Prévalence des mutations germinales BRCA1/2
dans une population algérienne atteinte de cancer

du sein et / ou de ['ovaire

Résume

Notre travail a pour objectif de contribuer a identifier les
mutations délétéres des génes BRCA1/2 dans une popula-
tion algérienne atteinte de cancer du sein et/ou de [ovaire.
Matériels et méthodes: Une recherche de mutation de ces
genes est réalisée chez les patients présentant une histoire
personnelle et familiale de cancer du sein et/ou de Tovaire,
évocatrice dune prédisposition génétique, étayée par la
construction de larbre généalogique sur trois générations.
Nous avons ainsi pu recruter 88 familles algériennes prove-
nant de 28 wilayas sur les 48 que compte I'Algérie. Un pré-
lévement sanguin est réalisé sur tube EDTA apres consen-
tement éclairé. TADN est extrait par la méthode salting
out. Canalyse génétique a la recherche des mutations ponc-
tuelles sur BRCA1 et BRCA2 est réalisée par séquencage
direct (méthode de Sanger). Résultats : Nous avons ainsi
identifié 10 mutations déléteres de BRCA1 différentes chez
27 cas index et 07 mutations délétéres de BRCA2 chez 07
cas index. Le taux mutationnel positif global de notre série
est de 38.63 % (34/88), avec 30.68 % pour BRCALI (27/88)
et 7.95 % pour BRCA2 (7/88). Conclusion: Les femmes
ayant des antécédents familiaux de cancer du sein doivent
étre adressées a une consultation doncogénétique pour es-
timer la probabilité de prédisposition au cancer du sein et/
ou de lovaire. Limplication des mutations BRCA1/2 reste
peu fréquente néanmoins, elles permettent d’instaurer une
prise en charge personnalisée des patientes a haut risque et
de rechercher ces mutations chez les apparentés du cas index.
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Our work aims to help identify mutations and polymorphic
variants BRCA1/2 in an Algerian population with breast and/
or ovarian cancer. Materials and methods: A mutational
research of these genes is carried out in patients with a per-
sonal and familial history of breast and/or ovarian cancer,
suggestive of a genetic predisposition, supported by the
construction of the family tree over three generations. We
were able to recruit 88 Algerian families from 28 of Algerias
48 wilayas. A blood sample is taken on an EDTA tube after
informed consent. DNA is extracted by the salting out me-
thod. Genetic analysis for point mutations on BRCAI and
BRCA2 s carried out by direct sequencing (Sanger method).
Results: We identified 10 different deleterious BRCAI muta-
tionsin 27 index cases and 07 deleterious BRCAZ2 mutations
in 07 index cases. The overall positive change rate in our
series is 3863 % (34/38), with 3068 % BRCA1 (27/88) and 795 %
for BRCAZ2 (7/88). Conclusion: Women with a family histo-
1y of breast cancer should be referred to an onco-genetic
consultation to estimate the likelihood of predisposition to
breast and/or ovarian cancer. The involvement of BRCA1/2
mutations remains infrequent, however, they allow for the
establishment of personalized management of high-risk
patients and to appear for these mutations in the relatives of
theindex case.

>>> Mots-clés :

Cancer du sein et/ou ovaire familial, géne suppres-
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En Algérie, le cancer du sein et/ou de lovaire constituent
un véritable probléeme de santé publique, le cancer du
sein reste la premiere cause de mortalité par cancer chez
la femme jeune®.

Le taux de mortalité par cancer du sein dans notre pays
nest pas connu avec précision. Selon le registre du can-
cer de Sétif, Etude Concorde 2008, le taux de mortalité a
5 ans est estimé a 30 %?.

Cependant, 5 a 10 % de cancer du sein et/ou de lovaire
se développent dans un contexte de prédisposition gé-
nétique dont la transmission est autosomale dominante
et le risque tumoral augmente avec age ¢,

Il existe plusieurs génes appartenant a la voie de recom-
binaison homologue, suspectés détre impliqués dans
une prédisposition génétique au cancer du sein et/ou
de lovaire. On peut citer notamment : PALB2, CHEK2,
ATM, RAD5179,

Deux génes majeurs de prédisposition au cancer du sein
et/ou de [ovaire ont été identifiés: le géne Breast Cancer
1 (BRCA1) en 1994, localisé par liaison génétique sur le
chromosome 17q en 1990 © 1% et le géne Breast Cancer
2 (BRCA2) en 1995, localisé sur le chromosome 13q
en 1994 (113,

Il existe une variabilité inter et intrafamiliale du risque
de développer un cancer du sein et/ou de lovaire, asso-
ciée aux mutations des génes BRCA1 et ou BRCA2 4417,
Lindication d'un test génétique, qui a pour but de recher-
cher et d’identifier des altérations constitutionnelles des
genes BRCAL et BRCA2 chez une patiente présentant
un cancer du sein et/ou de lovaire, doit étre appréciée
dans le cadre d’une consultation doncogénétique, qui
permet, entre autres actions, de mesurer avec précision
la probabilité de prédisposition génétique au cancer du
sein et/ou de lovaire 129,

La consultation doncogénétique vise a @22

o Estimer la probabilité d'un consultant détre porteur
d’'une mutation BRCA1/2;

o Informer le consultant des bénéfices et des limites du
test génétique et de ses conséquences sur les apparentés;
« Répondre aux questions et craintes du consultant;

« Assurer le suivi des patients présentant une prédispo-
sition héréditaire au cancer du sein et/ou de lovaire;

o Organiser des RCP (Réunion de Concertation Pluri-
disciplinaire) pour aider a la prise de décision, qui sera
communiquée au patient ;

« Coordonner une prise en charge pluridisciplinaire des
porteurs de mutation BRCA1/2 et de leur apparentés.
Lanalyse moléculaire BRCA1/2 est indiquée, si la probabilité

» EL HAKIM

de prédisposition héréditaire est estimée > 25 %, ce qui
équivaut a un taux de détection d'une mutation denvi-
ron 10 & 15 %. Les situations familiales présentant une
probabilité dau moins 10 % de détection d'une muta-
tion sont ¥ :

« Deux cas de cancer du sein chez des apparentés du
premier degré dont I'dge au diagnostic d'au moins un cas
est < 40 ans;

« Deux cas de cancer du sein chez des apparentés du
premier degré dont au moins un cas est masculin;

o Deux cas chez des apparentés du premier degré dont
au moins un cas est un cancer de lovaire;

o Association d’un cancer du sein et d'un cancer primitif
de lovaire chez la méme personne;

o Cancer du sein chez un homme;

« Cancer du sein diagnostiqué avant 35 ans.

En 2004, lexpertise collective INSERM a établi un score
appelé score Eisinger, qui en additionnant les points des
personnes atteintes de cancer du sein et/ou de lovaire,
dans la méme branche parentale, sélectionne les per-
sonnes qui devraient bénéficier d'un test BRCA1/2 @9,
Le consortium ENIGMA (Evidence-based Network for
the Interpretation of Germline Mutants Alleles) a mis
en place un systeme standardisé de classification des
variants, en se basant sur la signification clinique des
variations de séquences sur les génes BRCA1 et BRCA2
et le risque qui leur est associé de développer un cancer
du sein et/ou de lovaire.

Cingq classes de variants génétiques ont ainsi été définies
selon leur degré de pathogénicité®, qui repose sur
plusieurs paramétres 227 ;

Les caractéristiques du variant: type de mutation (non-
sens, faux-sens, ...), la position et la fréquence du variant
dans une population témoin;

Les données cliniques: études de co-ségrégation du
variant dans la famille; antécédents familiaux;

Les tests fonctionnels: impact sur Iépissage et la fonction
de la protéine, permettant dévaluer les conséquences
biologiques du variant.

Toutes les variations nucléotidiques enregistrées dans
les bases de données internationales ont été classées se-
lon leur impact sur la fonction de BRCA1 et BRCA2 et
du risque pathogénique de la mutation sur le développement
du cancer du sein et/ou de lovaire.

Le but de notre travail est la recherche des mutations
germinales au niveau des génes de prédispositions
BRCA1 et BRCA2 dans une population algérienne ci-
blée, constituée de femmes et dhommes porteurs de
cancer du sein et/ou de lovaire, avec une histoire fami-
liale de cancer du sein et/ou de lovaire.
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Matériels et méthodes

Notre étude est descriptive, observationnelle, prospec-
tive et transversale réalisée pendant une durée de 03 ans.
Nous avons recruté, pour la réalisation du test génétique
BRCA1/2, 88 cas index algériens, qui proviennent des
services de Chirurgie, Sénologie et dOncologie Médi-
cale du Centre Pierre et Marie Curie d’Alger, ainsi que
de structures hospitalieres dautres régions de I'Algérie.

Les critéres d’inclusion concernent des patients qui pré-
sentent une histoire personnelle de cancer du sein et/ou
de Jovaire, associée a une histoire familiale de :

« Cancers du sein et/ou de lovaire;

« Différents cancers, dont le cancer du sein.

Ces criteres permettent Iétablissement du score d’Eisin-
ger qui, par addition de points dans la méme branche
parentale, évalue la pertinence de I'analyse génétique.

Les patients avec cancer du sein ou cancer de lovaire
sans antécédents familiaux de cancers ne sont pas inclus
dans notre étude.

Le test génétique a la recherche de variations molécu-
laires ponctuelles au niveau des genes BRCA1 et BRCA2
dans notre série, a été réalisé sur de FADN extrait de pré-
levement sanguin, aprés PCR, puis séquencage direct
(méthode de Sanger).

Lanalyse génétique est laborieuse en raison de la lon-
gueur de ces deux geénes.

Résultats et discussion

Description de notre population détude

Les 88 patients que nous avons recrutés (85 femmes et
03 hommes) pour une recherche de mutation germinale
ponctuelle au niveau des deux génes BRCA1 et BRCA2,
sont atteints de cancer du sein et/ou de lovaire et pré-
sentent tous une forte histoire familiale de cancer du
sein et/ou de lovaire.

Les ages de notre population détude au moment du dia-
gnostic du cancer se répartissent ainsi: 45,05 ans pour
'age moyen chez les 85 femmes, avec des extrémes de 24
et 64 ans; 63 ans pour I'Age moyen chez les 03 hommes,
avec des extrémes de 61 et 66 ans.

L4ge au diagnostic des 85 cas index de sexe féminin de
notre série est de 45,05 ans, age plus jeune que celui de
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la population générale (52 ans)®®.

Notre chiffre rejoint les chiftres des études effectuées au
Maghreb, notamment Iétude de Cherbal, en 2015, qui
trouve un 4ge moyen de 48,5 ans, lors d’une étude sur
la distribution histopathologique du cancer du sein sur
une série de 3014 femmes atteintes d’'un cancer du sein
dans une population algérienne @,

La distribution des 88 cas index atteints d’'un cancer du
sein et/ou de lovaire, selon le phénotype clinique, révéle:
71 patients (81 %) dont 68 femmes et 03 hommes avec
un cancer du sein isolé; 10 femmes avec un cancer de
Tovaire isolé; 07 femmes (7,95 %) avec une association
de cancer du sein et de lovaire.

La répartition de nos cas index selon leurs antécédents
familiaux de cancer du sein et/ou de lovaire montre que:
47 cas index (53,40 %) présentent des antécédents
familiaux de cancer du sein isolé: 37 parmi eux (78,71
%) appartiennent a des familles avec > 2 cas de cancer
du sein et 10 de ces 47 cas index (21,27 %) nont qu’un seul
cas de cancer du sein dans leurs antécédents familiaux.

« 06 cas index présentent des antécédents familiaux de
cancer de lovaire isolé : 04 de ces cas index ont un seul
cas familial de cancer de lovaire et les 02 cas index restants
ont chacun 03 cas familiaux de cancer de lovaire.

« 35 cas index (39,77 %) présentent des antécédents
familiaux de cancer du sein et de lovaire.

Résultats du test génétique BRCA1 et BRCA2 chez les 88 cas
index

34 mutations déléteres de classe 5 ont été identifiées
parmi les 88 cas index de notre série (38,63 %): 27 sur
BRCALI et 07 sur BRCA2.

Les 27 cas index BRCA1 muté sont retrouvés chez 23
femmes avec un cancer du sein isolé (preés de 85 %); 02
femmes avec un cancer de lovaire isolé (8,69 %) et 02
femmes avec un cancer du sein + ovaire (8,69 %).

Les 27 mutations de BRCA1 identifiées dans notre série
correspondent a 10 mutations différentes, réparties sur
les 11 premiers exons du géne (tableau 1).

Ces mutations sont réparties sur plusieurs exons et au
niveau d’une seule région intronique: 12 mutations sont
retrouvées sur lexon 11 (44,44 %); 07 mutations sont
retrouvées sur lexon 2 (25,92 %); 05 mutations sont
retrouvées sur lexon 3 (18,51 %); 02 mutations sont
retrouvées sur lexon 5 (7,40 %) et 01 mutation est retrou-
vée sur la région intronique (exons 5-6) (3,70 %).

Les mutations ponctuelles identifiées sur BRCAI im-
pactent de diverses manieres la synthése et/ou la fonc-
tion de BRCAL:



o Arrét précoce de la traduction provoqué par 04 mutations
frame-shift différentes:

- 03 mutations au niveau du domaine Ring (exons 2 et 3);
- 01 mutation au niveau du domaine de liaison a 'ADN
(exon 11).

» Arrét dela synthese de la protéine provoqué par formation dun
codon stop prématuré en relation avec 03 mutations différentes :

- 02 mutations au niveau de la région OCCR (Ovarian
Cancer Cluster Region) (exon 11/ interaction avec Rad51);
- 01 mutation au niveau du domaine de liaison a
IADN (exon 11).

o Synthése d’une protéine anormale provoquée par 02
mutations faux sens au niveau du domaine Ring (exon 5).
Nous navons retrouvé dans notre série qu'une seule mu-
tation au niveau intronique (exons 5-6), qui concerne
une séquence canonique 5 GT du site donneur, res-
ponsable d’'une erreur dépissage, localisée au niveau
de la région BCCR (Breast Cancer Cluster Region) de
BRCA1 @630,

Les 07 cas index BRCA2 muté sont tous atteints d’'un
cancer du sein isolé (100 %), dont 04 cas présentent des
antécédents familiaux de cancer du sein isolé et 03 cas
présentent des antécédents familiaux de cancer du sein
et de lTovaire.

Les 7 mutations délétéres identifiées sur le g¢ne BRCA2
sont toutes différentes (tableau 2).

Ces 07 mutations sont réparties sur plusieurs exons (10,
11,22 et 27) : 03 sur lexon 11 (42,85 %); 02 sur lexon 10
(28,57 %); 01 sur lexon 22 (14,28 %); 01 sur lexon 27.
Les mutations ponctuelles identifiées sur BRCA2 im-
pactent de diverses manieres la synthése et/ou la fonc-
tion de BRCA2 :

o Arrét précoce de la traduction dans 06 cas de muta-
tions frame-shift différentes :

- 03 mutations sont localisées au niveau du domaine de
répétition BRC (exon 11);

- 02 mutations sont localisées au niveau du domaine de
liaison a TADN (exons 22 et 27);

- 01 mutation est localisée au niveau du domaine
d’activation de la transcription (exon 10).

o Arrét de la synthese de la protéine suite a l'apparition
d’un codon stop prématuré, en relation avec 01 muta-
tion, localisée au niveau BRC (exon 11). Nous avons
identifié dans notre série une mutation non décrite dans
les bases de données: la mutation ¢.1800delT (délétion
d’'un T au niveau de la position 1800 qui siege au niveau
du domaine de répétition BRC de BRCA2/exon 10) et
qui entraine un arrét de la synthése de la protéine suite a
Papparition d'un codon stop prématuré.

» EL HAKIM

Les études de recherche de mutations BRCA1/2 sur
d’autres populations montrent des taux de positivité
variables :

« 20 % dans une population jordanienne (7 % sur
BRCALI et 13 % sur BRCA2) ©Y;

+ 86,7 % dans une population égyptienne (60 % sur
BRCALI et 26,7 % sur BRCA2) ©%;

* 30,7 % dans une population japonaise (17,7 % sur
BRCALI et 13,5 % sur BRCA2)®Y;

« 42 % dans une population francaise (24 % sur BRCA1
et 18 % sur BRCA2) @9,

Cette variation du taux de positivité du test génétique
BRCA1/2 peut étre liée a différents facteurs, comme
lorigine ethnique, I'age, le sexe et le poids de I'histoire
familiale des populations étudiées.

Une étude allemande qui concerne plus de 20000 fa-
milles, montre une augmentation quasi-linéaire du taux
de positivité du test génétique avec le poids de I'histoire
familiale. Le taux de positivité retrouvée dans cette
population allemande est de 24 % (15,9 % sur BRCA1
et 8,3 % sur BRCA2) ©9,

54 parmi les 88 cas index de notre série ne présentent
aucune mutation délétére sur BRCA1/2. Ces résultats
négatifs ne permettent pas dexclure lexistence d’une
prédisposition au cancer du sein/ovaire, qui peut étre
due aux :

1. Limites de la technique utilisée dans notre étude.
Sachant que le séquencage direct ne permet que la
détection des variations ponctuelles, la détection des
réarrangements de grande taille des génes BRCA1/2,
qui représentent une proportion non négligeable de
mutations pathogenes, nécessite l'utilisation dautres
techniques d’analyse, comme la MLPA, qui ne sont pas
disponibles dans notre laboratoire.

La fréquence des réarrangements de grande taille des
genes BRCA1/2 dans le cancer familial du sein et/ou
de lovaire a été lobjet de plusieurs études qui ont révélé
une différence de fréquences significative entre les mu-
tations ponctuelles BRCA1/2 et les réarrangements de
grande taille 639,

2. Limplication dautres genes de prédisposition aux
cancers du sein et de lovaire comme ATM, PALB2,
TP53...09,

3. Lapport du séquengage haut débit (NGS) qui ouvre
la voie a l'analyse simultanée de nombreux geénes (panel
de génes), assurant ainsi un gain de temps considérable
dans les délais de rendu des résultats. De nombreux
«panels de génes sein/ovaire» ont été développés, avec
une grande diversité dans leur composition, liée en grande
partie  lorigine ethnique des populations étudiées >+
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Tableau 1 : Introduction de lanalyse moléculaire et de limmunohistochimie dans le tableau de la classification
des groupes a risque de récidive, réparties en 4 groupes : risque faible, risque intermédiaire, risque intermédiaire
haut et risque élevé.
N°  Numéro Géne BRCAL Mutation Phénotype
Cas index délétere clinique
1 25BC Exon 11 p-Ser267LysfsX19 ; ¢.798_799delTT  Cancer Sein + Ovaire
2 48 BC Exon 11 p.Ser267LystsX19 ; ¢.798_799delTT Cancer sein isolé
3 92 BC Exon 11 p.Ser267LystsX19 ; ¢.798_799delTT Cancer sein isolé
4 241 BC Exon 11 p-Ser267LystsX19 ; ¢.798_799delTT  Cancer sein isolé
5 66 BC Exon 11 p.Ser267LystsX19 ; ¢.798_799delTT Cancer sein isolé
6 202 BC Exon 11 p-Ser267LystsX19 ; ¢.798_799delTT Cancer sein isolé
7 139 BC Exon 11 p-Ser267LystsX19 ; ¢.798_799delTT  Cancer sein isolé
8 33 BC Exon 11 p.Ser267LystsX19 ; ¢.798_799delTT Cancer sein isolé
9 135BC Exon 2 p-Arg7CystsX24;c.19_47del (29 Cancer sein isolé
nucléotides)
10 137 BC Exon 2 p.Arg7CystsX24;c.19_47del (29 Cancer ovaire isolé
nucléotides)
11 138 BC Exon 2 p.Arg7CysfsX24;c.19_47del (29 Cancer sein isolé
nucléotides)
12 34 BC Exon 2 p-Arg7CystsX24;c.19_47del (29 Cancer sein isolé
nucléotides)
13 35BC Exon 2 p.Arg7CysfsX24;c.19_47del (29 Cancer sein isolé
nucléotides)
14 120 BC Exon 2 p-Arg7CystsX24;c.19_47del (29 Cancer sein isolé
nucléotides)
15 50 BC Exon 3 p-Leu28ArgfsX12; c.83_84delTG Cancer sein isolé
16  45BC Exon 3 p.Leu28ArgfsX12; c.83_84delTG Cancer sein isolé
17 7 BC Exon 3 p-Leu28ArgfsX12; c.83_84delTG Cancer sein isolé
18 237 BC Exon 3 p-Leu28ArgfsX12; c.83_84delTG Cancer sein isolé
19 152 BC Exon 3 p.Leu28ArgfsX12; c.83_84delTG Cancer sein isolé
20 117 BC Exon 11 p-Phe1003X;c.3008_3009del T T Cancer sein isolé
21 118 BC Exon 11 p-Phe1003X;c.3008_3009delTT Cancer sein isolé
22 32 BC Exon 11 p-Ser267X;c.800C>G Cancer sein isolé
23 9BC Exon 5 p.Cys47Tyr;c.140G>A Cancer Sein+ Ovaire
24 21 BC Exon 5 p.Arg71Gly;c.211A>G Cancer sein isolé
25 46 BC Exons 5-6 IVS5+3A>G;c.212+3A>G Cancer sein isolé
26 58 BC Exon 11 p.Asn916X;c.2745dup Cancer sein isolé
27 91 ST2 BC Exon 2 p.Glu4ArgfsX21;c.11_14delGATC  Cancer ovaire isolé
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Tableau 2 : Mutations délétéres retrouvées sur BRCAZ

N° Numéro du cas Géne BRCA2 Mutation délétere Phénotype clinique
index
1 91 BC Exon 11 p-Leul908Argfsx2;c.5722_  Cancer sein isolé
5723delC
2 94BC Exon 11 p-Ser1882X;c.5645C>A Cancer sein isolé
253BC Exon 10 p-Ser617GInfsX27;c. Cancer sein isolé
1849delT
4 172 BC Exon 22 p-Glu2981LysfsX7;c. Cancer sein isolé
8940delA
5 245 BC Exon 11 p-Asn2101 MetfsX1;c. Cancer sein isolé
6302del A
136 BC Exon 10 p- Tyr600X; c.1800delT Cancer sein isolé
215BC Exon 27 p.Ser3250ValfsX5; Cancer sein isolé
¢.9747_9748insG
Conclusion Références

Dans notre étude prospective et transversale réali-
sée dans I'Unité de biologie moléculaire du labora-
toire ' Hormonologie du Centre Pierre et Marie Curie
d’Alger, lobjectif était d’identifier parmi les familles
algériennes a haut risque de développer un cancer du
sein et/ou de lovaire (forte histoire familiale de cancer),
celles qui présentaient des mutations constitutionnelles
déléteres de BRCA1 ou BRCAZ2, afin de leur fournir une
thérapeutique et une surveillance adaptées et proposer
a leurs apparentées le test génétique pour un dépistage
précoce et une éventuelle prise en charge personnalisée.
Nous avons ainsi pu identifier 27 mutations délétéres
sur BRCA1 et 07 mutations déléteres sur BRCA2.

Le taux global de positivité du test BRCA1/2 retrouvé
dans notre étude est de 38,63 % (34/88). Ce taux élevé
est a mettre en relation avec T'histoire familiale lourde,
avec généralement plusieurs cas de cancer (4,45 cas en
moyenne)
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