’existe 

actuellement aucun traitement curatif pour cette maladie. L’identification de cette anomalie 

génétique chez un individu sain permet donc de prédire la survenue de la maladie puisque la 

pénétrance est complète (tout porteur de l’anomalie développera la maladie). Une des 

applications concrètes est de proposer, pour les individus porteurs de la mutation désirant un 

enfant, la réalisation d’un dépistage prénatal ou un diagnostic préimplantatoire avec 

fertilisation in vitro. Les maladies rares monogéniques (touchant moins d’une personne sur 

2000) sont très nombreuses, environ 7000. Ensemble, elles touchent environ 3 à 4 millions de 

personnes en France soit 6% de la population (4). 

  
 Cependant, la recherche d’une prédisposition génétique ne se cantonne pas aux 

maladies rares, elle présente également un intérêt majeur dans des pathologies plus communes 

comme les infections, les maladies complexes ou les cancers. 

 
 En effet, on pourrait penser que le développement d’une maladie infectieuse ne résulte 

que de la rencontre de l’hôte avec le pathogène responsable et donc que la cause de la 

pathologie ne soit qu’environnementale. Hormis les déficits immunitaires héréditaires rares ou 

acquis qui sont responsables d’une augmentation de la vulnérabilité de l’hôte aux infections, 

existerait-il un modèle de susceptibilité génétique dont la fréquence dans la population 
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générale se rapprocherait de la fréquence de l’infection elle-même ? Ceci a été récemment mis 

en évidence dans la tuberculose, maladie infectieuse provoquée par des mycobactéries du 

complexe tuberculosis. Selon L’OMS, cette infection touche environ 10,9 millions de 

personnes par an (soit une fréquence population mondiale d’environ 1 sur 1000) et demeure la 

maladie infectieuse la plus meurtrière avec près de 4000 décès par jour soit environ 

1,5 million de personnes par an. Parmi les facteurs de risque d’infection, la promiscuité, la 

précarité et le manque d’hygiène expliquent que cette infection touche préférentiellement les 

pays en voie de développement. En 2018, Boisson-Dupuis et al, ont montré que la présence 

du variant P1104A du gène TYK2 à l’état homozygote chez des individus était un facteur 

génétique prédisposant cette maladie infectieuse. En effet, ce variant est retrouvé à l’état 

homozygote à une fréquence de 1/600 individus européens et 1/2500 chez les autres 

individus. On constate que la fréquence de ce variant est plus importante chez les Européens, 

moins touchés par la tuberculose. Cette disparité pourrait être la conséquence d’un 

phénomène de sélection naturelle. En effet les personnes non porteuses de ce variant ont un 

avantage sélectif en termes de survie face à l’infection ce qui pourrait expliquer que dans les 

pays à forte prévalence de l’infection (comme les pays en voie de développement) la 

fréquence du variant de susceptibilité soit moins représentée. Inversement, dans les pays 

européens, peu touchés par la tuberculose, il n’y a pas de pression de sélection et donc la 

fréquence de ce variant dans la population européenne est plus importante. Par ailleurs, 

Boisson- Dupuis et al, ont montré que ce variant perturbe sélectivement l’induction d’IFN-γ 

via l'IL-23, qui est une molécule clé dans l’immunité anti-mycobactérienne et cela augmente 

donc la susceptibilité à l’infection pour les personnes porteuses de ce variant (5). Une des 

applications envisagées à long terme par ces auteurs serait de proposer un test génétique aux 

voyageurs en zone de forte endémie afin d’évaluer leur risque de contracter la maladie et donc 

de mettre en place des mesures prophylactiques adaptées. 

 
 Les maladies dites « complexes » regroupent des pathologies dont les causes sont 

souvent multifactorielles, associant à la fois une part génétique et une part environnementale 

(exposition à agents toxiques, alimentation, mode de vie, etc.). Les cas familiaux de maladies 

complexes (ex.: pathologies cardiovasculaires, obésité) ne suivent pas un modèle de 

transmission mendélienne classique, car ce n’est pas une altération génétique dans un gène 

donné qui est à l’origine de la prédisposition, mais une combinaison de variations génétiques 

fréquentes (appelées polymorphismes) présentes à différents endroits du génome qui vont 

favoriser l’apparition de la pathologie. Bien qu’une ségrégation familiale de cas soit souvent 
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observée, la composante génétique est difficile à mettre en évidence. Dans l’obésité, il a été 

montré que certains comportements alimentaires comme la désinhibition ou encore la 

susceptibilité à la faim avaient une composante génétique (6). On peut notamment citer le 

gène FTO (Fat mass and obesity-associated) pour lequel deux polymorphismes ont été 

associés de manière significative à une alimentation émotionnelle, ou encore à une 

susceptibilité à la faim accrue. Cette composante génétique en partie responsable de ces 

comportements alimentaires s’ils sont associés à un mode de vie sédentaire peut donc 

conduire à une maladie aussi commune que l’obésité.  

 
 Enfin, les cancers constituent un groupe de pathologies où l’étude de la prédisposition 

génétique à une place prépondérante. Selon l’Institut National du Cancer, le nombre de 

nouveaux cas de cancers diagnostiqués en France métropolitaine en 2018 est estimé à 

382 000. Le taux d’incidence (standardisé monde) est estimé à environ 3 pour 1000. La 

transformation d’une cellule saine en cellule cancéreuse est notamment due à la présence 

d’altérations génétiques sur des gènes clés du fonctionnement cellulaire. Une accumulation de 

ces altérations génétiques est nécessaire au développement d’une cellule cancéreuse, on peut 

parler de « quota » d’altérations minimales pour que la transformation en cellule cancéreuse 

ait lieu (Figure 1). Au sein de ces altérations génétiques, on distingue les mutations « drivers » 

correspondant à des mutations qui vont induire un avantage de croissance sélectif à la cellule 

et donc promouvoir le développement du cancer, des mutations « passagers » qui n’induisent 

pas d’avantage sélectif (7).  

 
Figure 1:  Évolution clonale de la tumeur (8). 
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 Les mutations « drivers » sont dans la grande majorité des cas acquis au cours de la 

vie et concernent un nombre limité de cellules. Cependant il existe des formes de cancers liés 

à une altération génétique constitutionnelle (c’est-à-dire présente dans toutes les cellules de 

l’organisme, et héritable), et pouvant être responsable de formes familiales de cancer.  Le sur 

risque de développer un cancer dans ces familles s’explique par le fait qu’elles présentent déjà 

une altération génétique nécessaire au processus de cancérisation, le « quota » d’altérations 

nécessaire est donc plus rapidement atteint dans ces familles. En effet, les modèles 

mathématiques estiment que 5 à 8 mutations drivers sont requises pour le développement d’un 

cancer (7). Enfin, les gènes de susceptibilités impliqués diffèrent en fonction du type de 

cancer et à ce jour plus de 80 gènes de prédisposition génétique aux cancers ont été identifiés 

(9).  

 

 Au total la recherche de prédisposition génétique semble intéressante dans de 

nombreuses situations physiopathologiques. Cependant compte tenu du coût que pourraient 

induire ces recherches en pratique courante, il est essentiel de se poser la question de l’intérêt 

réel pour les patients et pour la société. 
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II) Recherche d’une prédisposition génétique, intérêts pour le patient et la 

société  

Bien que la recherche de prédisposition génétique se développe dans de nombreux 

domaines d’applications, prédire l’apparition d’une pathologie n’a de sens que si cela apporte 

un bénéfice pour le patient et la société. Devant la multiplicité des recherches dans ce 

domaine et la diversité des situations, la question de l’intérêt est complexe et doit se poser de 

façon individuelle pour chaque pathologie et peut évoluer au cours du temps en fonction des 

avancées thérapeutiques.  

 

A) Connaître son risque génétique pour une maladie, quels intérêts ? 

 L’intérêt de rechercher une prédisposition génétique est fonction de la pathologie 

concernée par le test de prédisposition génétique, mais aussi des leviers que l’on peut utiliser 

pour la prise en charge de cette pathologie. En effet, à l’heure actuelle les tests de 

prédisposition génétique effectués en France concernent des pathologies pour lesquelles il y a 

un bénéfice pour la prise en charge du patient. Nous avons déjà énoncé quelques applications 

concrètes en fonction du champ d’application, mais les enjeux sont beaucoup plus larges.  

 Dans le cas d’une pathologie ségréguant dans une famille, connaître son statut 

génétique a plusieurs intérêts.  Pour le membre atteint par la maladie, cela permet 

premièrement d’apporter une explication, de poser le diagnostic, de lui proposer une prise en 

charge adaptée si elle existe ainsi qu’un conseil génétique en cas de projet d’enfant. Pour les 

membres apparentés, l’analyse génétique permet d’une part de connaître le risque de 

développement de la maladie et de proposer des mesures prophylactiques ou de surveillance 

adaptée, et d’autre part de connaître le risque de transmission à la descendance. 

 

 

Figure 2: Exemple de Transmission familiale d’une mutation de prédisposition dans le 

cancer du sein (10).  
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B) Enjeux sociétaux 

 Évaluer le risque génétique de survenue d’une pathologie permet le développement 

d’une nouvelle stratégie de soins appelée médecine « personnalisée », correspondant à une 

médecine centrée sur le patient et non plus sur la maladie. Cette approche contraste avec 

l’approche précédente qui consistait à prendre en charge des patients en fonction de leur 

pathologie uniquement. Dans l’exemple du cancer, grâce à l’analyse génétique au sens large, 

il existe aujourd’hui des protocoles de chimiothérapies standardisées utilisant des thérapies 

dites « ciblées » en fonction du profil génétique de la tumeur, mais aussi en fonction des 

mutations constitutionnelles et donc fonction du patient (ex. : utilisation d’anti-PARP chez les 

patientes porteuses d’une mutation constitutionnelle et/ou somatique de BRCA). Dans ce cas-

là l’analyse génétique a un rôle théranostique. Avec l’avancée des thérapies géniques, on 

pourrait imaginer de traiter les patients en corrigeant les anomalies génétiques à l’origine de 

pathologies considérées comme incurable pour le moment, et ce avant même que les patients 

ne développent la maladie. Cela entrerait dans le cadre d’une médecine dite préventive, dont 

les applications existent déjà. C’est le cas pour les patientes porteuses d’une mutation 

constitutionnelle sur un des gènes BRCA qui présentent un sur risque de développer un cancer 

du sein et/ou de l’ovaire. Actuellement, une chirurgie de réduction de risque (mastectomie 

bilatérale, annexectomie), peut être proposée chez certaines de ces patientes porteuses d’une 

mutation constitutionnelle de prédisposition, avant même l’apparition du cancer.  

 Ces progrès médicaux et technologiques soulèvent de nombreux enjeux bioéthiques. 

En effet, en France, la bioéthique est encadrée par la loi depuis 1994. De plus, en 2004, 

l’Agence de la biomédecine a été créée pour encadrer les pratiques et l’accès aux soins dans 

les domaines de la génétique médicale, des greffes d’organes, de la procréation médicale 

assistée, de la recherche sur les cellules souches et le diagnostic prénatal et préimplantatoire 

(https://www.agence-biomedecine.fr/Decouvrir-l-Agence). La réalisation des analyses de 

génétique constitutionnelles est strictement encadrée par cette agence qui délivre après 

évaluation, un agrément pour 5 ans renouvelable aux laboratoires et aux biologistes souhaitant 

effectuer ces analyses. Régulièrement, les lois de la bioéthique sont réformées pour s’adapter 

aux évolutions technologiques, médicales et sociétales. La dernière révision de ces lois date 

de 2020. 

 D’un point de vue plus global, au niveau de la société, ces approches bouleversent le 

dogme de traiter les patients atteints d’une maladie en proposant une prise en charge des 

patients susceptibles de développer une maladie dans le futur. C’est sur ce principe que repose 
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la médecine prédictive et préventive. Toutefois, cela nous conduit à l’interrogation suivante : 

sommes-nous prêts à prendre un traitement, parfois lourd (comme une chirurgie 

prophylactique) ou changer notre mode de vie pour un risque de développer une pathologie 

qui ne se développera peut-être jamais ? De nombreuses pathologies sont induites par notre 

mode de vie, comme les pathologies cardiovasculaires liées à une mauvaise alimentation, ou 

encore les cancers liés à la consommation de tabac et d’alcool.  Bien que les effets néfastes de 

ces produits soient bien connus, leur consommation perdure. 

 

 Nous connaissons le poids du coût des prises en charge sanitaire sur la société à 

l’heure actuelle (journées d’hospitalisation, prise en charge des complications, thérapeutiques, 

personnel soignant, etc..). Or il semblerait que prévenir l’apparition d’une pathologie, ou 

adapter les soins en fonction du patient permettrait de réduire drastiquement ces coûts.   

 Cependant les analyses nécessaires à la recherche d’une prédisposition génétique ont  

elles-mêmes un coût non négligeable justifié d’une part par le matériel utilisé qui fait 

intervenir des technologies de pointe développées très récemment (automate de séquençage, 

réactifs, serveurs pour le stockage des données générées, ordinateurs pour l’analyse 

informatique)  et d’autre part par le personnel spécialisé nécessaire à la réalisation et à 

l’interprétation des résultats (technicien, bio informaticien, biologiste). Ainsi, l’optimisation 

de la balance-bénéfice/coût demanderait une analyse multifactorielle, fine et globale de la 

situation pour chaque pathologie. 
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III) Recherche d’une prédisposition génétique, stratégies et principe du 

séquençage ?  

 Le premier élément dont il faut avoir connaissance c’est le progrès technologique qui 

s’opère depuis une dizaine d’années avec notamment l’arrivée du séquençage à haut débit. 

Cela a permis le développement et la démocratisation des laboratoires capables de réaliser ces 

analyses génétiques et donc a fortiori permet une diminution du coût d’analyse. À titre de 

comparaison le séquençage du 1er génome humain a fait l’objet d’une coopération 

internationale, « the Human genome project » qui a duré 13 ans (de 1990 à 2003) et qui a 

coûté environ 3 milliards de dollars. Aujourd’hui un génome humain peut être séquencé dans 

un seul laboratoire en 1 semaine pour un coût d’environ 1000 dollars, demain pour environ 

100 dollars. 

 Cela étant dit, il reste encore des progrès en faire, car il n’existe pas une technique 

d’analyse unique permettant de rechercher de manière fine l’ensemble des anomalies 

génétiques potentielles. En effet le séquençage à haut débit permet actuellement de détecter de 

manière très sensible les variations de petites séquences d’ADN comme les single nucléotides 

variations (SNV) ou les petites insertions ou délétions, mais n’est pas encore l’outil le plus 

fiable pour détecter les réarrangements de grande taille (grandes insertions, délétions ou 

encore les réarrangements chromosomiques équilibrés).  

La multiplicité des techniques d’analyse fait qu’encore peu de laboratoires ont la capacité de 

réaliser ces analyses et que celles-ci coûtent encore chères. 

 Donc concrètement comment opère-t-on pour rechercher une prédisposition 

génétique ?  Nous allons voir dans un premier temps, les stratégies d’analyses qu’il est 

possible de mettre en œuvre aujourd’hui avant d’exposer le principe technique du séquençage 

à haut débit et le traitement des données de séquençage générées. 
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A) Stratégies d’analyses 

 3 stratégies de séquençage de l’ADN sont possibles comportant toutes des avantages 

et des inconvénients. La première est une stratégie de recherche dite « ciblée », on va 

séquencer et étudier uniquement un panel de gènes d’intérêts pour une pathologie donnée. Ce 

panel est établi en fonction de recommandations scientifiques ou d’une revue de la littérature. 

À titre d’exemple en cas de suspicion de prédisposition génétique au cancer du sein et/ou de 

l’ovaire, le Groupe français de Génétique et Cancer (GGC) recommande actuellement 

l’exploration génétique de 13 gènes d’intérêts, validés comme étant responsables d’un sur 

risque de cancer en cas de variation génétique délétère (2). Cette stratégie, la moins coûteuse à 

l’heure actuelle permet de générer des données de bonne qualité et de volume raisonnable 

donc facilement stockable. Par ailleurs ces données relativement limitées sont rapidement 

analysables. L’inconvénient majeur de cette stratégie c’est que l’on étudie ce que l’on connait 

déjà, c’est-à-dire uniquement les gènes déjà connus comme impliqués dans la pathologie. Si 

dans l’avenir on découvre d’autres mécanismes génétiques responsables de la pathologie (par 

exemple autre gène impliqué, mécanisme épigénétique, etc.), on ne pourra pas ré analyser les 

données brutes séquencées en fonction de l’actualité des connaissances scientifiques. Il faudra 

refaire un nouveau séquençage incluant les nouvelles cibles d’intérêt.   

 La deuxième stratégie est le séquençage de l’exome du patient, correspondant 

globalement au séquençage de l’ensemble des séquences codantes d’une personne.  L’homme 

contient dans son ADN environ 20 000 gènes. Pour information ces gènes sont composés 

entre autres d’un enchaînement d’introns (séquences non codantes) et d’exons (séquences 

codantes, contenant l’information génétique utile à  la synthèse de l’ARN, puis des protéines).  

Pour résumer, cette stratégie permet d’analyser l’ensemble des gènes du patient. Cela génère 

donc une masse de données plus importante, donc plus temps d’analyse et espace de stockage 

nécessaire plus important. Mais cela soulève une question, en analysant tous les gènes, on 

risque de trouver une altération génétique impliquée dans une autre pathologie que celle pour 

laquelle l’analyse est prescrite. Que faire alors de cette information ?  Pour éviter cela, des 

filtres informatiques sont mis en place afin que seuls les gènes impliqués dans la pathologie à 

explorer soit analysés. Cela revient à une étude de panels de gènes en somme ? Pourquoi 

réaliser une analyse de l’exome alors ? En cas de nouvelles recommandations sur les gènes à 

étudier, il suffira de modifier le filtre informatique pour ré analyser les nouveaux gènes 

d’intérêt. Cela conduit à un gain de temps et d’argent (pas besoin de re séquencer l’ADN du 

patient).  
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Enfin, il existe une alternative au séquençage de l’exome entier, l’exome clinique 

correspondant au séquençage de l’ensemble des parties codantes des gènes connus en 

pathologie humaine. Ceci permet notamment de diminuer le nombre de gènes étudiés et ainsi 

restreindre la masse de données générées. 

 Dernière stratégie, le séquençage du génome entier c’est-à-dire des 20 000 gènes 

exons et introns compris. Cette stratégie génère un maximum de données, très volumineuses à 

stocker (environ 3.5 Go de données par patient). L’ensemble des données génétiques sont 

alors disponibles. Avec les techniques de séquençage actuelles, la qualité du séquençage d’un 

génome humain reste moindre comparée à un panel de gènes ou d’un exome. La quantité de 

bases à générer étant largement supérieure, la profondeur des séquences sera donc moindre 

lors d’un séquençage d’un génome par rapport à un exome ou un panel.  

 À l’heure actuelle, la stratégie privilégiée au laboratoire reste la stratégie ciblée par 

panel de gènes. Avec la diminution progressive des coûts et l’amélioration des techniques de 

séquençage, le séquençage de l’exome tend à se développer. Une fois la stratégie choisie, 

comment s’effectue en pratique le séquençage et comment sont interprétées les données 

obtenues ? 

 

B) Séquençage à haut débit 

1) Principe général 

 Depuis une dizaine d’années, le séquençage de l’ADN fait l’objet d’une révolution 

technologique et une multitude de technologies ont été développées et sont en cours de 

développement. Certaines de ces techniques séquencent des fragments courts de l’ADN 

(jusqu’à  environ  600 paires de bases) puis ces fragments sont assemblés (par homologie de 

séquences) à la manière d’un puzzle pour définir la séquence complète tandis que d’autres 

technologies tentent de séquencer de longs fragments (plusieurs kbases) voire la molécule 

unique originelle directement,  mais le taux d’erreurs de séquences est encore trop important 

pour envisager une utilisation pour un examen de biologie de routine (11). Chacune de ces 

technologies présente des avantages et des limites. Ici, nous allons uniquement exposer la 

technologie développée par Illumina basée sur le séquençage de courts fragments d’ADN sur 

séquenceur MiSeq, qui est la technologie la plus répandue sur le marché et celle que nous 

avons utilisée au cours de ce travail de thèse. 
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a) Phase 1 : Préparation des échantillons 

 Avant le séquençage proprement dit, une phase de préparation des échantillons est 

nécessaire. 

 Premièrement la fabrication de la librairie d’ADN du patient (Figure 3.A). Une 

librairie est composée de l’ensemble des séquences (fragmentée) d’ADN d’intérêt que l’on 

souhaite séquencer. Si notre panel de gènes d’étude est composé de 10 gènes, la librairie sera 

composée de l’ensemble des séquences codantes (couverture) de ces 10 gènes en quantité 

suffisante pour être séquencée avec une bonne sensibilité (profondeur). 

 Pour obtenir ces librairies, plusieurs grandes étapes sont nécessaires : 

- Fragmentation enzymatique de l’ADN génomique du patient. La technique d’Illumina 

est une technique de séquençage de courtes séquences. 

- Ligation des adaptateurs aux extrémités des fragments. Ces adapteurs contiennent à la 

fois des index (petites séquences, p5, p7, i5, i7) qui vont servir lors de l’étape de 

séquençage des fragments ainsi qu’un barcode moléculaire (= étiquette moléculaire) 

permettant de rattacher les fragments à un patient donné. Ceci permet par la suite de 

pooler plusieurs librairies d’ADN de patients et de les traiter simultanément. Grâce à 

l’analyse bio-informatique ultérieure, les séquences générées seront réattribuées pour 

chaque patient en fonction de ce barcode moléculaire. 

- Sélection des fragments par la taille. On souhaite garder idéalement des fragments 

compris entre 300 et 700 bp  

- Pool des différents échantillons faisant l’objet de l’analyse 

- Amplification de tous les fragments sélectionnés par une PCR universelle. Qualification 

et quantifications des produits de PCR. 

- Isolement et enrichissement des séquences des gènes d’intérêts. Pour cela deux 

techniques existent : 

 Par amplification des séquences d’intérêts (en utilisant des amorces spécifiques des 

régions d’intérêt) 

 Par Capture grâce à l’hybridation de sondes qui vont reconnaître les séquences 

d’intérêt.  Un lavage va permettre de ne garder que les séquences hybridées donc 

d’intérêts. D’une manière générale, cette technique offre des performances 

supérieures à la technique par amplification.  En effet, bien que la technique par 

capture soit généralement plus coûteuse, plus chronophage et nécessite une 

quantité d’ADN initiale plus importante, elle permet d’obtenir une couverture des 
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séquences plus uniforme même dans les régions riches en G-C, est plus sensible et 

plus spécifique que la technique par amplicon (12) . Dans notre travail, le kit 

utilisé repose sur une méthode capture.  

- Lavages et qualification des librairies finales 

 

b) Séquençage des libraires  

 Avant le séquençage proprement dit, dans l’automate de séquençage d’Illumina,  les 

librairies vont d’abord  être amplifiées en un grand  de copies afin d’augmenter le nombre de 

reads qui seront séquencés  ce qui permet d’augmenter la qualité du séquençage. 

 On parle d’amplification en clusters. Les fragments d’ADN contenus dans la librairie 

vont venir se fixer sur un support solide (flow cell) tapissé d’amorces reconnaissant les 

adaptateurs situés aux extrémités des fragments d’ADN. Il s’en suit une série de cycles 

d’amplification de chacun de ces fragments pour générer des clusters d’environ 1000 copies 

identiques du fragment. (Figure 3.B) 

 Une fois les clusters générés, l’étape de séquençage démarre. Lorsque la séquence est 

lue par l’ADN polymérase, elle y fixe son dTNP complémentaire. Chaque dNTP libre est 

couplé à un fluorochrome. Il y a donc 4 fluorochromes différents (un pour chaque base pour le 

MiSeq). Lorsque le dNTP est fixé à sa base complémentaire, un signal fluorescent est émis 

(émission de photon). Le dNTP suivant ne peut pas s’incorporer à la séquence temps que le 

dNTP fixé n’a pas émis sa fluorescence. L’utilisation de ces dNTP terminateurs 

« reversibles » permet une synchronisation des émissions de fluorescence au sein du cluster. 

Une fois le signal fluorescent émis, il est capté par des caméras puis un traitement 

informatique va permettre de générer un fichier de séquences à partir des images prises. 

(Figure 3.C). 

 

 Lorsque tous les clusters ont été séquencés, une étape de démultiplexage des 

séquences permet de réattribuer les séquences au patient. En effet grâce au barcode 

moléculaire ligué lors de la préparation de la librairie de chaque patient, on peut « faire le tri » 

des séquences et les réattribuées à chaque patient. 

 Un fichier de séquence contenant l’ensemble des informations relatives au run 

(identification, séquences, qualité des séquences) est généré au format FASTQ pour chaque 

échantillon. 
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Figure 3 : principales étapes du séquençage haut débit – MiSeq Illumina. (13) 
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c) Analyse bio-informatique 

- Génération des fichiers : 

 À partir du Fichier FASTQ, plusieurs fichiers vont être générés bio informatiquement. 

 Le trimming des adaptateurs et l’alignement des séquences par rapport à une séquence 

génomique de référence (Figure 3-D) permettent de générer un fichier .BAM (Binary  

Sequence Alingment Map), fichier de mapping utilisé notamment pour visualiser l’alignement 

des reads.  

 Enfin une étape d’annotation, permet de générer un fichier au format .VCF (Variant 

Call Format) contenant l’ensemble des variants de séquences identifiées et les informations 

associées (coordonnées génomiques, nomenclature du variant en c.  p., fréquence allélique, 

etc.). 

 

- Analyse qualité du run de séquençage : 

 Plusieurs éléments déterminent la qualité globale du séquençage des échantillons, par 

exemple le nombre de reads générés pour chaque échantillon ou encore la densité de clusters 

produit sur la flow cell. 

 Par ailleurs, deux paramètres qualifient la qualité d’une séquence : la couverture et la 

profondeur. La couverture correspond au pourcentage que couvre l’ensemble des reads 

générés par rapport à la séquence d’intérêt cible (Figure 4). Autrement dit en alignant 

l’ensemble des reads, on cherche couvrir l’intégralité zone cible que l’on veut étudier. 

L’objectif étant donc d’avoir une couverture complète de 100%. La profondeur de séquençage 

correspond au nombre de fois qu’une base à une position donnée a été séquencée (Figure X). 

En effet, comme vu lors de la préparation des échantillons, l’ADN fragmenté est amplifié par 

PCR afin d’obtenir un nombre important d’un même fragment.  Cette profondeur est 

importante, car elle définit la sensibilité de détection de la technique dans la recherche de 

variant de séquence.  Dans la Figure 4, un variant de séquence est détecté (en rouge : 

remplacement d’un C par un A). Cette variation est présente sur 1 read sur 4 pour une 

profondeur totale de 5X (base séquencée 5 fois à cette position). Par conséquent une 

augmentation de la profondeur de séquençage permet d’augmenter la sensibilité de détection 

de variant. Sachant cela, quelle profondeur choisir ? Cela dépend de ce que l’on cherche.   
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 Schématiquement, lors d’une analyse génétique constitutionnelle, la plupart des 

fréquences alléliques des variants que l’on cherche à identifier se situent aux alentours de 

50% si présents à l’état hétérozygote ou aux alentours de 100% si présents à l’état 

homozygote (en excluant le mosaïcisme génétique). Cela veut dire qu’un read sur deux à 

minima présentera la mutation lors du séquençage. Il n’est donc pas nécessaire d’avoir une 

profondeur de lecture très importante pour détecter le variant de manière fiable (une 

profondeur > 30X est suffisante). 

 

 En revanche, lors d’une analyse génétique somatique, on cherche à identifier un 

variant dans une population tumorale qui est hétérogène. L’ensemble des cellules constituant 

la tumeur ne contient pas la même information génétique, et le variant cherché ne peut être 

présent que dans une sous population tumorale. Le variant à rechercher peut être présent 

uniquement dans 5% des cellules tumorales constituant l’échantillon analysé. La profondeur 

de séquençage doit alors être beaucoup plus importante (>100X, 200X, 300X : en fonction du 

laboratoire d’analyse) pour détecter un variant peu représenté (= effet de dilution).   

 

 

 

 

Figure 4: Couverture et profondeur de séquençage 
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2) Caractérisation des variants identifiés – expertise du biologiste 

 Une fois le fichier .VCF généré, celui-ci contient l’ensemble des variants identifiés 

chez un patient pour tous les gènes d’intérêt étudiés. Par conséquent plus le nombre de gènes 

analysé est grand, plus le nombre de variant de séquence identifié sera important (plusieurs 

centaines à plusieurs milliers). 

 Un variant de séquence n’est ni plus ni moins qu’une modification de la séquence 

d’ADN à une position donnée chez un individu par rapport à une séquence de référence. Elle 

ne signifie en aucun cas une quelconque pathogénicité. Il faut donc à partir de ce listing de 

variants générés, faire le tri entre ce qui relève d’un artefact de séquençage, d’un 

polymorphisme génétique (variant de séquence non délétère dont la fréquence dans la 

population générale n’est pas rare) ou encore d’un variant délétère dont la présence 

expliquerait la causalité de la maladie. C’est ce que l’on appelle la caractérisation des 

variants. 

 Pour effectuer cette caractérisation, le biologiste médical a recours à divers outils afin 

de colliger un certain nombre d’informations relatives à chaque variant ci-dessous : 

- Pathologie moléculaire du gène : spectre mutationnel des variants pathogènes rapportés 

pour le gène (résistance à l’haplo insuffisance, mutations faux sens, non-sens, cnv)  

- Données épidémiologiques (bases locus spécifiques et populations-contrôle) 

- Données structurales de la protéine (domaines fonctionnels) 

- Données bibliographiques (revue de la littérature scientifique sur le variant) 

- Données de ségrégation, de pénétrance 

- Le mode de transmission de la maladie associée à ce gène 

- Données fonctionnelles (étude de l’impact du variant sur l’épissage, la fonction de la 

protéine, impact cellulaire, etc.). 

- Critères cliniques et généalogiques 
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 Le recueil de ces informations fait l’objet d’une harmonisation grâce notamment au 

réseau NGS diag (14), qui a pour but d’homogénéiser l’interprétation des variants entre les 

différents laboratoires d’analyses au niveau national. À partir des informations recueillies, un 

système de classification en 5 classes de pathogénicité a été recommandé pour la première 

fois en 2008 pour l’interprétation des variants des gènes de susceptibilité au cancer (15) . 

Cette classification différencie 5 classes de pathogénicité : 

- Classe 1 : variant bénin 

- Classe 2 : variant probablement bénin 

- Classe 3 : variant de signification inconnue 

- Classe 4 : variant probablement délétère  

- Classe 5 : variant délétère 

 

  La stratégie de caractérisation des variants reste cependant imparfaite, et 

nécessite encore d’être améliorée. Une classification codifiée est une classification reposant 

sur des critères stricts. Lors de la caractérisation de variants, la collection d’informations peut 

suggérer une pathogénicité, mais celle-ci ne sera pas rendue faute de répondre aux critères de 

la classification. Par exemple un variant rapporté délétère dans la littérature, dont la 

ségrégation familiale est montrée ne sera pas interprété en classe 5 si aucune étude 

fonctionnelle ne confirme le caractère causal de ce variant.  

 De plus, la classification d’un variant n’est valable qu’à l’instant T où le biologiste 

rend le résultat, car celui-ci repose sur des données scientifiques qui sont susceptibles 

d’évoluer. Cela pose le problème du reclassement des variants et de l’implication de ce 

reclassement dans la prise en charge du patient.   

 En effet, un variant dont la pathogénicité est inconnue en 2020 (variant de classe 3), ne 

sera pas forcement rendu au clinicien lors de l’émission du compte rendu d’analyse (fonction 

du laboratoire). En 2025, les avancées scientifiques mettent en évidence le caractère délétère 

de ce variant et celui-ci est reclassé en variant de classe 5. Cela soulève bon nombre 

d’interrogations, faut-il organiser un système de vieille scientifique permettant la réévaluation 

des variants de façon récurrente ? Faut-il communiquer au clinicien les variants de 

signification inconnue de manière systématique ? Si oui est ce bien utile dans la prise en 

charge du patient ? Faut-il tenir un registre des patients porteurs d’un variant de signification 

inconnue, et émettre un nouveau compte rendu des que le variant sera reclassé ? Comment 

organiser tout cela ? 
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IV) Recherche d’une prédisposition génétique, A qui cela s’adresse-t-il ? 

 Plusieurs paramètres sont à prendre en considération. Tout d’abord, dans le cas des 

maladies monogéniques comme des cancers, la notion de ségrégation familiale de la maladie 

est un argument fort d’une composante génétique sous-jacente. Pour les cancers, l’âge du 

diagnostic est également un argument fort. Comme nous l’avons vu précédemment, en cas de 

prédisposition génétique, le quota d’anomalies génétiques nécessaires à la transformation 

cancéreuse d’une cellule sera atteint plus rapidement qu’une personne sans prédisposition, 

donc aura un âge au diagnostic globalement plus jeune. Pour évaluer chez qui rechercher une 

prédisposition génétique, des consultations d’oncogénétique sont réalisées. Lors de ces 

consultations, l’utilisation d’algorithmes (ex Bodicea, Manchester) permet d’établir un score 

de risque génétique de développer un cancer à partir de divers arguments comme le contexte 

familial, l’âge au diagnostic, les antécédents, etc. Une fois ce score établi, cela va aider 

l’onco-généticien dans sa prise de décision relative à l’exploration par des tests génétiques, 

mais aussi la surveillance à mettre en place pour chaque patient.  

 

 Pour le cas des infections, ou des maladies complexes, les candidats à une analyse 

génétique seraient beaucoup plus nombreux, voyageurs en zone de forte endémie comme cela 

pourrait être le cas pour la tuberculose ou encore l’ensemble de la population dans le cas de 

l’obésité afin que les personnes porteuses d’une susceptibilité génétique puissent adapter leurs 

modes de vie (suivi nutritionnel, activité physique, etc.).  

 

 Pour conclure, nous avons vu lors de cette première partie ce que peut apporter d’une 

manière globale la recherche d’une prédisposition génétique en pathologie humaine. Dans une 

seconde partie, nous allons maintenant étudier les prédispositions génétiques dans une 

pathologie concrète : les cancers du sein triple négatif chez la femme, qui fait l’objet de ce 

travail de thèse. 
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PARTIE II  

PRÉDISPOSITION GÉNÉTIQUE :  

APPLICATION AU CANCER DU SEIN TRIPLE NÉGATIF  

 

 Selon le dernier rapport de l’Institut national du cancer (INCa) publié en Juillet 2019, 

le cancer du sein est à la fois le plus fréquent, mais aussi le plus meurtrier chez la femme. En 

2018, 58 459 nouveaux cas ont été diagnostiqués en France métropolitaine et on estime à 

12 146 le nombre de décès  malgré une diminution de la mortalité de 1,5% par an en moyenne 

depuis 2005 (16).  

 Les principaux facteurs de risque de développer un cancer du sein sont l’âge, le pays 

de naissance et la présence d’antécédents familiaux de cancer du sein, surtout si un contexte 

génétique a été mis en évidence. (17). En effet, la majorité des cancers du sein sont qualifiés 

de sporadiques, cependant on estime qu’entre 5 et 10% des cancers du sein seraient liés à une 

altération génétique constitutionnelle. 

 Les altérations génétiques responsables de ces cancers sont transmissibles à la 

descendance et peuvent être recherchées chez des personnes dont les antécédents médicaux, 

personnels et/ou familiaux, sont évocateurs d'une forme héréditaire de cancer. 

 L’oncogénétique est une discipline médicale dont le but est d’identifier et prendre en 

charge les familles présentant des variations dans ces gènes de prédisposition. 
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I) Prédisposition génétique et cancer : un réseau diagnostic 

 En France, un réseau national d’oncogénétique permet l’accès au diagnostic des 

prédispositions aux cancers.  Celui-ci s’organise autour de 149 sites de consultation distribués 

dans 104 villes du territoire. Les tests génétiques prescrits lors de ces consultations sont 

réalisés au sein d’un réseau de 26 laboratoires (Figure 5) qui possèdent chacune des expertises 

dans certains spectres de cancers (sein-ovaire, digestif, endocrinien, etc.)  (9).  

 Ce réseau correspondant au Groupe Génétique et Cancer (GGC) a été créé en 1991 et 

a pour objectif d’identifier les personnes prédisposées héréditairement aux cancers, qu’il 

s’agisse de personnes malades (cas index) ou de membres non malades de leur famille 

(apparentés) et de proposer un suivi spécifique. Pour cela ce groupe a pour missions 

d’élaborer, diffuser et coordonner les bonnes pratiques cliniques et d’analyses biologiques 

lors de la prise en charge des patients et de leurs familles.  

 Des programmes de recherche sont également mis en place par ce groupe visant à 

améliorer la prise en charge clinique, mais aussi les connaissances biologiques sur les variants 

de prédisposition (identification de nouveaux gènes, caractérisation de variants). 

 Les tests génétiques ne sont réalisés qu’après une consultation d’oncogénétique. Celle-

ci a pour but de décider pour quelle famille il y a une indication en fonction du contexte 

clinique. Cela passe par le recueil de nombreuses informations comme l’âge d’apparition des 

cancers dans la famille, le sexe des personnes, le type de cancer (histologie, statut primitif ou 

métastatique, bilatéralité, sévérité de l’infiltration). Un arbre généalogique et une analyse de 

ségrégation des cas de cancers dans la famille sont également réalisés au cours de cette 

consultation. Si une composante héréditaire est suspectée dans la famille, une analyse 

moléculaire sera proposée au meilleur candidat de la famille en fonction des informations 

collectées (ex. cancer le plus jeune dans la famille, cancer le plus évocateur du spectre). Lors 

de cette analyse moléculaire, seuls les gènes impliqués dans le spectre seront étudiés comme 

par exemple les gènes impliqués dans les cancers du spectre sein-ovaire.  
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Figure 5: Réseau français des laboratoires d’oncogénétique  
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II) Cancers du sein : gènes de prédisposition impliqués et stratégie diagnostique 

 Une cellule tumorale présente des caractéristiques qui lui sont propres par rapport à 

une cellule saine. En effet, la succession d’altérations génétiques au cours de la tumorigénèse 

permet à la cellule d’acquérir des propriétés communes à toutes les cellules cancéreuses 

comme l’immortalité cellulaire (résistance aux processus d’apoptose), résistance au système 

immunitaire, capacité de prolifération, instabilité génomique, capacité d’invasion et de 

métastase (18). L’ensemble de ces caractéristiques sont schématisées dans la Figure 6 ci-

dessous. 

 

 

Figure 6: Caractéristiques biologiques des tumeurs (18) 

 

 

 

 

Par conséquent les gènes impliqués dans la prédisposition au cancer du sein ont un rôle dans 

un de ces systèmes biologiques. 
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A) Gènes de prédisposition au cancer du sein 

 L’instabilité génétique est un des points clés du processus de tumorigénèse. En effet, 

c’est grâce à cette instabilité génétique que des mutations drivers vont survenir et permettre 

l’obtention des caractéristiques biologiques propres aux cellules cancéreuses. 

 Les lésions de l’ADN peuvent être de diverses natures. Par exemple, il peut s’agir 

d’une cassure (simple brin ou double brin), d’une erreur d’appariement de bases lors de la 

réplication, de lésions UV, d’oxydation ou désamination de bases, etc. Pour corriger et 

préserver l’intégrité de la séquence d’ADN, il existe 6 systèmes de réparation qui vont 

intervenir en fonction du type de lésion. 

 L’altération d’un de ces systèmes de réparation est un des premiers évènements 

nécessaires au processus de tumorigénèse. C’est pourquoi bon nombre de prédisposition 

génétique aux cancers du sein survient dans des gènes impliqués dans les processus de 

réparation de l’ADN. 

 En effet, le syndrome seins-ovaires est une prédisposition génétique à transmission 

autosomique dominante liée le plus souvent à la présence d’une altération génétique 

constitutionnelle de deux gènes (19) :  

- Le gène BRCA1 (Breast cancer gene 1) situé sur le chromosome 17. 

- Le gène BRCA2 (Breast cancer gene 2) situé sur le chromosome 13. 

 

 Ces deux gènes interviennent dans un des systèmes de réparation de l’ADN, essentiel 

dans le maintien de la stabilité génétique des cellules, la recombinaison homologue. 

 Pour rappel, la recombinaison homologue est basée sur une restauration fidèle de la 

séquence d’ADN lésée grâce à l’utilisation de la séquence homologue du chromosome non 

endommagé qui va servir de modèle-support pour la réparation (20). D’autres protéines 

interviennent dans ce système de réparation et interagissent avec les protéines BRCA1 et 

BRCA2, notamment PALB2, cofacteur de BRCA2 dont le gène du même nom est également 

associé à un risque élevé de cancer du sein. 

 

 

 De plus, en fonction de la présentation clinique familiale (ex. : différents types de 

cancers au sein de la famille), d’autres gènes candidats peuvent être explorés. En effet, 

plusieurs gènes sont associés à la fois à un sur risque élevé de cancer du spectre sein-ovaire et 

d’autres cancers parmi lesquels (21) : 
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- Le gène PTEN, principalement impliqué comme régulateur de la voie signalisation PI3K. 

Ce gène est responsable de la maladie de Cowden ou maladie des hamartome multiples 

prédisposant a des cancers viscéraux multiples. 

- Le gène CDH1 codant pour une E-cadhérine impliquée dans l’adhésion cellulaire. Le 

carcinome gastrique diffus héréditaire est dû à la présence de mutation sur ce gène.   

- Le gène STK11 code pour protéine à activité kinase impliquée la transmission du signal 

de nombreuses voies. Ce gène est responsable du syndrome de Peutz-Jeghers, une 

polypose hamartomateuse digestive rare, mais est aussi impliqué dans la prédisposition de 

nombreux autres cancers (intestin grêle, pancréas, endomètre, testicule et sein.  

- Le gène TP53 code pour la protéine p53, un facteur de transcription impliqué dans le 

contrôle du cycle cellulaire et l’apoptose. Ce gène est impliqué dans la prédisposition de 

nombreux cancers comme les leucémies, les tumeurs cérébrales, les cancers du poumon 

broncho-alvéolaires et le cancer du sein.  Ce gène est également responsable du syndrome 

de Li-Fraumeni qui est un syndrome rare de prédisposition à de multiples cancers chez 

l’enfant et l’adulte jeune. 

-  Les gènes du système de réparation des mésappariements de l’ADN (MLH1, MSH2, 

MSH6, PMS2). Les mutations de ces gènes sont responsables du syndrome de Lynch qui 

est un syndrome de prédisposition génétique aux cancers colorectaux. Les personnes 

porteuses de mutations sur ces gènes sont également présentent également un sur risque de 

développer un cancer de l’endomètre ou de l’ovaire par rapport à la population générale. 

  

 Le développement du séquençage à haut débit et les études à grande échelle a permis 

d’identifier d’autres gènes de susceptibilité au cancer du spectre sein-ovaire. Cependant, ces 

gènes sont responsables d’un sur risque modéré (< x4) ou faible (x 1,2 – 1,5) de développer 

un cancer par rapport à la population générale. L’utilité clinique d’analyser ces gènes 

nécessite à ce jour d’être démontrée et ne fait l’objet d’aucune recommandation.  
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B) Stratégie diagnostique et thérapeutique  

1) Exploration par Panel de gènes standardisé : recommandations GGC 

 Les cancers du sein liés aux mutations constitutionnelles de BRCA1/2 représentent 

environ 4 à 5% des cancers du sein. La recherche d’une mutation constitutionnelle de ces 

gènes n’est pas systématique. Un test génétique sera proposé ou non au patient en fonction 

d’arguments reposant essentiellement sur l’histoire familiale et l’utilisation de modèles 

statistiques (Manchester, BRCAPRO) permettant d’évaluer la probabilité de détection d’une 

mutation chez la patiente. Généralement, un test génétique sera proposé si la probabilité de 

détection dépasse 10%.  

 À ce jour, si les gènes BRCA sont considérés comme les deux gènes majeurs à 

l’origine du risque très élevé de cancer du sein et/ou de l’ovaire, d’autres gènes ont été 

identifiés en lien avec ce syndrome. 

 

 Selon le gène, le niveau de risque et le spectre des cancers peuvent varier. Les 

dispositions spécifiques de prise en charge préconisées sont modulées en fonction des gènes, 

classés en : (1) très haut risque, tels les gènes BRCA1/2 suivant les recommandations de 

l’INCa 2017 ; (2) risque élevé ; (3) augmentation modérée : dans ce dernier cas, les mesures 

de surveillance sont similaires à la population générale. 

 En 2018, à partir d’une revue exhaustive de la littérature, le GGC a émis des 

recommandations françaises pour l’analyse en panel de gènes des prédispositions au cancer 

du sein ou de l’ovaire. Ces recommandations préconisent d’analyser 13 gènes identifiés 

d’utilité clinique, c’est-à-dire augmentant le risque relatif de développer un cancer du sein ou 

de l’ovaire d’un facteur supérieur à 4 par rapport à la population générale. La table 1 ci-

contre) résume les recommandations de surveillance et de chirurgie de réduction des risques 

en fonction du gène pour lequel un variant pathogène est identifié (5).  

 Ces recommandations permettent une harmonisation des pratiques des laboratoires 

d’oncogénétique moléculaire. 
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Table 1: Recommandations de prévention ou dépistage mammaires et gynécologiques 

des personnes porteuses d'une mutation d'un des gènes analysés dans le panel GGC-

Unicancer. CS : cancers du sein ; CO : cancers de l'ovaire ; HF : histoire familiale ;  

PEC : prise en charge ; MC : maladie de Cowden ; RCP : réunion de concertation 

pluridisciplinaire ; CRR : chirurgie de réduction des risques ; * : Recommandation 

Haute Autorité de santé 2014: Dépistage du cancer du sein en France: identification des 

femmes à haut risque et modalités de dépistage ; ** : © / Synthèse INCa, avril 2017- 

Femmes porteuses d'une mutation de BRCA1 ou BRCA2 / Détection précoce du cancer 

du sein et des annexes et stratégies de réduction du risque, Collection recommandations 

et référentiels. 
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2) Surveillance et thérapeutique : gène dépendant 

 Dans le cadre du syndrome seins-ovaires, les mesures de surveillance et de 

prophylaxie mises en place chez les patientes porteuses d’une mutation de prédisposition sont 

modulées en fonction du gène touché, de l’âge de la patiente ainsi que son histoire familiale. 

 Par exemple, en fonction de ces différents paramètres, le clinicien peut par exemple 

proposer, pour une patiente porteuse d’une mutation sur le gène PALB2, une surveillance 

mammaire annuelle par IRM et mammographie entre 30 et 65ans et une surveillance 

gynécologique standard puisque PALB2 est essentiellement décrit comme responsable d’un 

sur risque de cancers du sein. Inversement, chez une patiente porteuse d’une mutation sur le 

gène RAD51C qui est associé à une augmentation du risque de tumeurs ovariennes, aucune 

surveillance mammaire spécifique, d’une manière générale, ne sera préconisée. (Table 1).  

 Outre la mise en place des mesures de surveillance et prophylactiques, connaître le 

statut mutationnel des patientes pour ces gènes a également un intérêt théranostique.  En effet, 

l’identification d’une mutation constitutionnelle va conditionner les choix thérapeutiques, 

c’est pourquoi l’oncogénétique peut entrer dans le domaine de l’urgence, dans certaines 

situations, en particulier pour des patientes métastatiques (22). 

 Nous avons décrit précédemment le rôle clé des protéines BRCA1/2 dans le système 

de réparation des cassures doubles brins de l’ADN. Lorsqu’une mutation sur l’un de ces gènes 

est présente, le système de recombinaison homologue est alors défaillant et cela conduit à une 

augmentation de l’instabilité génétique. Un autre système de réparation, majoritaire chez 

l’homme, permet de réparer ces cassures doubles brins, la recombinaison non homologue par 

jonction des extrémités (NHEJ). Elle consiste à « rabouter » les extrémités de la cassure et 

implique essentiellement les protéines du complexe DNA-PK associé à la protéine Artémis. 

Cette voie est plus rapide que la recombinaison homologue, mais génère des erreurs 

d’insertion ou de délétion de quelques bases, l’information génétique au niveau de la lésion 

est alors perdue (20). Des cassures simple brin peuvent également survenir. Un système de 

réparation appelé, réparation par excision de base, existe pour réparer ce type de cassure et 

fait intervenir les enzymes PARP (Poly ADP-ribose polymérase) (20). Depuis 2014, des 

inhibiteurs de ces protéines sont indiqués chez les patientes atteintes de cancer de l’ovaire et 

du sein qui sont porteuses d’une mutation sur les gènes BRCA (19). Cette thérapie ciblée, 

notamment l’Olaparib, empêche au niveau cellulaire, l’action des enzymes PARP par fixation 

au site actif et bloque ainsi le processus de réparation de l’ADN. 
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 Le système de réparation homologue défaillant associé à l’utilisation d’antiPARP engendre 

une accumulation des lésions de l’ADN non réparables ce qui, in fine, induit le 

déclenchement de l’apoptose cellulaire des cellules cancéreuses (source : VIDAL) 

  

 À noter, que le statut mutationnel des patientes est également un critère d’inclusion et 

d’évaluation pris en compte dans la plupart des essais cliniques en développement pour le 

cancer du sein et/ou de l’ovaire, ce qui confirme la place centrale de l’oncogénétique dans la 

prise en charge thérapeutique.  

 

 

 

III) Particularités du cancer triple négatif :  

 Le cancer du sein est en réalité une entité hétérogène composée de multiples types de 

tumeurs. En effet, l’avènement des techniques d’analyse moléculaires (génomiques, 

transcriptomiques, tumeur microarray) a permis d’identifier différents sous-types de cancers 

du sein, de pronostic distinct. En routine, au diagnostic, une analyse immunohistochimique de 

l’expression des récepteurs hormonaux et de surexpression du récepteur au facteur de 

croissance de l’épiderme humain (HER2), permet une classification rapide et facile de ces 

tumeurs, bien que celle-ci soit imparfaite.   

 Les cancers du sein triple négatif (CSTN) est un groupe de cancer du sein défini en 

pratique clinique par l’absence d’expression des récepteurs à l’estradiol, à la progestérone et 

par l’absence de surexpression de la protéine HER2/ERBB2. Cette entité représente 10 à 15% 

de l’ensemble des cancers du sein. Cette entité diffère des cancers du sein hormono-

dépendants (exprimant les récepteurs hormonaux et HER2) par leur mauvais pronostic global 

expliqué en partie par l’absence de thérapies ciblées efficaces. 

 De plus, les cancers du sein triple négatif se distinguent des autres formes de cancer du 

sein par un âge au diagnostic inférieur et un plus mauvais pronostic à 5 ans des patientes 

atteintes (23). Au niveau tumoral ces tumeurs se caractérisent par un haut grade 

histopronostique, une plus forte prolifération ainsi qu’un risque de rechute métastatique plus 

important dans les 5 premières années surtout au niveau viscéral (poumons, foie et système 

nerveux central) (24). 

 

 



32 

 

 En 2010, aucune étude portant sur l’analyse des principaux gènes de prédisposition 

n’avait été menée dans ce sous-type de cancer du sein pour tenter de comprendre la genèse de 

ce phénotype particulier. 

 C’est dans ce contexte que le Programme Hospitalier de Recherche Clinique SA03 a 

été initié en 2010. Le but de cette étude était d’évaluer dans un premier temps l’incidence des 

mutations constitutionnelles des principaux gènes de prédisposition chez les femmes ayant un 

CSTN puis d’évaluer l’impact de ces mutations sur la clinique, les caractéristiques tumorales 

(histologie, grade, profil moléculaire des tumeurs), ainsi que sur l’évolution des patientes 

(réponse au traitement, rechute, survie globale). 

 Au cours de cette étude prospective, une cohorte de patientes atteintes de CSTN non 

métastatique au diagnostic a été constituée durant une phase d’inclusion de 4ans. L’ensemble 

des données clinico-biologiques ont été collectées et les analyses moléculaires 

constitutionnelles et tumorales (transcriptomique et profil d’expression génique) réalisées. 

Chacune des patientes incluses a été suivie pendant 5 ans pour l’analyse pronostique, de la 

survie sans récidive et de la survie globale en fonction des paramètres biologiques. L’étude 

s’est clôturée en 2019. 
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PARTIE III : 

Travail de recherche 

 
A) Objectifs 

 L’objectif principal de ce travail était d’évaluer l’incidence des mutations 

constitutionnelles de la cohorte du PHRC SA03 

Puis nous avons tenté de mettre en évidence diverses corrélations entre prédisposition 

génétique et clinique, le profil histologique de la tumeur, le pronostic ou encore avec la 

survie. 

 
B) Matériels et méthodes 

1) Population étudiée et données collectées 

 Nous avons étudié une cohorte de patientes incluses dans le programme hospitalier de 

recherche clinique (PHRC-SA03) entre 2010 et 2014. Ces patientes ont par la suite été suivies 

pendant 5 ans après leur diagnostic. Les critères d’inclusion qui ont permis d’inclure ces 

femmes sont les suivants: i) être âgée de plus de 18 ans, ii) être atteinte d’un cancer du                    

sein non métastatique diagnostiqué à partir du 01/01/2010, iii) En immunohistochimie: 

absence d’expression des récepteurs à l’estradiol et la progestérone et une expression de 

HER2=0, 1 ou 2 si le test d’amplification montrait un ratio < 1,8, iv) double lecture de 

l’immunohistochimie par 2 pathologistes, v) pouvant recevoir un traitement approprié 

(radiothérapie, chirurgie, médicamenteux) vi) pouvant être suivi pendant 5 ans après                        

le diagnostic,  vii) être affiliée à un régime de sécurité sociale, viii) avoir un performance 

status ≤1, ix) avoir signé un consentement éclairé. L’ensemble des données cliniques et 

biologiques ont été récupérées, incluant l'âge de diagnostic, l’histoire familiale, le type 

histologique tumorale, les traitements, et les données de survie. 

 

2) Échantillonnage et Extraction d’ADN 

 Pour chaque patiente, un échantillon sanguin prélevé sur tube EDTA a été envoyé au 

laboratoire d’oncogénétique de l’Institut Paoli-Calmettes à Marseille, France. 

L’extraction d’ADN a été réalisée en utilisant le Qiasymphony DNA kit (Qiagen). Tous les 

échantillons d’ADN ont été quantifiés au Nanodrop™One (Thermo-Fisher Scientific, 

Waltham, MA, USA) avant double purification réalisée avec les billes AMPure XP (Beckman 
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Coulter).  Enfin, les échantillons d’ADN ont été à nouveau quantifiés en utilisant le ds-DNA 

Broad Rangey kit sur Qubit (Thermo-Fisher). 

 

3) Panel de gènes testés 

 Une stratégie d’analyse ciblée par panel de gènes a été réalisée au cours de ce travail. 

Afin de déterminer les gènes candidats pour cette étude, nous nous sommes basés sur les 

recommandations actuelles du Groupe génétique et Cancer ainsi qu’à l’étude familiale 

nationale TUMOSPEC. 

 
a) Groupe Génétique et Cancer 

 Le panel diagnostic 13 gènes recommandé par le GGC a été analysé au cours de ce 

travail de thèse  

 Cependant d’autres gènes candidats pourraient avoir une utilité clinique, mais n’ont 

pas été retenus par le groupe génétique et cancer faute de preuves suffisantes. En cas de 

résultat négatif de l’analyse génétique de ce panel 13 gènes, il est possible d’étudier d’autres 

gènes candidats si l’histoire familiale est fortement évocatrice de prédisposition au cancer du 

sein ou de l’ovaire. Afin de statuer sur le bénéfice clinique d’étudier de ces autres gènes 

candidats, l’étude TUMOSPEC a été créée. 

 
b) Protocole TUMOSPEC 

 Le protocole TUMOSPEC, initié en décembre 2016, a pour objectif principal 

d’évaluer l’utilité clinique de l’identification d’une mutation dans un gène de prédisposition 

au cancer du sein et/ou de l’ovaire autre que BRCA1 et BRCA2 par l’estimation précise et 

sans biais des risques de cancer. Pour cela sont inclus dans ce protocole les femmes et 

hommes reçus en consultation d’oncogénétique et auxquels un test génétique pour BRCA1, et 

BRCA2 aura été proposé dans le cadre du soin. Une analyse complémentaire d’un panel de 24 

gènes sera alors réalisée en parallèle de l’analyse génétique prescrite (BRCA1, BRCA2) pour 

chacune des personnes incluses. Si une mutation délétère est retrouvée, les apparentés du cas 

index sont invités à se faire tester pour la mutation familiale identifiée afin d’étudier la 

ségrégation du variant avec le cancer. 

 Ce panel TUMOSPEC inclus notamment des gènes impliqués dans les mécanismes de 

réparation des cassures double-brin de l’ADN par recombinaison homologue, la voie Fanconi, 

ou dans des prédispositions à des cancers d’autres organes. Dix des 24 gènes étudiés dans ce 

protocole font déjà partie des recommandations du GGC (Figure 7).  
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 Dans ce travail, nous nous sommes donc inspirés des recommandations GGC et du 

protocole TUMOSPEC pour l’analyse génétique de notre cohorte de patientes. Nous avons 

utilisé le kit commercial HCS (Hereditary Cancer Solution) de Sophia Genetics, incluant un 

panel de 26 gènes d’intérêt associés aux cancers du sein et de l’ovaire ainsi qu’aux syndromes 

de polyposes intestinales. Nous avons utilisé ce kit, car celui-ci est utilisé en routine au 

laboratoire d’oncogénétique. À partir de ce kit, 23 gènes ont été analysés incluant l’ensemble 

des gènes recommandés par le GGC ainsi que 20 des 24 gènes proposés dans le protocole 

TUMOSPEC. 4 gènes de ce protocole ont été exclus de notre étude (FANCM, RINT1, 

RAD51B, BAP1), car le kit commercial HCS ne contient pas ces gènes (Figure 1). 

 

 

 

 

Figure 7: Panel 23 gènes utilisé pour la recherche de prédisposition au cancer du sein 

triple négatif. Les gènes barrés ne sont pas explorés par le kit HCS Sophia et ont été exclus 

de cette étude.  
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4) Séquençage à haut débit (NGS) 

 Les exons codants et les régions introniques flanquantes (25bp) des gènes du panel ont 

été séquencés en utilisant le séquenceur MiSeq d’Illumina, conformément aux méthodologies 

utilisées au laboratoire d’oncogénétique moléculaire de l’Institut Paoli-Calmettes, accrédité 

ISO EN 15189. La construction des librairies et l’enrichissement des cibles par capture ont été 

réalisés à partir de 200ng d’ADN génomique en utilisant le kit Qiaseq FX DNA library kit 

(QIAGEN), KAPA Library Amplification kit (KAPA BIOSYSTEM, HCS kit (SOPHIA 

GENETICS) et Tapestation Agilent High Sensitivity kit, en accord avec les recommandations 

fabricants. 

5) Analyse des données 

 L’analyse des données de séquençage a été réalisée en utilisant le process accrédité du 

laboratoire. Les principales étapes sont énumérées dans la Figure 8 ci-contre. 

Tout d’abord les données brutes sont traitées par deux pipelines d’analyses, Sophia DDM 

(https://www.sophiagenetics.com/hospitals/sophia-ddm) et Biomedical Genomics Workbench 

(BGW) (https://digitalinsights.qiagen.com). Puis, grâce à un script informatique développé 

par le bioinformaticien du laboratoire, une synthèse est générée à partir des résultats des deux 

pipelines. En effet ce script va automatiquement comparer les fichiers de résultats et appliquer 

différentes règles incluant un filtre sur les gènes pour ne conserver que les variants des gènes 

d’intérêt, un filtre qualité pour identifier les zones des gènes mal couvertes lors du séquençage 

(< 300X de profondeur), marquer les variants situés en dehors des zones d’intérêt, interroger 

une base de données locale des variants afin de récupérer les informations sur la pathogénicité 

si le variant a déjà été identifié au laboratoire . 

 À partir de cette synthèse analytique, une documentation de l’ensemble des variants 

est réalisée en utilisant divers logiciels et webservices comme gnomAD, Clinvar, Varsome 

(8), Alamut 2.14®, UMD predictor®, Human splicing Finder®. Cette documentation permet de 

classer les variants selon notamment la classification ACMG. Par ailleurs à partir de 

l’ensemble des runs de séquençage, une analyse in silico des variations du nombre de copies 

(CNV) est réalisée grâce au pipeline Sophia DDM.  
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Figure 8: Worflow d’analyse des données de séquençage 
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C) Résultats 

 

1) Cohorte de patientes 

 297 femmes atteintes d’un cancer du sein triple négatif non métastatique ont été 

incluses au diagnostic dans le PHRC SA03/IPC 2010-003 et suivies pendant 5 ans 

 

2) Analyse des variants 

 Dans un travail préliminaire datant de 2018, Naïbo. P et al, ont analysés les gènes 

BRCA1 et BRCA2 chez 288 patientes par technologie Sanger et MLPA. Ils ont notamment 

mis en évidence une mutation délétère ou un réarrangement de grande taille dans ces gènes 

chez 40 patientes ce qui représentait une prévalence de 13,9% (25). Au cours de cette étude, 

ils ont notamment démontré que les patientes porteuses de ces anomalies BRCA avaient un 

âge significativement plus jeune que les patientes non mutées. 

 Ici, nous avons séquencé et analysé l’ensemble des 23 gènes d’intérêt par NGS de la 

cohorte finalisée incluant 297 patientes.  

 L’alignement et le variant calling de l’ensemble des séquences obtenues ont permis de 

générer 20564 variants. 

 Parmi eux, nous avons pu identifier un variant de classe 4 ou 5 chez 56 patientes, ce 

qui représente une incidence globale de 18,9% (56/297). 

 Une mutation délétère ou un réarrangement des gènes BRCA1/2 a été identifié chez  

48 patientes soit une incidence de 16,16% comprenant l’ensemble des anomalies identifiées 

dans l’analyse préliminaire. Par ailleurs, le gène BRCA1 est retrouvé plus souvent muté que 

le gène BRCA2 (12% vs 5%), comme précédemment décrit par Naïbo et al. 

 

 Concernant les gènes de prédisposition autre que BRCA, nous avons identifié un 

variant probablement pathogène ou pathogène chez 9 patientes, ce qui représente une 

incidence globale de 3,03% (n=9/297) (Figure 9).  

 

.  
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Figure 9 : Incidence mutationnelle de prédisposition au cancer du sein de la cohorte 

clinique 

 

 Les variants de classe 4 ou 5 ont été identifiés dans 5 gènes incluant PALB2 (n=3), 

BARD1 (n=1), BRIP1 (n=1), CHEK2 (n=2), RAD51D (n=1) et RAD50 (n=1) (Table 2). 

PALB2 est le gène autre que BRCA qui est retrouvé le plus souvent muté avec une incidence 

de 1% de la cohorte (n=3/297). Par ailleurs, parmi le panel 13 gènes recommandé par le GGC, 

mis à part les gènes BRCA, seuls les gènes PALB2 et RAD51D ont été retrouvés mutés dans 

notre cohorte clinique 

 Par ailleurs, nous avons identifié une co-occurrence de mutations délétères chez une 

seule patiente (Table 3) sur les gènes BRCA2 et RAD50. La patiente était atteinte d’un 

carcinome canalaire infiltrant identifié à 56ans sans histoire familiale informative. La tumeur 

a été classé T1 selon la classification TNM sans infiltration ganglionnaire. Durant le suivi, 

aucune rechute n’a été constatée et la patiente est toujours en vie. 
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3) Variant et impact clinique 

 Ici nous confirmons que la présence d’une mutation sur un des gènes BRCA est 

associée à un âge au diagnostic des patientes significativement plus jeune, ce qui a été 

précédemment décrit par l’étude menée par Naïbo. P. Cependant, l’âge moyen au diagnostic 

des patientes porteuses d’une mutation sur un gène autre que BRCA ne diffère pas 

significativement de l’âge moyen au diagnostic des patientes non mutées (Table 4).  

 Par ailleurs le type histologique tumoral ne diffère pas en fonction du statut 

mutationnel des patientes, le type canalaire infiltrant étant identifié chez près de 90% des 

patientes.  De plus, le Grade tumoral ne diffère pas non plus significativement entre les 

patientes porteuses d’une mutation constitutionnelle et les patientes non mutées.   

 Concernant l’histoire familiale de cancers sein-ovaire, 107 patientes incluses avaient 

une histoire familiale positive définie par la présence d’au moins un cancer du spectre sein 

ovaire chez les apparentés du 1er et/ou 2nd degré.  Une mutation constitutionnelle délétère a été 

identifiée chez 29 de ces patientes ce qui représente 27% des cas présentant une histoire 

familiale positive. Parallèlement, 56% des patientes étaient porteuses d’une mutation délétère 

sur les gènes BRCA, et 22% d’une mutation sur les autres gènes. 

 En effet, les variants de classe 5 BARD1 c.1939C>T (p.Gln647*) et BRIP1 

c.2990_2993delCAAA (p.Thr997Argfs*61) ont été identifié chez des patientes qui 

présentaient une histoire familiale évocatrice. 

 Concernant le suivi des patientes, nous avons observé que la survie globale à 5 ans 

était de 85% et la survie sans progression était de 80% chez les patients sans mutation. De 

plus, nous n’avons pas observé de rechute ni de décès chez les patientes porteuses de 

mutations sur les gènes autres que BRCA. Aucune différence significative n’a été trouvée 

entre ces deux groupes. 
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Table 4: Statut mutationnel comparé aux caractéristiques épidémiologiques et 

histologiques des patientes incluses dans la cohorte 

 

 
Patientes mutées 

BRCA1/2 
Patientes non 

mutées 
Patientes mutées 

autres gènes 

Nombre échantillons 48 240 9 

Âge au diagnostic : moy ± SD 48,46 ± 11,42 52,6±11,37 53,64 ± 11,06 

p value p<0,05 
 

p=0,22 

GRADE SBR 
Nb (%) 

II 8 (16,6%) 34 (14,2%) / 

III 32 (66,6%) 190 (79%) 8 (89%) 

NP 8 (16,6%) 16 (6,7%) 1 (11%) 

Type 
Histologique 

Canalaire 
infiltrant 

42 (87,5%) 213 (88,7%) 8 (88,9%) 

Lobulaire 1 (2,1%) 4 / 

Métaplasique / 2 1 

In situ / 2 / 

Médullaire / 6 / 

Epidermoïde / 1 / 

Apocrine / 1 / 

NP 5 11 / 

Histoire familiale positive sein-
ovaire 1er/2nd degré 

27 (56%) 78 (32,5%) 2 (22%) 
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4) TP53 et hématopoïèse clonale 

 Parmi les gènes constituant le panel d’étude, le gène TP53, outre son implication dans 

les syndromes héréditaires de cancers (Li-Fraumeni), est aussi impliqué dans certaines 

hémopathies malignes. L’analyse constitutionnelle se faisant sur sang périphérique, des 

mutations somatiques sur ce gène peuvent être identifiées dans les cellules hématopoïétiques. 

L’hématopoïèse clonale de signification indéterminée est définie par la présence de mutation 

somatique dans les cellules hématopoïétiques à une fréquence allélique ≥  à 2%, chez des 

individus sans maladie hématologique (26). 

 Au cours de notre étude, une mutation somatique sur le gène TP53 a été identifiée 

chez 6 patientes avec des fréquences alléliques comprises entre 2 et 10% suggérant que ces 

mutations soient de nature somatique et non constitutionnelle. (Table 5).  

 Parmi ces 6 patientes, 2 sont décédées durant les 5 ans de suivi. À noter qu’une 

mutation de prédisposition a été identifiée chez une seule patiente porteuse d’une probable 

hématopoïèse clonale et celle-ci fait partie des patientes décédées.  

 Nous avons pu récupérer les données cliniques et thérapeutiques d’une seule des deux 

patientes décédées. Ces données nous ont cependant permis d’observer que la patiente 

porteuse de la mutation TP53 c.673-2A>G ; p ? est décédée d’un syndrome myélodysplasique 

post chimiothérapie, acutisé en leucémie aigüe myéloïde, caryotype complexe en 2016, à 

l’âge de 69ans. L’analyse génétique a été réalisée sur un prélèvement datant de 2012 soit 

antérieur au traitement suggérant que l’hématopoïèse clonale que présentait la patiente n’a pas 

été induite par les traitements anticancéreux.  
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D) Discussion 

 Ici, nous avons évalué l’incidence des mutations constitutionnelles de prédisposition 

aux cancers du sein triple négatif et nous avons observé les relations entre clinique et mutation 

de prédisposition, notamment sur les gènes autres que BRCA1/2. Au lancement de ce 

programme de recherche hospitalier en 2010, aucune étude semblable n’avait été menée. Ces 

dernières années avec l’avènement du séquençage à haut débit, plusieurs études évaluant 

l’incidence et l’impact des mutations de prédisposition dans le cancer du sein triple négatif 

sont parues. 

 En 2015, Couch et al, ont évalué l’incidence mutationnelle de 17 gènes de 

prédisposition connus chez une cohorte rétrospective de 1824 femmes atteintes de cancer du 

sein triple négatif issues de 12 centres. Ils ont identifié une mutation délétère chez 14,6% de la 

cohorte. Ils ont notamment mis en évidence que BRCA1 était plus fréquemment muté que 

BRCA2 (8,5% vs 2,7%). L’incidence globale des mutations sur les autres gènes était de 3,7%, 

PALB2 étant le gène retrouvé le plus souvent muté dans 1,2% des cas. De plus, ils ont mis en 

évidence que le l’âge au diagnostic des patientes était significativement plus jeune chez celles 

présentant une mutation sur l’un des gènes BRCA par rapport aux patientes non mutées (27), 

De plus, la présence d’une histoire familiale positive étaient significativement enrichie chez 

les patientes porteuses d’une mutation BRCA1/2. Au niveau histologique, les patientes 

BRCA1/2 mutées présentaient plus de tumeurs de haut grade. Cependant concernant les autres 

gènes, aucun paramètre n’était significativement associé (épidémiologique, clinique, ou 

histologique). Ces résultats ont par la suite été confirmés dans plusieurs études (28,29). Par 

ailleurs, au cours de cette étude, 4 patientes présentaient plus d’une mutation délétère, 

incluant une patiente porteuse d’une double mutation BRCA1c.68_69delAG et BRCA2 

c.5946delT diagnostiquée à l’âge de 68 ans. Aucune de ces patientes n’avait une histoire 

familiale positive de cancers du sein ou de l’ovaire, et aucune corrélation avec le phénotype 

clinique n’a été mise en évidence dans cette étude. Ceci suggère que la présence de co-

occurrence de mutation est à la fois un évènement rare et non corrélé au phénotype clinique. 

ANNEXE 1. 
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 Dans notre étude, le taux d’incidence des mutations constitutionnelles des gènes 

BRCA1/2, PALB2, BARD1 et BRIP1 est comparable aux données de la littérature. 

  L’incidence des mutations d’autres gènes, par exemple RAD51C, TP53 ou PTEN étant 

inférieure à 0,5%, nous n’avons pas pu les mettre en évidence dans notre cohorte de 297 

patientes. 

 De plus, plusieurs études ont évalué l’impact des mutations constitutionnelles sur la 

rechute et la survie des patientes atteintes de CSTN.  

 En 2016, Baretta et al ont montré que parmi les patientes atteintes de CSTN, celles qui 

étaient porteuses d’une mutation sur les gènes BRCA1/2 avec une meilleure survie globale 

que les patientes non mutées  (30). 

 

 En 2018, Yadav et al, ont analysé une cohorte rétrospective de 266 patientes pour 

lesquelles une analyse des gènes BRCA1/2 a été réalisée. L’ensemble des données de suivi 

ont été récupérées et aucune différence significative sur la rechute n’a été identifiée chez les 

patientes mutées vs non mutées. Wang et al, ont analysé une cohorte prospective de 480 

patientes Chinoises pour laquelle un panel 20 gènes a été étudié. Ils ont notamment mis en 

évidence un taux de rechute à 5 ans significativement plus élevé chez les patientes mutées 

BRCA1/2 par rapport aux patientes non mutées. Aucune différence significative n’a été mise 

en évidence pour les patientes porteuses d’une mutation sur un gène autre (31).  La même 

année, Cospon et al ont analysé une cohorte prospective de patientes issues de 127 hôpitaux 

au Royaume Uni. Les patientes incluses dans cette étude étaient atteintes d’un cancer du sein 

invasif diagnostiqué avant l’âge de 40 ans. Parmi ces patientes, 558 avaient un CSTN et 136 

d’entre elles étaient porteuses d’une mutation sur les gènes BRCA1/2. Ils ont mis en évidence 

une différence de survie globale au cours des premières années après le diagnostic avec une 

meilleure survie globale chez les patientes porteuses d’une mutation sur BRCA par rapport 

aux non-porteuses. Selon eux, cela pourrait être expliqué par une sensibilité accrue à la 

chimiothérapie (32) . 

 Dans le travail de Naïbo et al portant sur l’étude des gènes BRCA de notre cohorte, 

aucune différence significative n’a été identifiée entre les patientes mutées et non mutées sur 

la PFS et la survie globale (25).  
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 Dans notre étude, du fait du faible échantillonnage, nous n’avons pas pu mettre en 

évidence de différence significative en terme de PFS et de survie globale chez les patientes 

porteuses d’une mutation sur les gènes autres que BRCA1/2 vs les non mutées. Cependant, 

selon les données de la littérature, cela ne semble pas être un facteur pronostic. 

 

 Par ailleurs, l’analyse par panel de gènes incluant TP53 a permis de suggérer 

l’existence d’une hématopoïèse clonale chez 6 patientes de notre cohorte. Nous n’avons pas 

pu confirmer le caractère somatique de ces mutations par analyse génétique d’un tissu sain 

autre que le sang, car aucun échantillon de cette nature n’avait été prélevé chez ces patientes.  

 

 Cependant, parmi ces patientes, une d’entre elle est décédée d’une hémopathie 

myéloïde au cours du suivi. En effet, l’apparition d’hémopathies secondaires post-traitement 

anticancéreux est bien connue (33) . Cependant, si la patiente présente une hématopoïèse 

clonale avant tout traitement, est-ce un marqueur prédictif d’hémopathie secondaire ? En 

2010, Slovak et al ont mené une étude de dépistage de l’hématopoïèse clonale basée sur 

l’HUMARA assay (Human androgen receptor  X-chromosome inactivation assay) pour 

déterminer si cela pouvait être un marqueur prédictif de développement d’une néoplasie 

myéloïde liée au traitement dans le cancer du sein. L’étude n’a pas été concluante puisqu’une 

seule patiente sur 274 a développé une leucémie aigüe myéloïde à 3 ans et 5 mois de suivi 

(34).  

 Depuis l’essor du séquençage à haut débit, les gènes impliqués dans l’hématopoïèse 

clonale et le risque d’évolution vers une hémopathie maligne sont bien caractérisés. En effet, 

les études de population basées sur le séquençage à haut débit ont montré qu’environ 30% des 

sujets âgés de plus de 60 ans présentent une hématopoïèse clonale détectable et celle-ci est 

responsable à la fois d’une augmentation du risque de développer une hémopathie maligne, 

mais est aussi associée à une augmentation de mortalité par pathologies cardiovasculaires 

(26,35) 

 Concernant le gène TP53, en 2019, Desai et Roboz ont examiné dans leur revue 

l’association entre hématopoïèse clonale et risque de développement d’hémopathies 

myéloïdes liées à la thérapie anticancéreuse ainsi que les stratégies possibles de prévention 

(33).  Ils mentionnent dans cette revue que les mutations de TP53 sont présentent dans 23% 

des leucémies aiguës myéloïdes post thérapie et dans plus de 50% chez les patientes 

présentant au diagnostic un caryotype complexe et des CNV sur les chromosomes 5, 7 et 17.  
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Ceci est le cas de notre patiente puisqu’elle présentait un syndrome myélodysplasique avec un 

caryotype complexe de pronostic défavorable avec un clone majoritaire porteur d’une délétion 

5q et 7q. De plus, ils expliquent que dans la grande majorité des cas, les mutations TP53 sont 

déjà présentes chez les patientes avant chimiothérapie à de faibles fréquences allélique et que 

les clones porteurs de ces mutations étaient résistants à la chimiothérapie ce qui provoque un 

avantage sélectif et donc un risque accru d’entrainer une hémopathie myéloïde secondaire par 

expansion de ces clones mutés TP53. 

 Enfin, la découverte fortuite d’une hématopoïèse clonale au cours de la prise en charge 

des patientes atteintes de cancer soulève certaines interrogations. Faut-il systématiquement 

explorer cette hématopoïèse clonale par un panel dédié de gènes impliqués dans les 

hémopathies malignes ? Faut-il mettre en place une surveillance précoce chez les patientes qui 

présentent une hématopoïèse clonale avant tout traitement anticancéreux ? Faut-il adapter le 

traitement anticancéreux ? 

 Dans une revue de la littérature, Parl et Bejar suggèrent un algorithme décisionnel 

pour l’évaluation et le management des patients atteints de cancer pour lesquels une 

hématopoïèse clonale est identifiée (Figure 10). Dans cet arbre décisionnel, la présence ou 

non d’une cytopénie, le pronostic de la tumeur solide et la nature de l’hématopoïèse clonale 

(gêne, type de mutation, VAF) sont les éléments clés décisionnels à prendre en compte. 
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Figure 10 adaptée de l’algorithme décisionnel pour l’évaluation et le management des 

patients atteints de cancer présentant une hématopoïèse clonale (36). 
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CONCLUSIONS & PERSPECTIVES  

 
 L’étude de l’incidence des mutations de prédisposition dans le cancer du sein triple 

négatif nous a permis de montrer que les gènes majeurs impliqués dans ce phénotype 

particulier ne diffèrent pas des autres sous-types de cancers du sein. En effet, malgré l’analyse 

d’un panel étendu de 23 gènes connus comme impliqués dans la prédisposition aux cancers du 

sein, BRCA1, BRCA2 et PALB2 restent les 3 gènes majeurs mutés dans les CSTN. Les 

recommandations actuelles du GGC basées sur l’analyse d’un panel restreint de 13 gènes dans 

le cancer du sein semblent donc adaptées pour la prise en charge des patientes atteintes de ce 

phénotype particulier et l’élargissement du panel ne semble pas actuellement présenter 

d’intérêt pour les patientes. 

 Cependant, l’analyse par panel de gènes n’a permis d’expliquer qu’environ un quart 

des cas de patientes avec histoire familiale positive de cancers du sein ou de l’ovaire. On peut 

donc penser qu’outre des causes environnementales, d’autres causes génétiques encore non 

connues pourraient exister comme la découverte d’autres gènes impliqués dans ce phénotype, 

l’impact des mutations introniques, la présence éventuelle de gènes modificateurs, ou encore 

de modulations épigénétiques. Dans les cas où la ségrégation familiale de cancers reste 

inexpliquée, l’élargissement de l’analyse génétique par de l’exome ou du génome garde un 

intérêt. En effet, après une première analyse génétique négative et dans le cas de cancers avec 

antécédents familiaux particulièrement sévères évocateurs de prédisposition génétique ou de 

phénotypes tumoraux « extrêmes » sans antécédent familial, il peut être proposé lors d’une 

réunion de concertation pluridisciplinaire une analyse de génome entier pour ces patients. 

Ceci s’inscrit dans le cadre du plan France médecine génomique 2025 (https://pfmg2025. 

aviesan.fr/). Ce plan a pour objectif de préparer l’intégration de la médecine génomique dans 

le parcours de soins courant et la prise en charge des pathologies. Pour cela, une filière 

nationale centrée sur des plateformes de séquençage à haut débit est en train d’être mise en 

place. 

 
 De plus, après avoir identifié des mutations sur des gènes de prédisposition, analyser 

l’impact clinique éventuel de celles-ci est indispensable. Au cours de notre étude, nous avons 

tenté d’observer des corrélations entre le statut mutationnel des patientes, les caractéristiques 

épidémiologiques, histologiques et l’évolution clinique. D’autres corrélations sont encore à 

l’étude au sein du programme hospitalier de recherche clinique SA03. En effet, des analyses 

transcriptomiques et d’expression génique des prélèvements de tumeurs des patientes sont 
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encore en cours. Confronter ces données aux données de mutations constitutionnelles 

permettrait d’en savoir plus sur les mécanismes d’apparition de ce sous-type de cancer du 

sein. 

Pour conclure, la génétique, que ce soit en oncologie, dans les maladies rares 

ou encore dans les maladies infectieuses, est une discipline en plein essor grâce notamment au 

développement rapide des technologies de biologie moléculaire. Grâce à ces technologies, les 

biologistes médicaux sont et seront des acteurs dont l’expertise sera incontournable dans la 

prise en charge des patients et dans leurs parcours de soin. 
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RÉSUMÉ 

L’oncogénétique est une discipline de la génétique humaine, dont l’objectif est 

d’identifier les personnes porteuses d’altérations génétiques constitutionnelles prédisposantes 

aux cancers dans le but de leur proposer une prise en charge adaptée. En effet, près de 5% de 

cancers sont liés à la présence d’altérations génétiques constitutionnelles et parmi les formes 

héréditaires les plus fréquentes on retrouve le syndrome seins-ovaires. Les gènes majeurs de 

susceptibilité impliqués dans le syndrome seins-ovaires sont aujourd’hui bien caractérisés 

incluant notamment les gènes BRCA1, BRCA2 et PALB2 impliqués dans le mécanisme de 

réparation des cassures double brins de l’ADN. De plus, depuis 2018, les gènes à analyser en 

routine au laboratoire d’oncogénétique pour explorer ce syndrome font l’objet de 

recommandations nationales. Cependant, ces recommandations ne prennent pas en compte le 

sous-type de cancer du sein. Le cancer du sein triple négatif (CSTN) est une entité représentant 

environ 10 à 15% des cancers du sein et se distingue des autres formes par un âge plus jeune 

des patientes au diagnostic, un risque de rechute plus élevé ainsi qu’une plus grande fréquence 

des métastases pulmonaires et cérébrales, à l’origine d’un pronostic plus sombre.  

C’est dans ce contexte que le Programme Hospitalier de Recherche Clinique SA03 a été 

initié en 2010. Le but de cette étude prospective était d’évaluer dans un premier temps 

l’incidence des mutations constitutionnelles des principaux gènes de prédisposition chez les 

femmes ayant un CSTN puis d’évaluer l’impact de ces mutations sur la clinique, les 

caractéristiques tumorales (histologie, grade, profil moléculaire des tumeurs), ainsi que sur 

l’évolution des patientes (réponse au traitement, rechute, survie globale). Ce travail de thèse a 

eu pour objectif principal d’évaluer l’incidence des mutations constitutionnelles de 

prédisposition au sein de cette cohorte.  

Au cours de notre étude, portant sur 297 patientes atteintes d’un CSTN, une mutation 

délétère ou un réarrangement des gènes BRCA1/2 a été identifié chez 48 patientes soit une 

incidence de 16,16%. Concernant les gènes de prédisposition autre que BRCA, nous avons 

identifié un variant probablement pathogène ou pathogène chez 9 patientes, ce qui représente 

une incidence globale de 3,03% (n=9/297). Ce travail nous a permis de montrer que les gènes 

majeurs impliqués dans ce phénotype particulier ne diffèrent pas des autres sous-types de 

cancers du sein. Ceci suggère que les recommandations actuelles du GGC basées sur l’analyse 

d’un panel restreint de 13 gènes dans le cancer du sein semblent adaptées pour la prise en charge 

des patientes atteintes de cancer du sein triple négatif 
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