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RESUME 

 

 

L’altération constitutionnelle des gènes BRCA1 et BRCA2 est détectée dans 20 à 30% des formes 

familiales de cancer du sein. La fréquence de mise en évidence d’une mutation BRCA2 selon des 

critères généalogiques reste modeste. La définition de caractéristiques tumorales communes aux 

tumeurs du sein survenant dans un contexte de prédisposition lié à BRCA2 a pour objectif 

l’identification de caractéristiques propres aux tumeurs BRCA2 permettant de mieux définir les 

indications de recherche de mutation de ce gène, et l’identification de facteurs impliqués dans la 

tumorigénèse des cancers du sein liés à BRCA2.  

L’étude des profils génomiques des tumeurs BRCA2 a caractérisé la délétion récurrente des bras longs 

des chromosomes 13 et 14. L’analyse supervisée des données d’expression entre les tumeurs BRCA2 

et les tumeurs familiales BRCAX a identifié une signature spécifique des tumeurs BRCA2. Les 

exomes des chromosomes 13 & 14 pour 5 tumeurs informatives et leur ADN constitutionnel ont été 

séquencés afin d’identifier la ou les cibles des régions délétées. Cette analyse a permis la 

caractérisation de variants somatiques qui seront à étudier dans une large série de cas BRCA2 et 

contrôles pour conclure sur leur rôle dans la tumorigénèse liée à BRCA2. 

La caractérisation de pertes de matériel chromosomique spécifiques aux tumeurs BRCA2, rapportée 

dans plusieurs études, offre une perspective diagnostique avec le développement d’un test FISH 

utilisable en pratique clinique pour préciser les indications d’une recherche de mutation du gène 

BRCA2, mais suggère également la présence de gènes cibles candidats dont l’inactivation est requise 

lors de la cancérisation mammaire liée à BRCA2. 

 

Mots clés : Tumeurs du sein héréditaires, BRCA2, Signature transcriptomique, Profil génomique, 

NGS 

 

 

Laboratoire : Institut Bergonié, INSERM U916 VINCO, 229 cours de l'Argonne, 33076 Bordeaux 

cedex 
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ABSTRACT 

 

Gene expression and genomic profile study of BRCA2-mutant breast tumors 

 

Germline BRCA1 and BRCA2 mutations account for 20-30% of familial breast cancer. The main 

indication for BRCA2 screening is a family history, but the mutation detection rate in patients selected 

this way is low. The identification of characteristics common to BRCA2-associated tumors would 

improve the criteria used to select patients for BRCA2 screening and could identify factors implicated 

in BRCA2-mutant breast cancer tumorigenesis. 

The analysis of BRCA2-mutant breast tumor genomic profiles identified deletions of chromosomes 

13q and 14q as a common feature of BRCA2-tumors. Supervised gene expression analysis of BRCA2-

mutant breast tumors and familial breast tumors without germline BRCA1 or BRCA2 mutations 

identified a specific BRCA2 gene signature. Exome sequencing of chromosomes 13q and 14q for 5 

BRCA2-mutant tumors, and their associated germline DNA was performed in order to identify the 

target(s) of the specific genomic deletions in the BRCA2 tumors. This analysis characterized somatic 

variants that will be screened for in a larger cohort of BRCA2 and control tumors cases to explore 

their role in BRCA2-mutant breast cancer.  

Our study identified deletions of chromosomes 13q and 14q as a common feature of tumors with 

germline BRCA2 mutations, as has been observed in several previous studies. We suggest that FISH 

analysis for the deletion of these chromosomes would be a rapid and technically feasible first step to 

select tumors worth screening for germline BRCA2 mutations and we hypothesize that the inactivation 

of candidate genes located in these deleted regions allows the cell to resume division and progress thus 

contributing to tumorigenesis in BRCA2-mutant tumors. 

 

Keywords: Hereditary breast cancer, BRCA2, Gene expression signature, Genomic profile, NGS 
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1. INTRODUCTION 

 

1.1. Altérations génétiques récurrentes dans les cancers du sein 

 

L’hypothèse de Boveri en 1914 selon laquelle le cancer serait lié à l’accumulation d’altérations 

génomiques [1] a été confortée en 1960 lors de la description du chromosome de Philadelphie par 

Nowell et Hungerford dans la leucémie myéloïde chronique [2]. L’évolution des connaissances a 

permis d’aboutir à un consensus décrivant le cancer comme une maladie génétique liée à deux types 

majeurs d’évènements: l’inactivation de gènes suppresseurs de tumeurs par délétion, mutation ou 

mécanisme épigénétique et l’activation ou la dérégulation d’oncogènes par mutation ponctuelle, 

amplification ou translocation [3]. 

 

1.1.1. Réarrangements somatiques 

 

 

1.1.1.1. Altération du nombre de copies 

 

La cytogénétique traditionnelle a très vite mis l’accent sur les aneusomies qui caractérisaient le 

caryotype des cellules tumorales. En ce qui concerne le caryotype du sein, trois remaniements majeurs 

ont été caractérisés : la translocation t(1 ;16), l’isochromosome 1q et les amplifications géniques [4]. 

L’analyse du génome des cancers du sein par hybridation génomique comparative (CGH) a permis de 

préciser ces anomalies. Sur une cohorte de 305 tumeurs du sein, l’équipe de Rennstam identifie des 

gains de régions chromosomiques dans 270 cas et des pertes dans 216 cas [5].  

Selon diverses études, les régions délétées communes à plusieurs tumeurs mammaires concernent les 

bras chromosomiques 1p, 8p, 13q, 16q et les régions régulièrement gagnées impliquent les bras 

chromosomiques 1q, 8q, 17q et 20q [5-9]. 
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L’avancée technologique dans l’analyse des pertes de matériel par la CGH hautement résolutive, par 

l’analyse de perte d’hétérozygotie (ou LOH pour Loss Of Heterozygosity) sur puce SNP (Single 

Nucleotide Polymorphism) et enfin par le séquençage nouvelle génération (NGS pour Next Generation 

Sequencing), permet d’étudier sur l’ensemble du génome tumoral les régions délétées mais aussi les 

réarrangements complexes nommés réarrangements de grande taille entraînant la délétion ciblée d’un 

ou plusieurs exons d’un gène. En 2009, l’analyse de 24 tumeurs du sein (tumeurs sporadiques et 

héréditaires, et lignées de cancers du sein) en séquençage haut-débit par l’équipe de Stratton a révélé 

2166 réarrangements somatiques dont 357 délétions, soit 16.5% des réarrangements somatiques isolés 

[10]. Une récente étude associant données génomiques et transcriptomiques sur près de 2000 cancers 

du sein, a mis en exergue trois régions génomiques délétées de manière récurrente, associées à une 

sous-expression des gènes à proximité de ces régions en 8p21 (PPP2R2A- protein phosphatase 2, 

regulatory subunit B, alpha), en 9p21 (MTA- methylthioadenosine phosphorylase P) et en 17p11 

(MAP2K- mitogen-activated protein kinase kinase 4), suggérant un rôle suppresseur de tumeur des 

gènes concernés [11]. 

 

L’amplification est une altération génétique fréquemment observée dans le cancer du sein [12]. Cette 

altération est décrite dans 28.5% des échantillons de l’étude de Stratton [10]. Les études de 

cytogénétique ont montré qu’il existait des chromosomes double minute, fragment chromosomique de 

très petite taille sans centromère, et des régions homogeneously staining regions (HSR), régions de 

taille variable présentes au sein d’un ou plusieurs chromosomes, corrélées à des amplifications 

d’oncogènes. Les régions les plus fréquemment amplifiées sont les régions 1q31-q32, 8p12, 8q24, 

11q13, 12p13-ter, 16p13, 17q12, 17q22-q24 et 20q13 [13-16]. Les amplifications les plus fréquentes 

ciblant des oncogènes connus concernent les régions suivantes : 8p12 FGFR1 (fibroblast growth 

factor receptor 1) et ZNF703 (zinc finger protein 703); 8q24 MYC (myelocytomatosis viral 

oncogene) ; 11q13 CCND1 (Cycline D1) ; 17q12 ERBB2 (V-Erb-B2 avian erythroblastic leukemia 

viral oncogene homolog 2). Les cibles potentielles de ces amplifications concernent les gènes 

suivants : MED24 (mediator complex subunit 24) et GRB7 (growth factor receptor-bound protein 

7) localisés sur l’amplicon 17q12 ; RPS6KB1 (ribosomal protein S6 kinase polypeptide 1), PAT1 

(protein interacting with amyloid precursor protein tail 1) et TBX2 (T-box 2) localisés sur l’amplicon 

17q22-q24 ; les gènes ZNF217 (zinc finger protein 217), RAE1 (RNA export 1), NCOA3 (nuclear 

receptor coactivator 3) et CYP24A1 (Cytochrome P450, Family 24, Subfamily A, Polypeptide1) 

localisés sur l’amplicon 20q13. 

De récentes études suggèrent que les amplifications de régions normalement séparées dans le génome 

ne sont pas des évènements indépendants. Par-exemple, la co-amplification des régions 8p11–8p12 et 

11q12–11q14 [17] ou 8q24 et 17q21 [18] a été rapportée comme impliquée dans la physiopathologie 

du cancer du sein et suggère une coopération entre les gènes localisés sur chaque amplicon lors de 
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l’oncogenèse [19]. Les amplicons sont des régions complexes qui englobent des régions génomiques 

d’origines différentes réarrangées et amplifiées au sein d’un même amplicon. 

 

 

1.1.1.2. Translocations 

 

Les réarrangements somatiques peuvent entraîner la transformation de deux gènes en un oncogène. 

Certaines anomalies sont spécifiques d’une tumeur maligne et leurs présences peuvent avoir un intérêt 

diagnostique, thérapeutique et pronostique [20]. La translocation dans la cancérogénèse met en 

évidence deux mécanismes majeurs : (i) la dérégulation de l’expression de gènes, suite à la 

translocation d’un gène sous le contrôle d’un promoteur fort (ii) et la formation de gènes de fusion, 

suite à la translocation de deux gènes et de l’expression d’une protéine chimère contenant des éléments 

de séquence des deux gènes. A ce jour, en-dehors des tumeurs du sein rares, aucune translocation 

récurrente aboutissant à la dérégulation de l’expression d’un gène n’a été décrite dans le cancer du 

sein. 

Il est à noter que l’analyse NGS de l’équipe de Stratton informe sur la prédominance des 

réarrangements intrachromosomiques (1311 contre 239 interchromosomiques) dans les cancers du 

sein. Cette donnée n’était pas documentée auparavant en raison de la résolution limitante des 

techniques de cytogénétique. 

Il est difficile de lister de manière exhaustive les translocations décrites dans le carcinome mammaire 

en raison de l’hétérogénéité des translocations et de l’identification de nouvelles translocations 

régulièrement. L’équipe de Mitelman a mis en place une base de donnée recensant un nombre 

important des anomalies chromosomiques sur tous les types tumoraux dont le cancer du sein 

(http://cgap.nci.nih.gov/Chromosomes/Mitelman) [21]. Il existe cependant une translocation 

récurrente particulièrement observée dans les carcinomes de bas grade, exprimant le Récepteur aux 

Œstrogènes (RE), impliquant les chromosomes 1 et 16 et aboutissant à la formation d’un dérivé 

chromosomique der(1;16)(q10;p10) [22-27]. Cette translocation déséquilibrée entraîne la perte du bras 

long du chromosome 16 et le gain du bras long du chromosome 1. Des études de LOH ont identifié 

trois régions minimales de délétion (16q22.1, 16q23.2–24.1 et 16q24.3) suggérant la présence d’un 

gène suppresseur de tumeur sur le bras long du chromosome 16 [28]. Un gène candidat dans la région 

16q24.3 est le gène CDH15 (M-Cadherin) [29]. Le gène CTCF (CCCTC-binding factor), régulateur 

négatif de l’oncogène MYC, localisé en 16q22.1 est également candidat [30].  

Sur cette même région, un autre gène codant pour une cadhérine, CDH1 (E-Cadherin) localisé en 

16q22.1, jouerait un rôle dans la cancérogénèse des tumeurs lobulaires [31]. CDH1 est spécifiquement 

muté dans les carcinomes lobulaires infiltrants sur un allèle tandis que le second allèle est délété, mais 
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les délétions du 16q sont également observées dans les carcinomes canalaires infiltrants, suggérant que 

la cible de cette délétion non encore identifiée est autre que CDH1.  

Les carcinomes mammaires, peuvent présenter des gènes de fusion à une fréquence très faible 

inférieure à 1% [32]. Le carcinome mammaire secrétant, entité histologique très rare du sujet jeune, 

présente une translocation t(12;15) impliquant le gène de fusion ETV6-NTRK3 [33]. Cette 

translocation conduit à la fusion entre l’exon 5 du gène ETV6 (ETS family transcription factor variant 

6) et l’exon 13 du gène NTRK3 (TRK family tyrosine kinase receptor for neurotrophin-3), et à 

l’exclusion de l’exon 16 de NTRK3 codant pour une séquence régulant négativement l’activité tyrosine 

kinase de NTRK3. La protéine chimérique exprime une activation constitutive du domaine tyrosine 

kinase sous la dépendance du domaine de dimérisation du facteur de transcription ETV6 indépendante 

du ligand [34]. 

Le carcinome adénoïde kystique, autre type particulier de carcinome mammaire, se caractérise par la 

translocation équilibrée t(6;9) induisant la fusion des gènes MYB (myeloblastosis viral oncogene) et 

NFIB (nuclear factor I/B) [35].  

Une autre translocation récurrente a été identifiée plus particulièrement dans les tumeurs triple-

négatives (cf. paragraphe 1.2.1), concernant les gènes MAGI3 (membraneassociated guanylate kinase, 

WW and PDZ domain containing 3) sur le chromosome 1p et AKT3 (v-akt murine thymoma viral 

oncogene homologue 3) sur le chromosome 1q, aboutissant à une translocation équilibrée de l’intron 9 

de MAGI3 à l’intron 1 de AKT3 avec perte du second domaine PDZ (nomenclature correspondant à 

l’acronyme des trois premières protéines découvertes qui étaient pourvues de ce motif de 90 à 100 

acides aminés : PSD-95 -Post Synaptic Density de 95 kDa-, DLG-Drosophila melanogaster disc large 

protein-, ZO-1 -zonula occludens-1 protein) capable entre autre de lier PTEN (phosphatase and tensin 

homolog) et nécessaire à la régulation négative de ce dernier dans la voie phosphatidylinositol-3-

kinase (PI3K) [36]. La fusion MAGI3–AKT3 entraine l’activation constitutive de la kinase AKT [36]. 

Dans la lignée cellulaire MDAMB-175, une translocation entre le gène NRG1 (neuregulin-1) situé en 

8p12 et le gène TENM4 (Teneurin Transmembrane Protein 4) localisé en 11q14, conduit à la 

formation d’un gène de fusion nommé γ-Heregulin dont la partie 5’ est constituée du gène DOC-4 et la 

partie 3’ du gène NRG1 [37]. Le gène de fusion sous le contrôle du promoteur de DOC-4, code pour 

un facteur de croissance autocrine [38].  

Vingt-deux autres gènes de fusion ont été décrits dans l’étude du génome de 24 cancers du sein de 

Stratton, en particulier le gène ETV6 dont plusieurs partenaires de fusion ont été identifiés dans 

différents types tumoraux [39]. Un réarrangement intrachromosomique sur le bras court du 

chromosome 12 conduit à la fusion entre les exons 1 et 2 du gène ETV6 et des exons 35 à 57 du gène 

ITPR2 (inositol 1,4,5- trisphosphate receptor, type 2).  
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1.1.2. Mutations ponctuelles somatiques  

 

Les mutations ponctuelles (substitution nucléotidique ou petite insertion-délétion) représentent un 

mécanisme supplémentaire de la tumorigénèse [19]. La multiplication des études en NGS sur diverses 

cohortes de carcinomes mammaires a permis d’explorer les mutations somatiques dans les cancers du 

sein et d’identifier de nouveaux gènes impliqués dans la tumorigénèse mammaire. L’étude menée par 

l’équipe de Meyerson publiée dans Nature en 2012, a identifié 6 gènes fréquemment mutés dans 103 

cancers du sein [36]. L’un d’eux, le gène CBFB (Core-Binding Factor, Beta Subunit), impliqué dans 

l’inversion du chromosome 16 avec le gène MYM11 dans les leucémies aigües myéloïdes de type 

M4Eo [40] est rapporté pour la première fois comme gène fréquemment muté dans le cancer du sein et 

autres cancers épithéliaux ; les cinq autres gènes ont quant à eux précédemment été identifiés comme 

gènes impliqués dans la tumorigénèse mammaire. Il s’agit des gènes TP53 (Tumor protein p53) [41], 

PIK3CA (Phosphatidylinositol-4,5-Bisphosphate 3-Kinase, Catalytic Subunit Alpha) [42], AKT1 (Akt 

Murine Thymoma Viral Oncogene Homolog 1) [43], GATA3 (GATA binding protein 3) [44] 

[36;44;44], et MAP3K1 (MAP kinase kinase kinase 1, E3 (ubiquitin protein ligase)) [36;45]. Dans le 

cancer du sein, la fréquence de mutation de ces gènes varie selon les sous-types tumoraux. Cependant, 

au sein d’une cohorte de cancers mammaires, les mutations somatiques des gènes TP53 et PIK3CA 

sont observées dans environ 30% des cas, les gènes AKT, GATA3, CBFB et MAP3K1 sont mutés dans 

moins de 5% des cas [36;45;46].  

L’étude de l’exome de 100 cas de cancers du sein par l’équipe de Stratton en 2012 a identifié 7241 

mutations somatiques dont 277 insertions-délétions [46]. 

 

 

1.1.3. Anomalies épigénétiques 

 

L’épigénétique est définie par l’étude des changements dans l'expression des gènes qui sont maintenus 

lors de la division cellulaire, et qui ne résultent pas de modifications de la séquence de l'ADN [47]. 

Les mécanismes principaux de l’épigénétique sont la méthylation de l’ADN, la modification des 

histones, l’expression de microARN (miRNA). Ces modifications épigénétiques affectent l’expression 

des gènes.  

 

La modification du domaine N-terminal des histones incluant l’acétylation, la méthylation, 

l’ubiquitination, la phosphorylation et la ribosylation peut significativement affecter l’expression des 

gènes en modifiant la topologie spatiale du nucléosome avec une conformation plus ou moins relâchée 

de la chromatine [48]. Dans le cancer du sein, il a été montré que la modification d’histone, en 

association avec la méthylation de l’ADN est fréquemment associée à la répression de gènes 

suppresseurs de tumeurs. La répression inappropriée de ces gènes favorise la tumorigénèse. La 
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méthylation de la queue des histones est assurée par des histones méthyl-transférases (HMT), la 

méthylation des histones H3 lysine 4 (H3K4), H3K36 et H3K79 active la transcription, contrairement 

à la méthylation des H3K9, H3K27 et H4K20 qui a un effet répresseur. L’action opposée de deux 

HMT, le complexe Polycomb (PcG) et les protéines Trithorax, régule la structure dynamique de la 

chromatine.  

L’acétylation dépend de l’activité des histones acétyltransférases (HAT), qui agissent comme des 

coactivateurs de la transcription et des histones déacétylases (HDAC), associées à une répression de 

l’activité transcriptionnelle.  

 

La méthylation de l’ADN est régie par les méthyl-transférase d’ADN (DNMT) qui ont la capacité 

d’ajouter un groupement méthyl au niveau des résidus cytosine contenus dans les ilots CpG. La 

méthylation de l’ADN est impliquée dans de nombreuses fonctions biologiques comme l’inactivation 

d’un des chromosomes X chez la femme et l’empreinte parentale.  

L’hypométhylation de l’ADN au niveau des régions non régulatrices et d’éléments structuraux comme 

l’ADN centromérique augmente l’instabilité chromosomique et favorise la tumorigénèse [49-51]. 

L’hypométhylation dans les régions promotrices de gènes en favorise l’expression. Ainsi la perte de 

méthylation d’un oncogène entrainera sa surexpression et facilitera le processus tumoral, comme les 

oncogènes RAS et MYC identifiés comme étant hypométhylés dans les tissus cancéreux [52-54]. 

 

L’hyperméthylation de l’ADN est associée à l’inhibition de la transcription de gènes et indirectement à 

l’instabilité génomique lorsqu’elle cible des gènes suppresseurs de tumeurs [55;56]. Un certain 

nombre de gènes participant aux différentes étapes du développement tumoral sont hyperméthylés et 

réprimés dans les cancers avec une spécificité pour certains types de tumeurs [57]. Ainsi le second 

événement conduisant à l’inactivation d’un gène suppresseur de tumeur peut être lié à une mutation 

épigénétique comme la méthylation de son promoteur. Dans le cancer du sein, on retrouve entre autre 

la méthylation du gène TSM1 (target of methylation-induced silencing 1) codant pour une caspase pro-

apoptotique, du gène de réparation de l’ADN BRCA1 (breast cancer 1), du gène suppresseur de 

tumeur pro-apoptotique RASSF1A (Ras association domain family 1) mais aussi des gènes codants 

pour les récepteurs hormonaux RE et RP (Récepteur à la Progestérone) [58;59].  

Ces modifications épigénétiques constituent une nouvelle approche thérapeutique. Il existe deux 

classes d’inhibiteurs de DNMT (DNMTi) : les analogues nucléosidiques et les analogues non-

nucléosidiques. Les analogues nucléosidiques tels que la 5-azacytidine et la 5-aza-2’-désoxycytidine 

(décitabine) piègent les DNMT en s’intégrant dans l’ADN à la place de résidus cytosine. La décitabine 

est actuellement utilisée dans le traitement des leucémies aiguës myéloïdes. Les DNMTi analogues 

non-nucléosidiques inhibent la méthylation de l’ADN en se liant directement au domaine catalytique 

de l’enzyme DNMT sans s’incorporer dans l’ADN. Pour exemple, la procaïne et son dérivé 
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procaïnamide ont montré une action déméthylante conduisant à la réexpression de gènes suppresseurs 

de tumeur réprimés par l’hyperméthylation [60]. 

Les inhibiteurs d’HDAC ont un mécanisme d’action mal connu à ce jour. Ces molécules induisent 

dans les cellules tumorales l’arrêt du cycle cellulaire, la différenciation, et l’apoptose. De plus, ces 

agents ont une action anti-angiogénique. L’action des inhibiteurs d’HDAC est médiée par la 

réactivation de l’expression du gène p21 (cyclin-dependent kinase inhibitor 1A) impliqué dans les 

points de contrôle des phases G1 et G2 du cycle cellulaire ainsi que dans la différenciation [61]. 

Actuellement, le vorinostat, inhibiteur d’HDAC, est utilisé dans la prise en charge des lymphomes 

cutanés à cellules T.  

La surexpression de la protéine EZH2 (enhancer of zeste homolog 2) appartenant au complexe 

répressif Polycomb (PRC) a été observée dans les cancers du sein et du poumon, et a été associée à un 

marqueur d’agressivité [62]. Cette protéine catalyse l’addition de groupes méthyl sur H3K27. La 

réactivation des gènes réprimés par le PRC par l’action de l’inhibiteur de EZH2, le 3-Deazaneplanocin 

A (DZNep), entraîne l’apoptose des cellules tumorales. Cette action pro-apoptotique serait médiée par 

le gène FBX032 qui code pour la protéine MAFBx (muscle atrophy F-box protein). L’expression de 

cette protéine pourrait être modulée par la voie PI3K (Phosphoinositide 3-Kinases)/Akt et serait 

diminuée dans les tumeurs primitives du sein [63;64]. 

 

Enfin le dérèglement de miRNA (microARN) a récemment été associé aux cancers. Les miRNA sont 

des molécules d’ARN de 18 à 23 nucléotides codées par le génome. Ce sont des régulateurs post-

transcriptionnels capables de contrôler l’expression de gènes. Après la transcription assurée par la 

polymérase II, le pré-miRNA subit plusieurs étapes de maturation à l’aide des protéines Drosha, Dicer 

et le complexe protéique RISC (RNA-Induced Silencing Complex) [47]. Lorsque le miRNA se lie à son 

ARN cible, si la complémentarité est totale, l’ARN cible est dégradé et si la complémentarité est 

partielle, il bloque la traduction de l’ARN cible.  

Le rôle des miRNA dans l’initiation et la progression tumorale a clairement été établi ces dernières 

années. En particulier, le rôle métastatique des miRNA a été démontré en premier par Ma et son 

équipe du groupe de Weinberg, lors de la découverte de l’implication du miR-10b dans l’invasion 

tumorale et la formation de métastases dans le cancer du sein [65]. Ainsi, la dérégulation de plusieurs 

miRNA a été décrite dans les cancers du sein, comme les miRNA oncogènes miR-10b (régule 

Homeobox D10), miR-21 (régule TPM1-Tumor suppressor tropomyosin 1-, PDCD4-programmed cell 

death 4-, maspin-mammary serine protease inhibitor- et PTEN), le cluster miR-17~92 (régule E2F1- 

E2F transcription factor 1-, Bim) et les miRNA suppresseurs de tumeurs miR-145 (régule MYC), la 

famille miR-200 (régule TGFβ2 - Transforming growth factor beta-, PLCG1 - Phospholipase C, 

Gamma 1) et la famille let-7 (régule HRAS (Harvey Rat Sarcoma Viral Oncogene Homolog) et 

HMGA2- high mobility group AT-hook 2) [66].  
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1.2. Profil d’expression des cancers du sein 

 

 

1.2.1. Classification moléculaire des cancers du sein 

 

L’hétérogénéité des cancers du sein rend nécessaire l’établissement de classifications permettant la 

création de groupes homogènes de tumeurs, ceci dans une perspective pronostique et diagnostique. 

Les nouvelles classifications, dites moléculaires, ont été développées grâce à l’apparition d’outils 

regroupés sous le terme générique de biopuces. Ces techniques permettent l’analyse du génome à 

grande échelle ainsi que l’analyse du transcriptome par appréciation de l’expression des gènes. Ces 

analyses sur biopuces ont pour but commun l’identification de facteurs pronostiques et prédictifs 

utilisables par la suite dans la prise en charge du malade.  

L’hypothèse de l’intérêt de ces analyses moléculaires formulée par l’équipe de Charles M. Perou [67] 

est que la diversité phénotypique des cancers du sein peut être accompagnée d’une diversité au niveau 

de l’expression des gènes, étudiée par micro-array. C’est à cette équipe que l’on doit une première 

classification moléculaire des cancers du sein en 4 sous-types sur des données transcriptomiques de 65 

tumeurs [67], affinée à l’aide d’études successives en 2001, 2003 et 2004 [68-70] sur un plus grand 

nombre de prélèvements, et définissant les 5 sous-types suivants : Basal-like, ERBB2+, Normal-

Breast-like, Luminal B et Luminal A (Figure 1). Des données pronostiques ainsi que l’étude du taux 

mutationnel de gènes associés au cancer du sein en fonction des 5 sous-types ont également été 

rapportées [68;71]. 

 

Ces sous-types appartiennent à deux grands groupes : un groupe caractérisé par une expression faible 

ou nulle du RE codé par ESR1 (estrogen receptor 1), tumeurs dites « RE négatives » et l’autre par une 

expression plus ou moins forte de celui-ci, tumeurs dites « RE positives ».  

 

Le groupe des « RE négatives » comprend (i) les tumeurs dites basales, correspondant le plus souvent 

aux tumeurs dites « triple-négatives» après analyse des récepteurs RE, RP et de l’expression de HER2 

codée par ERBB2 (Erythroblastic Leukemia Viral Oncogene Homolog 2) par immunohistochimie 

(absence de marquage RE et RP et absence de surexpression de HER2) ; (ii)  les tumeurs ERBB2 

positives (par amplification du gène ERBB2) ; (iii) les tumeurs dites « normales like ».  

 

Les cancers « basal-like » sont de haut grade histologique, l’index mitotique est souvent élevé [72;73]. 

Ce sous-type est caractérisé par l’absence d’expression du cluster Luminal et une négativité 

d’expression des récepteurs hormonaux RE et RP, et de l’absence de surexpression de HER2 (est dit « 

triple négatif »). Ces tumeurs expriment fortement des gènes d’origine myoépithéliale, notamment 
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KRT5 (cytokératine 5), KRT6B (cytokératine 6B), KRT14 (cytokératine 14), KRT17 (cytokératine 17), 

LAMC2 (laminine ϒ2), CAV1 (cavéoline 1), CAV2 (cavéoline 2), FABP7 (Fatty Acid Binding Protein 

17), et EGFR (Epidermal Growth Factor Receptor) [74-76]. Les gènes exprimés par ces tumeurs sont 

majoritairement impliqués dans le contrôle du cycle cellulaire [76]. Ce groupe présente à la fois le plus 

haut taux de mutation du gène TP53 (80%) et le plus bas du gène PIK3CA (9%). A noter la fréquence 

de 5% de mutations du gène MLL3 (mixed-lineage leukemia 3), taux semblable aux autres groupes 

[71]. Ce gène code pour une protéine appartenant au complexe ASCOM (ASC-2- and Mll3-containing 

complex) qui possède une activité histone méthyl-transférase. Ce gène est décrit comme potentiel gène 

suppresseur de tumeur en raison de la fréquence des mutations dans divers types tumoraux et 

l’apparition de tumeurs lors de son inactivation chez des souris [77].  

Les cancers « ERBB2+ » sont caractérisés par une surexpression du gène ERBB2 et des autres gènes 

situés dans l’amplicon 17q22.24 comme MED24 (mediator complex subunit) et GRB7 (growth factor 

receptor-bound protein 7) [69]. Ces tumeurs n’expriment pas les récepteurs hormonaux RE et RP. Ces 

tumeurs présentent un taux de mutation de TP53 s’élevant à 72% et de PIK3CA égal à 39% [71]. 

Enfin, les cancers « Normal Breast-like », sont caractérisés par des gènes connus pour être exprimés 

dans le tissu adipeux et les cellules non épithéliales. 

 

Le groupe des « RE positives » rassemble les tumeurs luminales A et B.  

Les tumeurs luminales A sont des cancers de bas grade présentant une faible prolifération et une forte 

expression de ESR1, GATA3 (GATA binding protein 3), HNF3α (Hepatocyte Nuclear Factor 3α), 

XBP1 (X-box binding protein 1) et LIV-1 oestrogen regulated protein [69]. Elles présentent un taux de 

mutation de TP53 d’environ 13% [68]. Ces tumeurs expriment majoritairement des gènes impliqués 

dans le métabolisme des acides gras et la voie de signalisation des récepteurs aux œstrogènes [69;70]. 

Le nombre de gènes fréquemment mutés s’avère être le plus important dans ce sous-groupe avec les 

gènes PIK3CA (45%), GATA3 (14%), MAP3K1 (MAP kinase kinase kinase 3) (13%), TP53 (12%), 

CDH1 (9%), MLL3 (8%) et MAP2K4 (7%) [71]. Les mutations inactivatrices de MAP3K1 et MAP2K4 

sont mutuellement exclusives. Ces deux gènes sont des acteurs de la voie de stress p38-JNK1 (Jun N-

terminal Kinase (JNK) 1). 

Les tumeurs luminales B sont de plus haut grade, ont un index de prolifération plus important et 

expriment en moindre quantité les récepteurs hormonaux RE et RP. Elles sont caractérisées par une 

moindre expression des gènes exprimés par les tumeurs du groupe « Luminal A », et par une forte 

expression des gènes impliqués dans le cycle cellulaire tels que les gènes CCNE1 et CCND1 (Cycline 

E1 et D1), mais aussi les gènes GGH (ϒGlutamyl Hydrolase Precursor), NSEP1 (Nuclease Sensitive 

Element Binding Protein 1), LAPTM4β (lysosomal protein transmembrane 4 β) et MYB 

(myeloblastosis viral oncogene homolog) [69;75]. Les tumeurs luminales B présentent une mutation 

des gènes PIK3CA et TP53 à une fréquence de 29%, une mutation du gène GATA3 à 15%, et une 

fréquence faible de mutation des gènes MAP3K1 (5%), CDH1 (5%) et MLL3 (6%) [71]. 
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Figure 1: Classification hiérarchique supervisée de 115 prélèvements tumoraux et 7 tissus non 

malins selon la liste des « gènes intrinsèques » de Sorlie (Extrait de Sorlie et al 2003) [70]. (A) 

Représentation du cluster entier des 534 gènes et 122 échantillons, (B) Dendrogramme montrant la 

classification des tumeurs du sein des 5 sous-groupes dont les branches sont colorées en fonction du 

sous-type moléculaire : « Luminal A » en violet, « Luminal B » en bleu, « ERBB2+ » en rose, « Basal-

like » en orange et « Normal Breast-like » en vert. 

 

Les cinq groupes moléculaires identifiés ont été corrélés à des différences de survie et de réponse au 

traitement. Les analyses des courbes de survie de Kaplan-Meier permettent d’associer les sous-types 

« basal-like » et « ERBB2+ » au plus mauvais pronostic. Le sous-type « Luminal B » présente 

également un moins bon pronostic que les tumeurs « Luminal A » [70] (Figure 2). La similarité du 
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profil d’expression de certains gènes entre les sous-types « Luminal B », « Basal-like » et 

« ERBB2+ » suggère que l’expression de ces gènes serait associée à un mauvais pronostic [69]. Ainsi, 

cette classification des cancers du sein en cinq sous-groupes apporte des valeurs pronostiques 

d’estimation du risque de rechute ou du bénéfice d’un traitement spécifique [78;79].  

 

Suite à l’identification initiale de 5 sous-types moléculaires, une sous-classification a été proposée. 

Pour exemple, une analyse détaillée des gènes exprimés dans les tumeurs RE négatives montre que les 

tumeurs basales sont un groupe hétérogène de tumeurs, pouvant être subdivisé en au moins trois sous-

groupes : (i) le groupe « molecular apocrine » [80], qui partage les caractéristiques du sous-groupe 

« ERBB2+ » et semble présenter une activation de la voie de signalisation du récepteur aux 

androgènes (RA) ; (ii) le sous-type « interferon » [75] défini par une forte expression de STAT1 

(Signal transducer and Activator of Transcription 1) et des gènes de l’immunité codant pour les 

interférons; (iii)  le sous-groupe « claudin-low » [81] qui inclut les tumeurs ayant un phénotype « stem 

cell-like ».  

 

De plus, la classification non supervisée de Farmer et al,. identifie trois groupes de tumeurs distincts 

[80]. Le groupe des tumeurs RE+ RA+ RP+ qui rassemble les tumeurs luminales, le groupe RE- RA- 

RP- qui contient les tumeurs basales et enfin le groupe RE- RA+ qui contiendrait des tumeurs 

provenant de tissus engagés dans une différenciation apocrine. Ces tumeurs sont confondues avec les 

tumeurs ERBB2 car présentent fréquemment l’amplicon 17q. 

 

Parallèlement à l’identification des sous-types tumoraux, le profil d’expression des gènes a été étudié 

par plusieurs équipes dans un but pronostique. Le Netherlands Cancer Institute d’Amsterdam a établi 

la signature moléculaire MammaPrint® qui tient compte de l’expression de 70 gènes, permettant de 

prédire l’apparition de métastases à 5 ans d’une tumeur sans atteinte ganglionnaire [82]. Une étude 

pronostique sur des cancers du sein RE+ localisés, sans envahissement ganglionnaire et traités par 

Tamoxifène, a établi un score de rechute basé sur l’étude en RT (reverse transcriptase)-PCR de 21 

gènes appelé OncotypeDX [83]. Ces deux signatures sont actuellement testées dans des essais 

cliniques randomisés. 
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Figure 2: Analyse de Kaplan-Meier sur deux cohortes de patients basée sur la classification des 

tumeurs du sein de Perou (Extrait de Sorlie et al, 2003) [70]. (A) Survie sans rechute sur 97 cas de 

cancers du sein sporadiques de Van’t Veer et al, 2002 [82], (B) Survie générale de 72 patients de la 

cohorte Norway/Stanford. Les courbes sont colorées en fonction du sous-type moléculaire : « Luminal 

A » en violet, « Luminal B » en bleu, « ERBB2+ » en rose, « Basal» en orange. 

 

 

1.2.2.  Les nouveaux clusters intégratifs 

 

L’analyse conjointe des données génomiques et transcriptomiques, associée à une analyse statistique 

sur près de 2000 cancers du sein, a abouti à la définition de nouveaux sous-groupes biologiques 

appelés « clusters intégratifs » [11]. Le clustering intégratif permet d’identifier 10 classes différentes 

de cancers du sein (IntClust1 à 10) corrélés ou non à la classification intrinsèque. Ils sont définis par 

des altérations génomiques spécifiques et des valeurs pronostiques distinctes (Table 1). 

 

Sept clusters intégratifs contiennent plus de 50% de tumeurs luminales. L’un d’eux, le IntClust2, 

caractérisé par une amplification en 11q13 et/ou en 11q14, présente le plus mauvais pronostic des 

clusters ER+. L’analyse de l’expression des gènes de ce cluster, montre un enrichissement en gènes 

impliqués dans le cycle cellulaire, et tout particulièrement dans le passage de la phase G1 à la phase S 

comme CCND1. 
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Les clusters 3, 7 et 8 rassemblent des tumeurs luminales A de bas grade dans leur majorité, et sont de 

bon pronostic. Les tumeurs du cluster 3, de profil génomique plat, présentent le plus haut taux de 

mutation des gènes PIK3CA (≈55%) et CDH1 (>20%) ainsi que le meilleur pronostic des clusters 

luminaux (survie à 10 ans supérieure à 90%). Le profil génomique du IntClust7 est caractérisé par une 

perte en 16q, un gain en 16p et une amplification en 8q. De plus, le taux de mutation du gène MAP3K1 

y est le plus important (>20%). Enfin, la translocation t(1 ;16) précédemment décrite dans les tumeurs 

ER+ de bas grade (cf. paragraphe 1.1.1.2) caractérise les tumeurs du cluster 8. Un fort taux de 

mutation des gènes PIK3CA, GATA3 et MAP2K4 est également associé à ce groupe. 

Les clusters 1, 6 et 9 sont constitués de tumeurs luminales avec une forte instabilité génomique. Le 

pronostic de ces groupes est qualifié d’intermédiaire avec une survie à 10 ans de 50 à 60%. Les 

tumeurs du cluster 6, principalement luminales A, sont caractérisées par une amplification du locus 

8p12. La fréquence de mutation du gène PIK3CA est la plus faible au sein de ce cluster. Le cluster 9, 

enrichi en tumeurs luminales B, est caractérisé par un gain en 8q et une amplification en 20q. Dans ces 

tumeurs, principalement de haut grade, le gène TP53 est fréquemment muté (≈65%). Enfin, les 

tumeurs du cluster 1 sont très majoritairement du groupe Luminal B. Leur génome montre une 

amplification du locus 17q23 et du bras long du chromosome 20q. Le gène GATA3 est fréquemment 

muté (>25%). 

 

Le cluster 5 est défini par une amplification du locus 17q12 et un mauvais pronostic avec une survie à 

10 ans estimée à 45%. Il contient les tumeurs ERBB2+ et quelques tumeurs luminales. Les tumeurs 

sont de haut grade avec une forte instabilité génétique. Le gène TP53 est muté dans plus de 60% des 

cas. 

 

Le cluster 10 rassemble la majorité des tumeurs triple-négatives du sous-type intrinsèque basal-like. 

Ces tumeurs sont de haut grade, peu différenciées et sont principalement retrouvées chez les femmes 

jeunes. Le taux de mutation de TP53 dans ce cluster est le plus élevé, l’index mitotique est élevé, mais 

l’instabilité génomique est qualifiée d’intermédiaire. Le pronostic de survie à 5 ans est faible, mais 

devient intermédiaire à 10 ans. Ces tumeurs présentent une perte en 5q et des gains en 8q, 10p et 12p. 

La délétion en 5q est associée à la modulation de l’expression de gènes situés à distance (activité 

trans) contrôlant le cycle cellulaire, la réparation de l’ADN et l’apoptose. Curtis et al, proposent que la 

perte du 5q joue un rôle dans l’instabilité génomique et la dérégulation du cycle cellulaire, expliquant 

la prolifération élevée observée dans ce groupe [11]. 

 

Enfin, le cluster 4 se distingue des autres par sa composition « mixte ». Il regroupe les tumeurs ER+ et  

ER-, dont 26% des tumeurs triple-négatives. Ce sous-groupe est associé à un pronostic favorable à 10 

ans de l’ordre de 80% et est caractérisé par un profil génomique plat. Ce groupe présente également un 

infiltrat lymphocytaire important. 
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Table 1 : Description des clusters intégratifs issus de l’analyse des données génomiques et 

transcriptomiques de près de 2000 cancers du sein (Extrait de Dawson et al, 2013)[84]. Les 10 

clusters intégratifs sont décrits selon les items suivants : fréquence dans la cohorte, altérations 

génomiques spécifiques, expression des récepteurs hormonaux RE (œstrogène) et RP (progestérone), 

expression de HER2, classification intrinsèque des tumeurs selon le test PAM50, caractéristiques 

cliniques (grade et envahissement ganglionnaire –LN pour lymph-node involvement), pronostic de 

survie à 5 ans et 10 ans (DSS ; disease-specific survival), instabilité génomique. 

T
a
b
le
II

Fe
a
tu
re
s
o
f
th
e
in
te
g
ra
ti
v
e
cl
u
st
er
s

In
tC
lu
st

F
re
q
u
en
cy

(n
,
%
)

D
e
n
in
g
m
o
le
cu
la
r
fe
a
tu
re
s

E
x
p
re
ss
io
n
(n
,
%
)

PA
M
5
0
(n
,
%
)

C
li
n
ic
a
l
fe
a
tu
re
s

P
ro
g
n
o
si
s
(5
-y
ea
r,

10
-y
ea
r
D
S
S
)

G
en
o
m
ic

in
st
a
b
il
it
y

1
1
3
9
(7
%
)

1
7
q
2
3
a
m
p
li

ca
ti
o
n

E
R
þ
:
1
2
3
(8
8
.4
9
%
)

B
a
sa
l:
9
(6
.4
7
%
)

H
ig
h
g
ra
d
e

In
te
rm

ed
ia
te

H
ig
h

P
R
þ
:
6
0
(4
3
.1
7
%
)

H
E
R
2
:
21

(1
5
.1
1
%
)

0
.8
0
,
0
.6
9

H
E
R
2
þ
:
2
0
(1
4
.3
9
%
)

L
u
m
A
:
11

(7
.9
1
%
)

L
u
m
B
:
9
0
(6
4
.7
5
%
)

N
o
rm

al
:
8
(5
.7
6
%
)

2
7
2
(4
%
)

11
q
1
3
/1
4
a
m
p
li

ca
ti
o
n

E
R
þ
:
6
9
(9
5
.8
3
%
)

B
a
sa
l:
2
(2
.7
8
%
)

N
o
d
is
ti
n
ct
cl
in
ic
a
l
fe
a
tu
re
s

P
o
o
r

H
ig
h

P
R
þ
:
51

(7
0
.8
3
%
)

H
E
R
2
:
6
(8
.3
3
%
)

0
.7
8
,
0
.5
1

H
E
R
2
þ
:
3
(4
.1
7
%
)

L
u
m
A
:
2
5
(3
4
.7
2
%
)

L
u
m
B
:
3
6
(5
0
%
)

N
o
rm

al
:
3
(4
.1
7
%
)

3
2
9
0
(1
5
%
)

P
a
u
ci
ty
o
f
co
p
y
n
u
m
b
er
ch
a
n
g
es

E
R
þ
:
2
7
8
(9
5
.8
6
%
)

B
a
sa
l:
4
(1
.3
9
%
)

L
o
w
g
ra
d
e

G
o
o
d

L
o
w

P
R
þ
:
21
1
(7
2
.7
6
%
)

H
E
R
2
:
9
(3
.1
4
%
)

L
o
w
L
N
þ

0
.9
3
,
0
.8
8

H
E
R
2
þ
:
1
(0
.3
4
%
)

L
u
m
A
:
1
9
5
(6
7
.9
4
%
)

L
u
m
B
:
4
3
(1
4
.9
8
%
)

N
o
rm

al
:
3
6
(1
2
.5
4
%
)

4
3
4
3
(1
7
%
)

C
N
A
d
ev
o
id

E
R
þ
:
2
3
8
(6
9
.3
9
%
)

B
a
sa
l:
6
4
(1
8
.7
1
%
)

L
o
w
g
ra
d
e

G
o
o
d

L
o
w

P
R
þ
:
1
5
5
(4
5
.1
9
%
)

H
E
R
2
:
3
4
(9
.9
4
%
)

0
.8
9
,
0
.7
6

H
E
R
2
þ
:
2
0
(5
.8
3
%
)

L
u
m
A
:
10
6
(3
0
.9
9
%
)

L
u
m
B
:
2
9
(8
.4
8
%
)

N
o
rm

a
l:
10
9
(3
1
.8
7
%
)

5
1
9
0
(1
0
%
)

E
R
B
B
2
a
m
p
li

ca
ti
o
n

E
R
þ
:
7
9
(4
1
.5
8
%
)

B
a
sa
l:
21

(1
1
.0
5
%
)

Y
o
u
n
g
er
a
g
e
a
t
d
ia
g
n
o
si
s

P
o
o
r

In
te
rm

ed
ia
te

P
R
þ
:
4
0
(2
1
.0
5
%
)

H
E
R
2
:
10
8
(5
6
.8
4
%
)

H
ig
h
g
ra
d
e

0
.6
2
,
0
.4
5

H
E
R
2
þ
:
1
81

(9
5
.2
6
%
)

L
u
m
A
:
1
8
(9
.4
7
%
)

H
ig
h
L
N
þ

L
u
m
B
:
3
3
(1
7
.3
7
%
)

N
o
rm

a
l:
10

(5
.2
6
%
)

6
8
5
(4
%
)

8
p
1
2
a
m
p
li

ca
ti
o
n

E
R
þ
:
8
5
(1
0
0
%
)

B
a
sa
l:
3
(3
.5
3
%
)

N
o
d
is
ti
n
ct
cl
in
ic
a
l
fe
a
tu
re
s

In
te
rm

ed
ia
te

H
ig
h

P
R
þ
:
3
6
(4
5
.8
8
%
)

H
E
R
2
:
10

(1
1
.7
6
%
)

0
.8
3
,
0
.5
9

H
E
R
2
þ
:
3
(3
.5
3
%
)

L
u
m
A
:
2
3
(2
7
.0
6
%
)

L
u
m
B
:
4
3
(5
0
.5
9
%
)

N
o
rm

al
:
6
(7
.0
6
%
)

7
1
9
0
(1
0
%
)

1
6
p
g
a
in
,
1
6
q
lo
ss
,
8
q
a
m
p
li
fc
a
ti
o
n

E
R
þ
:
1
8
7
(9
8
.4
2
%
)

B
a
sa
l:
3
(1
.5
9
%
)

O
ld
er
a
g
e
a
t
d
ia
g
n
o
si
s

G
o
o
d

In
te
rm

ed
ia
te

P
R
þ
:
1
5
0
(7
8
.9
5
%
)

H
E
R
2
:
9
(4
.7
6
%
)

L
o
w
g
ra
d
e

0
.9
4
,
0
.8
1

H
E
R
2
þ
:
2
(1
.0
5
%
)

L
u
m
A
:
1
2
3
(6
5
.0
8
%
)

L
u
m
B
:
41

(2
1
.6
9
%
)

N
o
rm

al
:
1
3
(6
.8
8
%
)

8
2
9
9
(1
5
%
)

1
q
g
ai
n
,
1
6
q
lo
ss

E
R
þ
:
2
9
7
(9
9
.3
%
)

B
a
sa
l:
1
(0
.3
3
%
)

O
ld
er
a
g
e
a
t
d
ia
g
n
o
si
s

G
o
o
d

In
te
rm

ed
ia
te

P
R
þ
:
2
3
6
(7
8
.9
3
%
)

H
E
R
2
:
9
(3
.0
1
%
)

L
o
w
g
ra
d
e

0
.8
8
,
0
.7
8

H
E
R
2
þ
:
1
(0
.3
3
%
)

L
u
m
A
:
1
9
2
(6
4
.2
1
%
)

L
u
m
B
:
8
9
(2
9
.7
7
%
)

N
o
rm

al
:
8
(2
.6
8
%
)

9
1
4
6
(7
%
)

8
q
g
ai
n
,
2
0
q
a
m
p
li

ca
ti
o
n

E
R
þ
:
1
2
5
(8
5
.6
2
%
)

B
a
sa
l:
2
0
(1
3
.7
9
%
)

H
ig
h
g
ra
d
e

In
te
rm

ed
ia
te

H
ig
h

P
R
þ
:
7
9
(5
4
.1
1
%
)

H
E
R
2
:
2
6
(1
7
.9
3
%
)

0
.7
8
,
0
.6
2

H
E
R
2
þ
:
10

(6
.8
5
%
)

L
u
m
A
:
2
4
(1
6
.5
5
%
)

L
u
m
B
:
7
0
(4
8
.2
8
%
)

N
o
rm

al
:
5
(3
.4
5
%
)

10
2
2
6
(1
1
%
)

5
q
lo
ss
,
8
q
g
a
in
,
10
p
g
a
in
,
1
2
p
g
ai
n

E
R
þ
:
2
5
(1
1
.0
6
%
)

B
a
sa
l:
2
0
2
(8
9
.3
8
%
)

Y
o
u
n
g
er
a
g
e
a
t
d
ia
g
n
o
si
s

P
o
o
r

In
te
rm

ed
ia
te

P
R
þ
:
1
9
(8
.4
1
%
)

H
E
R
2
:
8
(3
.5
4
%
)

H
ig
h
g
ra
d
e

0
.7
1
,
0
.6
8

H
E
R
2
þ
:
6
(2
.6
5
%
)

L
u
m
A
:
1
(0
.4
4
%
)

L
ar
g
e
tu
m
o
u
rs

L
u
m
B
:
1
4
(6
.1
9
%
)

N
o
rm

al
:
1
(0
.4
4
%
)

In
tC
lu
st
,
in
te
gr
a
ti
v
e
cl
u
st
er
;
D
S
S
,
d
is
ea
se
-s
p
ec
i
c
su
rv
iv
a
l;
L
N
þ
,
ly
m
p
h
-n
o
d
e
in
v
o
lv
em

en
t.

621&2013 European Molecular Biology Organization The EMBO J ournal VOL 32 | NO 5 | 2013



27 

 

1.3. Prédisposition génétique au cancer du sein 

 

L’existence d’une composante héréditaire dans le cancer du sein est supposée depuis très longtemps 

comme en témoigne le Traité des tumeurs de Paul Broca de 1866 qui rapporte le cas d’une agrégation 

familiale de cancers du sein ainsi que la mise en évidence d’un risque tumoral mammaire augmenté de 

femmes dont la mère ou la sœur a été atteinte de cancer du sein [85]. Le modèle de prédisposition 

génétique au cancer a ensuite été proposé par Knudson  [86;87]. Pour aboutir à une cellule tumorale, la 

théorie des deux événements de Knudson postule l’existence d’une première mutation 

constitutionnelle (héritée des parents ou de novo) sur un allèle, suivie d’une seconde mutation 

somatique sur le second allèle d’une même cellule. Ce modèle découvert dans le cas du rétinoblastome 

s’applique au syndrome de prédisposition héréditaire aux cancers par la mutation constitutionnelle 

d’un gène de prédisposition au cancer.  

 

1.3.1. Les gènes de prédisposition au cancer du sein 

 

Des avancées majeures ont été réalisées dans l’étude des cancers du sein dans les années 1990 grâce à 

des études de liaison génétique qui étudient la coségrégation de marqueurs génétiques dans le but de 

localiser les gènes par la méthode des lod score [88]. Ces analyses sont fondées sur l’étude de la 

ségrégation de gènes selon leur position sur un chromosome en observant la transmission d’un 

haplotype constitué d’un allèle de chacun des locus d’intérêt. Si deux locus sont proches sur le 

génome, l’haplotype se transmet comme un seul gène, en revanche si les locus sont éloignés ou situés 

sur deux chromosomes différents, on observera une ségrégation indépendante des locis.  

Ces études de liaison ont conduit à la localisation en 17q21 du premier gène de prédisposition au 

cancer du sein BRCA1 (Breast Cancer 1) en 1990 cloné en 1994 [89;90] et peu de temps après, à la 

découverte de BRCA2 (Breast Cancer 2) dans la région 13q12-13 et de son clonage [91]. Ces gènes 

sont considérés comme gènes majeurs de prédisposition au cancer du sein et regroupent environ 20 à 

30% des formes familiales de cancers du sein [92;93]. Les facteurs génétiques impliqués dans 

l’augmentation de risque de cancer du sein identifiés à ce jour sont classés en fonction de leur 

pénétrance [94].  

 

On distingue : 

(i) les gènes associés à une forte pénétrance : la fréquence dans la population générale d’une mutation 

des gènes BRCA1 et BRCA2 est de 0.2% et confère un risque cumulé de 40 à 85%. 

On retrouve également dans cette catégorie les gènes TP53 (gène de prédisposition au syndrome de Li-

Fraumeni), PTEN (gène de prédisposition au syndrome de Cowden) et STK11 (sérine/thréonine kinase 
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11, gène de prédisposition au syndrome de Peutz-Jeghers) dont la fréquence est inférieure à 0.01% et 

qui concernent moins de 1% des prédispositions au cancer du sein. Seuls ces gènes font l’objet d’un 

diagnostic moléculaire chez les patientes susceptibles de présenter une prédisposition génétique [92]. 

Le risque relatif de ces gènes, inférieur à celui des gènes BRCA1 et BRCA2, est évalué entre 2 et 10. 

 

(ii) les gènes associés à une pénétrance modérée : la fréquence de mutation de ces gènes dans la 

population générale est estimée entre 0.1 et 0.5%. On retrouve dans cette catégorie les gènes ATM 

(ataxia telangiectasia mutated), BARD1 (BRCA1-associated RING domain protein) [95], BRIP1 

(BRCA1 interacting protein C-terminal helicase 1), CHEK2 (checkpoint kinase 2) et le gène PALB2 

(partner and localizer of BRCA2). Le risque relatif associé à une mutation d’un de ces gènes est 

compris entre 2 et 3 sauf pour le gène PALB2 qui est estimé à 6 [96]. Récemment, le gène RAD51C a 

été reporté comme gène de prédisposition au cancer du sein et de l’ovaire. Thompson et al., suggèrent 

que la mutation de ce gène est retrouvée dans moins de 1% des familles présentant un syndrome sein 

ovaire, mais aucune mutation n’a été identifiée dans les familles présentant uniquement une agrégation 

de cas de cancers du sein [97-99]. 

 

(iii) les gènes associés à une faible pénétrance : risque relatif inférieur à deux (risque relatif compris 

entre 1.25 à 1.65) et à une fréquence modérée à élevée (5 à 50%) ont été découverts par l’intermédiaire 

de Genome–wide association study (GWAS) utilisant de nouvelles techniques de génotypage à grande 

échelle, de type puce SNP [100-104]. Les GWAS comparent les résultats de génotypage de 2 

populations (population d’étude versus population témoin) dans le but d’identifier les génotypes 

associés à une maladie, ici le cancer du sein. Les auteurs de ces études identifient entre autre les gènes 

FGFR2 (fibroblast growth factor receptor 2, rs2981582), RAD51L1 (RAD51 Homolog B, rs999737) 

TOX3 (TOX high mobility group box family member 3, rs3803662), MAP3K1 (rs889312), LSP1 

(lymphocyte-specific protein 1, rs3817198), CASP8 (caspase 8, rs1045485) et TBX3 (T-box3, 

rs1292011). Ces anomalies sont retrouvées dans 3.9% des cas de cancers familiaux [105] mais ne 

peuvent être considérées comme responsables de formes familiales de cancers du sein en raison d’une 

pénétrance trop faible. 
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1.3.2. Les gènes majeurs de prédisposition BRCA1 et BRCA2 

 

Les gènes BRCA1 et BRCA2 localisés respectivement en 17q21 et 13q13, ne présentent aucune 

identité de séquence. BRCA1 s’étend sur 81 kb (kilobases) et est constitué de 24 exons (dont 22 sont 

codants). BRCA2 s’étend sur 84 kb et est constitué de 27 exons (dont 26 sont codants). Tous deux 

possèdent un exon 11 de très grande taille qui représente 61% de la séquence codante pour BRCA1 et 

48% pour BRCA2. 

Le gène BRCA1 code pour une protéine de 1863 AA (acides aminés) (Figure 3). La partie carboxy-

terminale de BRCA1 possède un motif polypeptidique nommé domaine BRCT (BRCA1 C-Terminus) 

répété en tandem, présent dans d’autres protéines de réparation de l’ADN [106]. Le tandem de deux 

domaines BRCT semble impliqué dans les interactions protéine-protéine telles que les protéines 

BRCA2, RHA (RNA Helicase A), CtIP (CtBp-interacting protein) et HDAC 1 et 2 [107;108]. Un 

domaine en doigts de zinc, appelé RING Finger, impliqué dans l’ubiquitination est présent en 

aminoterminale [109]. Ce motif riche en cystéine et histidine est caractéristique des protéines 

présentant une activité ubiquitine ligase ou E3 ligase, et permet de lier deux atomes de zinc [110]. 

L’ubiquitination est un processus multi-étape (activation, conjugaison, transfert au substrat) faisant 

intervenir successivement trois grandes classes d'enzymes appelées E1-, E2- et E3-ligases, permettant 

l’adressage d’un substrat modifié lié de façon covalente à l’ubiquitine, petite protéine de 76 AA, vers 

le protéasome pour sa dégradation. Le domaine RING est le siège de l’hétérodimérisation entre 

BRCA1 et BARD1, qui possède également un domaine RING et deux domaines BRCT. Le 

recrutement de la protéine BARD1 permet l’interaction du domaine RING finger BRCA1 avec 

l’ADN. Le domaine RING fixe également BAP1 (BRCA1-associated protein 1), gène impliqué dans la 

prédisposition au cancer codant pour une enzyme présentant une activité d’ubiquitine-hydrolase [108]. 

Une région située en 5’ de l’exon 11 comprenant deux signaux de localisation nucléaire ou NLS 

(Nuclear Localisation Signal) semblerait également impliquée dans les interactions protéine-protéine 

[111]. 

Les domaines BRCT et RING sont conservés au cours de l’évolution, et l’observation de mutations 

intervenant dans ces domaines associées à une prédisposition au cancer du sein démontre leur 

importance dans la fonction de BRCA1 [112]. 

Le gène BRCA2 code pour une protéine de 3418 AA dont la fonction et la structure seront détaillées 

dans le paragraphe 1.4.1.. Brièvement, BRCA2 possède un domaine de transactivation amino-

terminal, 8 domaines BRC (BRCA2-repeats) situés dans la partie centrale codés par l’exon 11 et un 

signal de localisation nucléaire carboxy-terminal. Les domaines BRC sont très conservés et sont 

capables de se lier à la protéine RAD51A [113], protéine essentielle dans la réparation des cassures 

double brin (Figure 3) [108;114]. 
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Figure 3: Structure et protéines partenaires des protéines BRCA1 et BRCA2 (adapté de Welcsh et 

al 2000) [108]. 

 

Les mutations des gènes BRCA1 et BRCA2 sont associées à une prédisposition au cancer du sein et de 

l’ovaire. Le risque cumulé à 70 ans pour le cancer du sein est de 65% pour BRCA1 et de 45% pour 

BRCA2 contre 10% dans la population générale [115]. Pour le cancer de l’ovaire, le risque cumulé à 

70 ans est de 39% pour BRCA1 et de 11% pour BRCA2 [115]. Le risque relatif (RR) de cancer du sein 

et de l’ovaire liés aux gènes BRCA1 et BRCA2 évolue avec l’âge. En effet, le RR de cancer du sein 

diminue avec l’âge pour les porteurs de mutation du gène BRCA1, et le RR de cancer de l’ovaire 

augmente avec l’âge pour les porteurs de mutation du gène BRCA2. Les cancers du sein masculins 

sont plus souvent associés à une prédisposition BRCA2 et le risque cumulé à 70 ans chez l’homme est 

estimé à 6% [116]. 

 

Au-delà de la prédisposition au cancer du sein et de l’ovaire, des études menées par le "Breast Cancer 

Linkage Consortium" (BCLC) chez les porteurs de mutation des gènes BRCA1/2 ont rapporté une 

association à d’autres cancers. Ainsi, dans un contexte BRCA1, le cancer de la prostate chez l’homme 

de moins de 65 ans, le cancer du côlon, du pancréas et du col de l’utérus sont associés à un risque 

relatif de 1.8, 2.0, 2.3, et 3.7 respectivement [117]. Dans un contexte BRCA2, le risque relatif de 

développer un cancer de la prostate est porté à 4.6 et celui du pancréas à 3.5. L’augmentation de risque 

de mélanome et de cancer de l’estomac est également observée [118;119]. 

Certaines études supportent l’idée que la position de la mutation pourrait modifier le risque de cancer. 

Pour le gène BRCA1, les mutations dans la région centrale (exon 11), seraient associées à une 

diminution du risque de cancer du sein et une augmentation du risque de cancer l’ovaire [120]. Si les 

mutations se situent dans la région OCCR (Ovarian Cancer Cluster Region) de l’exon 11 du gène 
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BRCA2, le risque de cancer du sein serait plus faible, et celui de l’ovaire serait plus élevé [121]. 

Cependant ces données n’ont pas été réellement confirmées. 

Cette prédisposition suit le modèle de Knudson [86] par la mutation constitutionnelle d’un allèle et 

l’inactivation somatique de l’allèle sauvage conduisant ainsi à l’inactivation bi-allélique de ces 2 gènes 

dans les cellules cancéreuses de tumeurs survenant dans ce cadre [122]. Les produits des gènes BRCA1 

et BRCA2 sont dans les deux cas impliqués dans la réparation des dommages à l’ADN, les faisant 

considérer comme des gènes suppresseurs de tumeur de type caretaker. Cette famille de gènes informe 

la cellule des lésions de l’ADN et peut participer aux processus de réparation [123;124]. 

 

L’analyse des gènes BRCA1 et BRCA2 dans les cancers sporadiques du sein et de l’ovaire a montré 

une perte d’hétérozygotie au locus BRCA1 dans 50% des cas, contre 30% au locus BRCA2 [125;126]. 

La diminution d’expression des protéines BRCA1 et BRCA2 a été observée dans la majorité des 

tumeurs du sein et de l’ovaire étudiées [127;128]. En revanche, l’inactivation somatique des gènes 

BRCA1 et BRCA2 par mutation ponctuelle et délétion est rare [129]. 

L’hyperméthylation somatique du promoteur du gène BRCA1 conduisant à une réduction d’expression 

a été observée dans 15% des cancers sporadiques, mais semble absente pour le gène BRCA2 [130-

132].  

 

 

 

1.3.3. Caractéristiques des tumeurs du sein liées à une mutation constitutionnelle de 

BRCA2 

 

 

1.3.3.1. Clinique : morphologie, histologie, grade 

 

Différentes études s’accordent à dire que les Carcinomes Canalaires Infiltrants (CCI) représentent la 

majorité des tumeurs BRCA2, soit environ 76% selon l’étude du Breast Cancer Linkage Consortium 

(BCLC) réalisée sur 78 tumeurs BRCA2 [133].  

Les cancers du sein liés à une mutation constitutionnelle de BRCA2 sont majoritairement des tumeurs 

de haut grade, grade II ou III (Table 2). De nombreuses études s’accordent à dire que la différenciation 

tubulaire des tumeurs BRCA2 est faible (score de différenciation de 3). Selon l’équipe de Lakhani et 

l’étude du Breast Cancer Linkage Consortium, le haut grade SBR serait uniquement dû à la faible 

différenciation glandulaire [133;134]. Le pléomorphisme nucléaire est modéré et le score mitotique 

élevé, significativement supérieur au groupe contrôle [135]. 

 



32 

 

 

Critères 
Contrôles 

sporadiques (%) 
BRCA2 (%) Références 

Grade III 39 60 [135] 

RE‐négative 29 22 [135] 

HER2 négative 85 94 [135] 

Amplification de MYC  23‐31 62.5 [136] 

Mutations de TP53 35 63 [136] 

Table 2 : Distribution des caractéristiques différenciant les tumeurs du sein liées à BRCA2 des 

tumeurs du sein sporadiques (Adapté de Bane et al., [135] et  Turner et al., [136]). 

 

 

1.3.3.2. Classification phénotypique 

 

Les tumeurs BRCA2 présentent majoritairement une positivité aux récepteurs hormonaux ainsi qu’une 

absence de surexpression des protéines ERRB2 et des cytokératines basales CK5/6 [135;137;138]. Ces 

critères classent les cancers du sein liés à BRCA2 dans le phénotype Luminal malgré leur haut grade 

histologique [135;139]. Elles sont plus souvent mutées pour TP53 comparées aux tumeurs sporadiques 

et de nombreuses études ont mis en évidence la surexpression de protéines impliquées dans la 

carcinogénèse comme la Cycline D1 [140] et MYC [136;141]. 

 

 

1.3.3.3. Profils génomique et transcriptomique des tumeurs BRCA2 

 

L’instabilité génétique qui caractérise ces tumeurs BRCA2 a conduit à rechercher des altérations 

génomiques, ou un profil d’altérations génomiques, propres à ces tumeurs. Les études par CGH-Array 

ont permis d’établir l’existence de 3 remaniements régulièrement associés: les délétions des bras longs 

des chromosomes 13 et 14 et les gains voire les amplifications géniques du bras long du chromosome 

17 [139;142-145]. Ces résultats ont conduit le groupe de Petra Nederlof à proposer une signature 

prédictive des tumeurs BRCA2 utilisant les centroïdes de shrunken qui, sur un groupe de validation de 

38 tumeurs (19 mutées et 19 témoins), présente une sensibilité de 89 % et une spécificité de 84 % 

[144]. 

Les études transcriptomiques quant à elles identifient les tumeurs BRCA2 comme appartenant 

essentiellement au groupe Luminal B de la classification intrinsèque d’expression de Sorlie [68]. En 
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effet, Waddell et son équipe ont observé que 40% des tumeurs BRCA2 étudiées en transcriptome 

(n=30) sont luminales B et 33% sont luminales A. Cette même étude a établi une signature prédictive 

des tumeurs BRCA2 par la technique des centroïdes de shrunken, dont la validation a été insuffisante 

pour être utilisée en clinique [146].  

L’étude d’Hedenfalk en 2001 a listé 11 gènes dont l’expression était significativement différente entre 

les tumeurs BRCA2 et les tumeurs non BRCA2 (tumeurs BRCA1 et sporadiques). La validation 

réalisée sur le même échantillonnage par un test de permutation randomisé révèle seulement 4% de 

mauvaise classification. Cependant cette signature n’a pas été validée sur un set de tumeurs 

indépendant [147]. Ces deux signatures des tumeurs BRCA2 proposées par Hedenfalk et Waddell 

n’ont aucun gène en commun. 

 

 

 

1.4. Fonctions cellulaires de la protéine BRCA2 

 

 

1.4.1. La protéine BRCA2 : structure et transcription 

 

La protéine BRCA2 est un des plus grands polypeptides du protéome humain (3418 AA). Cette 

protéine est formée d’un motif BRC, répété huit fois sur 1000 AA, chaque domaine BRC étant 

composé d’environ 70 AA. Les domaines BRC ont été démontré capables de se lier à la protéine 

RAD51 avec une affinité différente selon des études de double-hybride réalisées chez la levure. Ainsi, 

les domaines BRC5 et BRC6 ont une plus faible affinité que les autres [114;148]. 

Des analyses de structure ont révélé 5 domaines distincts dans la partie carboxy-terminale de la 

protéine. Le premier domaine est un domaine hélicoïdal de 190 AA identifié par Yang qui a la 

particularité de se lier au polypeptide DSS1 (Deleted In Split Hand/Split Foot Protein 1) et qui 

augmenterait la solubilité de la protéine [149]. Ce domaine est suivi de trois structures répétées 

d’environ 110 AA (OB1, OB2 et OB3) qui présentent une homologie de structure avec les domaines 

OB-fold (oligonucleotide/oligosaccharide-binding) présents chez la plupart des eucaryotes et 

procaryotes. Ces domaines OB-fold sont retrouvés dans les protéines de liaison à l’ADN simple brin 

comme les SSB (ssDNA-binding protein) ou RPA (replication protein A). Contrairement aux 

domaines OB1 et OB3, le domaine OB2 contient une séquence de 130 AA appelée « tower domain » 

en rapport avec sa structure tridimensionnelle en forme de tour, se liant à l’ADN double brin [149] 

(Figure 4).  
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En plus des domaines BRC, un second site de liaison à la protéine RAD51, est présent en C-terminal 

[150;151]. Ce site contient la Sérine
3291 

qui, selon son état de phosphorylation par la Cdk (cyclin-

dependent kinase), module la liaison de RAD51 à ce dernier [152]. Enfin, deux signaux (NLS) situés 

dans la région C-terminale de la protéine BRCA2, les acides aminés 3266 à 3270 et 3311 à 3316, sont 

essentiels à sa localisation nucléaire. 

 

 

Figure 4 : Protéine BRCA2 : domaines, protéines partenaires, activités et fonctions (Extrait de 

Boulton et al., 2006) [123]. 

 

 

 

Le gène BRCA2 possède une séquence codante de 10.2 kb et contient 27 exons, dont l’exon 11 de 4.9 

kb. Chez l’homme, le transcrit BRCA2 est exprimé préférentiellement dans le thymus et les testicules 

mais également dans de nombreux tissus tels que le sein et l’ovaire [153]. 

La vaste majorité des mutations délétères introduisent un codon stop prématuré (Base BIC) ce qui 

entraîne la dégradation du transcrit par le système Nonsense-Mediated mRNA Decay (NMD) ou la 

synthèse d’une protéine non fonctionnelle [154]. 

Dans le gène BRCA2, peu de transcrits alternatifs sont connus. Actuellement les transcrits alternatifs 

physiologiques connus ont perdu un ou deux exons (nommés « delta ») et sont : delta-exon 3, delta- 

exons 6-7, delta-exon 12, et delta-exons 17-18 [155]. 

L’expression du transcrit delta-exon 12-BRCA2 serait plus élevée dans les cellules issues de tumeurs 

mammaires [156].  
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1.4.2. Rôles de la protéine BRCA2 

 

La protéine BRCA2 semble impliquée dans la détection et/ou la réparation des lésions de l’ADN, en 

particulier dans la recombinaison homologue. Ces rôles la font considérer comme « caretaker » car 

elle a la charge de contrôler et de maintenir l’intégrité du génome [157]. La perte de ces fonctions 

conduit à l’instabilité génétique comme en témoigne le caryotype de cellules déficientes en BRCA2 

par la présence de nombreuses translocations, duplications et fusions aberrantes entre chromosomes 

non-homologues. Les embryons de souris BRCA2-/- meurent à un stade précoce et sont 

hypersensibles aux radiations γ induisant des dommages à l’ADN [158]. 

La formation de foci de réparation par BRCA2 sous l’action d’agents alkylants laisse à penser que la 

protéine aurait un rôle direct dans la réparation de l’ADN double brin [148]. Trois voies de réparation 

de ces cassures sont connues actuellement : la recombinaison homologue (HR, Homologous 

Recombination), l’hybridation simple brin (SSA, Single Strand Annealing) et la jonction de brins non 

homologues (NHEJ, Non Homologous End Joining), ces deux dernières introduisant des erreurs car 

peu fidèles. BRCA2 serait impliquée uniquement dans la recombinaison homologue [159].  

L’expression de BRCA2 est dépendante du cycle cellulaire avec un pic d’expression durant les phases 

S et G2. De faibles niveaux d’expression sont détectés durant les phases G0, G1 et M. Ces résultats 

impliquent que la protéine BRCA2 est utile à la croissance et peut avoir un rôle protecteur dans la 

prolifération cellulaire [160].  

 

Le partenaire privilégié de BRCA2 est la protéine RAD51. Cette dernière est connue pour intervenir 

dans la réparation des cassures double brin de l’ADN et dans la recombinaison homologue associée à 

la réparation. BRCA2 interagit directement avec RAD51 par l’intermédiaire de ces différents sites de 

fixation, les domaines BRC et le domaine C-terminal [114;123;148]. BRCA2 assurerait la localisation 

de RAD51 aux sites de cassure de l’ADN. 

Un second partenaire de BRCA2 est la protéine DSS1 identifiée lors d’une expérience de double 

hybride chez la levure par Marston et al. [161]. La déplétion de DSS1 dans les cellules humaines 

inhibe fortement la formation des foci de RAD51 au niveau des cassures double brin [162]. DSS1 est 

donc nécessaire à la machinerie de réparation des cassures double brin via la recombinaison 

homologue régie par RAD51. Ainsi, BRCA2 est indispensable au recrutement de RAD51 aux sites de 

cassure et intervient dans la liaison ADN simple brin-ADN double brin. BRCA2 est directement 

impliquée dans la réparation par recombinaison homologue en catalysant la formation de filaments de 

RAD51 sur les brins d’ADN au niveau des points de cassure [163]. BRCA2 participe également au 

changement de brin de RAD51 et à la formation de la D-loop ou « bulle de réplication » 

(«Displacement-loop»). L’ADN simple brin contenu dans le nucléo-filament forme des paires de bases 

Watson-Crick avec le brin complémentaire du duplexe «cible» [113] (Figure 5). 
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D’après une étude de double-hybride chez la levure et de co-immunoprécipitation la protéine 

FANCD2 (Fanconi anemia, complementation group D2), appartenant au complexe de réparation de 

l’ADN de l’Anémie de Fanconi (FA), se lie directement à BRCA2 [164]. De plus, l’inactivation bi-

allélique de BRCA2 a été montrée comme étant responsable d’un des groupes de complémentation de 

l’anémie de Fanconi (groupe D1). Cette observation lie de nouveau la protéine BRCA2 à la 

recombinaison homologue orchestrée par le système FA. S’ajoute à cela diverses études démontrant 

que la perte de fonction du système FA dans les lignées cellulaires entraîne la déficience en 

recombinaison homologue des cassures double brin [165;166]. 

Enfin, deux protéines ont à leur tour été identifiées comme interagissant avec BRCA2, la protéine 

EMSY et la protéine PALB2. EMSY s’associerait à BRCA2 au niveau de la région de l’exon 3 de 

BRCA2 qui code pour le domaine de transactivation pour exercer une régulation négative sur l’activité 

de BRCA2. EMSY serait recrutée au niveau des sites de cassures, mais son rôle dans la réparation 

reste inconnu [167]. PALB2 contrôle la localisation de BRCA2 et maintient sa stabilité au niveau de la 

chromatine ; elle semble être critique pour les fonctions de BRCA2 corrélées à la réparation de l’ADN 

et à l’activation du point de contrôle en phase S [168]. 

 

La protéine BRCA2 serait également impliquée dans la régulation de la transcription. L’exon 3 du 

gène présente une homologie de séquence avec le domaine activateur du facteur de transcription c-Jun 

liant JNK (Jun N-terminal kinase) [169]. De plus, la partie N-terminale de BRCA2 interagit avec le 

complexe P/CAF ayant une activité histone acétyltransférase [170]. 

 

Daniels et al, [171] et Jonsdottir et al, [172] ont étudié le lien entre la cytokinèse et BRCA2. 

L’inactivation de la protéine BRCA2 dans des cultures primaires de fibroblastes humains et murins 
entraînerait un dysfonctionnement de la cytokinèse. Les défauts de séparation des cellules filles 

seraient à l’origine d’une mauvaise ségrégation des chromosomes et entraînerait l’instabilité 

génomique, l’aneuploïdie et l’amplification des centrosomes [173]. Ces résultats montrent que 

BRCA2 joue un rôle clé dans la croissance cellulaire et la prolifération. 

 

Enfin, l’interaction de BRCA2 avec la protéine MAGE-D1 (Melanoma Antigen Family D1) serait à 

l’origine d’un arrêt de la prolifération cellulaire [174]. Une étude datant de 2002 indique que MAGE-

D1 serait un régulateur de l’apoptose, de la transcription et de la progression du cycle cellulaire [175]. 
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Figure 5 : Modèle de la fonction de BRCA2 dans la réparation des cassures double-brin par 

recombinaison homologue (Extrait de Boulton et al., 2006) [123]. (1) BRCA2 est nécessaire au 

recrutement de Rad51 aux cassures double brin. (2) BRCA2 intervient dans la liaison ADN simple 

brin-ADN double brin et facilite la formation des filaments de Rad51. (3) Une fois les filaments de 

nucléoprotéine Rad51 formés, BRCA2 stimule le changement de brin et la formation de la D-loop. 

 

 

 

 

 

1.5. Développement d’une thérapie ciblée : le traitement antiPARP 

 

L’enzyme PARP1 (poly(ADP-ribose) polymérase 1) est une ADN polymérase qui contribue à 

maintenir l’intégrité de l’ADN en éliminant les cassures simple brin ou les bases endommagées, 

préjudiciables au fonctionnement des cellules par un système de réparation de l’ADN, le système BER 

(Base Excision Repair) [176]. De nouvelles molécules en essai clinique exploitent les défauts de 

recombinaison homologue en thérapie ciblée : les inhibiteurs de PARP (antiPARP). Des défauts de 

recombinaison homologue sont induits par la perte de BRCA2 au niveau fonctionnel [173;177;178]. 

La cellule tumorale semble utiliser alors comme système de secours de réparation de l’ADN, le 

système BER. En inhibant ce dernier (par inhibition de PARP1), les cellules tumorales qui présentent 

une inactivation bi-allélique de BRCA2 entrent en apoptose comme en témoignent les expériences de 

l’équipe de Bryant et al,. conduites sur des cellules MCF7 traitées par des inhibiteurs de PARP1 et un 

siRNA dirigé contre BRCA2 [178]. Dans les cellules déficientes en BRCA2, le défaut de réparation 

par recombinaison homologue associée à l’inhibition de PARP1 induit de façon sélective et massive la 
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mort cellulaire selon un mécanisme de synergie létale appelée aussi létalité synthétique de l’anglais 

synthetic lethality [176;178]. 

 

Une étude de phase 1 conduite par Fong et al,. a testé la tolérance de l’olaparib, un inhibiteur de 

PARP1 sur 60 personnes atteintes de divers cancers [179]. Vingt-et-une patientes étaient atteintes d’un 

cancer de l’ovaire (15 porteuses d’une mutation germinale de BRCA1, 1 de BRCA2) et 9 d’un cancer 

du sein (3 porteuses d’une mutation germinale de BRCA2). Les résultats ont montré une efficacité 

antitumorale chez 63% des patients porteurs de mutations BRCA1 ou BRCA2. En 2010, une étude de 

phase 2 réalisée sur 57 patientes atteintes d’un cancer de l’ovaire récidivant, porteuses de mutation 

BRCA1/2 confirme l’activité de l’olaparib sur les tumeurs liées à BRCA1/2 avec une réponse partielle 

sous olaparib observée chez 33% des patientes [180]. Actuellement, le programme SOLO (Study of 

OLaparib in Ovarian cancer) entreprend une étude de phase 3 de l’olaparib dans les cancers de 

l’ovaire. Une publication de 2008 montre que la résistance acquise aux antiPARP dans les cellules 

tumorales déficientes en BRCA2 peut être liée à la délétion d’une mutation tronquante de BRCA2 qui 

restaure la phase. L’apparition de révertants lie l’efficacité des antiPARP à BRCA2 [181]. 

 

Une publication introduit le concept de phénotype BRCAness qui regroupe les tumeurs survenant chez 

des patients indemnes de mutation constitutionnelle de BRCA1 ou BRCA2, mais présentant des 

caractéristiques phénotypiques, morphologiques et biologiques communes avec celles des patientes 

porteuses d’une mutation BRCA1/2 [136]. La capacité à identifier ce groupe de tumeur BRCAness 

pourrait avoir un retentissement sur leur prise en charge, comme l’utilisation de la thérapie ciblée 

antiPARP. La recherche de caractéristiques tumorales histopathologiques ou moléculaires communes 

aux tumeurs présentant une altération des protéines BRCA1/2 au sein des tumeurs est donc de haute 

importance pour élargir les possibilités thérapeutiques des antiPARP. 
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2. OBJECTIFS DE L’ETUDE 

 

Les tumeurs BRCA2 constituent un groupe de tumeurs hétérogène. Aucun consensus concernant 

le type histologique et le profil d’expression de biomarqueurs des tumeurs BRCA2 n’est établi [135]. 

Plusieurs études précédemment décrites ont montré que les profils génomiques des tumeurs BRCA2 

présentent des pertes récurrentes de matériel génétique au niveau des bras longs des chromosomes 13 

et 14, mais aucun profil génomique réellement spécifique n’a été jusqu’à présent caractérisé [139;142-

145]. Cependant, la signification de ces remaniements est encore incertaine. Les études concernant le 

transcriptome de ces tumeurs héréditaires s’accordent pour classer les tumeurs BRCA2 dans le 

phénotype Luminal B en majorité [68;82].  

L’indication d’une recherche de mutation constitutionnelle au niveau du gène BRCA2 repose 

essentiellement sur des critères généalogiques de récurrence familiale de cancers du sein et de l’ovaire 

((i) au moins 3 cas de cancers du sein chez des femmes apparentées au premier ou au second degré, ou 

(ii) au moins un cas de cancer du sein et un cas de cancer de l’ovaire, ou 2 cas de cancers du sein dont 

au moins un avant 36 ans, chez des femmes apparentées au premier degré (ou deuxième degré via un 

homme)). La fréquence de mise en évidence d’une mutation selon ces critères reste faible [182]. Selon 

le rapport de l’Inca de 2011, 4.9% des analyses du gène BRCA2 ont conduit à l’identification d’une 

mutation [183]. En effet, le recrutement de patients sur des critères de récurrence familiale exclut les 

patients sans histoire familiale évocatrice. De plus, en raison de l’incidence des cancers du sein 

(évaluée à 99.7/100 000), il est possible que certaines agrégations familiales correspondent à des 

associations fortuites. 

 

L’hétérogénéité des cancers du sein liés à BRCA2 rend nécessaire l’établissement de profils 

génomiques et transcriptomiques spécifiques de tumeurs du sein survenues chez des patients mutés 

pour BRCA2, ceci dans une perspective diagnostique mais aussi thérapeutique en vue de l’utilisation 

d’une thérapie ciblée telle que le traitement antiPARP. 

 

La définition de caractéristiques tumorales communes aux tumeurs du sein survenant dans un contexte 

de prédisposition à BRCA2 a deux objectifs : 

(i) Etablir une signature moléculaire permettant de prédire le statut mutationnel BRCA2 sur des 

caractéristiques tumorales rendant éligible au diagnostic génétique les patients sans histoire familiale, 
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(ii) Explorer la signification des remaniements récurrents des tumeurs BRCA2 pouvant avoir un lien 

avec la tumorigénèse mammaire liée à une mutation constitutionnelle BRCA2. 

Ce travail présente l’analyse conjointe des données transcriptomiques et génomiques d’une cohorte de 

tumeurs BRCA2 par puce d’expression, CGH-array et puce SNP. Les résultats de cette analyse ont 

ensuite conduit à l’exploration par séquençage nouvelle génération d’une portion de la cohorte. 

Ce travail de thèse s’inscrit dans le cadre du programme CIT (Carte d’Identité des tumeurs) de la 

Ligue Contre Le Cancer et permet d’en utiliser les ressources. 
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3. RESULTATS 

 

 

3.1. Caractérisation des échantillons de l’étude 

 

L’étude inclut 33 échantillons de tumeurs du sein provenant du Centre de Ressources Biologiques de 

l’Institut Bergonié à l’exception d’un cas qui provient de l’Hôpital Val d’Aurelle à Montpellier et de 3 

cas de l’Hôpital Dupuytren à Limoges (9 tumeurs BRCA2 et 24 tumeurs BRCAX constituent le set 

d’entrainement). Nous avons par la suite collecté un nouveau set de données de tumeurs BRCA2 du 

sein en collaboration avec l’Institut Curie (IC) que nous avons enrichi avec d’autres échantillons 

BRCAX provenant du Centre de Ressources Biologiques de l’Institut Bergonié (IB). Nous appellerons 

ce nouveau set de données, set de validation (19 tumeurs BRCA2 et 12 tumeurs BRCAX).   

 

 

3.1.1. Criblage BRCA1/BRCA2 

 

Le statut mutationnel des tumeurs du sein sélectionnées concernant les gènes de prédisposition 

majeurs BRCA1 et BRCA2 a été caractérisé. Pour la majorité des échantillons, le criblage des gènes 

BRCA1 et BRCA2 avait déjà été réalisé lors de l’enquête oncogénétique entreprise dans la famille. 

Nous avons complété l’étude de ces gènes pour 13 patients. La recherche de mutations du gène 

BRCA1 consiste en la recherche de réarrangements de grande taille qui correspondent à des pertes ou 

des duplications d’un segment génomique de taille variable par la technique de QMPSF (Quantitative 

multiplex PCR on short fragments) et la recherche de mutations ponctuelles par la technique EMMA 

(Enhanced Mismatch Mutation Analysis) [184-186]. La recherche de mutations du gène BRCA2 dans 

le cadre de notre étude consiste uniquement en la recherche de mutations ponctuelles par la technique 

EMMA. 

Les mutations des gènes de prédisposition majeurs caractérisés sur l’ADN constitutionnel ont été 

ensuite recherchées sur le prélèvement tumoral correspondant dans un souci de vérification. 

Ainsi le criblage des gènes BRCA1 et BRCA2 a permis de construire notre série d’étude BRCA2 avec 

9 échantillons tumoraux présentant une mutation du gène BRCA2 (Table 3). 
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Identification  Exon  Formule nucléotidique  Formule protéique 

43  20  c.8537_8538delAG  p.Glu2846GlyfsX22 

52  11  c.1929delG  p.Arg645GlufsX15 

86  11  c.5576_5579delTTAA  p.Ile1859LysfsX3 

106  14  c.7069_7070delCT  p.Leu2357ValfsX2 

133  19  c.8364G>A  p.Trp2788X 

144  21  c.8639_8640delCA  p.Thr2880AsnfsX26 

146  22  c.8904delC  p.Val2969CysfsX7 

148  2  c.2T>G  p.Met1? 

149  11  c.4889C>G  p.Ser1630X 

Table 3: Description des mutations constitutionnelles du gène BRCA2 des 9 échantillons BRCA2 

de l’Institut Bergonié. Les tumeurs 52, 86, 106, 133, 144, 146 et 148 constituent les tumeurs BRCA2 

du set d’entraînement. 

 

 

3.1.2. Population BRCAX 

 

Les tumeurs du groupe BRCAX sont des tumeurs du sein survenues dans un contexte héréditaire pour 

lesquelles aucune mutation des gènes de prédisposition majeurs BRCA1 et BRCA2 n’a été caractérisée, 

soit par insuffisance de la technique utilisée soit en raison de la mutation d’autres gènes de 

prédisposition non explorés. Notre étude dénombre 36 échantillons BRCAX. La sélection des patients 

BRCAX a été réalisée selon les critères de récurrence familiale suivants : 

∗ Au moins 3 cas de cancers du sein chez des femmes apparentées au premier ou au second 

degré 

∗ Au moins deux cas de cancer du sein dont un avant 42 ans ou un cas de cancer du sein et un 

cas de cancer de l’ovaire chez des femmes apparentées au premier degré (ou deuxième degré 

via un homme). 

 

 

3.1.3. Caractéristiques anatomopathologiques et cliniques 

 

La relecture des lames histologiques correspondant aux prélèvements tumoraux a été réalisée. Les 

dossiers cliniques ont été étudiés. Le pourcentage de cellules tumorales a été contrôlé par deux coupes 

en lame blanche sur le dessus et le dessous du prélèvement. Tous les échantillons tumoraux ont un 

pourcentage de cellules tumorales >50%. Les informations recueillies sur les échantillons tumoraux 

BRCA2 et BRCAX sont présentées dans la Table 4. 
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Table 4 : Distribution des caractéristiques des 9 tumeurs du sein mutées pour BRCA2 et des 36 

tumeurs du sein BRCAX de l’Institut Bergonié. nd non déterminé, F Féminin, M masculin, CCI 

Carcinome Canalaire Infiltrant, CAI Carcinome Apocrine Infiltrant, CLI Carcinome Lobulaire 

Infiltrant, CMuc Carcinome Mucineux, CMI Carcinome Médullaire Infiltrant. Score IHC RE et RP 

(score compris entre 0 et 300 obtenu par la multiplication de l’intensité [1 à 3] avec le pourcentage de 

cellules positive de [0 à 100]) : score -=≤20,  score +=21-100, score ++= 101-200, score +++= 

>200. Score IHC ERBB2 selon le score Herceptest™ : score - et + = négatif, score ++= faiblement 

positif et score +++= fortement positif. 

Identification
Statut 

BRCA
Sexe

Age à la 

chirurgie

Taille de la 

tumeur 

(mm)

% CT
Type de 

Carcinome

Grade 

Histologique
IHC RE IHC RP IHC ERBB2

3 BRCAX F 36 18 95 CCI 3 - + +++

8 BRCAX F 51 18 90 CCI 3 - - -

9 BRCAX F 51 25 95 CCI 3 ++ ++ -

11 BRCAX F 56 40 78 CCI 2 ++ +++ -

14 BRCAX F 45 12 90 CCI 2 nd +++ -

15 BRCAX F 42 15 95 CCI 3 - - -

16 BRCAX F 50 27 95 CCI 3 +++ +++ -

17 BRCAX F 76 3 95 CCI 1 +++ + -

22 BRCAX F 64 18 90 CCI 2 +++ + -

24 BRCAX F 35 12 70 CCI 1 ++ - -

25 BRCAX F 37 12 92 CCI 2 ++ + -

30 BRCAX F 51 nd 95 CCI 3 +++ - nd

33 BRCAX F 42 35 73 CCI 1 ++ - -

37 BRCAX F 45 20 92 CCI 2 +++ +++ -

38 BRCAX F 64 13 90 CCI 3 +++ - -

40 BRCAX F 41 12 95 CCI 2 + ++ -

41 BRCAX F 38 21 92 CCI 3 ++ + -

43 BRCA2 F 38 12 90 CCI 2 ++ - -

46 BRCAX F 60 38 90 CAI 2 - - -

48 BRCAX F 54 20 90 CCI 1 ++ ++ -

49 BRCAX F 49 35 66 CCI 2 +++ ++ -

52 BRCA2 F 35 17 92 CCI 3 ++ - -

65 BRCAX F 46 37 95 CCI 3 - - -

66 BRCAX F 73 12 90 CCI 2 +++ +++ -

71 BRCAX F 43 21 73 CCI 2 ++ +++ +++

75 BRCAX F 58 14 80 CCI 2 - - +++

79 BRCAX F 42 11 90 CCI 3 ++ ++ -

81 BRCAX F 46 28 80 CCI et CLI 2 + ++ -

82 BRCAX F 50 9 85 CCI 1 ++ ++ -

83 BRCAX F 50 18 50 CLI 2 ++ - -

84 BRCAX F 47 27 92 CCI 3 ++ + +

85 BRCAX F 64 15 90 CCI 1 - +++ -

86 BRCA2 F 46 16 90 CCI 3 +++ + -

89 BRCAX F 30 30 82 CCI nd ++ +++ -

93 BRCAX F 44 18 85 CCI 2 +++ +++ -

96 BRCAX F 41 25 85 CCI 3 - - +++

99 BRCAX M 63 21 90 CCI 1 +++ ++ -

106 BRCA2 F 57 22 85 CCI 3 +++ + -

107 BRCAX F 69 40 80 CMuc 3 +++ + -

111 BRCAX F 73 15 80 CCI 1 +++ + -

133 BRCA2 F 40 15 75 CCI 2 + + -

144 BRCA2 F 40 12 55 CCI 2 ++ - +

146 BRCA2 F 64 25 80 CMI 3 - - +

148 BRCA2 F 62 25 90 CCI et CLI 3 ++ - ++

149 BRCA2 F 76 70 60 CCI 2 +++ - -
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3.2. Identification de profils génomique et transcriptomique spécifiques des 

tumeurs du sein liées à une mutation constitutionnelle BRCA2 

 

 

L’analyse transcriptomique dans une série de tumeurs du sein survenant dans un contexte héréditaire 

comportant 7 tumeurs BRCA2 et 24 tumeurs BRCAX validée sur 19 tumeurs BRCA2 et 12 tumeurs 

BRCAX nous permettent d’identifier des régions génomiques localisées sur les chromosomes 13 et 14 

fortement associées aux tumeurs BRCA2 que nous avons étudiées en CGH et puces SNP sur 9 

tumeurs BRCA2. 

 

 

3.2.1.  Etablissement d’une signature transcriptomique des tumeurs BRCA2 

 

Les résultats de l’analyse supervisée des données d’expression des tumeurs BRCA2 versus le groupe 

contrôle BRCAX identifie 66 gènes différenciant au mieux les tumeurs BRCA2 des tumeurs BRCAX. 

Les 66 gènes de la signature ont une valeur statistique p-value ajustée par la correction de Benjamin 

Hochberg inférieure à 0.01. Ces gènes peuvent être divisés en deux sous-groupes selon la valeur 

statistique de test t modérée Empirical Bayes test, une valeur t négative étant associée à la sous-

expression du gène dans les tumeurs BRCA2 (22 gènes), et une valeur t positive étant associée à la 

surexpression du gène (44 gènes). Dans le cluster de sous-expression, 14 gènes sont localisés sur les 

bras longs des chromosomes 13 et 14 et particulièrement sur les locus 13q12, 13q14, 13q22, 14q23, 

14q24 et 14q32 (Table 5). 

L’analyse d’enrichissement de la signature par la méthode GSEA (Gene Set Enrichment Analysis) a 

ensuite confirmé que les gènes localisés sur les chromosomes 13 et 14 sont fortement représentés dans 

la signature transcriptomique BRCA2 [187]. En effet, sur les 7 premières bandes cytogénétiques 

concernant les gènes sous-exprimés ayant un score d’enrichissement normalisé le plus fort (NES 

négatif) dans les tumeurs BRCA2, deux bandes appartiennent au bras long du chromosome 13 (13q13 

et 13q14), et trois bandes au bras long du chromosome 14 (14q24, 14q31 et 14q32).  

Ainsi, nos résultats montrent que les gènes sous-exprimés différenciant au mieux les tumeurs BRCA2 

des tumeurs BRCAX sont majoritairement situés sur les bras longs des chromosomes 13 et 14 (14 

gènes sur 22) sur les bandes cytogénétiques 13q13-14 et 14q24-32.  
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Bande  Symbole du Gène  Titre du Gène t  p 

13q14  TPT1  tumor protein, translationally‐controlled 1  ‐5.71  0.0047 

13q14  WBP4  WW domain binding protein 4   ‐5.51  0.0048 

13q22  PIBF1  progesterone immunomodulatory binding factor 1  ‐5.36  0.0063 

13q12  STARD13  StAR‐related lipid transfer domain containing 13  ‐5.18  0.0071 

13q22  COMMD6  COMM domain containing 6  ‐5.12  0.0074 

14q24  C14orf133  VPS33B interacting protein  ‐6.01  0.0034 

14q32  MARK3  MAP/microtubule affinity‐regulating kinase 3  ‐5.74  0.0047 

14q23  PPP2R5E  protein phosphatase 2, regulatory subunit B', epsilon  ‐5.70  0.0047 

14q24  ALKBH1  alkB, alkylation repair homolog 1 (E. coli)  ‐5.69  0.0047 

14q32  BTBD6  BTB (POZ) domain containing 6  ‐5.31  0.0066 

14q24  SNW1  SNW domain containing 1  ‐5.23  0.0070 

14q24  ZNF410  zinc finger protein 410  ‐5.16  0.0071 

14q32  PACS2  phosphofurin acidic cluster sorting protein 2  ‐5.00  0.0082 

14q24  TTLL5  tubulin tyrosine ligase‐like family, member 5  ‐4.98  0.0082 

Table 5: Liste des gènes du cluster de sous-expression de 22 gènes de la signature BRCA2 

localisés sur les chromosomes 13 et 14. Les gènes sont triés selon la valeur du t et leur localisation 

sur le chromosome 13 ou 14.  

 

3.2.2.  Etude des profils génomiques des tumeurs BRCA2 

 

Suite à la caractérisation de gènes sous-exprimés localisés sur les bandes cytogénétiques 13q13-14 et 

14q24-32 différenciant au mieux les tumeurs BRCA2 des tumeurs BRCAX, nous avons étudié les 

profils génomiques de 9 tumeurs BRCA2 au niveau des chromosomes 13 et 14 à l’aide de puces à 

ADN (4 tumeurs BRCA2 hybridées sur puce Bacterial Artificial Chromosome (BAC)-array et 5 autres 

tumeurs BRCA2 hybridées sur puces SNP-array).  

 

 

3.2.2.1. Interprétation des profils de puces SNP 

 

L’interprétation des profils de puces SNP repose sur l’analyse conjointe de deux types de données : le 

statut allélique (fréquence de l’allèle B, B allele Frequency ou BAF) et le nombre de copies (intensité 

du ratio de fluorescence en log2, Log R ratio ou LRR) (Figure 6). 

Arbitrairement, les 2 allèles possibles d’un SNP sont désignés « A » et « B ». L’intensité de 

fluorescence de chaque allèle à un locus est normalisée selon l’intensité de fluorescence d’ADN 

normaux diploïdes et hétérozygotes. 
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Le BAF représente le génotype à un locus, sa valeur est corrigée par thêta qui est donné par la formule 

suivante: θ =
!

!
arctan

!

!
, où et A et B sont les intensités normalisées des allèles A et B à un locus. 

La représentation graphique du BAF correspond au pourcentage d’allèle B en fonction de la position 

génomique des marqueurs. Ainsi, les valeurs du profil BAF sont comprises entre 0 (0% d’allèles B, 

soit 100% d’allèles A) et 1 (100% d’allèles B, soit 0 % d’allèles A). Par conséquent, une valeur de 

BAF égale à 0.5 signifie une hétérozygotie A/B parfaite se traduisant par 50% d’allèles B et 50% 

d’allèles A sans déséquilibre allélique. La déviance de la valeur du BAF vers 0 et 1 rend compte d’un 

déséquilibre allélique et d’une perte d’hétérozygotie appelée également LOH. En pratique, nous 

observons rarement des valeurs seuils de BAF allant jusqu’aux extrêmes 0 et 1. Ceci peut s’expliquer 

par la contamination des échantillons tumoraux par des cellules normales, ce qui augmente le nombre 

de signaux AB hétérozygotes et diminue les valeurs du BAF dans les régions de déséquilibre allélique. 

De plus, la polyploïdie de la cellule entraîne des valeurs de BAF pour des régions hétérozygotes AAB 

ou ABB par-exemple différentes de 0.5.  

Le LRR correspond à l’intensité normalisée d’hybridation de l’ADN sur puce en log(base2) du ratio 

de la valeur de R normalisée observée, divisée par la valeur R normalisée attendue, où R=A+B. La 

représentation graphique du LRR correspond au log2 du ratio du nombre de copies de l’échantillon 

par-rapport à un ADN normal en fonction de la position génomique. Ainsi, les valeurs du LRR 

oscillent autour de 0, où LRR=0 signifie qu’à ce locus, le nombre de copies d’ADN de l’échantillon et 

du témoin normal est identique. Une augmentation du nombre de copies à un locus se traduit par un 

LRR>0, et une diminution par un LRR<0.  

Ainsi, en combinant les analyses, le profil BAF permet d’identifier les LOH, puis la valeur du LRR 

permet de déterminer si la perte d’hétérozygotie est liée à un gain (LRR>0) ou à une perte (LRR<0). 

Cette nouvelle technologie permet à la fois d’être plus résolutif mais aussi d’identifier des 

réarrangements somatiques complexes comme les isodisomies. 
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Figure 6 : Représentation graphique de l’analyse d’un ADN tumoral sur puce SNP, exemple de la 

tumeur 148. BAF : B Allele Frequency, LRR LogRRatio. Arbitrairement, les 2 allèles possibles d’un 

SNP sont désignés « A » et « B ». L’intensité de fluorescence de chaque allèle à un locus est 

normalisée selon l’intensité de fluorescence d’ADN normaux. La région A montre une valeur de BAF 

égale à 0.5 et une valeur de LRR sensiblement égale à 0, cette région ne présente pas de déséquilibre 

allélique ni de variation du nombre de copies par-rapport aux ADN contrôles. La région B montre une 

valeur de BAF égale à 0.8 et une valeur de LRR sensiblement égale à -0.5, cette région présente un 

déséquilibre allélique et une perte du nombre de copies par-rapport aux ADN contrôles.  

  

 

3.2.2.2. Identification d’une zone commune de délétion des chromosomes 13 

et 14 dans les tumeurs BRCA2 

 

Une approche supervisée utilisant les résultats de profil génomique retrouve de manière spécifique aux 

tumeurs BRCA2 une association de perte de matériel génétique au niveau des bras longs des 

chromosomes 13 et 14. Le chevauchement des pertes de matériel nous a conduit à identifier pour les 

chromosomes 13 et 14, une région commune de délétion présente dans les 9 tumeurs BRCA2 (Figure 

7). 

Pour cela, nous avons reporté les coordonnées génomiques en 5’ et 3’ des régions délétées des tumeurs 

BRCA2. Pour les tumeurs étudiées en BAC-array (tumeur 43, 52, 86 et 106), les coordonnées 

génomiques correspondent à la position génomique des clones BACs perdus aux extrémités 5’ et 3’ 

des régions de délétion et pour les tumeurs étudiées en puce SNP (tumeurs 133, 144, 146, 148 et 149), 

les coordonnées génomiques correspondent à la position génomique des marqueurs. Cependant, la 

résolution de ces deux techniques est différente, car l’espacement entre les 5878 clones de la BAC-

array CIT V8 d’Integragen est de 500kb, alors que l’espacement moyen des 620 901 marqueurs de la 
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puce Human610-Quad v1.0 d’Illumina est de 4,7kb. La haute résolution des puces SNP a permis de 

confirmer et d’affiner les observations faites sur les profils BAC-CGH. 

 

La région commune de délétion du chromosome 13 se situe au niveau de la partie proximale du bras 

long du chromosome mais exclut le gène BRCA2 pour au moins une tumeur et s’étend entre les bandes 

chromosomiques 13q13.3 et 13q14.3 (Table 6). Elle comporte 111 gènes dont TPT1 et WBP4 qui sont 

retrouvés dans les 14 gènes sous-exprimés de la signature transcriptomique.  

En ce qui concerne le chromosome 14, la région commune de délétion est comprise entre les bandes 

chromosomiques 14q24.2 et 14q32.2 (Table 6) et contient 208 gènes dont VIPAR, ALKBH1, SNW1, 

TTLL5 et ZNF410 qui appartiennent également aux 14 gènes sous-exprimés de la signature 

transcriptomique.  

L’identification de 2 régions communes de délétion 13q13.3-13q14.3 et 14q24.2-14q32.2 (excluant le 

gène BRCA2) a été confirmée par plusieurs études indépendantes (Table 7). Il est également 

intéressant de remarquer que les bandes cytogénétiques des chromosomes 13 et 14 les plus 

représentées dans la signature BRCA2 d’après l’analyse GSEA (13q3-14 et 14q24-q31) comprennent 

les zones communes de délétion. 
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Figure 7 : Profil génomique des chromosomes 13 et 14 des tumeurs BRCA2 en BAC-CGH et en 

puce SNP. Les profils génomiques en BAC-CGH ont été obtenus par l’application VAMP de la 

plateforme CAPweb (Institut Curie), les profils de B Allele Frequency (BAF) ont été visualisés par le 

logiciel Genome Studio v2010.1. Le tracé jaune des profils en CGH-BAC signifie que le profil est 

normal, le tracé vert représente une perte, le tracé rouge représente un gain et le tracé bleu 

représente une amplification. Les barres rouges bornent la zone commune de délétion identifiable à 

partir des profils génomiques issus des deux techniques CGH et SNP. 
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Chromosome  Borne 5’  Borne 3’ 

13  39.928.703  13q13.3  53.099.075  13q14.3 

14  70.418.189  14q24.2  99.851.630  14q32.2 

 

 

Table 6 : Zone minimale de délétion des chromosomes 13 et 14 définie à partir de 4 profils CGH-

BAC et 5 profils de puces SNP.  

 

 

 

Analyse des profils génomiques de diverses études indépendantes évoquant la perte des 

chromosomes 13 et 14 des tumeurs BRCA2 

   Tirkkonen Van Beers Tischkowitz Stefansson  Jönsson  Joosse  Pécuchet 
   1997  2005  2007  2009  2010  2012  2013 
Nb de cas  

BRCA2 
15  25  13  18  31  47  29 

Borne del  

chr 13 
13cen‐q21 13q  13q 

13q12.3‐14.3 

30.622.926‐

51.903.522 

 

13q14.2 

46.686.707‐

47.373.965 

 

13q12‐q14 

19.072.448‐

47.829.251 

 

13q13.1‐

q21.1 

31.331.799‐

57.540.925 

Borne del  

chr 14 
14q  14q2‐3  14q 

14q24.2‐q24.3 

69.875.884‐

77.751.255 

14q24.3 

76.772.977‐

77.809.367 

14q23.2‐32.2 

61.994.004‐

97.923.256 

14q24.2‐

32.33 

70.422.979‐

106.358.708 

       

14q31.1‐31.1 

80.450.442‐

81.186.435 

14q31.3‐q32.2 

87.719.946‐

97.210.108  

 
 

 
 

       

14q32.2‐q32.2 

98.565.152‐

98.765.804 

     

               

  

Table 7: Analyse bibliographique des bornes de délétion des chromosomes 13 et 14 des tumeurs 

BRCA2. Tirkkonen et al [145], Van Beers et al [188], Tischkowitz et al [189], Stefansson et al [139], 

Jönsson et al[143], Joosse et al [144], Pécuchet et al [190]. 
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3.2.3. Mise en place d’un test FISH utilisable en routine ciblant les altérations 

génomiques associées aux tumeurs BRCA2 

 

Nous proposons de mettre au point un test en Fluorescence In Situ Hybridization (FISH) applicable en 

pratique médicale courante et susceptible d’identifier les tumeurs BRCA2 par délétion des régions 

d’intérêts des chromosomes 13 et 14. Nous avons sélectionné séparément pour les chromosomes 13 et 

14, un BAC complémentaire de la région commune de délétion et un BAC contrôle proche du 

centromère (Figure 8a). Dans une cellule diploïde pour les chromosomes 13 et 14, la délétion de la 

région commune de délétion du chromosome 13 et respectivement du chromosome 14, sera 

matérialisée en FISH par un profil associant un signal de la zone commune de délétion à 2 signaux de 

la zone péricentromérique (figure 8b et 8c). 

En raison du génome très remanié des tumeurs BRCA2, plusieurs types de profils peuvent être 

observés. Les noyaux dans lesquels nous observons un déséquilibre entre le nombre de copies de la 

région d’intérêt et de la région contrôle péricentromérique sont en faveur d’une délétion de la région 

d’intérêt. En revanche, une ploïdie de 1 signifie qu’aucun déséquilibre entre la région d’intérêt et la 

région péricentromérique n’est observé, mais que la délétion emporte la région contrôle et la région 

d’intérêt. Dans ces cellules, les régions étudiées ne sont présentes qu’à une copie. 

 Les chromosomes 13 et/ou 14 sont considérés « perdus » dans les tumeurs lorsque le pourcentage des 

noyaux selon les critères énoncés précédemment est supérieur ou égal à 50%. La réalisation de ce test 

FISH sur 9 tumeurs BRCA2 et 9 Tumeurs BRCAX sur empreintes congelées après décompte de 50 

noyaux évalue la sensibilité et la spécificité de la détection des mutants BRCA2 à 78% et 89% 

respectivement (Table 8). Il semble que ce test peut être envisagé comme screening rapide des 

délétions des chromosomes 13q et 14q pouvant être associées à une mutation constitutionnelle du gène 

BRCA2. 

 

 

 

Le travail présenté a fait l’objet d’une publication dans le journal Plosone « Deletion of chromosomes 

13q and 14q is a common feature of tumors with BRCA2 mutations ». 
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Table 8 : Résultat de l’analyse des zones communes de délétion des chromosomes 13 et 14 sur 9 

tumeurs BRCA2 et 9 tumeurs BRCAX. Décompte réalisé sur 50 noyaux. Signal rouge: zone 

commune de délétion, signal vert : sonde péricentromérique. Les profils observés sont notés xVyR où x 

et y correspondent au nombre de signaux verts et rouges observés dans un noyau. La colonne « Perte 

du signal rouge » signifie qu’il y a moins de signaux rouges que de signaux verts et que la région 

commune de délétion est délétée par-rapport au signal péricentromérique, la colonne « Ploïdie=1 » 

signifie qu’aucun déséquilibre entre la région d’intérêt et la région péricentromérique n’est observé, 

mais que la délétion emporte la région contrôle et la région d’intérêt, la colonne « Profil équilibré » 

signifie qu’il y a autant de signal vert que de signal rouge, il n’y a pas de variation du nombre de 

copies de la région commune de délétion par-rapport à la région péricentromérique, la colonne 

« Gain du signal rouge » signifie qu’il y a plus de signaux rouges que de signaux verts et que la 

région commune de délétion est gagnée par-rapport à la région péricentromérique. 
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Figure 8 : Test FISH susceptible d’identifier les tumeurs BRCA2 par délétion des régions 

d’intérêt des chromosomes 13 et 14. (a) Localisation des sondes BAC, signal rouge : zone commune 

de délétion, signal vert : sonde péricentromérique. FISH réalisée sur une tumeur BRCA2 (Tumeur 52), 

(b) chromosome 13, (c) chromosome 14. On observe la présence d’un signal rouge pour deux signaux 

verts, signe de délétion pour un allèle de la zone commune de délétion. 
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Table 1. Characteristics of patients and tumors.

ID Tumor set BRCA status Sex
Age at surgery
(year)

Tumor size
(mm)

Tumor cells
(%) Histologic grade ER PR ERBB2

52 Training BRCA2 F 35 17 92 3 ++ -            -

86 Training BRCA2 F 46 16 90 3 +++ + -

106 Training BRCA2 F 57 22 85 3 +++ + -

133 Training BRCA2 F 40 15 75 2 + + -

144 Training BRCA2 F 40 12 55 2 ++ - +

146 Training BRCA2 F 64 25 80 3 -            - +

148 Training BRCA2 F 62 25 90 3 ++ - ++

8 Training BRCAX F 51 18 90 3 -            -            -

9 Training BRCAX F 51 25 95 3 ++ ++ -

11 Training BRCAX F 56 40 78 2 ++ +++ -

14 Training BRCAX F 45 12 90 2 nd +++ -

16 Training BRCAX F 50 27 95 3 +++ +++ -

22 Training BRCAX F 64 18 90 2 +++ + -

24 Training BRCAX F 35 12 70 1 ++ -            -

25 Training BRCAX F 37 12 92 2 ++ + -

33 Training BRCAX F 42 35 73 1 ++ -            -

37 Training BRCAX F 45 20 92 2 +++ +++ -

38 Training BRCAX F 64 13 90 3 +++ -            -

40 Training BRCAX F 41 12 95 2 + ++ -

41 Training BRCAX F 38 21 92 3 ++ + -

46 Training BRCAX F 60 38 90 2 -            -            -

66 Training BRCAX F 73 12 90 2 +++ +++ -

75 Training BRCAX F 58 14 80 2 -             - +++

79 Training BRCAX F 42 11 90 3 ++ ++ -

81 Training BRCAX F 46 28 80 2 + ++ -

82 Training BRCAX F 50 9 85 1 ++ ++ -

84 Training BRCAX F 47 27 92 3 ++ + +

85 Training BRCAX F 64 15 90 1 - +++ -

93 Training BRCAX F 44 18 85 2 +++ +++ -

107 Training BRCAX F 69 40 80 3 +++ + -

111 Training BRCAX F 73 15 80 1 +++ + -

3 Validation BRCAX F 36 18 95 3 - + +++

15 Validation BRCAX F 42 15 95 3 -             -           -

17 Validation BRCAX F 76 3 95 1 +++ + -

30 Validation BRCAX F 51 nd 95 3 +++ - nd

48 Validation BRCAX F 54 20 90 1 ++ ++ -

49 Validation BRCAX F 49 35 66 2 +++ ++ -

65 Validation BRCAX F 46 37 95 3 -             -           -

71 Validation BRCAX F 43 21 73 2 ++ +++ +++

83 Validation BRCAX F 50 18 50 2 ++ -            -

89 Validation BRCAX F 30 30 82 nd ++ +++

96 Validation BRCAX F 41 25 85 3 -             - +++

99 Validation BRCAX M 63 21 90 1 +++ ++ -

43 Genomic BRCA2 F 38 12 90 2 ++ -            -

149 Genomic BRCA2 F 76 70 60 2 +++ -            -

Footnote. Tumor set: Training set, tumors used to create the gene expression signature; Validation set, BRCAX tumors from Bergonie Cancer Institute; Genomic set,
tumors only used for CGH and SNP analysis. nd, not determined. There was no statistically significant difference (p>0.05, Fisher test) between the BRCA2 and BRCAX
groupsfor the following comparisons:ageat surgery<vs 49years (median age); tumor size <vs 18 mm(median tumor size); tumor cell content<vs 90%(median
tumor cell content);+++vs other ER status; 2 vs other PR status; 2 vs other ERBB2 status.
doi:10.1371/journal.pone.0052079.t001
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Stanford classification but this is not specific enough to beuseful
clinically to identify tumorswith BRCA2mutations [9].
In thisstudy,wehaveusedgeneexpressionandgenomicdatato

identify specific molecular features that distinguish tumors with
BRCA2 mutations from tumors with other breast cancer predis-
position mutations. Based on these results we have developed a
fluorescent in-situ hybridization (FISH) test that can be used to
screen for tumors with an increased risk of containing BRCA2
mutations.

Methods

Patients and Samples
All sampleswerefromtheBergonieCancer Institute, Bordeaux,

except for sample 144 from the Val d’Aurelle Regional Cancer
Center, Montpellier; samples 146 and 148 from the Dupuytren
Hospital, Limoges; and the BRCA2 tumors in the validation set
from theCurie Institute. Themicroarray data for the validation
set weregenerously provided by theTranslational Research Unit
at theCurie Institute, Paris. Thecontrol group containedBRCAX
tumors, defined as tumors lacking known BRCA1/ 2 mutations
fromfamilieswitheither i)at least threebreast cancer-affected first
or second-degree relatives; or ii) breast cancer before age 42 or
ovarian cancer in two first-degree relatives or two second-degree
relativesviaamale. All patientsagreed to theuseof their samples
for research purposes, in compliance with the French law on
tumor banks (law number 2004-800, French Public Health Code
articles L. 1243-4 and R. 1243-61) under authorisation number
AC-2008-812, which wasapproved by theComité de Protection
desPersonnes. TheBRCA1andBRCA2mutationsearchwasmade
after patients gave signed informed consent in the context of a
medical genetic diagnosis of suspected breast cancer predisposi-
tion, in compliance with the French law on genetic testing (law
number 94-654).

Tumor and Mutation Characterization
Clinical, pathological andgeneticdatafor eachcasearelisted in

Table 1. Immunohistochemistry for ER, progesterone receptor
(PR)andHER2(ERBB2)wereperformedaspreviouslydescribed
[10]. HER2 expression was scored according to the Herceptest
system. ER and PR werescored bymultiplying thepercentageof
positive cells by the intensity (score 0–20: - ; score 21–100: +;
score 101–200: ++; score 201–300: +++). Screening for germline
mutations was performed on leucocyte DNA as previously
described [10].

Gene Expression and Genomic Chip Hybridization
RNA was extracted from the tumors as described [10] and

hybridized to Affymetrix U133 Plus2.0 genechip microarraysby
theGenopole Alsace-Lorraine genomics platform, except for the
validation set which was hybridized by the Curie Institute
genomics platform. DNA was extracted from the tumors and
hybridized to Integrachip V7 bacterial artificial chromosome
(BAC) arrays as described [10]. SNP array profiling was
performed on Illumina Human610-Quad v1.0 BeadChips (Illu-
mina, Inc., San Diego, CA) by Integragen (Evry, France). The
geneexpression and genomic data areavailable in Array Express
under accession numbers E-TABM-854, E-MEXP-3688, E-
MEXP-3690 and in GEO under accession number GSE39710.

Data Processing and Statistical Analyses
Given the rarity of the tumors, it was not possible to avoid

processing the tumors in batches; the hybridization dates for the
Affymetrix chips are given in the CEL files. The 12 BRCAX

controls for the validation set were chosen because they showed
thesmallestbatcheffect relativeto theCurieInstitutetumors. The
12BRCAX tumorsin thevalidation set wereseparatefromthe24
BRCAX tumorsin thetrainingset. Thegeneexpression datawere
normalizedwith theRMA algorithminR version2.13.1 [11–13].
To eliminate redundant genes sharing a gene symbol, the most
variable probeset was selected based on the standard deviation
across the entire dataset. Differentially expressed genes were
identified by moderated t-test in limma [14] (an R script for the
expression analysis isavailable on request). The66 BRCA2 gene
signature genes were combined to make a BRCA2 score by
summing themean-centered expression valuesweighted by the t
values from limma. Gene Set Enrichment Analysis (GSEA) was
performed with Broad Institute java software [15,16]: the
expression dataset was ranked by t-statistic in limma, then
enrichment was scored by GSEA for chromosome bands using
the MSigDB positional gene sets [15,16]. Centroid-linkage
hierarchical clusteringwasperformedinCluster 3.0andvisualized
inTreeView[17]. ArrayCGH datawasnormalizedwithCAPweb
software[18] andgenomicalterationswerevisualizedwithVAMP
software using the same thresholds as previously described [10].
SNP data were normalized with Illumina Genome Studio
Softwarev2010.1usingGenotypingmodule(v1.6.3) and Illumina
GenomeViewer module(v1.6.1) to obtain theB AlleleFrequency
(BAF) for each SNP.

Fluorescence In Situ Hybridization
To detect deletions on chromosomes 13 and 14, FISH was

performed with four BAC probes supplied by BlueGnome
(Cambridge, UK). Two clones labeled with SpectrumGreen were
usedtodetect thepericentromeric regionsof chromosomes13and
14: RP11-408E5on 13q12.11 (hg19 chr13:19700993–19850551);
and RP11-98N22 on 14q11.2 (hg19 chr14:20500968–20660726).
Two cloneslabeledwith SpectrumOrange(givingred spotsin the
figures)wereused to detect thedeletionson chromosomes13and
14: RP11-71C5 on 13q14.11 (hg19 chr13:44921196–45086777)
and RP11-242P2 on 14q31.1 (hg19 chr14:80030106–80193689).
Nuclei obtained by touch imprints were fixed in 3:1 methanol:
acetic acid, washed anddried. TheBAC probesweremixed, 5ml
of hybridization mix was added per slide, and a coverslip was
glued in place to create a hybridization chamber. The sections
were denatured at 75°C for 5 minutes and hybridized at 37°C
overnight. Stringent washes were performed at 65°C for 10
minutes, then the sections were dehydrated in ethanol and
mounted. Images were acquired with a Zeiss Axio Imager Z2
microscope(Gottingen, Germany). Thenumber of red and green
spots per nucleuswas scored in morphologically intact and non-
overlappingnuclei. Deletionswerereportedwhen 50%ofnuclei
with themodal number ofgreenspotscontainedfewer redspotsor
when they contained singlegreen and red spots.

Results

Identification of GenesDifferentially Expressed in BRCA2-
mutant Tumors
To gain insight into the biology of BRCA2-mutant breast

tumors, we performed a supervised analysis looking for genes
differentially expressed in BRCA2-mutant and control tumors. All
of the tumors came from patients with a familial clustering of
breast cancer potentially caused bygermlinemutation of abreast
cancer predisposition gene. TheBRCA2-mutant group included 7
tumorsfrompatientswithknowngermlineBRCA2mutations. The
control group(‘‘BRCAX’’)contained24patientswithoutmutations
in BRCA1or BRCA2 identifiableby conventional screening. RNA
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Figure 1. Unsupervised hierarchical clustering of the 66 BRCA2 signature genes in the training set. There are seven BRCA2-mutant
tumors and 24BRCAXtumors (tumors frompatients lacking known BRCA1/2mutations but with a familial history of breast cancer). The upper left
quadrant containsmany genes on 13q and 14q that show reduced expression in BRCA2 tumors.
doi:10.1371/journal.pone.0052079.g001
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Table 2. BRCA2 signature genes.

Affymetrix ID Gene Symbol Gene Description Band t p

222127_s_at EXOC1 exocyst complex component 1 4q12 - 7.05 0.0011

223564_s_at GNB1L G protein beta polypeptide 1-like 22q11 6.85 0.0011

632_at GSK3A glycogen synthase kinase 3 alpha 19q13 6.42 0.0025

1555377_at OR4D2 olfactory receptor, family 4, subfamily D, member 2 17q22 6.13 0.0030

208429_x_at HNF4A hepatocyte nuclear factor 4, alpha 20q13 6.12 0.0030

207973_x_at ACRV1 acrosomal vesicle protein 1 11q23 6.21 0.0030

218431_at C14orf133 VPS33B interacting protein 14q24 - 6.01 0.0034

1552510_at SLC34A3 solute carrier family 34 (sodiumphosphate), member 3 9q34 5.9 0.0041

204690_at STX8 syntaxin 8 17p12 - 5.84 0.0044

227630_at PPP2R5E protein phosphatase 2, regulatory subunit B9, epsilon 14q23 - 5.7 0.0047

205621_at ALKBH1 alkB, alkylation repair homolog 1 (E. coli) 14q24 - 5.69 0.0047

202569_s_at MARK3 MAP/microtubule affinity-regulating kinase 3 14q32 - 5.74 0.0047

216520_s_at TPT1 tumor protein, translationally-controlled 1 13q14 - 5.71 0.0047

230055_at KHDC1 KH homology domain containing 1 6q13 5.6 0.0048

221966_at GPR137 Gprotein-coupled receptor 137 11cen 5.62 0.0048

207733_x_at PSG9 pregnancy specific beta-1-glycoprotein 9 19q13 5.59 0.0048

1555614_at SUGT1P1 suppressor of G2 allele of SKP1 (S. cerevisiae) pseudogene 1 9p13 5.57 0.0048

1552772_at CLEC4D C-type lectin domain family 4, member D 12p13 5.57 0.0048

203598_s_at WBP4 WWdomain binding protein 4 (formin binding protein 21) 13q14 - 5.51 0.0048

1563639_a_at FHAD1 forkhead-associated (FHA) phosphopeptide binding domain 1 1p36 5.54 0.0048

234680_at KRTAP17-1 keratin associated protein 17-1 17q12 5.52 0.0048

1562657_a_at C10orf90 chromosome 10 open reading frame 90 10q26 5.45 0.0055

236979_at BCL2L15 BCL2-like 15 1p13 5.39 0.0061

221095_s_at KCNE2 potassium voltage-gated channel, Isk-related family, member 2 21q22 5.4 0.0061

213239_at PIBF1 progesterone immunomodulatory binding factor 1 13q22 - 5.36 0.0063

1567257_at OR1J2 olfactory receptor, family 1, subfamily J, member 2 9q34 5.34 0.0064

225389_at BTBD6 BTB (POZ) domain containing 6 14q32 - 5.31 0.0066

207778_at REG1P regenerating islet-derived 1 pseudogene 2p12 5.3 0.0066

226005_at UBE2G1 ubiquitin-conjugating enzyme E2G 1 (UBC7 homolog, yeast) 17p13 - 5.25 0.0070

215424_s_at SNW1 SNWdomain containing 1 14q24 - 5.23 0.0070

1564112_at FAM71A Family with sequence similarity 71, member A 1q32 5.25 0.0070

237980_at LINC00347 hypothetical LOC338864 13q21 5.24 0.0070

213103_at STARD13 StAR-related lipid transfer (START) domain containing 13 13q12 - 5.18 0.0071

237257_at RAB4B RAB4B, member RAS oncogene family 19q13 5.19 0.0071

201767_s_at ELAC2 elaC homolog 2 (E. coli) 17p11 - 5.2 0.0071

209944_at ZNF410 zinc finger protein 410 14q24 - 5.16 0.0071

1558641_at SPATA24 spermatogenesis associated 24 5q31 5.2 0.0071

212735_at KIAA0226 Beclin-1 associated RUN domain containing protein 3q29 5.17 0.0071

215449_at TSPO2 translocator protein 2 6p21 5.15 0.0071

1553253_at ASB16 ankyrin repeat and SOCSbox-containing 16 17q21 5.14 0.0071

231625_at SLC22A9 solute carrier family 22member 9 11q13 5.2 0.0071

225312_at COMMD6 COMM domain containing 6 13q22 - 5.12 0.0074

217187_at MUC5AC mucin 5AC, oligomeric mucus 11p15 5.1 0.0077

1553728_at LRRC43 leucine rich repeat containing 43 12q24 5.07 0.0079

1552863_a_at CACNG6 calcium channel, voltage-dependent, gamma subunit 6 19q13 5.07 0.0079

217095_x_at NCR1 natural cytotoxicity triggering receptor 1 19q13 5.06 0.0079

223610_at SEMA5B semaphorin 5b 3q21 5.06 0.0079

203065_s_at CAV1 caveolin 1, caveolae protein, 22 kDa 7q31 - 5.03 0.0080

202226_s_at CRK v-crk sarcoma virus CT10 oncogene homolog (avian) 17p13 - 5.04 0.0080
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from these 31 tumors was tested on Affymetrix gene expression
chips. Sixty-six geneswere differentially expressed in the BRCA2
andBRCAX groupsatafalsediscoveryrate<0.01after Benjamini
Hochberg correction for multiple testing (Table 2). Hierarchical
clusteringconfirmed, asexpected, that thedifferentially expressed
genes cleanly split the tumors into two groups (Figure 1). The
BRCA2 group in the heatmap contains five BRCAX tumors that
may represent tumors whose BRCA2 mutations were missed by
screeningor tumors that phenocopy BRCA2.

Validation of a Putative BRCA2Signature
We combined the differentially expressed genes in Table 2 to

make a potential BRCA2 gene expression signature. Receiver
operating characteristic (ROC) analysis showed that the area
under thecurve(AUC)for classification of thetrainingsetwas1.0
with theBRCA2signaturegenes, indicatingperfect classificationof
the tumors. This is not surprising given the small size of the
dataset. To test for overfitting, we analyzed an independent
validationsetof19BRCA2-mutant tumorsfromtheCurieInstitute
genetics clinic and 12 BRCAX from the Bergonie Cancer
Institute. Given therarityof thediseaseit isunfortunatelydifficult
toavoidbatcheffectsthatmightconfoundtheresult. Nevertheless,
the AUC of the ROC curve was 0.76 in the validation set
(Figure2), indicatingthat theBRCA2signaturewasabletoclassify
BRCA2-mutant tumors reasonably well. Hierarchical clustering
confirmed that the BRCA2 signature genes were differentially
expressed in thevalidation set (Figure3). While thissuggests that
theBRCA2signaturehasdiscriminant value in our tumorsand in
thevalidation set fromtheCurie Institutewenotethat this isnot
generally thecasebecausethesignaturedoesnot identifyBRCA2-
mutant tumorsin somepublisheddatasets. For example, theAUC
in the Waddell dataset [19] was 0.64, perhaps because of
differences in the technology or in the populations studied. We
concludethat theBRCA2signaturemayhavediscriminantvaluein
tumorsprocessed according to our protocol.

Gene Set Enrichment Analysis (GSEA) Reveals the
MechanismBehind the BRCA2Signature
Thestriking featureof theheatmap in Figure1 isthecluster of

22 genes showing reduced expression in BRCA2-mutant tumors.

Table 2. Cont.

Affymetrix ID Gene Symbol Gene Description Band t p

235416_at LOC643201 centrosomal protein 192 kDa pseudogene 5q35 5.03 0.0080

1557827_at C10orf103 chromosome 10 open reading frame 103 10q22 5.03 0.0080

225187_at KIAA1967 DBC1 deleted in breast cancer 1 8p22 - 4.98 0.0082

212936_at FAM172A family with sequence similarity 172, member A 5q15 - 4.99 0.0082

215898_at TTLL5 tubulin tyrosine ligase-like family, member 5 14q24 - 4.98 0.0082

212778_at PACS2 phosphofurin acidic cluster sorting protein 2 14q32 - 5 0.0082

1562914_a_at FLJ25328 hypothetical LOC148231 19p13 5 0.0082

215826_x_at ZNF835 zinc finger protein 835 19q13 4.97 0.0084

238158_at MEIG1 meiosis expressed gene 1 homolog (mouse) 10p13 4.97 0.0084

219499_at SEC61A2 Sec61 alpha 2 subunit (S. cerevisiae) 10p14 4.94 0.0087

207650_x_at PTGER1 prostaglandin E receptor 1 (subtype EP1), 42 kDa 19p13 4.94 0.0087

237188_x_at SUN5 Sad1 and UNC84 domain containing 5 20q11 4.92 0.0091

1557679_at C8orf68 chromosome 8 open reading frame 68 8p23 4.91 0.0092

224256_at LOC100129449 PRO2055 2q23 4.89 0.0095

1564362_x_at ZNF843 zinc finger protein 843 16p11 4.88 0.0097

205970_at MT3 metallothionein 3 16q13 4.87 0.0098

1569095_at LOC731424 hypothetical LOC731424 4q35 4.87 0.0098

Footnote. t:moderated t-statistic for 66genes that best discriminatebetweenBRCA2andBRCAXtumors. p:p-valueafter Benjamini Hochberg correction (all geneshad
an unadjusted p-value <0.0001).
doi:10.1371/journal.pone.0052079.t002

Figure 2. ROC analysis of the BRCA2 signature in the validation
set. Each tumor was given a score that was a weighted sum of the
mean centered gene expression levels for each gene in the signature.
The validation set contained 19BRCA2and 12BRCAXtumors. TheAUC
was 0.76.
doi:10.1371/journal.pone.0052079.g002

13q/14q Deletion in BRCA2 Tumors

PLOSONE | www.plosone.org 6 December 2012 | Volume 7 | Issue 12 | e52079



62 

 

 
 

 

 

Figure 3. Unsupervised hierarchical clustering of the 66BRCA2signature genes in the validation set. Thereare19BRCA2-mutant tumors
and 12 BRCAXtumors. The lower left quadrant containsmany genes on 13q and 14q that show reduced expression in BRCA2 tumors.
doi:10.1371/journal.pone.0052079.g003
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These genes show a correlation of 0.90 in the heatmap. To
exclude fortuitoushybridization asan explanation for this strong
clusteringweverified that theprobesequencesweredifferent and
that they were labeled by Affymetrix as valid, non-cross-
hybridizing probes for the indicated genes. Fourteen of the 22
BRCA2 signature genes showing reduced expression are from

chromosomes13 and 14. To determinewhether thiswasdue to
chance, weranked thedataset bymoderated t statistic (BRCA2vs
control), then performed GSEA with gene sets derived from
individual chromosomal bands. Thebandsmost frequentlylostare
shown in Table3. Theenrichment for bandson13qand14qwas
highlysignificant (p<,0.001for thefamily-wiseerror rate, themost
stringent criterion in the Broad Institute implementation of
GSEA). Themost likely explanation for underexpressed genes to
be derived from specific chromosomal bands is deletion of those
bands in thecorresponding tumors.

CGH and SNP Analysis of BRCA2-mutant Tumors
To test directly for loss of the regions containing the BRCA2

signature genes wemeasured DNA copy number on CGH and
SNP chips. The resultingCGH and SNP profiles confirmed that
theincriminated regionsareindeeddeleted in theBRCA2-mutant
tumors(Figure4). Thecommon region of overlap of thedeletions
extends from13q13.3 to 13q14.3 and from14q24.2 to 14q32.2.
Thecumulativeratesof gain and lossfor theBRCA2and BRCAX
tumors are shown in Figure 5. This shows that the long armsof
both chromosomes 13 and 14 contain large regions that are
preferentially deleted in theBRCA2-mutant tumors. Weconclude
that the BRCA2 signature genes are differentially expressed
because they aredeleted in theBRCA2 tumors.

Table 3. GSEA for loss of chromosomal bands.

Band Genes ES NES

13q14 67 - 0.63 - 2.75

14q31 22 - 0.81 - 2.71

13q13 22 - 0.74 - 2.45

14q24 77 - 0.54 - 2.43

17p13 185 - 0.44 - 2.3

14q32 105 - 0.48 - 2.28

10q26 72 - 0.51 - 2.27

4p16 91 - 0.49 - 2.25

Footnote. The genes column shows the number of genes used to score the
band. The nominal, FDRand FWERp-values were all <0.001. ES, enrichment
score; NESnormalized enrichment score.
doi:10.1371/journal.pone.0052079.t003

Figure 4. Genomic profiles in the training set. Upper panels: BAC-CGHprofiles of BRCA2-mutant tumors showing gains in red, losses in green
and modal copy number in yellow. Lower panels: BAF profiles of BRCA2-mutant tumors on Illumina SNP arrays. The boundaries of the common
regions of deletion on chromosomes 13 and 14 aremarked by vertical red lines.
doi:10.1371/journal.pone.0052079.g004
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Identification of Deletions by FISH
If the signature works by detecting large deletions on

chromosomes 13 and 14, it would be better to screen tumors in
a clinical setting by FISH rather than by gene expression or
CGH/ SNP profiling. FISH is ideally suited to detecting small
changes in copy number. To test whether it would be feasible to
screen for BRCA2-mutant tumorsin thisway, weperformedFISH
with probes mapping to the regions commonly deleted on
chromosomes13and14(Figure6).WetestednineBRCA2tumors
and ninecontrol BRCAX tumors, of which fiveBRCA2 and eight
BRCAX were not previously characterized by CGH. The results
areexpressedasthepercentageof nuclei with lessthan themodal
number of spotsfor thecentromericprobesor withaploidyof one
for bothprobes(Table4). Thetumorswerescoredas‘‘loss’’ when
the percentage was 50%, and ‘‘other’’ when it was <50%.
Contingency tables for the chromosomes individually or for both
chromosomes together are shown in Table 5. For both chromo-
somesscored together, thesensitivity and specificity for detection
of BRCA2-mutant tumors were 78% and 89%, respectively. We
concludethat FISH providesasimpletechniqueto screen tumors
for deletionson 13q and 14q thatmaybeassociatedwith BRCA2
mutations.

Discussion

The main conclusion from our study is that deletions on
chromosomes 13q and 14q are a common feature of BRCA2-
mutant tumors. We initially set out to identify a geneexpression
signaturethatwoulddistinguishthesetumorsfromother tumorsin
patientspresenting to our genetics clinics. Hierarchical clustering
of the genes in the signature split the tumors into two groups in
both the training and the validation sets, suggesting that the
signature detects a signal that is useful for classification of the
tumors. Given the GSEA and SNP/ CGH results we strongly
suspect that thereducedexpressionof thegenesin thesignatureis
caused by a reduction in the DNA copy number of the deleted
regions. It ismoredifficult to detect deletion than amplification in
geneexpression data, because the former may further decreasea
barelydetectablesignal whereasthelatter can increaseexpression
100-fold. This probably explains why the genes in the signature
are a minority of the genes in the deleted regions. Given the
difficulty in measuringweakly expressed genes it isnot surprising
thatpreviouslyreportedBRCA2geneexpressionsignaturesdidnot
highlight deletion of chromosomes 13 and 14 as a potential
discriminatingfactor [19,20]. In contrast, deletionof theseregions

Figure 5. Cumulative rates of gain and loss for tumors analyzed by CGH (red, 4 BRCA2-mutant tumors; black, 24 BRCAX tumors). A,
All chromosomes; B, Chromosome 13; C, Chromosome 14. Each vertical line in B&C corresponds to an individual BAC probe. When the red line
reaches 2 1, all of the tumors showed loss for that probe.
doi:10.1371/journal.pone.0052079.g005
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wasnoted in several previousDNA copynumber andSNP studies
[7,21–25]. In addition to published studies, we examined the
GISTIC database (Tumorscape Release 1.6) [26] to determine
whether loss of chromosomes 13 and 14 is a common event in
breast cancer. Several regionsarereported asharboringdeletions
on chromosome13(hg18chr13:44680312–57088104, 57088104–
114059427, 18097312–46301361 and 50901262–114059427), as
expected given the presence of BRCA2 and RB1 on 13 q. In
contrast, GISTIC reports no regions as being deleted on
chromosome 14 in breast cancer at above the background rate
(q >0.25).
Thereareseveral possibleexplanationsfor selectivedeletion of

specificgenomicregionsinBRCA2tumors. Thecommonlydeleted
regiononchromosome13isdistal to theBRCA2gene, butwecan
not altogether exclude that BRCA2 itself may bea driver gene in

some cases, for example if there were complex genomic
rearrangements on 13 q. BRCA2 was not part of the gene
signature, probably becausetheAffymetrix probesfor BRCA2are
not sensitiveenough (themeasured level wascloseto background
and showed minimal variation). The best reporters for copy

Figure 6. FISH with probes in the region of common deletion in
a BRCA2-mutant tumor. A, chromosome13;B, chromosome14. Red:
probe in the deleted region; Green, pericentromeric probe. Each
nucleuscontains two green spotsand one red spot, indicating that the
tumor is diploid for chromosomes 13 and 14 but has heterozygous
deletions in the regions tested by the red probes.
doi:10.1371/journal.pone.0052079.g006

Table 4. FISHwith probes in the region of common deletion
on chromosomes 13 and 14.

ID BRCA status chr 13 chr 14

52 BRCA2 84 89

86 BRCA2 90 86

106 BRCA2 100 87

133 BRCA2 93 89

A BRCA2 84 83

B BRCA2 100 0

C BRCA2 87 7

D BRCA2 100 62

E BRCA2 100 73

16 BRCAX 0 0

F BRCAX 0 2

G BRCAX 0 0

H BRCAX 100 100

I BRCAX 4 0

J BRCAX 0 0

K BRCAX 2 0

L BRCAX 7 3

M BRCAX 10 0

Footnote. The table shows the percentage of nuclei with less than themodal
ploidy or with ploidy=1 for both the centromeric and the deletion probes.
Tumours A-M were not characterized by CGH.
doi:10.1371/journal.pone.0052079.t004

Table 5. Contingency table summarizing the FISH data for
deletions on chromosomes 13 and 14.

Chr 13 and 14 Other Loss

BRCA2 2 7

BRCAX 8 1

p=0.015

Chr 13 Other Loss

BRCA2 0 9

BRCAX 8 1

p=0.0004

Chr 14 Other Loss

BRCA2 2 7

BRCAX 8 1

p=0.015

Footnote. ‘‘Loss’’ refers to caseswhere 50%of nuclei had less than themodal
ploidyorhadploidy=1. ‘‘Other’’ refersto caseswherethevaluewas<50%.The
p value is for a Fisher exact test. The values for ‘‘Chr13 and 14’’ refer to cases
where both chromosomeswere affected.
doi:10.1371/journal.pone.0052079.t005

13q/14q Deletion in BRCA2 Tumors

PLOSONE | www.plosone.org 10 December 2012 | Volume 7 | Issue 12 | e52079



66 

 

 

number arehousekeeping genes that lack feedback or exogenous
regulation. By their nature these genes shed no light on the
mechanismdrivingdeletion. Analternativeexplanation isthat loss
of BRCA2 function generates repair intermediates or triggers
checkpoint responses that are toxic in the presence of specific
genes located in the deleted regions. Loss of these genes would
allow the cell to resume division and form a tumor. Thismodel
predicts that the driver genes in the deleted regions should be
DNA repair or checkpoint genes. ALKBH1 could have thiseffect,
but fewother genesin theBRCA2signatureareobviouscandidates
for these roles. Another possibility is that the deleted regions
contain fragilesitesthat aremoredifficult to repair in theabsence
of BRCA2. Fragile sites are prone to replication fork collapse, a
process that often leads to the formation of double strand breaks
that require repair by homologous recombination. BRCA2 is
required for loading of RAD51 to initiate homologous recombi-
nation [6] so increased breakage at fragile sites in the affected
regions iscertainly a possibility.
Screeningfor BRCA2mutationsiswidelyperformed in genetics

laboratories to explain familial clustering of breast cancer. Our
study design focused on patients referred to genetics clinics
becausethisisthecontext inwhichtheneedtodistinguishBRCA2-
mutant fromother tumorsmost commonly arises. Becauseof the
size of the BRCA2 gene it can take many months to identify
mutations. This is rarely a problem in the context of genetic
counselingbecausesomeinterventionscanbeundertakenwithout
knowledgeof themutation (for example, morefrequent screening
with imaging techniques) and othersmay even benefit from the
delay by giving patients more time for reflection (for example,
prophylactic mastectomy and oophorectomy). The samecan not
besaidofmedical treatment of established tumors, whichmust be
deliveredwithoutdelay. Theadventofmedical treatmentsspecific
for BRCA2-mutant tumors has created a need to identify these
tumors on a more rapid time scale than has hitherto been
considered necessary. In particular, BRCA2 defects are synthetic
lethal with inhibition of poly-ADP-ribose polymerase 1 (PARP1)
[27,28].Wenotethat theBRCA2groupinthetrainingsetcontains
five BRCAX tumorswhich presumably either phenocopy BRCA2
mutation or contain BRCA2 mutations that evaded detection by
sequencing. It would be interesting to knowwhether tumors that
phenocopyBRCA2mutationarealso sensitivetoPARP inhibitors.
In the long term it is likely that diagnostic laboratories will

routinely use next generation sequencing (NGS) to identify

mutations in BRCA2 and other relevant genes in the diagnostic
biopsy when the patient initially presents with cancer. This is
technically feasiblebut rarely performed outsidemajor centersat
present becauseof thecost and thecomplexityof thedownstream
bioinformaticanalysis. Tobridgethegapwhilewaitingfor NGSto
becomemorewidely availablewepropose to useFISH to screen
breast tumors for deletions on 13q and 14q in order to identify
tumors potentially associated with BRCA2. The technology for
FISH isverywell established for diagnosisof ERBB2amplification
in sporadic breast tumors. It would require only a small
modification of existing protocols to screen for loss of 13q and
14q in centers that already screen for ERBB2 amplification by
FISH. Patients whose tumors harbor deletions in those regions
could then be screened by sequencing to identify either germline
or somatic BRCA2 mutations, followed by treatment with PARP
inhibitors, if appropriate.

Conclusion
We have shown that breast tumors arising in patients with

germline BRCA2 mutations have a higher frequency of deletions
on 13q and 14q than isseen in other breast tumors. Wepropose
that FISH for deletionson these chromosomeswould bea rapid
and technically feasible first step to enrich for tumors worth
screening for BRCA2mutations. Thiswould greatly facilitate the
selection of patients for PARP inhibitor therapy.
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3.3. Recherche d’un gène siégeant dans les régions délétées des chromosomes 13 et 

14 dont l’inactivation serait nécessaire à la carcinogénèse mammaire liée à 

BRCA2 

 

La délétion récurrente des bras longs des chromosomes 13 et 14 suggère la présence au niveau des 

régions communes de délétion d’un facteur génétique susceptible de s’opposer à la cancérisation 

mammaire liée à BRCA2. L’inactivation bi-allélique somatique de ce facteur génétique par, d’une part 

la délétion d’un allèle, et d’autre part la mutation ponctuelle du second allèle favoriserait la 

prolifération des tumeurs BRCA2. Afin d’étayer notre hypothèse, une recherche de mutations 

ponctuelles par une stratégie de séquençage nouvelle génération a été entreprise en réalisant le 

séquençage de l’exome des bras longs des chromosomes 13 et 14 sur une série de 5 cancers du sein 

liés à BRCA2 et l’ADN constitutionnel apparié. Ainsi, à l’aide du NGS, nous souhaitons caractériser 

des altérations associées aux tumeurs BRCA2.  

 

 

 

3.3.1. Présentation de la technique NGS 

 

 

3.3.1.1. De la préparation des échantillons au séquençage 

 

Le séquençage et l’analyse bioinformatique de 5 tumeurs BRCA2 (Tumeurs 52, 106, 133, 148 et 149) 

et 5 ADN constitutionnels appariés ont été réalisés par la société Integragen sur un HiSEQ2000 

Illumina au niveau des régions communes de délétion des chromosomes 13 et 14 élargies jusqu’à 

l’annotation des variants.  

 

L’ADN génomique (3µg) a été fragmenté par sonication et purifié afin d’obtenir des fragments de 150 

à 200pb. Des adaptateurs ont été ligués sur ces fragments, puis purifiés et enrichis par 4 à 6 cycles de 

PCR. Ces librairies (500ng) ont ensuite été hybridées sur la banque SureSelect (Agilent), puis éluées et 

amplifiées par 10 à 12 cycles de PCR. Le séquençage sur HiSEQ a permis ensuite de lire 76b à chaque 

extrémité des fragments (séquençage paired-end). La banque de capture a été dessinée de façon à 

obtenir des oligos de 120 mers décalés de 60b, ce qui permet un recouvrement de chaque base de 2X. 

Cette banque couvre les exons en 5’ et 3’ à plus ou moins 100 bases et capture l’exome des bras longs 

des chromosomes 13 et 14 (chromosome 13 : 19,408,492-99,992,829 (hg19) et chromosome 14 : 

22,037,883-106,945,018 (hg19)). Le séquençage réalisé est un séquençage paired-end à une 
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profondeur moyenne de 500X, c’est-à-dire que chaque base est lue en moyenne 500 fois. Le 

séquençage est basé sur l’amplification, accrochage et liaison sur une surface solide dans une flow cell 

qui contient 8 lanes ou canaux et l’utilisation de terminateurs de chaînes réversibles marqués par un 

fluorochrome. Le séquenceur traduit ensuite ces signaux en séquences (« base calling »).  

 

 

3.3.1.2. L’analyse bioinformatique 

 

 

a. Différentes étapes de l’analyse bioinformatique 

 

Pour chaque échantillon, un fichier au format .fastq est généré (2 fichiers .fastq car le séquençage est 

paired-end). La qualité de ces séquences peut être vérifiée à l’aide du logiciel FastQC [191] (Figure 9) 

selon les 11 rapports suivants :  

-le rapport « Basics Statistics » qui reprend les caractéristiques des séquences (codage ASCII, nombre 

total de séquences...) 

-le rapport « Per Base Sequence Quality » évalue le score de qualité moyen des bases en fonction de 

leur position sur les séquences (le plus bas quartile du QPhred doit être supérieur à 5 et la médiane 

supérieure à 20) 

-le rapport « Per Sequence Quality » évalue le score de qualité Phred moyen des séquences (le QPhred 

doit être majoritairement >20) 

-le rapport « Per Base Sequence Content » calcule le pourcentage des bases A, T, G et C dans les 

séquences (il ne doit pas y avoir plus de 20% de différences dans une librairie randomisée) 

-le rapport « Per Base GC Content » donne le pourcentage de GC pour chaque position (ce 

pourcentage ne doit pas varier de plus de 10% de la moyenne) 

-le rapport « Per Sequence GC Content » donne le pourcentage de GC pour chaque séquence (ce 

pourcentage doit avoir une distribution normale dans plus de 70% des séquences) 

-le rapport « Per Base N Content » reporte le pourcentage de bases non déterminées annotées « N » en 

fonction de leur position sur la séquence (ce pourcentage doit être inférieur à 20) 

-le rapport « Sequence Length Distribution » apprécie la taille des séquences 

-le rapport « Duplicate Sequences » donne le degré de duplication des séquences qui peut être lié à un 

biais d’enrichissement (le taux de séquences dupliquées ne doit pas dépasser 50%) 

-le rapport « Overrepresented Sequences » signale les séquences présentes plusieurs fois qui peuvent 

soient expliquer une conséquence biologique importante ou une contamination (une séquence ne doit 

pas représenter plus de 1% des séquences totales) 
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-le rapport « Overrepresented Kmers » identifie les séquences de 5 mers sur-représentées en fonction 

de leur position sur les séquences. 

 

Figure 9 : Extrait de l’analyse des données fastq par le logiciel FastQC [191]. Exemple de la 

tumeur 133 (a) Représentation graphique de la taille des séquences, le pic est situé à 76pb. (b) 

Représentation graphique du score de qualité Phred moyen des séquences, la moyenne est de 

QPhred=39, ce qui signifie une probabilité d’erreur inférieure à 10
-4

. (c) Représentation graphique 

des scores de qualité moyens des bases en fonction de leur position sur les reads. On observe une 

diminution de qualité importante à partir de la base 60 (QPhred<20). (d) Représentation graphique 

du pourcentage de GC au sein des séquences, ici 40% GC et 60% AT.  

 

L’analyse bioinformatique des analyses NGS se résume en deux grandes étapes : l’alignement des 

séquences sur le génome et la détection des variants. On regroupe sous le terme de « pipeline » la 

succession des différents algorithmes et programmes utilisés pour réaliser l’analyse. L’analyse des 

données de séquençage fournie par Integragen est basée sur le pipeline Illumina CASAVA 1.8, mais il 

existe d’autres pipelines tels que l’association de BWA (Burrows Wheeler Alignment Tool), Picard 

(http://picard.sourceforge.net/) et GATK (Genome Analysis Toolkit) [192;193] (Figure 10).  

A partir des données .fastq, les séquences ou reads sont alignées sur le génome de référence et 

converties en .sam (Sequence Alignment/Map). Pour l’alignement, différents algorithmes tels que 

ELANDv2e et BWA sont disponibles. Les fichiers .sam sont ensuite compressés, indexés et convertis 
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au format binaire .bam. Les reads dupliquées sont éliminées. Cette étape est réalisée par le module 

« sort » de Casava, et peut également être réalisée à l’aide du logiciel Picard. Les fichiers .bam 

subissent un nouveau réalignement car les INDELs (pour Insertion-Délétion) peuvent créer de faux 

SNVs (pour Single Nucleotide Variation), et subissent également une recalibration des scores de 

qualité des bases par les modules « callSmallVariants » du pipeline Casava ou par  l’algorithme 

GATK. Des fichiers .vcf (variant call format) sont ensuite générés par les modules 

« callSmallVariants » (reporte les SNVs et petites INDELs) et « assembleIndels » (reporte les grandes 

INDELS) pour le pipeline Casava ou par GATK. Les fichiers .vcf reportent les différentes variations 

SNVs ou INDELs détectées par rapport au génome de référence. 

Les fichiers .vcf bruts ne sont pas annotés, cela signifie que les variations reportées sont exprimées en 

position génomique, allèle de référence/allèle variant et des données de qualité comme la profondeur 

de lecture et le score de qualité du variant. La dernière étape consiste alors à annoter ces fichiers à 

l’aide de bases de données telles que Ensembl, Refseq pour connaître le gène, la position exonique ou 

intronique du variant, la conséquence protéique de la mutation ; mais aussi des bases de données telles 

que dbSNP, 1000Genome qui donneront des indications sur la fréquence de la variation. Il est possible 

d’utiliser d’autres bases de données et logiciels comme l’algorithme de prédiction Polyphen par-

exemple. L’annotation peut s’effectuer avec le logiciel Annovar. A l’issue de l’analyse CASAVA 1.8, 

pour chaque échantillon, un fichier Excel recensant les variants de type SNV et un fichier recensant les 

variants de type INDEL a été généré.  
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Figure 10 : Résumé des différentes étapes bioinformatiques à partir de données de séquençage 

haut-débit. Le pipeline Casava1.8 utilisé dans l’étude ainsi que l’exemple d’un autre pipeline sont 

détaillés. 

 

 

b. Description des formats de fichiers 

 

Le format .fastq   

Le format fastq est un format de fichier texte permettant de stocker des séquences nucléiques associées 

à des scores de qualité. Par analogie avec le format FASTA, le « < » est remplacé par « @ ». Le score 

de qualité en base de 10 appelé QPhred de la séquence est codé avec un caractère ASCII qui est une 

norme de codage de caractères en informatique (Figure 11).  

Le QPhred correspond à une probabilité p d’erreur de mauvaise identification de la base et est donné 

par la formule suivante : QPhred= -10 log 10p. Ainsi, un QPhred de 30 correspond à une probabilité 

d’erreur de 0,1%. L’échelle des scores de qualité Phred et le codage en caractère ASCII diffèrent selon 

les plateformes de séquençage. Le décalage entre le score de qualité 0 et le caractère ASCII 

correspondant est symbolisé par « Phred+33 » ou « Phred+64 ».  
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Le séquençage Sanger code les scores de qualité de 0 à 93 et utilisent des codes ASCII 33 à 126 

(Phred+33). Le séquençage Solexa/Illumina 1.0 code les scores de qualité de -5 à 62 et utilise des 

codes ASCII 59 à 126 (Phred+64). Les versions 1.3 à 1.8 du pipeline Illumina, codent les scores de 

qualité Phred de 0 à 62 et utilisent les codes ASCII 64 à 126 (Phred+64). À partir de la version 1.5 et 

jusqu'à la version 1.8 du pipeline Illumina, les valeurs 0 et 1 ne sont plus utilisées et la valeur 2, est 

utilisée comme indicateur de contrôle qualité de segment de séquence. Pour le séquençage Sanger, 

Solexa/Illumina 1.0, et les versions 1.3 et 1.5 du pipeline d’Illumina, les séquences ont un score 

maximal prévu de 40. La version pipeline 1.8 autorise un score de qualité Phred de 41 (Figure 12). 

 

 

Figure 11: Extrait d’un fichier .fastq en codage Illumina 1.5+ issu d’un HiSeq2000, exemple de la 

tumeur 52. Une séquence est composée de 2 lignes de titres identiques (l’une commence par @, 

l’autre par +), une ligne de séquence nucléotidique associée à une ligne de score de qualité QPhred 

codés en ASCII.  

 

 

Figure 12 : Codage ASCII des scores de qualité QPhred en fonction des plateformes de 

séquençage [194]. 
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Le format .sam 

Le format .sam pour Sequence Alignment/Map format est un fichier au format texte TAB-delimited 

constitué d’une entête suivie de données sur les séquences et l’alignement [195]. Pour différencier les 

deux parties, dans l’entête chaque ligne commence par le symbole @ (Figure 13). 

L’entête peut reprendre diverses informations telles que le dictionnaire des séquences de référence 

symbolisé par « SQ » et le read group (RG). Un même RG est assigné à des reads issus du même run 

de séquençage. 

En-dessous de l’entête, les données s’articulent en 11 colonnes obligatoires qui reprennent des 

informations sur l’alignement pour chaque read (Table 9). Les valeurs de ces colonnes peuvent être 

« 0 » ou  « * » si aucune information n’est donnée. Il est possible d’ajouter à ces 11 champs 

obligatoires, des données optionnelles qui peuvent également être utiles pour juger de la qualité des 

reads. Pour exemple, les champs optionnels peuvent rapporter le nombre de fois où le reads peut être 

aligné sur la séquence de référence. 

 

No.  Nom  Description 

1  QNAME  Nom du read (nom identique au fichier .fastq) 

2  FLAG 

Annotation de l’alignement du read en codage binaire (non 

aligné, alignement sur brin sens ou antisens, orientation des 

reads d’un séquençage paired‐end…) 

3  RNAME  Nom de la séquence de référence 

4  POS 
Position du début de l’alignement du read dans un système de 

coordonnées où la première base d'une séquence est 1 

5  MAPQ 
Qualité d’alignement (score Phred de la probabilité d’un 

mauvais alignement) 

6  CIGAR 
Représentation d’un alignement avec des codes simples (ex : 

M = match ou mismatch, I = insertion, D = délétion…). 

7  RNEXT  Nom de la séquence de référence du read partenaire 

8  PNEXT  Position du read partenaire 

9  ISIZE  Longueur de l’insertion entre les deux reads partenaires 

10  SEQ  Séquence du read 

11  QUAL 
Score Qphred de chaque base de la séquence (identique au 

score Qphred du fichier fastq) 

 

Table 9: Présentation des 11 champs obligatoires du format .sam Sequence Alignment/Map en 

séquençage paired-end [195]. Pour exemple, un CIGAR de 3I4M1D indique une insertion de 3 bases 

suivie de 4 bases alignées et 1 base délétée. 

 

 



75 
 

 

Figure 13 : Extrait d’un fichier .sam Sequence Alignment/Map, exemple de la tumeur 52. L’entête 

contient particulièrement le dictionnaire des séquences de référence « SQ » et le read group « RG ». 

Chaque read est définit par une ligne renseignant 11 champs obligatoires qui reprennent des 

informations sur l’alignement : QNAME, FLAG, RNAME, POS, MAPQ, CIGAR, RNEXT, PNEXT, 

ISIZE, SEQ, QUAL. 

 
 
Le format .bam 

 

Le format .bam est une compression et indexation du format .sam (algorithme BGZF) et constitue une 

version binarisée de .sam [195]. Un fichier .bam est associé à un fichier d’index .bai, ce qui permet de 

faciliter l’accès à une position dans le fichier bam. Les données .bam peuvent être visualisées à l’aide 

de logiciels tels que IGV (Integrative Genomics Viewer). 

 

 

Le format .vcf  

 

Le format .vcf (variant call format) a été proposé par Danecek et al, pour standardiser le format des 

fichiers de variants issus de l’analyse NGS [196].  

Un fichier .vcf est constitué d’une partie de titre et d’une partie de données. Le titre contient des 

informations sur les annotations et les tags utilisés dans la partie données, mais peut également 

contenir d’autres informations telles que la date de création, les logiciels utilisés. Chaque ligne 

commence par le symbole  « ## » sauf une ligne de titre définissant les 8 colonnes de la partie données 

qui commence par le symbole  « # ». Les 8 colonnes de données fournissent les informations 

suivantes: le chromosome (CHROM), la position du variant (POS), le nom du variant (ID), l’allèle de 
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référence (REF), la liste des allèles alternatifs séparés par des virgules (ALT), un score de qualité en 

Phred (QUAL), le statut du variant selon les critères définis dans la partie titre (FILTER), et une 

dernière colonne d’annotation (INFO) contenant des codes clés optionnels séparés par des points 

virgules informant entre autre sur l’allèle ancestral, le CIGAR et la profondeur (Figure 14).  

 

       

 Figure 14 : Extrait d’un fichier .vcf variant call format, exemple de la tumeur 52. 

       

c. Visualisation 

 

La visualisation des variants peut se faire à l’aide d’IGV téléchargeable à l’adresse suivante 

http://www.broadinstitute.org/igv/ (Figure 15). Cette représentation permet d’observer l’alignement de 

chaque read sur la séquence de référence et d’observer les variations nucléotidiques (substitution ou 

insertion-délétion) présentes dans les reads par-rapport à la séquence de référence (ici par-rapport à la 

version hg19 du génome humain). Ainsi, cette visualisation des reads permet d’apprécier directement 

le nombre de reads à une position génomique donnée et le nombre de reads présentant la variation 

nucléotidique (plusieurs exemples sont donnés en Annexe 3). 
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Figure 15 : Visualisation par IGV d’un fichier .bam, exemple de la tumeur 52. Substitution 

nucléotidique G>A en position génomique chr13 :32.944.571 (hg19) de l’exon 19 du gène BRCA2. 

 

 

3.3.2. Stratégie d’analyse des données NGS 

 

Le but de l’analyse NGS est de rechercher des variants somatiques ciblant un gène commun aux 5 

tumeurs BRCA2, afin d’identifier un événement somatique potentiel récurrent. Pour cela, plusieurs 

démarches d’analyse ont été réalisées. 

 

 

3.3.2.1. Description des fichiers résultats obtenus 

 

L’analyse bioinformatique par la société Integragen (pipeline CASAVA1.8) des données de 

séquençage haut débit de 5 tumeurs BRCA2 et de leur ADN constitutionnel apparié a abouti à la 

génération de fichiers de variants annotés par échantillon : un fichier de variants SNVs et un fichier de 

variants INDELs pour chaque tumeur et un fichier de variants SNVs et un fichier de variants INDELs 

pour les échantillons constitutionnels. Soit un total de 5 fichiers SNVs (tumeur), 5 fichiers SNPs 

(constitutionnel) et 10 fichiers INDELs (5 fichiers INDELs tumeur et 5 fichiers INDELs 

constitutionnel).  
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Ces variants sont ordonnés selon la position génomique du variant sur le génome humain version 

hg19. Ainsi, un variant peut être répertorié plusieurs fois s’il existe plusieurs transcrits de référence. 

Toutes les manipulations de fichier de type « comparaison » ou « tri » ont été codées en langage R 

(script maison de comparaison des fichiers .txt des variants SNPs, SNVs et INDELs)  afin d’avoir une 

analyse automatisée et reproductible.  

 

En plus des fichiers de variants, un fichier comparant les variants détectés dans la tumeur aux variants 

de l’ADN constitutionnel correspondant dénommé « variants selon statut » a été généré par une 

analyse statistique. Cette analyse permet d’apprécier pour chaque couple d’échantillon tumeur-

constitutionnel le statut somatique ou constitutionnel de chaque variant. La détermination du statut 

somatique ou constitutionnel du variant a été réalisée à l’aide du module « Germline » de 

CASAVA1.8. Les positions détectées comme étant variantes selon la séquence de référence sont 

soumises à un test statistique de Fisher (fonction fisher.test du package stats du logiciel R). Ce test 

calcule s’il existe ou non une divergence significative entre les fréquences alléliques du couple 

Constit/Tumeur. Enfin, après une comparaison des génotypes entre les échantillons constitutionnels et 

tumoraux appariés, un statut « constitutionnel », «constitutionnel potentiel », « somatique », 

« somatique potentiel », « perte d’hétérozygotie » ou « non calculé » est attribué à chaque variant. Le 

statut non calculé concerne les variants dont la profondeur de lecture est inférieure à 8 chez l’un ou 

l’autre des échantillons ou dont le ratio (nombre de reads éliminées/nombre de reads utilisées) est 

supérieur à 0.5.  

 

 

3.3.2.2. Analyse des variants annotés 

 

 

a. Recherche de variants SNVs 

 

Nous avons tout d’abord étudié le fichier « variants selon statut » pour isoler les variants annotés 

somatiques par la méthode statistique décrite précédemment. Nous avons sélectionné les 49 variants 

annotés « somatique » puis les avons trié selon leur position exonique (15 SNVs) ou intronique (34 

SNVs) pour ne garder uniquement que les 15 variants « somatiques » exoniques. Treize SNVs 

« somatiques» exoniques correspondent à des mutations de type faux-sens, un SNV est une mutation 

de type non-sens, et le dernier est une mutation iso-sémantique (Table 10a). Nous avons choisi de ne 

pas retenir les variants iso-sémantiques à l’exception de ceux positionnés dans les sites donneurs 

consensus exoniques (GT 5’)/accepteur (AG 3’) d’épissage. 

Au total, nous avons obtenu 14 SNVs « somatiques» exoniques dont 13 faux-sens et 1 non-sens.  
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Nous avons également étudié les variants « somatiques potentiels ». Ces variants partagent tous la 

même caractéristique qui est une forte variation du ratio allélique entre la tumeur et le constitutionnel. 

Ce sont des SNPs présents à l’état hétérozygote dans le constitutionnel, mais qui sont la cible de la 

perte d’un allèle ou LOH dans la tumeur. Un exemple est donné en Annexe 3d. Or, nous souhaitons 

caractériser un évènement mutationnel somatique qui inactiverait le second allèle d’un gène par la 

survenue d’une mutation ponctuelle dans la tumeur et non la perte d’un allèle. L’autre allèle du gène 

étant perdu car localisé sur la région minimale de délétion des chromosomes 13 et 14, caractéristique 

partagée par les tumeurs BRCA2 étudiées. Nous ne poursuivrons pas l’étude des variants « somatiques 

potentiels ». Il y a cependant une exception sur les 446 variants « somatiques potentiels » : le variant 

faux-sens G>A sur le gène PARP4 en position génomique 25.029.218, rs2275660 caractérisé dans la 

tumeur 106. L’allèle mineur est présent à 98% et l’allèle de référence à 2% mais l’ADN 

constitutionnel est homozygote pour l’allèle mineur. Soit la présence de l’allèle de référence à 2% 

dans la tumeur signifie l’apparition d’un clone avec l’allèle de référence, soit il s’agit d’un faux positif. 

Ce SNV ne constitue en aucun cas un variant candidat pour notre hypothèse, car la variation 

nucléotidique entre la tumeur et le constitutionnel conduit à l’apparition de l’allèle de référence dans la 

tumeur. 

Nous avons repris l’analyse par une autre méthode pour isoler à nouveau les variants « somatiques » 

de type SNV. Pour cela, nous avons comparé les fichiers de variants SNVs de la tumeur et du 

constitutionnel apparié sur la position génomique et le génotype. Nous avons poursuivi l’analyse avec 

les 861 variants présents uniquement dans la tumeur (Table 10b), ce qui représente 3 variants non-

sens, 113 faux-sens, 91 variants iso-sémantiques dont 3 positionnés dans les sites donneurs (GT 5’)/ 

accepteurs (AG 3’) d’épissage, et 654 variants introniques dont 5 à +/- 4 nucléotides de l’exon pouvant 

avoir un retentissement sur l’épissage. Comme précédemment, nous avons choisi de ne pas retenir les 

variants iso-sémantiques s’ils ne sont pas positionnés dans les sites donneurs (GT 5’)/ accepteurs (AG 

3’) d’épissage ni les variants introniques hormis ceux situés à +/- 4 nucléotides de l’exon pouvant 

avoir un retentissement sur l’épissage.  

Avec cette démarche, nous avons donc isolé 124 SNVs somatiques, et plus précisément, 3 variants 

non-sens, 113 faux-sens, 3 variants iso-sémantiques positionnés dans les sites donneurs (GT 5’)/ 

accepteurs (AG 3’) d’épissage, et 5 variants introniques à +/- 4 nucléotides de l’exon. 
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Table 10: Description des SNVs somatiques observés dans les tumeurs BRCA2 séquencées en 

NGS. (a) SNVs somatiques déterminés par un test t de Fisher, (b) SNVs somatiques déterminés par la 

comparaison des fichiers de variants caractérisés dans l’ADN tumoral et l’ADN constitutionnel 

apparié. Les variants «iso-sémantiques +/- 2 NT » sont des variants positionnés dans les sites 

donneurs (GT 5’)/accepteur (AG 3’) d’épissage et les variants « intronique +/- 4NT » sont des 

variants introniques positionnés à +/- 4 nucléotides de l’exon. Ces variants peuvent avoir un 

retentissement sur l’épissage. 

 

Nous avons ensuite confronté les résultats obtenus par la première méthode statistique et la seconde 

méthode de comparaison non statistique permettant d’isoler les variants somatiques.  

Les 14 SNVs annotés « somatiques » par un test statistique ont été retrouvés par la méthode non 

statistique. Nous avons visualisé les fichiers .bam sur IGV pour observer les reads de l’échantillon 

tumoral et de l’ADN constitutionnel apparié aux positions génomiques des 14 SNVs « somatiques ». 

Pour 4 SNVs « somatiques », la visualisation des données .bam a montré la présence des variants 

nucléotidiques à la fois dans l’échantillon tumoral et le constitutionnel apparié alors que le statut de 

ces variants a été déterminé « somatique » par l’algorithme « Germline » de Casava. En examinant les 

données utilisées pour la détermination du statut « constitutionnel » ou « somatique » des variants qui 

donnent accès aux nombres de bases A, T, G et C séquencées à une position génomique, nous avons 

observé que pour ces 4 SNVs, les variations nucléotidiques sont présentes dans l’ADN tumoral et 

constitutionnel. Ces variants ont été annoté « somatiques » à tort car l’algorithme utilisé a calculé un 

génotype homozygote pour l’allèle de référence dans l’échantillon constitutionnel. Il est possible que 

les reads contenant le variant dans l’échantillon constitutionnel aient été supprimées pour l’analyse en 

raison d’une mauvaise qualité. Trois de ces SNVs sont localisés sur le gène PABPC3 de la tumeur 

149, dont un variant non-sens, et un SNV est localisé sur le gène AHNAK2. Le séquençage en Sanger 
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n’a pas permis de caractériser le variant non-sens sur l’ADN tumoral et l’ADN constitutionnel apparié 

(Figure 16). De plus, en soumettant ces séquences à l’algorithme BLAT en vue de caractériser des 

régions homologues à ces séquences [197], nous observons que ces gènes présentent de fortes régions 

d’homologie avec d’autres gènes. De plus le ratio allélique observé sur le constitutionnel est d’environ 

30/70 alors qu’il doit être proche de 50/50. Ces constatations amènent à penser que ces 4 SNVs sont 

des faux-positifs provenant d’un mauvais alignement et ont conduit à l’exclusion de ces 4 SNVs.  

 

Pour conclure, la combinaison des deux analyses a révélé 10 SNVs « somatiques » localisés sur 10 

gènes différents dont 8 sur le chromosome 14 et 2 sur le chromosome 13. Nous avons relevé 5 variants 

faux-sens dans la tumeur 148 localisés sur les gènes KATNAL1, RABGGTA, CTAGE5 et FAM178B, et 

5 variants faux-sens dans la tumeur 149 localisés sur les gènes ELF1, FANCM, BMP4, UNC79 et 

TRAF3 (Table 11). Aucun SNV somatique exonique n’a été caractérisé sur les tumeurs 52, 106 et 133 

et chaque variant n’est présent que dans une tumeur. 

 

Sur les 110 autres SNVs somatiques exoniques détectés par la méthode non statistique, 33 SNVs (2 

non-sens et 31 faux-sens) ont une profondeur de détection inférieure à 8, seuil utilisé par le pipeline 

Casava. Nous avons donc exclu les 31 faux-sens mais avons vérifié par un séquençage Sanger le statut 

somatique des 2 variants non-sens (gène SPERT et TTC9). Le variant du gène SPERT est présent dans 

la tumeur et le constitutionnel apparié (Annexe 3b). La fréquence dans la population générale du 

variant non-sens du gène SPERT rs79707842 est rare selon les données du projet NGS NHLBI Exome 

Sequencing Project (ESP), et estimée à 0.0549 dans la population caucasienne [198]. Il s’agit donc 

d’un polymorphisme considéré à tort comme somatique du fait d’une faible profondeur de lecture. Le 

variant non-sens du gène TTC9 n’a pas été retrouvé ni dans la tumeur, ni dans le constitutionnel 

apparié par séquençage Sanger. Les 77 variants restants (5 variants introniques à +/- 4 nucléotides de 

l’exon, 68 variants faux-sens, et 3 variants iso-sémantiques positionnés dans les sites donneurs ou 

accepteurs d’épissage) ont été visualisés dans IGV mais sur les fichiers .bam, ces variants sont 

présents à la fois sur le constitutionnel et la tumeur, ils n’ont donc pas été retenus (faux positif en 

raison d’un mauvais alignement ou polymorphisme constitutionnel). Pour ces raisons, nous ne 

poursuivrons l’analyse pour aucun des 110 SNVs somatiques exoniques détectés uniquement par la 

méthode non statistique. Cette méthode n’a pas permis de caractériser de SNVs somatiques exoniques 

d’intérêt supplémentaires.  

 

 

 

 



82 
 

 

Table 11 : Description des 10 SNVs somatiques étudiés en Sanger observés dans les tumeurs 

BRCA2 séquencées en NGS. Les colonnes A, C, G et T, renseignent sur le nombre de lectures des 4 

bases à une position génomique donnée, la profondeur de détection qui renseigne sur le nombre de 

séquences est donnée par la Profondeur, le Q.snp. est le score de qualité Phred du variant 

(probabilité que le SNP soit une erreur). 

 

 

 

Figure 16 : Etude du variant non-sens c.1033G>T ; p.Glu345X du gène PABPC3 sur la tumeur 

149 et l’ADN constitutionnel apparié. (a) La visualisation des fichiers .bam a montre la présence de 

la variation nucléotidique c.1033G>T et c.1033G>A à la fois dans l’échantillon tumoral et le 

constitutionnel apparié, le ratio allélique dans la tumeur et le constitutionnel est d’environ 20% 

nucléotide A, 20% nucléotide T, 60% nucléotide G. (b) Le séquençage Sanger n’a pas caractérisé le 

variant non-sens sur l’ADN tumoral et l’ADN constitutionnel apparié. 
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b. Recherche de variants INDELs 

 

Pour la caractérisation des variants INDELs, la société Integragen n’a fourni que les fichiers de 

variants sans réaliser l’analyse statistique permettant d’apprécier pour chaque couple d’échantillon 

tumeur-constitutionnel le statut somatique ou constitutionnel de chaque variant. Nous avons donc isolé 

les variants somatiques INDELs par la méthode non statistique décrite précédemment en comparant 

les fichiers de variants INDELs de la tumeur et du constitutionnel apparié sur la position génomique. 

Nous avons poursuivi l’analyse avec les 186 variants INDELs présents uniquement dans la tumeur, ce 

qui représente 19 variants exoniques, 188 variants introniques dont 2 situés à +/- 4 nucléotides de 

l’exon pouvant avoir un retentissement sur l’épissage (Table 12).  

Pour la suite de l’analyse, nous allons étudier les 19 INDELs exoniques somatiques et les 2 INDELs 

introniques situées à +/- 4 nucléotides de l’exon. Comme précédemment pour la caractérisation des 

SNVs somatiques, nous avons visualisé les fichiers d’alignement .bam sur IGV. Nous avons observé 

la présence de l’INDEL sur l’échantillon tumoral et le constitutionnel apparié pour 8 variants qui 

seront exclus. 

 

Pour conclure, nous avons obtenu 6 INDELs exoniques localisées uniquement sur le chromosome 14, 

sur 6 gènes différents, dans les tumeurs 106, 133, 148 et 149 dont une délétion qui n’est pas en phase 

et qui entraîne l’apparition d’un codon stop prématuré (gène PRMT5). Un variant INDEL est 

particulier car son insertion ne peut être bornée, une portion de la séquence insérée est proposée dans 

la Table  13 (gène PCNX).  Chaque variant n’est présent que dans une tumeur, et aucun n’est présent 

dans la tumeur 52 (Table 13). 

 

 

 

 

Table 12 : Description des INDELs somatiques observées dans les tumeurs BRCA2 séquencées 

en NGS. INDELs somatiques retrouvées exclusivement dans les tumeurs d’après une comparaison des 

fichiers de variants des couples Constit/Tumeur. Les variants « +/- 4 NT » sont des variants situés à 

+/- 4 bases du site d’épissage de l’exon. 
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Table 13 : Description des 6 INDELs somatiques étudiées en Sanger observées dans les tumeurs 

BRCA2 séquencées en NGS. La colonne CIGAR indique la nature de l’insertion/délétion. « xD » 

indique la délétion de x bases, « xI » indique l’insertion de x bases, et « BP_LEFT » indique que 

l’insertion /délétion ne peut être bornée. Dans cet exemple, le BP_LEFT correspond à une insertion 

d’au moins 112 bases. La colonne séquence INDEL donne la séquence Insérée ou Délétée. La 

profondeur de détection qui renseigne sur le nombre de séquences est donnée par la « Profondeur », 

le « Q.indel ». est le score de qualité Phred du statut génotypique de l'INDEL (codant la probabilité 

que le génotype soit faux). Lecture INDEL donne le nombre de séquences incluant l’INDEL. 

 

 

3.3.2.3. Etude des CNA 

 

Les données NGS permettent également l’étude des CNA pour Copy Number Aberrations. Pour cela, 

une analyse à l’aide du package DNACopy (Bioconductor) a été réalisée [199]. Ce dernier permet de 

détecter et localiser les changements brusques dans le nombre de copies d’ADN. La méthode CBS 

(Circular Binary Segmentation) est utilisée pour segmenter les données de séquençage d’Exome 

[200]. Les données de séquençage de l’ADN tumoral sont comparées aux données de l’ADN 

constitutionnel. Un segment (une région) de l’ADN tumoral est considéré délété ou amplifié lorsque la 

valeur du log2 ratio de la profondeur de lecture entre les deux échantillons (couple tumeur/constit) est 

supérieure à 0,32 ou inférieure à -0,41, où Log2 ratio  =  Log2
!"#$#%&'(" !"#$"%

!"#$#%&'(" !"#$%&%'%&"##()
. 

Les ratios sont normalisés par le nombre total de séquences et ajustés de façon à ce que la médiane des 

log2 ratio des exons des chromosomes « normaux » soit de zéro. Dans le fichier présentant les 

résultats de l’analyse, chaque ligne correspond à une région délétée ou gagnée par-rapport aux données 

de séquençage du constitutionnel. La valeur du log2 ratio, du nombre de copies et les coordonnées 

génomiques sont indiquées. Une représentation graphique sous-forme de plot des log2 ratio en 

fonction de la position génomique par analogie aux profils CGH et puces SNP est présentée en Figure 
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17. Il est essentiel de noter la similarité des profils obtenus par analyse des CNA à partir des données 

NGS et ceux obtenus par analyse génomique en BAC-CGH et puce SNP.  

Nous avons analysé ces données pour affiner la zone minimale de délétion des chromosomes 13 et 14 

et pour rechercher des cassures intragéniques qui inactiveraient le second allèle d’un gène localisé 

dans la région minimale de délétion. 

 

 

a. Etude des régions délétées selon les données NGS 

 

Les coordonnées génomiques des régions perdues selon l’analyse des CNA par le package DNAcopy 

dans les tumeurs BRCA2 sur les chromosomes 13 et 14 ont été relevées. Ainsi, la région minimale de 

délétion du chromosome 14 selon ces nouvelles données s’étend entre les positions 71.197.422 et 

100.381.027. Les bornes de la région minimale de délétion du chromosome 14 d’après l’analyse des 

profils SNP et CGH est 70.418.189-99.851.630. Pour le chromosome 13, seule la borne télomérique 

de la délétion en NGS a pu être affinée, car la tumeur 43 qui présentait la délétion centromérique la 

plus distale n’a pas été étudiée en NGS. Ainsi la borne télomérique de la région minimale de délétion 

en NGS sur le chromosome 13 est 53.603.006 et avait été évaluée en 53.099.075 d’après l’analyse des 

profils SNP et CGH. 

 

 

b. Etude des pertes bi-alléliques 

 

A l’aide des données de CNA, nous avons recherché les gènes qui seraient la cible d’une délétion 

homozygote. Pour cela, nous avons étudié le nombre de copies d’ADN des régions génomiques 

délétées. Le nombre de copies est calculé à partir du log2 ratio. Ainsi, lorsque la profondeur de lecture 

est identique entre la tumeur et le constitutionnel, le ratio est égal à 1, le log2ratio est égal à 0 et le 

nombre de copies est égal à 2. Cette normalisation se fonde sur le caractère diploïde de l’ADN 

constitutionnel. 

Nous avons sélectionné dans les zones minimales de délétion des chromosomes 13 et 14, les gènes 

dont le nombre de copies d’ADN calculé est inférieur à 0.8 (Table 14). Un nombre de copies égal à 0.8 

correspond à un log2 ratio égal à -1.3253 et donc à un ratio 
!"#$#%&'(" !"#$"%

!"#$#%&'(" !"#$%&!"!#$%%&'
  égal à 0.4. La 

profondeur de lecture de l’ADN tumoral au niveau de ces régions génomiques serait le reflet de la 

contamination de l’échantillon tumoral avec les cellules du stroma, le gène serait délété de façon 

homozygote dans la tumeur. 
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Sur le chromosome 13, une partie d’un exon ou plusieurs exons de 7 gènes sont présents à moins de 

0.8 copie contre 15 gènes sur le chromosome 14. Les gènes DLEU2 (chromosome 13) et PAPLN 

(chromosome 14) retiennent particulièrement notre attention, car sont la cible de CNA dans chacun 

deux tumeurs.  

Pour le gène DLEU2, la région 50.699.413-50.699.473 (hg19) comprenant 60 nucléotides exoniques et 

la région 50.571.253-50.571.373 (hg19) comprenant 120 nucléotides d’un exon sont présentes à moins 

de 0.8 copie respectivement dans la tumeur 106 et la tumeur 133. Pour le gène PAPLN, la région 

73.726.114-73.726.294 (hg19) couvrant 140 nucléotides d’un exon est présente à 0.69 copie dans la 

tumeur 149, et les régions 73.711.348-73.712.891 (hg19) couvrant 2 exons et 73.729.355-73.730.360 

(hg19) à cheval sur deux exons sont évaluées à 0.8 copie ou moins dans la tumeur 148. 

 

D’après nos résultats, aucun gène n’est perdu de manière récurrente dans les tumeurs BRCA2 ou 

inactivé par une mutation ponctuelle dans une tumeur et la délétion homozygote dans les 4 autres 

tumeurs BRCA2. Cependant, il faut noter que le gène PAPLN est également la cible d’une délétion en 

phase de 30 nucléotides dans la tumeur 148. Les résultats de CNA n’ont pas été confirmés par une 

autre technique. 
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Figure 17 : Représentation graphique du log2 ratio des bras longs des chromosomes 13 et 14 

obtenu par l’analyse des CNA à l’aide du package DNAcopy des données NGS de 5 tumeurs 

BRCA2. Les profils génomiques en Log ratio obtenus en BAC-CGH (tumeur 052 et 106) et puces SNP 

(tumeur 133, 148 et 149) sont présentés pour comparaison. 
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Tumeur  Chromosome 
Début 5'       

(hg 19) 

Fin 3'           

(hg 19) 
Log2Ratio  Nombre de copies  Gène 

148  13  42017030  42017510  ‐1,9775  0,51  OR7E37P 

149  13  43148413  43148653  ‐1,8575  0,55  TNFSF11 

149  13  45915176  45915236  ‐1,5289  0,69  TPT1 

149  13  46039025  46039364  ‐1,4079  0,75  COG3 

133  13  50070512  50070632  ‐2,0151  0,49  PHF11 

133  13  50571253  50571373  ‐1,4084  0,75  DLEU2;TRIM13 

106  13  50699413  50699473  ‐1,6175  0,65  DLEU2 

148  14  73423090  73423150  ‐1,4279  0,74  DCAF4 

149  14  73711348  73712891  ‐1,3233  0,8  PAPLN 

148  14  73726114  73726294  ‐1,544  0,69  PAPLN 

149  14  73729355  73730360  ‐1,3374  0,79  PAPLN 

149  14  73957788  73957908  ‐1,3783  0,77  C14orf169 

106  14  74226618  74226858  ‐1,3475  0,79  ELMSAN1 

149  14  74353541  74353661  ‐1,3363  0,79  ZNF410 

149  14  74706163  74706403  ‐1,4277  0,74  VSX2 

148  14  75179588  75179708  ‐1,6252  0,65  KIAA0317 

149  14  77605524  77605644  ‐1,7685  0,59  ZDHHC22 

148  14  77735552  77735672  ‐1,713  0,61  NGB 

148  14  77744796  77745189  ‐1,6099  0,66  POMT2 

148  14  91671048  91671168  ‐2,0739  0,48  C14orf159 

148  14  91700339  91701119  ‐1,3891  0,76  GPR68 

52  14  93389476  93389536  ‐1,682  0,62  CHGA 

149  14  95916234  95916354  ‐1,3223  0,8  SYNE3 

106  14  99947716  99947836  ‐1,5883  0,67  CCNK 

Table 14: Liste de gènes présents dans la tumeur à moins de 0.8 copie dans les zones minimales 

de délétion des chromosomes 13 et 14. Les colonnes Début 5‘ et Fin 3’ indiquent les bornes des 

régions délétées. Le Log2 Ratio est calculé selon le Log2 du ratio de la profondeur de lecture entre les 

deux échantillons tumeur et constitutionnel. Le nombre de copies est un nombre de copies calculé à 

partir du Log2 Ratio. 
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3.4. Variants identifiés et gènes candidats 

 

 

3.4.1. Confirmation des variants SNVs et INDELs identifiés 

 

Par séquençage Sanger sur les prélèvements constitutionnels et tumoraux correspondants, nous avons 

confirmé la présence somatique exclusive des 10 SNVs (BMP4, CTAGE5, ELF1, KATNAL1, 

FAM179B, FANCM, NID2, RABBGTA, TRAF3 et UNC79) et de 5 INDELs sur 6 (FERMT2, MYH6, 

PAPLN, PRMT5 et PCNX). Les électrophérogrammes sont présentés en annexe 1 et 2. 

Sur les 10 SNVs et 5 INDELs, seulement 2 SNVs et 2 INDELs appartiennent à la région minimale de 

délétion des chromosomes 13 et 14, le gène ELF1 (chromosome 13), le gène UNC79 (chromosome 

14), le gène PAPLN (chromosome 14) et le gène PCNX (chromosome 14).  

 

 

3.4.1.1. Cas du variant du gène DDHD1 

 

Nous n’avons pas confirmé par Sanger la nature somatique de la duplication du gène DDHD1. Ce 

variant a été retrouvé dans l’ADN tumoral mais aussi dans l’ADN constitutionnel. Nous pouvons 

l’expliquer par la présence de variants dans des séquences de mauvaise qualité que nous avions 

ignorées lors de la visualisation des fichiers .bam du constitutionnel. Ce variant n’est plus considéré 

comme candidat.  

 

 

3.4.1.2. Cas du variant du gène PCNX 

 

L’INDEL du gène PCNX est décrite comme une insertion non bornée, seule une portion de 112 

nucléotides de l’insertion est connue, et cette insertion est située dans l’exon 6 du gène. Nous avons 

essayé de séquencer l’insertion à l’aide d’amorces de PCR encadrant la position génomique du variant 

sans succès. Nous avons donc émis plusieurs hypothèses : l’INDEL n’est pas présente dans la tumeur, 

la séquence insérée est trop grande pour être séquencée en PCR classique ou symbolise en réalité un 

point de cassure lié à une translocation. Pour étayer l’hypothèse de la translocation, nous avons soumis 

la séquence insérée de 112 nucléotides à l’algorithme BLAT (cf. Table 13) [197] et avons trouvé une 

homologie de séquence de 100% sur le chromosome 7 entre les positions génomiques 156.349.733 et 

156.349.844. Nous avons alors séquencé le point de cassure en dessinant une amorce sens 

(CATCGGACAGCTTCTGCC) localisée sur l’exon 6 du gène PCNX (chromosome 14) en amont du 

point de cassure et une amorce anti-sens (AAGCCACTGCACTCCAGC) localisée sur la région 
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intergénique du chromosome 7 entre les positions génomiques 156.349.733 et 156.349.844. La PCR 

réalisée avec ce couple d’amorce n’amplifie aucun fragment d’ADN dans l’échantillon constitutionnel, 

mais un produit de séquence est obtenu sur l’échantillon tumoral qui, après séquençage, confirme la 

présence de l’insertion somatique d’une portion du chromosome 7 au niveau des positions génomiques 

156.349.844 et 71.444.986 des bras longs des chromosomes 7 et 14 (Figure 18). De plus on observe 

une homologie de séquence de 4 nucléotides TAAA entre la séquence insérée du chromosome 7 et le 

point de cassure sur le chromosome 14.  

 

 

 

Figure 18 : Etude de l’insertion d’une portion du bras long du chromosome 7 au niveau de 

l’exon 6 du gène PCNX localisé sur le chromosome 14 dans la tumeur BRCA2 133.  (a) La PCR 

sur l’ADN tumoral (T) et l’ADN constitutionnel (N) à l’aide d’une amorce Forward 

(CATCGGACAGCTTCTGCC) localisée sur le chromosome 14 et une amorce Reverse 

(AAGCCACTGCACTCCAGC) localisée sur le chromosome 7 confirme la présence de l’insertion 

somatique d’une portion du bras long du chromosome 7 au niveau de l’exon 6 du gène PCNX.(b) 

Schéma de la translocation entre l’exon 6 de PCNX et la région intergénique du chromosome 7. (c) 

Electrophérogramme de la séquence du produit de PCR confirmant le point de cassure de l’exon 6 du 

gène PCNX. La barre violette indique la séquence d’homologie TAAA du point de cassure. 

 

 

Nous avons ensuite étudié le remaniement génomique en FISH sur la tumeur 133, en encadrant le gène 

PCNX sur le chromosome 14 et par-conséquent le point de cassure localisé sur l’exon 6, à l’aide de 

sondes BlueFISH de la société Amplitech sur des empreintes de tumeur congelée. Deux BACs  (RP11-

137A13 et RP6-65G23, localisés respectivement en 71.067.776-71.258.426 et 71.127.903-71.294.089, 

pour augmenter le signal) marqués en SpectrumOrange (émet dans le rouge) en amont du gène PCNX, 

et 1 BAC (RP6-91H8 localisé en 71.576.994-71.705.191) en aval du gène marqué en SpectrumGreen 

(émet dans le vert) ont été utilisés (Figure 19A). D’après la construction, une translocation 

intragénique sur un allèle se symbolise par la présence d’un signal vert et d’un signal rouge isolé, un 

allèle normal se symbolise par la présence d’une fusion du signal vert et rouge. Le profil 
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majoritairement observé dans des noyaux intacts et non chevauchants est une fusion des signaux verts 

et rouge et un signal rouge isolé (Figure 19C).  

Ce résultat permet deux observations : (i) le signal rouge isolé et la perte d’un signal vert est en faveur 

d’une translocation déséquilibrée entrainant la perte de la région du chromosome 14 en 3’ du point de 

cassure du gène PCNX (ii) la fusion du signal vert avec le signal rouge indique la présence d’un allèle 

normal. Effectivement, si le profil de la puce SNP de la tumeur 133 est en faveur d’une délétion d’un 

allèle en amont du gène PCNX emportant le reste du bras long du chromosome 14, les résultats de 

NGS évoquent plutôt un point de cassure au niveau du gène PCNX.  Notre hypothèse que les 2 allèles 

du gène PCNX étaient inactivés, l’un par la délétion et l’autre par la translocation est donc contredite 

par les résultats de FISH qui suggèrent que les deux évènements concernent en fait le même allèle et 

que le point de cassure sur le chromosome 14 de la tumeur 133 en position 71.444.986 dans l’exon 6 

du gène PCNX correspond à la borne centromérique de la délétion du chromosome 14. Ce point de 

cassure bornerait la région minimale de délétion car la tumeur 133 présente la plus petite région 

délétée du chromosome 14 (cf. Figure 7) et les données de la littérature localisent la borne 

centromérique en amont du gène PCNX (70.200.000 hg18) [190]. 

 

Nous avons réalisé une autre construction de FISH pour valider notre dernière observation et vérifier à 

la fois que le point de cassure de l’exon 6 de PCNX correspond à la borne 5’ de la région délétée du 

bras long du chromosome 14 sur la tumeur 133 et qu’il y a eu translocation déséquilibrée entre les 

chromosomes 7 et 14. Pour cela, nous avons sélectionné un BAC (RP1-292L20 localisé en 

71.315.515-71.439.535) complémentaire de la région en amont du point de cassure sur le chromosome 

14 marqué en SpectrumOrange (émet dans le rouge) et 1 BAC (RP11-442L8 localisé en 156.162.651-

156.327.120) en aval du point de cassure sur le chromosome 7 marqué SpectrumGreen (émet dans le 

vert) (Figure 19B). D’après la construction, la translocation intragénique entre les bras longs des 

chromosomes 7 et 14 entraînant la délétion du bras long du chromosome 14 se symbolise par la 

présence d’un signal rouge et d’un signal vert isolé (allèle normal) et par la fusion d’un signal vert et 

d’un signal rouge (allèle transloqué).  

Cependant, le profil majoritairement observé dans des noyaux intacts et non chevauchants est 2 

signaux verts isolés associés à 2 signaux rouges isolés (Figure 19D). L’interprétation des résultats 

confirme qu’en amont du point de cassure le chromosome 14 est diploïde, ce qui signifie que le point 

de cassure observé sur le chromosome 14 de la tumeur 133 au niveau de l’exon 6 du gène PCNX 

correspond au début de la région délétée (borne 5’). La région minimale de délétion du chromosome 

14 s’étend donc de 71.444.986 à 99.51.630. 

En revanche, nous n’avons pas observé de fusion entre les BACs marqués en SpectrumOrange et 

SpectrumGreen, ce qui laisse penser que la translocation entre les chromosomes 7 et 14 ne concerne 

pas la totalité du chromosome 7. La région maximale du chromosome 7 impliquée dans la 
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translocation englobe la région située entre le point de cassure du chromosome 7 et la borne 3’ de la 

BAC (car le brin du chromosome 7 transloqué est inversé) soit la région 156.327.120-156.349.844. 

 

 

 

 

Figure 19 : Etude du remaniement génomique au niveau du gène PCNX en FISH sur la tumeur 

133. (A) Deux BACs (RP11-137A13 et RP6-65G23) marqués en SpectrumOrange en amont du gène 

PCNX, et un BAC (RP6-91H8) en aval du gène marqué en SpectrumVert sont hybridés sur l’ADN 

dénaturé d’empreintes de tumeur congelée. (B) Un BAC (RP1-292L20) marqué en SpectrumVert en 

amont du gène PCNX, et un BAC (RP11-442L8) en aval du gène marqué en SpectrumOrange sont 

hybridés sur l’ADN dénaturé d’empreintes de tumeur congelée. Les distances entre les sondes BACs 

sont données en kilobases (kb). Les flèches en pointillé symbolisent l’orientation des chromosomes 

(centromère vers télomère). (C) Etude du point de cassure du gène PCNX sur la tumeur 133 à l’aide 

des BACs présentés dans la construction (A). (D) Etude du point de cassure du gène PCNX sur la 

tumeur 133 à l’aide des BACs présentées dans la construction (B). Dans l’expérience C, on observe la 

fusion entre un signal vert et un signal rouge ainsi qu’un un signal rouge isolé. La fusion témoigne de 

la présence d’un allèle normal et le signal rouge isolé associé à la perte d’un signal vert symbolise la 

perte de la région 71.576.994-71.705.191 en aval du point de cassure étudié. Dans l’expérience D, on 

observe 2 signaux verts isolés associés à 2 signaux rouges isolés, ce qui signifie qu’en amont du point 

de cassure le chromosome 14 est diploïde et que la translocation entre les chromosomes 7 et 14 

implique au maximum la région située entre le point de cassure du chromosome 7 et la borne 3’ de la 

BAC (car le brin du chromosome 7 transloqué est inversé) soit la région 156.327.120-156.349.844. 
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3.4.2. Hiérarchisation des variants SNVs et INDELs identifiés 

 

 

Après caractérisation des évènements somatiques par séquençage Sanger et FISH, nous avons étudié 

les 10 variants SNVs et les 5 variants INDELs selon plusieurs critères comme le retentissement de la 

mutation sur la protéine, la localisation du gène candidat dans la zone minimale de délétion des 

chromosomes 13 et 14 et l’existence d’un lien entre la fonction de la protéine et le processus tumoral, 

dans le but de hiérarchiser les variants de signification inconnue (Table 15). 

 

 

Table 15: Tableau récapitulatif des différentes altérations identifiées dans les tumeurs BRCA2 

étudiées en NGS. Description des 10 SNVs somatiques et des 5 INDELs étudiés en Sanger ainsi que 

les CNA dont le nombre de copies est inférieur à 0.8. Les CNA présentés ciblent le même gène dans au 

moins deux tumeurs et sont localisés dans la région minimale de délétion des chromosomes 13 et 14. 

 

 

Les 10 variants SNVs somatiques identifiés sont des variants faux-sens, aucun variant non-sens n’a été 

identifié. Les variations de type INDELs exoniques somatiques sont des insertions ou délétions en 

phase de triplets de nucléotides pour les gènes MYH6, FERMT2 et PAPLN, ne les faisant pas 

considérer comme des mutations avec un retentissement majeur sur la protéine. En revanche, la 

délétion de 44 nucléotides dans l’exon 11 du gène PRMT5 entraîne l’apparition d’un codon stop 

prématuré ayant un retentissement probable majeur sur la fonction de la protéine. Cependant ce gène 

est en amont de la région minimale de délétion du chromosome 14, et d’après l’analyse des CNA, le 

second allèle du gène n’est pas délété dans la tumeur présentant ce variant, réfutant l’hypothèse d’une 

inactivation bi-allélique de ce gène. 
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Cinq variants faux-sens SNVs des gènes FAM179B, FANCM, BMP4, TRAF3, ELF1 et deux variants 

INDELs des gènes FERMT2 et PRMT5 constituent des gènes candidats potentiels en raison de leur 

fonction probablement liée à la tumorigénèse. De plus, le gène ELF1 est localisé dans la région 

minimale de délétion du chromosome 13.  

Enfin, les gènes PAPLN et UNC79 sont localisés dans la région minimale de délétion du chromosome 

14, mais codent pour une protéine dont la fonction ne semble pas liée à la tumorigénèse.  

Les variants faux-sens des gènes KATNAL1, RABGGTA, CTAGE5, NID2 et MYH6 dont la fonction de 

la protéine n’est pas liée au processus tumoral et qui ne sont pas localisés dans la région minimale de 

délétion ne seront pas à étudier dans un premier temps.  

 

De plus, l’analyse des CNA montre une inactivation bi-allélique de deux régions distinctes du gène 

DLEU2 respectivement dans deux tumeurs (106 et 133). Le gène PAPLN possède 3 régions exoniques 

évaluées à moins de 0.8 copie, une région dans la tumeur 148 et deux régions dans la tumeur 149. Il 

faut noter que la tumeur 148 est également la cible d’une délétion de 30 nucléotides dans une autre 

région génomique du gène PAPLN. Le gène DLEU2, comme le gène PAPLN sont localisés dans la 

région minimale de délétion du chromosome 13. 

A l’issue de notre analyse, 8 gènes candidats dont le variant est d’origine somatique et codant pour des 

protéines dont la fonction serait liée à un processus tumoral sont sélectionnés. Ce sont les gènes 

BMP4, DLEU2, ELF1, FAM179B, FANCM, FERMT2, PRMT5 et TRAF3 (Table 16). 

 

 

 

Table 16 : Description des variants somatiques SNVs, INDELs et CNA de signification inconnue 

des 8 gènes candidats finaux. 
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3.4.3. Analyse bibliographique des gènes candidats en lien avec la tumorigénèse 

 

3.4.3.1. Fonction potentielle suppressive de tumeurs 

 

 

BMP4 (bone morphogenetic protein 4) 

 

Le variant du gène BMP4 est situé dans l’exon 5 sur le domaine N-terminal c.718C>T;p.His240Tyr. 

Ce gène est muté dans 0.23% des cancers du sein selon la base COSMIC [201]. La protéine BMP4 

appartient à la famille du facteur de croissance TGF-β (transforming growth factor β) et régule la 

prolifération cellulaire, la différenciation et la mobilité. Différentes études montrent que BMP4 est 

capable de réduire la croissance des cellules de lignées de cancers du sein tout en facilitant la 

migration et l’invasion. La surexpression de BMP4 dans la lignée MBA-MD-231 favorise la migration 

et l’invasion des cellules cancéreuses alors qu’une inhibition de l’expression de BMP4 par ARN 

interférence diminue la migration et l’invasion des cellules cancéreuses mais augmente la prolifération 

cellulaire [202]. Une étude de 2010 alloue à la protéine BMP4 un rôle régulateur dans la croissance 

cellulaire, la migration et l’invasion ainsi que des propriétés à la fois suppressives de tumeurs et 

oncogéniques comme TGF- β [203]. 

 

 

ELF1 (E74-like factor 1) 

 

Le variant c.1150C>T;p.Arg384Trp de l’exon 8 du gène ELF1 est enregistré dans la base dbSNP 

(rs148475737). Sa fréquence dans la population générale selon les données du projet NGS NHLBI 

Exome Sequencing Project (ESP) est rare, et estimée à 0.0001 [198]. Ce gène est muté dans 0.31% des 

cancers du sein selon la base COSMIC [201]. Il appartient à la famille des facteurs de transcription 

ETS (pour E26 transformation specific sequence) qui contrôlent des gènes impliqués dans des 

processus cellulaires critiques, tels que la prolifération cellulaire, l’apoptose, l’hématopoïèse, la 

différenciation, l’angiogénèse et l’invasion [204]. Les protéines Ets possèdent toutes un domaine ETS 

capable de se lier à l’ADN (domaine hélice-tour-hélice) et reconnaissent une séquence GGAA/T. 

Certaines protéines Ets contiennent un domaine PNT important dans la reconnaissance protéine-

protéine, ce domaine est absent de la protéine ELF1. Le rôle des protéines Ets dans la carcinogénèse 

est supporté par le fait que les gènes Ets sont la cible de translocations et sont localisés sur des régions 

chromosomiques délétées ou que leur expression est altérée dans les tumeurs solides et leucémies 

[205;206]. Il a été montré que l’introduction du gène chimérique présent dans 85% des Sarcomes 

d’Ewing EWS/FLI (où EWS appartient à la famille des protéines ETS, code pour Ewing Sarcoma 

Breakpoint Region 1) ayant perdu la capacité de se lier à l’ADN en raison de mutations ou d’une 
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délétion du domaine Ets dans une lignée de fibroblastes murins, peut accélérer la formation de tumeurs 

[207]. Cependant le variant identifié dans la tumeur BRCA2 de notre étude n’est pas localisé dans le 

domaine Ets. Cette famille module l’expression d’oncogènes et de gènes suppresseurs de tumeur par la 

régulation directe du promoteur ou par une interaction protéine-protéine [205]. La protéine ELF1 

s’exprime préférentiellement dans les cellules hématopoïétiques et les épithéliums en développement 

[208]. Elle régule la transcription des gènes inductibles durant l’activation des cellules T et se lie 

directement à la protéine Rb codée par le gène suppresseur de tumeur Rb (Retinoblastoma) pour 

former un complexe Elf-1-Rb non-phosphorylé dans les cellules T. Une surexpression de Rb non-

phosphorylée entraîne l’inhibition de Elf-1 et son incapacité à activer l’expression des gènes dans les 

cellules T. Après l’activation des cellules T, la phosphorylation de Rb entraîne la dissociation des 

complexes Rb-Elf-1, permettant à Elf-1 de se lier et d’activer l’expression des gènes nécessaires à 

l’activation des cellules T [209]. Dans le cancer du sein, il a été montré que le gène ELF1 augmente 

l’expression du promoteur ERBB2 [210]. L’étude de la région minimale du promoteur du gène 

BRCA2 a identifié des séquences canoniques correspondantes aux motifs de reconnaissance du facteur 

de transcription ELF1 et l’expression de BRCA2 dépendante du cycle cellulaire a été associée à la 

liaison de Elf-1 sur le promoteur BRCA2. La liaison de Elf-1 sur le motif de reconnaissance Ets active 

le promoteur BRCA2 lui conférant un rôle suppresseur de tumeur [211;212]. 

 

 

DLEU2 (deleted in lymphocytic leukemia 2) 

 

Le cluster miR-15a~16-1 est codé dans un intron du long ARN R-codant appelé DLEU2. Dans les 

leucémies lymphoïdes chroniques, l’aberration génomique majeure est la délétion en 13q14.3 (55% 

des cas) [213], suggérant la présence d’un gène suppresseur de tumeur. Une région minimale de 

délétion inférieure à 300 kb qui comprend le gène DLEU2 ainsi que le cluster miR-15a/16-1 localisé 

dans l’intron de DLEU2 a été identifiée [214]. La délétion bi-allélique de la région minimale de 

délétion DLEU2/miR-15a~16-1 chez la souris augmente le développement de maladies clonales 

lymphoprolifératives dans le sang périphérique. La délétion exclusive du cluster miR-15a~16-1 

accélère la prolifération des cellules B par la modulation des gènes contrôlant la progression du cycle 

cellulaire [215]. D’après ces différents résultats, DLEU2 serait un gène suppresseur de tumeur. 

 

 

FANCM (Fanconi anemia, complementation group M) 

 

Le variant faux-sens dans l’exon 23 du gène FANCM c.6079C>T;p.His2027Tyr n’est décrit dans 

aucune base de données de SNP. Ce gène est muté dans 0.68% des cancers du sein selon la base 

COSMIC [201]. La voie de l’anémie de Fanconi (FA) est impliquée dans la réparation au niveau des 
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fourches de réplication de l’ADN, et il semble que le complexe FANCM provoque l’activation de la 

voie après sa phosphorylation. L’inactivation de FANCM chez la souris entraîne un défaut partiel de la 

voie FA et une susceptibilité aux agents alkylants [216;217]. L’activité ADN-translocase de FANCM 

suggère qu’elle est capable de se déplacer sur une double hélice d’ADN, et qu’elle pourrait constituer 

un lien entre la chromatine et le complexe FA-E3 ligase [218]. L’activité E3 ligase du complexe est 

stimulée lors de la présence d’un pontage inter-brin au niveau de la fourche. De plus, FANCM est liée 

sur le plan fonctionnel à la protéine BRCA2. En effet, l’ubiquitinylation de FANCD2 est dépendante 

du domaine hélicase de FANCM et permet le recrutement de BRCA2 ainsi que la formation du 

complexe FANCD2-Ub-BRCA2 sur la chromatine [219;220]. Enfin, en plus de son rôle dans la 

translocation du complexe FA au niveau des fourches de replication permettant l’ubiquitinylation, ces 

divers travaux suggèrent un rôle de FANCM dans la réparation de l’ADN [220;221].  

 

 

TRAF3 (TNF receptor-associated factor 3) 

 

Le variant du gène TRAF3 c.1033G>C;p.Glu345Gln est localisé sur l’exon 11. Ce gène est muté dans 

0.35% des cancers du sein selon la base COSMIC [201]. La liaison de TRAF3 à la protéine 

membranaire CD40 membre de la famille du TNF (tumor necrosis factor) inhibe l’activation de la 

voie NF-κB [222]. Or le facteur de transcription NF-κB joue un rôle critique dans le développement et 

la progression du cancer du sein [223].  

 

 

3.4.3.2. Fonction potentielle oncogénique 

 

 

FAM179B (family with sequence similarity 179, member B) 

 

Le gène FAM179B est muté dans 0.31% des cancers du sein selon la base COSMIC [201]. Il a 

récemment été décrit que les polymorphismes situés sur les sites de liaison aux microARNs ou sur des 

partenaires de la machinerie des microARNs peuvent affecter la fonction et le niveau d’expression des 

microARNs. On nomme ce groupe de SNP les miRSNPs [224]. Les miRSNPs ont récemment été 

impliqués dans la progression du cancer [225;226]. La fréquence du miRSNP rs1053667 localisé dans 

l’exon 19 du gène FAM179b en aval du codon stop est significativement plus grande dans les tumeurs, 

suggérant la contribution de ce miRSNP à la tumorigénèse [227]. En revanche, le variant c.1996C>A ; 

p.Pro666Thr détecté dans notre étude n’a pas été caractérisé précédemment et le rs1053667 n’est pas 

présent dans l’ADN tumoral des 5 tumeurs BRCA2 ou le constitutionnel apparié. 
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FERMT2 (fermitin family member 2) 

 

Le variant du gène FERMT2 c.1436_1438dup; p.Thr479dup est localisé dans l’exon 12. Ce gène est 

muté dans 0.10% des cancers du sein selon la base COSMIC [201]. FERMT2 est membre de la famille 

des Fermitines impliquée dans l’activation de l’intégrine et la régulation de l’adhésion cellulaire des 

cellules de la matrice cellulaire. De plus, un lien entre FERMT2 et le cancer du sein a été décrit [228]. 

Cette protéine favorise la prolifération des cellules cancéreuses mammaires, augmente la survie 

cellulaire en régulant négativement l’apoptose et induit la croissance tumorale [229]. De plus la 

surexpression de FERMT2 dans la lignée MCF-7 conduit à l’instabilité génomique des cellules. 

 

 

PRMT5 (protein arginine methyltransferase 5)  

 

Le variant du gène PRMT5 c.1101_1144del;p.Gly369ProfsX24 est localisé dans l’exon 11 codant pour 

le domaine méthyl transférase. Cette mutation crée un décalage du cadre de lecture et un codon stop 

prématuré. Ce gène est muté dans 0.41% des cancers du sein selon la base COSMIC [201]. La protéine 

PRMT5 a été identifiée comme cofacteur altérant les fonctions de la protéine PDCD4 (Programme 

cell death 4) dans le cancer du sein. Le gène PDCD4 a été décrit comme gène suppresseur de tumeur, 

sa surexpression dans le cancer du poumon et de l’ovaire par-exemple est corrélée à un bon pronostic 

[230]. L’expression de PDCD4 est diminuée dans les cancers du sein canalaires [231]. Cependant, la 

surexpression de PDCD4 dans certains cancers est corrélée à une mauvaise survie, suggérant que des 

facteurs oncogéniques peuvent moduler ou inhiber la fonction de PDCD4. En effet, la coexpression de 

PDCD4 et PRMT5 dans un modèle orthotopique murin de cancer du sein accélère la croissance 

cellulaire et cette croissance est dépendante de l’activité catalytique de PRMT5 [230]. La protéine 

PRMT5 semble être un facteur protumoral dans un contexte de surexpression. 
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4. DISCUSSION ET PERSPECTIVES 

 

 

4.1. Synthèse des résultats obtenus 

 

Cette étude montre que la perte des bras longs des chromosomes 13 et 14 constitue un remaniement 

génomique fréquemment associé aux tumeurs BRCA2. Nous proposons une signature basée sur les 

données d’expression qui distingue les tumeurs BRCA2 des tumeurs BRCAX. Le clustering 

hiérarchique des 66 gènes de la signature, qui regroupe les échantillons en fonction de l’intensité 

d’expression des gènes, sépare les tumeurs en deux groupes à la fois sur le set d’entraînement et le set 

de validation. Il semble donc que l’expression de ces gènes permette de classer les tumeurs en deux 

groupes, les tumeurs liées à BRCA2 et les tumeurs BRCAX.  

Une approche supervisée utilisant les résultats de profil génomique retrouve de manière spécifique aux 

tumeurs BRCA2 une association de perte de matériel génétique au niveau des bras longs des 

chromosomes 13 et 14. Les régions retrouvées délétées dans les 9 tumeurs BRCA2 de l’étude, 

localisées entre les régions 13q13.3-13q14.3 et 14q24.2-14q32.2, ont été confirmées par plusieurs 

études indépendantes [139;142-145;190] et pourraient renseigner sur le statut BRCA2.  

La perte isolée des bras longs des chromosomes 13 et 14 a été décrite dans certaines études 

précédemment citées chez des contrôles, mais l’association de perte des bras longs des chromosomes 

13 et 14 renforce le caractère spécifique de ce remaniement. Une récente étude présente également la 

co-occurrence de la perte des régions 13q13 et 14q32 comme un marqueur génomique de la mutation 

BRCA2 avec une spécificité de 90% et une sensibilité de 87% observées sur 29 tumeurs BRCA2 et 

130 tumeurs de haut-grade contrôle de statut BRCA2 négatif ou inconnu [190]. Dans cette même 

étude, la sensibilité est de 100% dans le groupe de validation contenant 7 tumeurs BRCA2 et 60 

tumeurs contrôles contre une spécificité de 88%. Sur la totalité des CNA observés dans les tumeurs 

BRCA2, la perte d’hétérozygotie au locus 14q32 est la plus spécifique des tumeurs BRCA2. La base 

de donnée GISTIC (Tumorscape Release 1.6) [232] rapporte également que la délétion de régions 

chromosomiques localisées sur le bras long du chromosome 13 (hg18 chr13 :44680312-57088104, 

57088104-114059427, 18097312-46301361 et 50901262.-114059427) est un événement récurrent 
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dans les cancers du sein. En revanche, aucun enrichissement en régions délétées localisées sur le bras 

long du chromosome 14 n’est présenté dans cette base de donnée (q-value<0.25).  

L’analyse GSEA montre un enrichissement en gènes sous-exprimés localisés au niveau de segments 

génomiques délétés de manière récurrente dans les tumeurs BRCA2, probablement lié à la réduction 

du nombre de copies d’ADN des régions délétées. Ceci indiquerait un effet de dosage génique au 

moins partiel dans la constitution de la signature BRCA2. La détection d’une délétion par-rapport à 

une amplification sur des données d’expression est plus difficile en raison de la faible diminution 

d’intensité de signal jusqu’à atteindre le bruit de fond lors d’une délétion alors qu’il peut être multiplié 

par 100 dans le cas d’une amplification. Cette difficulté pourrait expliquer pourquoi d’une part, seuls 

certains gènes localisés sur les régions délétées des chromosomes 13 et 14 sont présents dans la liste 

des gènes sous-exprimés de la signature, et d’autre part pourquoi les signatures des tumeurs BRCA2 

sur des données d’expression proposées par des travaux antérieurs n’ont pas rapporté la délétion des 

chromosomes 13 et 14 comme évènement discriminant [146;147]. De plus, il est possible que la 

protéine BRCA2 n’apparaisse pas dans la signature en raison de la sensibilité insuffisante des sondes 

Affymetrix (le signal mesuré pour BRCA2 est proche du bruit de fond et montre une très faible 

variation). Pour documenter l’effet de dosage génique, il serait intéressant d’étudier l’expression des 

gènes de la signature transcriptomique par une technique de PCR en temps réel comme la méthode 

TaqMan. 

 

Ainsi, l’association des différentes techniques étudiant le transcriptome et le génome des tumeurs 

BRCA2 permet de définir une liste de gènes différentiellement exprimés dans les tumeurs BRCA2 et 

BRCAX, et d’identifier une région commune de délétion sur les bras longs des chromosomes 13 et 14, 

fortement représentés dans la signature transcriptomique.  

 

Afin d’essayer d’identifier le ou les gènes cibles de ces délétions spécifiques des tumeurs BRCA2, 

l’étude a été poursuivie par un séquençage haut débit de cinq tumeurs BRCA2 et de l’ADN 

constitutionnel apparié. Nous avons identifié comme altérations acquises dans l’ADN tumoral un total 

de 10 SNVs faux-sens, 5 INDELs dont une délétion de 44 nucléotides aboutissant à la synthèse d’une 

protéine tronquée, et 5 délétions à l’état homozygote. Aucun gène ne présente une de ces altérations 

dans plus d’une tumeur à l’exception de PAPLN et DLEU2 altérés l’un et l’autre dans 2 tumeurs 

différentes mais sous-forme de CNA dont la fiabilité est moindre que les mutations ponctuelles. 

Aucun variant somatique exonique n’est localisé sur les gènes sous-exprimés de la signature 

transcriptomique des tumeurs BRCA2.  

Ces gènes candidats ont été subdivisés en deux groupes. Le premier groupe rassemble les gènes codant 

pour une protéine ayant une fonction potentielle dans la tumorigénèse. Il contient 5 variants SNVs 

faux-sens (gènes BMP4, ELF1, FAM179B, FANCM, TRAF3), deux variants INDELs (FERMT2 et 

PRMT5) dont un entraînant l’apparition d’un codon stop prématuré (gène PRMT5) et la délétion 
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homozygote d’une partie du gène DLEU2 retrouvée dans deux tumeurs. Dans ce groupe, les gènes 

ELF1 et DLEU2 sont également localisés dans la région minimale de délétion.  

Le second groupe rassemble les gènes dont la fonction de la protéine associée ne semble pas liée au 

processus tumoral. Nous y retrouvons les 5 variants faux-sens (gènes KATNAL1, RABGGTA, 

CTAGE5, NID2 et UNC79), 2 variants INDELs en phase (gènes MYH6 et PAPLN) et à nouveau le 

gène PAPLN qui semble être la cible d’une délétion homozygote pour une portion du gène. 

Ainsi, l’étude en NGS des bras longs des chromosomes 13 et 14 de cinq tumeurs BRCA2 et de leur 

ADN constitutionnel apparié n’a pas permis de mettre en évidence un évènement somatique récurrent 

commun aux tumeurs BRCA2. Aucun variant non-sens d’origine somatique n’a été confirmé mais la 

délétion somatique de 44 nucléotides dans l’exon 11 du gène PRMT5 générant un codon stop 

prématuré a été caractérisée dans une tumeur. 

Nous avons sélectionné les variants ayant la plus forte probabilité d’être liés au cancer en priorisant les 

gènes impliqués dans la survie cellulaire, la prolifération et la progression du cycle cellulaire. A l’issue 

de notre analyse, nous avons identifié 8 gènes candidats (gènes BMP4, DLEU2, ELF1, FAM179B, 

FANCM, FERMT2, PRMT5, TRAF3) qui restent à étudier dans une large série de cas BRCA2 et de cas 

contrôles pour conclure sur leur contribution à la prolifération tumorale des cancers du sein liés à 

BRCA2.  
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4.2. Discussion et Perspective 

 

 

4.2.1. Application en pratique clinique des résultats obtenus 

 

La spécificité des pertes de matériel chromosomique concernant les bras 13q et 14q ainsi que leur 

grande fréquence dans les tumeurs BRCA2, puisque décrites par de nombreuses études, offre une 

perspective clinique intéressante pour le diagnostic des tumeurs liées à BRCA2. Actuellement, 

l’indication d’une recherche de mutation dans BRCA2 repose essentiellement sur des critères 

généalogiques de récurrence familiale de cancers du sein et de l’ovaire ((i) au moins 3 cas de cancers 

du sein chez des femmes apparentées au premier ou au second degré, ou (ii) au moins un cas de cancer 

du sein et un cas de cancer de l’ovaire, ou 2 cas de cancers du sein dont au moins un avant 36 ans, 

chez des femmes apparentées au premier degré (ou deuxième degré via un homme)), mais la fréquence 

de mise en évidence d’une mutation selon ces critères reste faible [182]. Selon le rapport de l’Inca de 

2011, 4.9% des analyses du gène BRCA2 ont conduit à l’identification d’une mutation [183]. De plus 

l’analyse moléculaire est laborieuse en raison de la taille de la séquence et de l’absence de mutations 

récurrentes, cependant le développement du NGS dans les laboratoires d’oncogénétique tend à 

diminuer le temps de l’analyse. La recherche en routine des mutations de BRCA2 sur biopsie tumorale 

par NGS n’est pas actuellement réalisable pour la plupart des laboratoires d’oncogénétique en raison 

du coût et de la difficulté de l’analyse inhérente au caractère tumoral de l’échantillon (ploïdie 

aléatoire, multiclonalité, cellularité parfois insuffisante). 

En attendant la mise en place d’une telle organisation, nous proposons un test FISH applicable en 

pratique médicale courante susceptible d’identifier les tumeurs BRCA2 par délétion des segments 

localisés sur les chromosomes 13 et 14. Ce test FISH pourrait être réalisé concomitamment à la 

recherche d’amplification du gène ERBB2 dans les tumeurs du sein par cette même technique. 

Avant la mise en place d’un tel protocole, une étude de sensibilité et de spécificité de ce test sur une 

grande série de tumeurs dont le statut constitutionnel BRCA2 est connu permettra d’en évaluer l’intérêt 

diagnostique.  

 

L’avancée médicale dans la recherche de thérapie ciblée des tumeurs BRCA2 rend nécessaire 

l’identification rapide de ces tumeurs. En particulier, dans les cellules déficientes en BRCA2, le défaut 

de réparation par recombinaison homologue associée à l’inhibition de PARP1 (poly-ADP-ribose 

polymerase 1) induit de façon sélective et massive la mort cellulaire selon un mécanisme de synergie 

létale appelée aussi létalité synthétique de l’anglais synthetic lethality [176;178].  

Lors de la validation de la signature transcriptomique sur une cohorte de 19 tumeurs BRCA2 et 12 

tumeurs BRCAX, 5 tumeurs BRCAX partagent la même signature moléculaire que les tumeurs 
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BRCA2. La similarité du profil d’expression entre ces 5 tumeurs BRCAX et les tumeurs BRCA2 

laisse envisager que ces tumeurs BRCAX possèdent les mêmes caractéristiques moléculaires que les 

tumeurs BRCA2 et que cette similarité pourrait être en lien ou non avec une mutation du gène BRCA2 

dont la recherche entreprise sur l’ADN constitutionnel aurait échoué. Tester la sensibilité aux 

inhibiteurs de PARP de ces 5 tumeurs BRCAX serait intéressant. En effet, des essais cliniques 

suggèrent que l’activité des inhibiteurs de PARP n’est pas restreinte aux tumeurs liées à des mutations 

BRCA1/2. Les inhibiteurs de PARP pourraient avoir une action dans les tumeurs déficientes en 

d’autres gènes de réparation de l’ADN tels que RAD51 et FANCM [233].  

L’utilisation de ce test FISH caractérisant la co-délétion des bras longs des chromosomes 13 et 14 

permettrait à la fois de renseigner sur le statut BRCA2 dans un but diagnostique mais aussi dans un 

intérêt thérapeutique pour sélectionner les tumeurs qui correspondraient aux indications des antiPARP. 

 

 

 

4.2.2. Signification biologique des remaniements génomiques 

 

Une explication de ces remaniements récurrents est que la perte de fonction de BRCA2 entraine une 

réponse alternative aux dommages de l’ADN toxique pour la cellule en présence de gènes localisés sur 

les segments délétés. L’inactivation de ces gènes permettrait à la cellule de progresser dans le cycle 

cellulaire et d’entrer dans un processus de cancérogénèse. Ce modèle suppose que le facteur génétique 

code pour une protéine impliquée dans la réparation de l’ADN ou dans le contrôle du cycle cellulaire. 

 

 

4.2.2.1. Cible de la perte du bras long du chromosome 13 

 

Dans notre étude, la fraction délétée du bras long du chromosome 13 s’étend entre les régions 13q13.3 

et 13q14.3 et n’emporte pas le locus du gène BRCA2 situé en 13q13.1 pour une unique tumeur (tumeur 

43). Aussi, le gène suppresseur de tumeur RB1 (13q14) pourrait être une cible potentielle de la 

délétion du chromosome 13. Aucune altération de la séquence nucléotidique du gène RB1 n’a été 

caractérisée sur les 5 tumeurs analysées, or ce gène est un gène suppresseur de tumeur, ce qui implique 

qu’il doit être inactivé de manière bi-allélique. RB1 ne semble pas être la cible de la perte du bras long 

du chromosome 13.  

L’étude de Pécuchet et al., rapporte une perte d’hétérozygotie au locus BRCA2 dans 27/29 tumeurs 

BRCA2, soit 93%. Il paraît alors impossible d’exclure une contribution de BRCA2 à ce remaniement 

génomique. Dans le cas de la tumeur 43, la délétion d’une fraction du chromosome 13, même distale 

par rapport au gène BRCA2 peut être due à la proximité du gène BRCA2. Il est possible que cette 

région soit perdue lors d’un réarrangement génomique complexe lié ou médié par BRCA2.  
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4.2.2.2. Cible de la perte du bras long du chromosome 14 

 

a. Haploinsuffisance et allèle hypomorphe 

 

La signification biologique de ces remaniements récurrents pourrait être la nécessité de 

l’haploinsuffisance d’un gène ou d’un groupe de gènes qui favoriseraient la progression tumorale liée 

à BRCA2. Dans ce modèle, les gènes suppresseurs de tumeur localisés sur les régions minimales de 

ces segments délétés partagées par les 9 tumeurs BRCA2 de notre étude sont candidats. Les clones de 

cellules tumorales dans lesquelles un ou plusieurs gènes suppresseurs de tumeurs sont 

haploinsuffisants émergent et peuvent progresser dans la carcinogénèse. Ce phénomène a 

précédemment été décrit chez la souris par l’étude des doubles mutants BRCA1 -/- qui conduisent à la 

mort au stade de l’embryon. Cependant, l’haploinsuffisance ou l’absence d’expression de Chk2 par 

l’introduction d’une mutation inactivatrice dans la séquence de Checkpoint Kinase 2 permet aux 

embryons de souris d’échapper à la mort causée par la déficience en BRCA1 et augmente le 

développement de tumeurs du sein après la naissance [234]. Une autre explication serait la présence 

d’un allèle hypomorphe sur ces fragments délétés, diminuant ainsi l’expression de la protéine. Tout 

comme l’haploinsuffisance, la simple délétion d’un allèle suffirait à perturber la fonction de la 

protéine.  

 

D’après la base de donnée COSMIC, les gènes impliqués dans le cancer localisés sur la région 

régulièrement perdue du chromosome 14 dans les tumeurs BRCA2 sont les gènes RAD51L1 (14q23-

q24.2), GPHN (14q24), NIN (14q24), TSHR (14q31), TRIP11 (14q31-q32), BCL11B (14q32.1), 

TCL1A (14q32.1), TCL6 (14q32.1) et le gène suppresseur de tumeur DICER1 (14q32.13) (Table 17). 

 

 

Gène  Description 
Bande 

chromosomique 

RAD51L1  RAD51‐like 1 (S. cerevisiae) (RAD51B)  14q23‐q24.2 

GPHN  gephyrin (GPH)  14q24 

NIN  ninein (GSK3B interacting protein)  14q24 

TSHR  thyroid stimulating hormone receptor  14q31 

TRIP11  thyroid hormone receptor interactor 11  14q31‐q32 

BCL11B  B‐cell CLL/lymphoma 11B  (CTIP2)  14q32.1 

TCL1A  T‐cell leukemia/lymphoma 1A  14q32.1 

TCL6  T‐cell leukemia/lymphoma 6  14q32.1 

DICER1  dicer 1;  ribonuclease type III  14q32.13 

Table 17 : Gènes impliqués dans le cancer localisés sur la région minimale de délétion du 

chromosome 14. D’après la base COSMIC [201]. 
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b. Mode d’inactivation d’un gène suppresseur de tumeurs selon l’hypothèse de 

Knudson 

 

La sélection de ces pertes de matériel en cas de déficience en BRCA2 suggère la présence au niveau 

de ces segments chromosomiques d’un facteur génétique ou d’un groupe de gènes susceptibles de 

s’opposer à la cancérisation mammaire liée à BRCA2.  

Selon l’hypothèse de Knudson, l’inactivation bi-allélique d’un gène suppresseur de tumeur localisé sur 

ces segments serait dû, d’une part à la délétion d’un allèle (évènement récurrent observé en puce SNP 

et CGH), et d’autre part à une mutation ponctuelle du second allèle que nous avons recherchée en 

séquençage haut débit. 

D’après l’analyse bibliographique sur la fonction des gènes candidats en lien avec la tumorigénèse 

localisés sur le chromosome 14, les gènes ayant une potentielle fonction suppressive de tumeur sont 

les gènes BMP4, FANCM et TRAF3. Cependant, ces variants somatiques sont des mutations faux-sens 

ne permettant pas de prédire l’impact sur la fonction de la protéine et devront faire l’objet d’une étude 

pour établir leur impact sur la fonction protéique et la prolifération tumorale.  

 

 

4.2.2.3. Présence de sites fragiles 

 

Une autre explication serait que les régions délétées contiennent des sites fragiles, régions 

chromosomiques connues pour être fréquemment affectées par des cassures suite à l’effondrement des 

fourches de réplication. La réparation de ces régions est ensuite assurée soit par recombinaison 

homologue (HR) soit par jonction de brins non-homologues (NHEJ). Il est connu que le mécanisme de 

recombinaison homologue (HR) joue un rôle majeur dans la résolution des cassures double-brin [235]. 

Des délétions et/ou des réarrangements chromosomiques dans plusieurs types de cellules tumorales 

ont été observés au niveau des sites fragiles [236]. Cependant les sites fragiles décrits sur les 

chromosomes 13 et 14 à savoir FRA13A (13q13.2), FRA13B (13q21), FRA13C (13q21.2), FRA13D 

(13q32), FRA14A (14q21.2), FRA14B (14q23) et FRA14C (14q24.1) sont en dehors des régions 

minimales de délétion [237].  

En l’absence de BRCA2, les cassures présentes au niveau de ces sites fragiles seraient plus 

difficilement réparables. En effet, BRCA2 est nécessaire au recrutement de RAD51 au niveau des sites 

de cassure pour initier la recombinaison homologue [163]. C’est l’hypothèse que nous avions 

privilégiée pour la cassure intragénique du gène PCNX mais qui s’est révélée en fait correspondre au 

point de cassure de l’évènement délétionnel déjà connu concernant le premier allèle. Une ré-analyse 

des données, à la recherche d’une variation du nombre de copies entre exons d’un même gène siégeant 

dans la région communément délétée, pourrait apporter des arguments en faveur de cette hypothèse. 
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4.2.3. Limites de l’étude 

 

Nous devons prendre en considération certaines limites de notre étude. Le nombre d’individus 

sélectionnés pour le séquençage dans le but de trouver un évènement récurrent est faible. Malgré la 

détection de variants somatiques dans des gènes et tumeurs différents, il faut garder à l’esprit que la 

détection d’un variant somatique dans une tumeur signifie une fréquence allélique potentielle pour ce 

variant de l’ordre de 1 sur 10, soit 10%. Il apparaît alors nécessaire d’augmenter la cohorte des 

tumeurs BRCA2, et de comparer les résultats avec une cohorte de tumeurs BRCAX.  

De plus, la proposition de gènes candidats résultant de la caractérisation de variants dans une 

population donnée par séquençage haut débit est insuffisante. La documentation des gènes candidats 

du premier groupe dans une plus grande cohorte de cancers du sein au regard d’une population 

contrôle ainsi qu’une étude de ségrégation sont à réaliser afin de statuer sur l’association de ces gènes 

aux tumeurs BRCA2. Afin de réaliser une étude exhaustive des variants qui ne nécessiterait que peu 

ou pas de sélection des variants, il semble nécessaire d’affiner la région minimale de délétion. 

Actuellement, les régions minimales de délétion du chromosome 13 et 14 mesurent respectivement 

14Mb (Mégabases) et 29Mb et contiennent chacune 111 gènes et 208 gènes.  

Pour cela, il faudrait augmenter la cohorte des tumeurs BRCA2 pour restreindre la région délétée, 

mais aussi utiliser les puces SNP pour optimiser les résultats des analyses de variation du nombre de 

copies. En effet les puces SNP permettent à la fois d’évaluer le nombre de copies mais aussi la perte 

d’hétérozygotie.  

 

 

4.2.3.1. Variants non sélectionnés à cause des filtres utilisés 

 

L’échec dans la caractérisation de remaniements récurrents peut également s’expliquer par notre 

stratégie d’analyse et les limites de la technique. 

Tout d’abord, nous avons filtré les variants sur leur localisation et leur conséquence. Nous avons 

étudié les variants somatiques en-dehors des régions 3’ et 5’ UTR (untranslated regions). Or ces 

régions sont considérées comme des séquences régulatrices et peuvent être la cible de mutations qui 

influencent le niveau d’expression de la protéine [238;239]. La région 3’-UTR joue un rôle dans la 

traduction, la localisation et la stabilité des ARNm. La région 5’-UTR possède de nombreux sites liant 

des protéines qui favorisent ou inhibent l'expression du gène concerné. Cette régulation peut s'exercer 

au niveau de la transcription, de la stabilité de l'ARNm, de la traduction ou de l’épissage [240]. 

Nous avons également supprimé les variants introniques qui étaient à plus de 4 nucléotides du site 

d’épissage et les variants iso-sémantiques s’ils n’étaient pas positionnés dans les sites donneurs (GT 

5’)/accepteur (AG 3’) d’épissage. Or, des mutations introniques plus profondes que -4 et des variations 

iso-sémantiques à l’extérieur des sites accepteur AG et donneur GT ayant un retentissement sur 
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l’épissage ont été décrites [155]. Pour être exhaustif, il faudrait étudier tous les variants iso-

sémantiques, et élargir aux variants introniques peu profonds. 

Nous avons également étudié les variants qui avaient une profondeur de lecture supérieure ou égale à 

8, ce qui a éliminé 31 faux-sens et 2 variants non-sens (gène SPERT et TTC9). Par sécurité, nous 

avons tout de même séquencé en Sanger les 2 variants non-sens, et l’un d’eux, le variant du gène 

SPERT était présent dans la tumeur mais aussi dans le constitutionnel apparié (Annexe 3b). Or, les 

filtres utilisés pour l’analyse des variants l’avaient exclu pour l’échantillon constitutionnel car couvert 

moins de 8 fois et de mauvaise qualité. Le variant non-sens du gène TTC9 n’a pas été retrouvé ni dans 

la tumeur, ni dans le constitutionnel apparié par séquençage Sanger.  

Il est possible qu’un variant somatique récurrent dans les tumeurs BRCA2 soit dans les 31 faux-sens 

couverts moins de 8 fois éliminés dans notre analyse. Pour s’affranchir de cette éventualité, nous 

avons étudié les 31 variants faux-sens, aucun gène n’est altéré dans les 5 tumeurs. 

 

4.2.3.2. Variants non identifiés par l’analyse bioinformatique 

 

Il est également envisageable que nous ayons perdu des informations durant la phase d’analyse 

bioinformatique à l’origine de faux négatifs. Il est possible que les reads contenant les variants 

d’intérêts aient été éliminés en raison d’une mauvaise qualité de lecture, ou alors en raison d’un 

alignement non optimal.  

Nous avons alors repris les données .fastq et avons recommencé l’analyse bioinformatique dans le 

laboratoire en utilisant un autre pipeline que Casava1.8. Il s’agit du pipeline BWA-Picard-GATK-

Annovar présenté en paragraphe 3.3.1.2 (cf. Figure 10).  

Les 10 variants candidats de type SNV ont été retrouvés par cette méthode, en revanche aucun des 5 

variants INDELs précédemment caractérisés n’a été identifié à l’aide de ce pipeline. Il semble que les 

paramètres utilisés lors de l’analyse bioinformatique sont à optimiser pour la détection des INDELs. Il 

est communément admis par les utilisateurs de NGS que la détection des INDELs est plus difficile que 

la détection des SNVs [241].   

L’identification des INDELs est possible par l’utilisation d’un alignement autorisant les insertions et 

délétions, ce type d’alignement se nomme « gapped alignment ». Ces algorithmes d’alignement 

permettent d’aligner sur le génome la totalité d’un read découpé en segments. Un premier fragment est 

aligné, puis l’algorithme recherche pour le second fragment une autre région sur laquelle il s’aligne. 

La distance maximale séparant les deux régions est définie et constitue l’INDEL (Figure 20). 

L’algorithme d’alignement ELAND de Casava et l’algorithme BWA sont des gapped alignments, 

mais nous devons optimiser les paramètres de BWA pour augmenter la détection des INDELs. 
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Lors de l’analyse avec le nouveau pipeline, nous avons identifié 4 nouveaux variants non-sens 

localisés sur 3 gènes différents (DGKH, KCTD12 et MMP14). Cependant, la visualisation des fichiers 

.bam de ces variants non-sens montre que la qualité des reads est médiocre et que l’on observe la 

même variation nucléotidique sur l’échantillon tumoral et l’échantillon constitutionnel concerné mais 

aussi dans les autres échantillons. Il est donc possible que ces variants soient d’origine 

constitutionnelle mais aussi que cela soit des artefacts (faux positif lié à un mauvais alignement), seul 

un séquençage Sanger pourrait statuer.  

A l’aide du nouveau pipeline, nous avons également identifié 166 potentiels SNVs non-synonymes et 

55 potentiels SNVs iso-sémantiques localisés sur 124 gènes différents dont 34 sur le chromosome 13 

et 90 sur le chromosome 14. Ces variants seront à analyser selon la même procédure qui est décrite 

dans les résultats, à savoir la visualisation IGV des fichiers .bam, la sélection des variants lus plus de 8 

fois et le séquençage Sanger des variants qui ont passé ces filtres. Nous avons cherché dans ces 

variants, des variants localisés sur les gènes considérés comme candidats par l’analyse précédente 

(Table 11 et Table 13) : nous retrouvons 11 potentiels SNVs faux-sens localisés sur ELF1, FANCM, 

PCNX et TRAF3. Nous avons visualisé les variants de ces gènes sur IGV, mais nous observons le 

même phénomène que précédemment. Ces variants semblent être des artefacts. 

 

 

 

Figure 20 : Principe des algorithmes d’alignement de type « gapped », Extrait du CASAVA v1.8.2 

User Guide [242]. Ces algorithmes d’alignement permettent d’aligner sur le génome la totalité d’un 

read découpé en segments. Un premier fragment est aligné, puis l’algorithme recherche pour le 

second fragment une autre région sur laquelle il s’aligne. La distance maximale séparant les deux 

régions est définie et constitue l’INDEL. 

 

 

 

 
 



110 

 

 

4.2.3.3. Variants non  identifiés par la technique utilisée 

 

 

Pour favoriser la détection des variants structurelles (insertion, délétion et translocation) nous avons 

réalisé un séquençage paired-end non chevauchant qui identifie ces variations en comparant la distance 

observée entre la paire de reads et la distance théorique. Cependant, l’utilisation du RNA-seq 

(séquençage à ARN) permet d’apprécier le niveau d’expression des gènes à un moment donné dans un 

tissu, facilite la caractérisation de variants d’épissage et rend possible la détection de transcrits de 

fusion ou d’isoformes par-rapport au séquençage de l’ADN génomique [243].  

De plus le séquençage de l’ADN génomique n’a ciblé que les exons, ce qui signifie que nous n’avons 

pas séquencé les régions non codantes. Or le rôle des miRNA dans l’initiation et la progression 

tumorale a clairement été établi ces dernières années [65;66]. 

 

 

 

4.2.4. Perspectives 

 

La récurrence de ces remaniements génomiques dans les tumeurs du sein liées à BRCA2, dont la 

signification biologique n’a pas été clairement élucidée, impose de poursuivre l’investigation de 

manière plus approfondie. En effet, l’identification de mécanismes systématiques dans la 

cancérogénèse des tumeurs BRCA2 permet la recherche de cibles thérapeutiques potentielles, et offre 

ainsi la perspective d’une thérapie ciblée. La prise en compte des caractéristiques biologiques et 

génétiques de la tumeur, permet une prise en charge personnalisée et introduit la dimension 

moléculaire dans la stratégie thérapeutique. 
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5. ANNEXES 

 

 

Annexe 1 : Electrophérogramme des 10 variants SNVs somatiques exoniques non iso-

sémantiques séquencés sur la tumeur et l’ADN contitutionnel correspondant, (a) séquencage sur 

la tumeur 148 et l’ADN constitutionnel correspondant  des variants des gènes KATNAL1 

c.1343C>T;p.Ser448Phe, RABGGTA c.1107A>T;p.Glu369Asp, CTAGE5 c.2198A>T;p.Asp733Val, 

FAM179B c.1996C>A; p.Pro666Thr, NID2 c.1784C>A;p.Ala595Asp ; (b) séquencage sur la tumeur 

149 et l’ADN constitutionnel correspondant  des variants des gènes: ELF1 c.1150C>T;p.Arg384Trp, 

FANCM c.6079C>T;p.His2027Tyr, BMP4 c.718C>T;p.His240Tyr, UNC79c.5623G>A;p.Val1875Met 

et TRAF3 c.1033G>C;p.Glu345Gln. 
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Annexe 1 (suite): Electrophérogramme des 10 variants SNVs somatiques exoniques non iso-

sémantiques séquencés sur la tumeur et l’ADN contitutionnel correspondant, (a) séquencage sur 

la tumeur 148 et l’ADN constitutionnel correspondant  des variants des gènes KATNAL1 

c.1343C>T;p.Ser448Phe, RABGGTA c.1107A>T;p.Glu369Asp, CTAGE5 c.2198A>T;p.Asp733Val, 

FAM179B c.1996C>A; p.Pro666Thr, NID2 c.1784C>A;p.Ala595Asp ; (b) séquencage sur la tumeur 

149 et l’ADN constitutionnel correspondant  des variants des gènes: ELF1 c.1150C>T;p.Arg384Trp, 

FANCM c.6079C>T;p.His2027Tyr, BMP4 c.718C>T;p.His240Tyr, UNC79c.5623G>A;p.Val1875Met 

et TRAF3 c.1033G>C;p.Glu345Gln. 

 

 

  



130 

 

Annexe 2 : Electrophérogramme des 4 variants INDELs somatiques exoniques séquencés sur la 

tumeur et l’ADN constitutionnel correspondant (tumeur106 :PRMT5 

c.1101_1144del;p.Gly369ProfsX24 et FERMT2 c.1469_14738dup;pThr479dup ; tumeur 148 : PAPLN 

c.3063_3092del;p.Pro1023_Gln1032del ;tumeur149:MYH6 c.4612_4626del;p.Glu1538_Leu1542del). 
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Annexe 3: Représentation de la visualisation des fichiers d’alignement .bam par l’outil IGV sur 

la tumeur et l’ADN constitutionnel correspondant. (a) Variant du gène ELF1 confirmé en Sanger 

en somatique (tumeur 149) et absent sur le constitutionnel, (b) Variant du gène SPERT confirmé en 

Sanger en somatique (tumeur 133) et sur le constitutionnel (c) Variant du gène PABPC3 non confirmé 

en Sanger en somatique (tumeur 149) et absent sur le constitutionnel (d) Variant du gène ARL11 

annoté somatique potentiel en raison d’une LOH dans la tumeur 148. 
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Annexe 3 (suite): Représentation de la visualisation des fichiers d’alignement .bam par l’outil 

IGV sur la tumeur et l’ADN constitutionnel correspondant. (a) Variant du gène ELF1 confirmé en 

Sanger en somatique (tumeur 149) et absent sur le constitutionnel, (b) Variant du gène SPERT 

confirmé en Sanger en somatique (tumeur 133) et sur le constitutionnel (c) Variant du gène PABPC3 

non confirmé en Sanger en somatique (tumeur 149) et absent sur le constitutionnel (d) Variant du 

gène ARL11 annoté somatique potentiel en raison d’une LOH dans la tumeur 148. 
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Annexe 4 : Deletion of Chromosomes 13q and 14q Is a Common Feature of Tumors with 

BRCA2 Mutations 
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1 French National Institute of Health and Medical Research (INSERM) Unit 916, University of Bordeaux, Bergonié Cancer Institute, Bordeaux, France, 2 Pathology
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Abstract

Introduction: Germline BRCA1 or BRCA2 mutations account for 20–30% of familial clustering of breast cancer. The main
indication for BRCA2 screening is currently the family history but the yield of mutations identified in patients selected this
way is low.

Methods: To develop more efficient approaches to screening we have compared the gene expression and genomic profiles
of BRCA2-mutant breast tumors with those of breast tumors lacking BRCA1 or BRCA2 mutations.

Results:We identified a group of 66 genes showing differential expression in our training set of 7 BRCA2-mutant tumors and
in an independent validation set of 19 BRCA2-mutant tumors. The differentially expressed genes include a prominent cluster
of genes from chromosomes 13 and 14 whose expression is reduced. Gene set enrichment analysis confirmed that genes in
specific bands on 13q and 14q showed significantly reduced expression, suggesting that the affected bands may be
preferentially deleted in BRCA2-mutant tumors. Genomic profiling showed that the BRCA2-mutant tumors indeed harbor
deletions on chromosomes 13q and 14q. To exploit this information we have created a simple fluorescence in situ
hybridization (FISH) test and shown that it detects tumors with deletions on chromosomes 13q and 14q.

Conclusion: Together with previous reports, this establishes that deletions on chromosomes 13q and 14q are a hallmark of
BRCA2-mutant tumors. We propose that FISH to detect these deletions would be an efficient and cost-effective first
screening step to identify potential BRCA2-mutation carriers among breast cancer patients without a family history of breast
cancer.
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Introduction

Germline mutations in pathways critical for maintenance of

genomic integrity confer an increased risk of developing breast

cancer [1]. Inherited mutations in two genes, breast cancer 1

(BRCA1) and BRCA2, are associated with a particularly striking

increase in breast cancer risk [2]. Consistent with the Knudson

two-hit model, both alleles of BRCA1 and BRCA2 are inactivated

in tumors, indicating that the genes behave like classic tumor

suppressor genes [3]. Their gene products are implicated in the

repair of DNA double-strand breaks [4]: BRCA1 is required for

recruitment of repair proteins to sites of breakage [5], whereas

BRCA2 nucleates RAD51 filament assembly on single-stranded

DNA exposed by resection from the break [6]. Loss of these

functions leads to genomic instability [7].

The criteria used to select patients for BRCA2 screening are

essentially based on the family history. Unfortunately, this

approach is wasteful of resources because relatively few familial

clusters are caused by germline BRCA2 mutations [8]. This

approach also overlooks patients with no overt family history of

breast or ovarian cancer who may nevertheless have BRCA2

mutations. Despite numerous efforts, no specific clinical or

pathological features have been identified that permit easy

identification of BRCA2-associated tumors.

The role BRCA2 plays in repair of double strand breaks by

homologous recombination might be expected to give a charac-

teristic pattern of genomic instability but no genomic features have

yet been described that can be used to identify these tumors. Gene

expression profiling typically places the tumors in the luminal B,

high proliferation, estrogen receptor (ER) positive group of the
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Table 1. Characteristics of patients and tumors.

ID Tumor set BRCA status Sex

Age at surgery

(year)

Tumor size

(mm)

Tumor cells

(%) Histologic grade ER PR ERBB2

52 Training BRCA2 F 35 17 92 3 ++ 2 2

86 Training BRCA2 F 46 16 90 3 +++ + 2

106 Training BRCA2 F 57 22 85 3 +++ + 2

133 Training BRCA2 F 40 15 75 2 + + 2

144 Training BRCA2 F 40 12 55 2 ++ 2 +

146 Training BRCA2 F 64 25 80 3 2 2 +

148 Training BRCA2 F 62 25 90 3 ++ 2 ++

8 Training BRCAX F 51 18 90 3 2 2 2

9 Training BRCAX F 51 25 95 3 ++ ++ 2

11 Training BRCAX F 56 40 78 2 ++ +++ 2

14 Training BRCAX F 45 12 90 2 nd +++ 2

16 Training BRCAX F 50 27 95 3 +++ +++ 2

22 Training BRCAX F 64 18 90 2 +++ + 2

24 Training BRCAX F 35 12 70 1 ++ 2 2

25 Training BRCAX F 37 12 92 2 ++ + 2

33 Training BRCAX F 42 35 73 1 ++ 2 2

37 Training BRCAX F 45 20 92 2 +++ +++ 2

38 Training BRCAX F 64 13 90 3 +++ 2 2

40 Training BRCAX F 41 12 95 2 + ++ 2

41 Training BRCAX F 38 21 92 3 ++ + 2

46 Training BRCAX F 60 38 90 2 2 2 2

66 Training BRCAX F 73 12 90 2 +++ +++ 2

75 Training BRCAX F 58 14 80 2 2 2 +++

79 Training BRCAX F 42 11 90 3 ++ ++ 2

81 Training BRCAX F 46 28 80 2 + ++ 2

82 Training BRCAX F 50 9 85 1 ++ ++ 2

84 Training BRCAX F 47 27 92 3 ++ + +

85 Training BRCAX F 64 15 90 1 2 +++ 2

93 Training BRCAX F 44 18 85 2 +++ +++ 2

107 Training BRCAX F 69 40 80 3 +++ + 2

111 Training BRCAX F 73 15 80 1 +++ + 2

3 Validation BRCAX F 36 18 95 3 2 + +++

15 Validation BRCAX F 42 15 95 3 2 2 2

17 Validation BRCAX F 76 3 95 1 +++ + 2

30 Validation BRCAX F 51 nd 95 3 +++ 2 nd

48 Validation BRCAX F 54 20 90 1 ++ ++ 2

49 Validation BRCAX F 49 35 66 2 +++ ++ 2

65 Validation BRCAX F 46 37 95 3 2 2 2

71 Validation BRCAX F 43 21 73 2 ++ +++ +++

83 Validation BRCAX F 50 18 50 2 ++ 2 2

89 Validation BRCAX F 30 30 82 nd ++ +++ 2

96 Validation BRCAX F 41 25 85 3 2 2 +++

99 Validation BRCAX M 63 21 90 1 +++ ++ 2

43 Genomic BRCA2 F 38 12 90 2 ++ 2 2

149 Genomic BRCA2 F 76 70 60 2 +++ 2 2

Footnote. Tumor set: Training set, tumors used to create the gene expression signature; Validation set, BRCAX tumors from Bergonie Cancer Institute; Genomic set,
tumors only used for CGH and SNP analysis. nd, not determined. There was no statistically significant difference (p.0.05, Fisher test) between the BRCA2 and BRCAX
groups for the following comparisons: age at surgery,vs $49 years (median age); tumor size,vs $18 mm (median tumor size); tumor cell content,vs $90% (median
tumor cell content);+++vs other ER status; 2 vs other PR status; 2 vs other ERBB2 status.
doi:10.1371/journal.pone.0052079.t001
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Stanford classification but this is not specific enough to be useful

clinically to identify tumors with BRCA2 mutations [9].

In this study, we have used gene expression and genomic data to

identify specific molecular features that distinguish tumors with

BRCA2 mutations from tumors with other breast cancer predis-

position mutations. Based on these results we have developed a

fluorescent in-situ hybridization (FISH) test that can be used to

screen for tumors with an increased risk of containing BRCA2

mutations.

Methods

Patients and Samples
All samples were from the Bergonie Cancer Institute, Bordeaux,

except for sample 144 from the Val d’Aurelle Regional Cancer

Center, Montpellier; samples 146 and 148 from the Dupuytren

Hospital, Limoges; and the BRCA2 tumors in the validation set

from the Curie Institute. The microarray data for the validation

set were generously provided by the Translational Research Unit

at the Curie Institute, Paris. The control group contained BRCAX

tumors, defined as tumors lacking known BRCA1/2 mutations

from families with either i) at least three breast cancer-affected first

or second-degree relatives; or ii) breast cancer before age 42 or

ovarian cancer in two first-degree relatives or two second-degree

relatives via a male. All patients agreed to the use of their samples

for research purposes, in compliance with the French law on

tumor banks (law number 2004-800, French Public Health Code

articles L. 1243-4 and R. 1243-61) under authorisation number

AC-2008-812, which was approved by the Comité de Protection

des Personnes. The BRCA1 and BRCA2 mutation search was made

after patients gave signed informed consent in the context of a

medical genetic diagnosis of suspected breast cancer predisposi-

tion, in compliance with the French law on genetic testing (law

number 94-654).

Tumor and Mutation Characterization
Clinical, pathological and genetic data for each case are listed in

Table 1. Immunohistochemistry for ER, progesterone receptor

(PR) and HER2 (ERBB2) were performed as previously described

[10]. HER2 expression was scored according to the Herceptest

system. ER and PR were scored by multiplying the percentage of

positive cells by the intensity (score 0–20: 2; score 21–100: +;

score 101–200: ++; score 201–300: +++). Screening for germline

mutations was performed on leucocyte DNA as previously

described [10].

Gene Expression and Genomic Chip Hybridization
RNA was extracted from the tumors as described [10] and

hybridized to Affymetrix U133 Plus 2.0 genechip microarrays by

the Genopole Alsace-Lorraine genomics platform, except for the

validation set which was hybridized by the Curie Institute

genomics platform. DNA was extracted from the tumors and

hybridized to Integrachip V7 bacterial artificial chromosome

(BAC) arrays as described [10]. SNP array profiling was

performed on Illumina Human610-Quad v1.0 BeadChips (Illu-

mina, Inc., San Diego, CA) by Integragen (Evry, France). The

gene expression and genomic data are available in Array Express

under accession numbers E-TABM-854, E-MEXP-3688, E-

MEXP-3690 and in GEO under accession number GSE39710.

Data Processing and Statistical Analyses
Given the rarity of the tumors, it was not possible to avoid

processing the tumors in batches; the hybridization dates for the

Affymetrix chips are given in the CEL files. The 12 BRCAX

controls for the validation set were chosen because they showed

the smallest batch effect relative to the Curie Institute tumors. The

12 BRCAX tumors in the validation set were separate from the 24

BRCAX tumors in the training set. The gene expression data were

normalized with the RMA algorithm in R version 2.13.1 [11–13].

To eliminate redundant genes sharing a gene symbol, the most

variable probeset was selected based on the standard deviation

across the entire dataset. Differentially expressed genes were

identified by moderated t-test in limma [14] (an R script for the

expression analysis is available on request). The 66 BRCA2 gene

signature genes were combined to make a BRCA2 score by

summing the mean-centered expression values weighted by the t

values from limma. Gene Set Enrichment Analysis (GSEA) was

performed with Broad Institute java software [15,16]: the

expression dataset was ranked by t-statistic in limma, then

enrichment was scored by GSEA for chromosome bands using

the MSigDB positional gene sets [15,16]. Centroid-linkage

hierarchical clustering was performed in Cluster 3.0 and visualized

in TreeView [17]. Array CGH data was normalized with CAPweb

software [18] and genomic alterations were visualized with VAMP

software using the same thresholds as previously described [10].

SNP data were normalized with Illumina Genome Studio

Software v2010.1 using Genotyping module (v1.6.3) and Illumina

Genome Viewer module (v1.6.1) to obtain the B Allele Frequency

(BAF) for each SNP.

Fluorescence In Situ Hybridization
To detect deletions on chromosomes 13 and 14, FISH was

performed with four BAC probes supplied by BlueGnome

(Cambridge, UK). Two clones labeled with SpectrumGreen were

used to detect the pericentromeric regions of chromosomes 13 and

14: RP11-408E5 on 13q12.11 (hg19 chr13:19700993–19850551);

and RP11-98N22 on 14q11.2 (hg19 chr14:20500968–20660726).

Two clones labeled with SpectrumOrange (giving red spots in the

figures) were used to detect the deletions on chromosomes 13 and

14: RP11-71C5 on 13q14.11 (hg19 chr13:44921196–45086777)

and RP11-242P2 on 14q31.1 (hg19 chr14:80030106–80193689).

Nuclei obtained by touch imprints were fixed in 3:1 methanol:

acetic acid, washed and dried. The BAC probes were mixed, 5 ml

of hybridization mix was added per slide, and a coverslip was

glued in place to create a hybridization chamber. The sections

were denatured at 75uC for 5 minutes and hybridized at 37uC

overnight. Stringent washes were performed at 65uC for 10

minutes, then the sections were dehydrated in ethanol and

mounted. Images were acquired with a Zeiss Axio Imager Z2

microscope (Gottingen, Germany). The number of red and green

spots per nucleus was scored in morphologically intact and non-

overlapping nuclei. Deletions were reported when $50% of nuclei

with the modal number of green spots contained fewer red spots or

when they contained single green and red spots.

Results

Identification of Genes Differentially Expressed in BRCA2-
mutant Tumors
To gain insight into the biology of BRCA2-mutant breast

tumors, we performed a supervised analysis looking for genes

differentially expressed in BRCA2-mutant and control tumors. All

of the tumors came from patients with a familial clustering of

breast cancer potentially caused by germline mutation of a breast

cancer predisposition gene. The BRCA2-mutant group included 7

tumors from patients with known germline BRCA2 mutations. The

control group (‘‘BRCAX’’) contained 24 patients without mutations

in BRCA1 or BRCA2 identifiable by conventional screening. RNA

13q/14q Deletion in BRCA2 Tumors
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Figure 1. Unsupervised hierarchical clustering of the 66 BRCA2 signature genes in the training set. There are seven BRCA2-mutant
tumors and 24 BRCAX tumors (tumors from patients lacking known BRCA1/2 mutations but with a familial history of breast cancer). The upper left
quadrant contains many genes on 13q and 14q that show reduced expression in BRCA2 tumors.
doi:10.1371/journal.pone.0052079.g001
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Table 2. BRCA2 signature genes.

Affymetrix ID Gene Symbol Gene Description Band t p

222127_s_at EXOC1 exocyst complex component 1 4q12 27.05 0.0011

223564_s_at GNB1L G protein beta polypeptide 1-like 22q11 6.85 0.0011

632_at GSK3A glycogen synthase kinase 3 alpha 19q13 6.42 0.0025

1555377_at OR4D2 olfactory receptor, family 4, subfamily D, member 2 17q22 6.13 0.0030

208429_x_at HNF4A hepatocyte nuclear factor 4, alpha 20q13 6.12 0.0030

207973_x_at ACRV1 acrosomal vesicle protein 1 11q23 6.21 0.0030

218431_at C14orf133 VPS33B interacting protein 14q24 26.01 0.0034

1552510_at SLC34A3 solute carrier family 34 (sodium phosphate), member 3 9q34 5.9 0.0041

204690_at STX8 syntaxin 8 17p12 25.84 0.0044

227630_at PPP2R5E protein phosphatase 2, regulatory subunit B9, epsilon 14q23 25.7 0.0047

205621_at ALKBH1 alkB, alkylation repair homolog 1 (E. coli) 14q24 25.69 0.0047

202569_s_at MARK3 MAP/microtubule affinity-regulating kinase 3 14q32 25.74 0.0047

216520_s_at TPT1 tumor protein, translationally-controlled 1 13q14 25.71 0.0047

230055_at KHDC1 KH homology domain containing 1 6q13 5.6 0.0048

221966_at GPR137 G protein-coupled receptor 137 11cen 5.62 0.0048

207733_x_at PSG9 pregnancy specific beta-1-glycoprotein 9 19q13 5.59 0.0048

1555614_at SUGT1P1 suppressor of G2 allele of SKP1 (S. cerevisiae) pseudogene 1 9p13 5.57 0.0048

1552772_at CLEC4D C-type lectin domain family 4, member D 12p13 5.57 0.0048

203598_s_at WBP4 WW domain binding protein 4 (formin binding protein 21) 13q14 25.51 0.0048

1563639_a_at FHAD1 forkhead-associated (FHA) phosphopeptide binding domain 1 1p36 5.54 0.0048

234680_at KRTAP17-1 keratin associated protein 17-1 17q12 5.52 0.0048

1562657_a_at C10orf90 chromosome 10 open reading frame 90 10q26 5.45 0.0055

236979_at BCL2L15 BCL2-like 15 1p13 5.39 0.0061

221095_s_at KCNE2 potassium voltage-gated channel, Isk-related family, member 2 21q22 5.4 0.0061

213239_at PIBF1 progesterone immunomodulatory binding factor 1 13q22 25.36 0.0063

1567257_at OR1J2 olfactory receptor, family 1, subfamily J, member 2 9q34 5.34 0.0064

225389_at BTBD6 BTB (POZ) domain containing 6 14q32 25.31 0.0066

207778_at REG1P regenerating islet-derived 1 pseudogene 2p12 5.3 0.0066

226005_at UBE2G1 ubiquitin-conjugating enzyme E2G 1 (UBC7 homolog, yeast) 17p13 25.25 0.0070

215424_s_at SNW1 SNW domain containing 1 14q24 25.23 0.0070

1564112_at FAM71A Family with sequence similarity 71, member A 1q32 5.25 0.0070

237980_at LINC00347 hypothetical LOC338864 13q21 5.24 0.0070

213103_at STARD13 StAR-related lipid transfer (START) domain containing 13 13q12 25.18 0.0071

237257_at RAB4B RAB4B, member RAS oncogene family 19q13 5.19 0.0071

201767_s_at ELAC2 elaC homolog 2 (E. coli) 17p11 25.2 0.0071

209944_at ZNF410 zinc finger protein 410 14q24 25.16 0.0071

1558641_at SPATA24 spermatogenesis associated 24 5q31 5.2 0.0071

212735_at KIAA0226 Beclin-1 associated RUN domain containing protein 3q29 5.17 0.0071

215449_at TSPO2 translocator protein 2 6p21 5.15 0.0071

1553253_at ASB16 ankyrin repeat and SOCS box-containing 16 17q21 5.14 0.0071

231625_at SLC22A9 solute carrier family 22 member 9 11q13 5.2 0.0071

225312_at COMMD6 COMM domain containing 6 13q22 25.12 0.0074

217187_at MUC5AC mucin 5AC, oligomeric mucus 11p15 5.1 0.0077

1553728_at LRRC43 leucine rich repeat containing 43 12q24 5.07 0.0079

1552863_a_at CACNG6 calcium channel, voltage-dependent, gamma subunit 6 19q13 5.07 0.0079

217095_x_at NCR1 natural cytotoxicity triggering receptor 1 19q13 5.06 0.0079

223610_at SEMA5B semaphorin 5b 3q21 5.06 0.0079

203065_s_at CAV1 caveolin 1, caveolae protein, 22 kDa 7q31 25.03 0.0080

202226_s_at CRK v-crk sarcoma virus CT10 oncogene homolog (avian) 17p13 25.04 0.0080

13q/14q Deletion in BRCA2 Tumors
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from these 31 tumors was tested on Affymetrix gene expression

chips. Sixty-six genes were differentially expressed in the BRCA2

and BRCAX groups at a false discovery rate ,0.01 after Benjamini

Hochberg correction for multiple testing (Table 2). Hierarchical

clustering confirmed, as expected, that the differentially expressed

genes cleanly split the tumors into two groups (Figure 1). The

BRCA2 group in the heatmap contains five BRCAX tumors that

may represent tumors whose BRCA2 mutations were missed by

screening or tumors that phenocopy BRCA2.

Validation of a Putative BRCA2 Signature
We combined the differentially expressed genes in Table 2 to

make a potential BRCA2 gene expression signature. Receiver

operating characteristic (ROC) analysis showed that the area

under the curve (AUC) for classification of the training set was 1.0

with the BRCA2 signature genes, indicating perfect classification of

the tumors. This is not surprising given the small size of the

dataset. To test for overfitting, we analyzed an independent

validation set of 19 BRCA2-mutant tumors from the Curie Institute

genetics clinic and 12 BRCAX from the Bergonie Cancer

Institute. Given the rarity of the disease it is unfortunately difficult

to avoid batch effects that might confound the result. Nevertheless,

the AUC of the ROC curve was 0.76 in the validation set

(Figure 2), indicating that the BRCA2 signature was able to classify

BRCA2-mutant tumors reasonably well. Hierarchical clustering

confirmed that the BRCA2 signature genes were differentially

expressed in the validation set (Figure 3). While this suggests that

the BRCA2 signature has discriminant value in our tumors and in

the validation set from the Curie Institute we note that this is not

generally the case because the signature does not identify BRCA2-

mutant tumors in some published datasets. For example, the AUC

in the Waddell dataset [19] was 0.64, perhaps because of

differences in the technology or in the populations studied. We

conclude that the BRCA2 signature may have discriminant value in

tumors processed according to our protocol.

Gene Set Enrichment Analysis (GSEA) Reveals the
Mechanism Behind the BRCA2 Signature
The striking feature of the heatmap in Figure 1 is the cluster of

22 genes showing reduced expression in BRCA2-mutant tumors.

Table 2. Cont.

Affymetrix ID Gene Symbol Gene Description Band t p

235416_at LOC643201 centrosomal protein 192 kDa pseudogene 5q35 5.03 0.0080

1557827_at C10orf103 chromosome 10 open reading frame 103 10q22 5.03 0.0080

225187_at KIAA1967 DBC1 deleted in breast cancer 1 8p22 24.98 0.0082

212936_at FAM172A family with sequence similarity 172, member A 5q15 24.99 0.0082

215898_at TTLL5 tubulin tyrosine ligase-like family, member 5 14q24 24.98 0.0082

212778_at PACS2 phosphofurin acidic cluster sorting protein 2 14q32 25 0.0082

1562914_a_at FLJ25328 hypothetical LOC148231 19p13 5 0.0082

215826_x_at ZNF835 zinc finger protein 835 19q13 4.97 0.0084

238158_at MEIG1 meiosis expressed gene 1 homolog (mouse) 10p13 4.97 0.0084

219499_at SEC61A2 Sec61 alpha 2 subunit (S. cerevisiae) 10p14 4.94 0.0087

207650_x_at PTGER1 prostaglandin E receptor 1 (subtype EP1), 42 kDa 19p13 4.94 0.0087

237188_x_at SUN5 Sad1 and UNC84 domain containing 5 20q11 4.92 0.0091

1557679_at C8orf68 chromosome 8 open reading frame 68 8p23 4.91 0.0092

224256_at LOC100129449 PRO2055 2q23 4.89 0.0095

1564362_x_at ZNF843 zinc finger protein 843 16p11 4.88 0.0097

205970_at MT3 metallothionein 3 16q13 4.87 0.0098

1569095_at LOC731424 hypothetical LOC731424 4q35 4.87 0.0098

Footnote. t: moderated t-statistic for 66 genes that best discriminate between BRCA2 and BRCAX tumors. p: p-value after Benjamini Hochberg correction (all genes had
an unadjusted p-value ,0.0001).
doi:10.1371/journal.pone.0052079.t002

Figure 2. ROC analysis of the BRCA2 signature in the validation
set. Each tumor was given a score that was a weighted sum of the
mean centered gene expression levels for each gene in the signature.
The validation set contained 19 BRCA2 and 12 BRCAX tumors. The AUC
was 0.76.
doi:10.1371/journal.pone.0052079.g002
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Figure 3. Unsupervised hierarchical clustering of the 66 BRCA2 signature genes in the validation set. There are 19 BRCA2-mutant tumors
and 12 BRCAX tumors. The lower left quadrant contains many genes on 13q and 14q that show reduced expression in BRCA2 tumors.
doi:10.1371/journal.pone.0052079.g003
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These genes show a correlation of 0.90 in the heatmap. To

exclude fortuitous hybridization as an explanation for this strong

clustering we verified that the probe sequences were different and

that they were labeled by Affymetrix as valid, non-cross-

hybridizing probes for the indicated genes. Fourteen of the 22

BRCA2 signature genes showing reduced expression are from

chromosomes 13 and 14. To determine whether this was due to

chance, we ranked the dataset by moderated t statistic (BRCA2 vs

control), then performed GSEA with gene sets derived from

individual chromosomal bands. The bands most frequently lost are

shown in Table 3. The enrichment for bands on 13q and 14q was

highly significant (p,0.001 for the family-wise error rate, the most

stringent criterion in the Broad Institute implementation of

GSEA). The most likely explanation for underexpressed genes to

be derived from specific chromosomal bands is deletion of those

bands in the corresponding tumors.

CGH and SNP Analysis of BRCA2-mutant Tumors
To test directly for loss of the regions containing the BRCA2

signature genes we measured DNA copy number on CGH and

SNP chips. The resulting CGH and SNP profiles confirmed that

the incriminated regions are indeed deleted in the BRCA2-mutant

tumors (Figure 4). The common region of overlap of the deletions

extends from 13q13.3 to 13q14.3 and from 14q24.2 to 14q32.2.

The cumulative rates of gain and loss for the BRCA2 and BRCAX

tumors are shown in Figure 5. This shows that the long arms of

both chromosomes 13 and 14 contain large regions that are

preferentially deleted in the BRCA2-mutant tumors. We conclude

that the BRCA2 signature genes are differentially expressed

because they are deleted in the BRCA2 tumors.

Table 3. GSEA for loss of chromosomal bands.

Band Genes ES NES

13q14 67 20.63 22.75

14q31 22 20.81 22.71

13q13 22 20.74 22.45

14q24 77 20.54 22.43

17p13 185 20.44 22.3

14q32 105 20.48 22.28

10q26 72 20.51 22.27

4p16 91 20.49 22.25

Footnote. The genes column shows the number of genes used to score the
band. The nominal, FDR and FWER p-values were all ,0.001. ES, enrichment
score; NES normalized enrichment score.
doi:10.1371/journal.pone.0052079.t003

Figure 4. Genomic profiles in the training set. Upper panels: BAC-CGH profiles of BRCA2-mutant tumors showing gains in red, losses in green
and modal copy number in yellow. Lower panels: BAF profiles of BRCA2-mutant tumors on Illumina SNP arrays. The boundaries of the common
regions of deletion on chromosomes 13 and 14 are marked by vertical red lines.
doi:10.1371/journal.pone.0052079.g004
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Identification of Deletions by FISH
If the signature works by detecting large deletions on

chromosomes 13 and 14, it would be better to screen tumors in

a clinical setting by FISH rather than by gene expression or

CGH/SNP profiling. FISH is ideally suited to detecting small

changes in copy number. To test whether it would be feasible to

screen for BRCA2-mutant tumors in this way, we performed FISH

with probes mapping to the regions commonly deleted on

chromosomes 13 and 14 (Figure 6). We tested nine BRCA2 tumors

and nine control BRCAX tumors, of which five BRCA2 and eight

BRCAX were not previously characterized by CGH. The results

are expressed as the percentage of nuclei with less than the modal

number of spots for the centromeric probes or with a ploidy of one

for both probes (Table 4). The tumors were scored as ‘‘loss’’ when

the percentage was $50%, and ‘‘other’’ when it was ,50%.

Contingency tables for the chromosomes individually or for both

chromosomes together are shown in Table 5. For both chromo-

somes scored together, the sensitivity and specificity for detection

of BRCA2-mutant tumors were 78% and 89%, respectively. We

conclude that FISH provides a simple technique to screen tumors

for deletions on 13q and 14q that may be associated with BRCA2

mutations.

Discussion

The main conclusion from our study is that deletions on

chromosomes 13q and 14q are a common feature of BRCA2-

mutant tumors. We initially set out to identify a gene expression

signature that would distinguish these tumors from other tumors in

patients presenting to our genetics clinics. Hierarchical clustering

of the genes in the signature split the tumors into two groups in

both the training and the validation sets, suggesting that the

signature detects a signal that is useful for classification of the

tumors. Given the GSEA and SNP/CGH results we strongly

suspect that the reduced expression of the genes in the signature is

caused by a reduction in the DNA copy number of the deleted

regions. It is more difficult to detect deletion than amplification in

gene expression data, because the former may further decrease a

barely detectable signal whereas the latter can increase expression

100-fold. This probably explains why the genes in the signature

are a minority of the genes in the deleted regions. Given the

difficulty in measuring weakly expressed genes it is not surprising

that previously reported BRCA2 gene expression signatures did not

highlight deletion of chromosomes 13 and 14 as a potential

discriminating factor [19,20]. In contrast, deletion of these regions

Figure 5. Cumulative rates of gain and loss for tumors analyzed by CGH (red, 4 BRCA2-mutant tumors; black, 24 BRCAX tumors). A,
All chromosomes; B, Chromosome 13; C, Chromosome 14. Each vertical line in B & C corresponds to an individual BAC probe. When the red line
reaches 21, all of the tumors showed loss for that probe.
doi:10.1371/journal.pone.0052079.g005
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was noted in several previous DNA copy number and SNP studies

[7,21–25]. In addition to published studies, we examined the

GISTIC database (Tumorscape Release 1.6) [26] to determine

whether loss of chromosomes 13 and 14 is a common event in

breast cancer. Several regions are reported as harboring deletions

on chromosome 13 (hg18 chr13:44680312–57088104, 57088104–

114059427, 18097312–46301361 and 50901262–114059427), as

expected given the presence of BRCA2 and RB1 on 13 q. In

contrast, GISTIC reports no regions as being deleted on

chromosome 14 in breast cancer at above the background rate

(q .0.25).

There are several possible explanations for selective deletion of

specific genomic regions in BRCA2 tumors. The commonly deleted

region on chromosome 13 is distal to the BRCA2 gene, but we can

not altogether exclude that BRCA2 itself may be a driver gene in

some cases, for example if there were complex genomic

rearrangements on 13 q. BRCA2 was not part of the gene

signature, probably because the Affymetrix probes for BRCA2 are

not sensitive enough (the measured level was close to background

and showed minimal variation). The best reporters for copy

Figure 6. FISH with probes in the region of common deletion in
a BRCA2-mutant tumor. A, chromosome 13; B, chromosome 14. Red:
probe in the deleted region; Green, pericentromeric probe. Each
nucleus contains two green spots and one red spot, indicating that the
tumor is diploid for chromosomes 13 and 14 but has heterozygous
deletions in the regions tested by the red probes.
doi:10.1371/journal.pone.0052079.g006

Table 4. FISH with probes in the region of common deletion
on chromosomes 13 and 14.

ID BRCA status chr 13 chr 14

52 BRCA2 84 89

86 BRCA2 90 86

106 BRCA2 100 87

133 BRCA2 93 89

A BRCA2 84 83

B BRCA2 100 0

C BRCA2 87 7

D BRCA2 100 62

E BRCA2 100 73

16 BRCAX 0 0

F BRCAX 0 2

G BRCAX 0 0

H BRCAX 100 100

I BRCAX 4 0

J BRCAX 0 0

K BRCAX 2 0

L BRCAX 7 3

M BRCAX 10 0

Footnote. The table shows the percentage of nuclei with less than the modal
ploidy or with ploidy = 1 for both the centromeric and the deletion probes.
Tumours A-M were not characterized by CGH.
doi:10.1371/journal.pone.0052079.t004

Table 5. Contingency table summarizing the FISH data for
deletions on chromosomes 13 and 14.

Chr 13 and 14 Other Loss

BRCA2 2 7

BRCAX 8 1

p= 0.015

Chr 13 Other Loss

BRCA2 0 9

BRCAX 8 1

p= 0.0004

Chr 14 Other Loss

BRCA2 2 7

BRCAX 8 1

p= 0.015

Footnote. ‘‘Loss’’ refers to cases where $50% of nuclei had less than the modal
ploidy or had ploidy = 1. ‘‘Other’’ refers to cases where the value was,50%. The
p value is for a Fisher exact test. The values for ‘‘Chr13 and 14’’ refer to cases
where both chromosomes were affected.
doi:10.1371/journal.pone.0052079.t005
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number are housekeeping genes that lack feedback or exogenous

regulation. By their nature these genes shed no light on the

mechanism driving deletion. An alternative explanation is that loss

of BRCA2 function generates repair intermediates or triggers

checkpoint responses that are toxic in the presence of specific

genes located in the deleted regions. Loss of these genes would

allow the cell to resume division and form a tumor. This model

predicts that the driver genes in the deleted regions should be

DNA repair or checkpoint genes. ALKBH1 could have this effect,

but few other genes in the BRCA2 signature are obvious candidates

for these roles. Another possibility is that the deleted regions

contain fragile sites that are more difficult to repair in the absence

of BRCA2. Fragile sites are prone to replication fork collapse, a

process that often leads to the formation of double strand breaks

that require repair by homologous recombination. BRCA2 is

required for loading of RAD51 to initiate homologous recombi-

nation [6] so increased breakage at fragile sites in the affected

regions is certainly a possibility.

Screening for BRCA2 mutations is widely performed in genetics

laboratories to explain familial clustering of breast cancer. Our

study design focused on patients referred to genetics clinics

because this is the context in which the need to distinguish BRCA2-

mutant from other tumors most commonly arises. Because of the

size of the BRCA2 gene it can take many months to identify

mutations. This is rarely a problem in the context of genetic

counseling because some interventions can be undertaken without

knowledge of the mutation (for example, more frequent screening

with imaging techniques) and others may even benefit from the

delay by giving patients more time for reflection (for example,

prophylactic mastectomy and oophorectomy). The same can not

be said of medical treatment of established tumors, which must be

delivered without delay. The advent of medical treatments specific

for BRCA2-mutant tumors has created a need to identify these

tumors on a more rapid time scale than has hitherto been

considered necessary. In particular, BRCA2 defects are synthetic

lethal with inhibition of poly-ADP-ribose polymerase 1 (PARP1)

[27,28]. We note that the BRCA2 group in the training set contains

five BRCAX tumors which presumably either phenocopy BRCA2

mutation or contain BRCA2 mutations that evaded detection by

sequencing. It would be interesting to know whether tumors that

phenocopy BRCA2 mutation are also sensitive to PARP inhibitors.

In the long term it is likely that diagnostic laboratories will

routinely use next generation sequencing (NGS) to identify

mutations in BRCA2 and other relevant genes in the diagnostic

biopsy when the patient initially presents with cancer. This is

technically feasible but rarely performed outside major centers at

present because of the cost and the complexity of the downstream

bioinformatic analysis. To bridge the gap while waiting for NGS to

become more widely available we propose to use FISH to screen

breast tumors for deletions on 13q and 14q in order to identify

tumors potentially associated with BRCA2. The technology for

FISH is very well established for diagnosis of ERBB2 amplification

in sporadic breast tumors. It would require only a small

modification of existing protocols to screen for loss of 13q and

14q in centers that already screen for ERBB2 amplification by

FISH. Patients whose tumors harbor deletions in those regions

could then be screened by sequencing to identify either germline

or somatic BRCA2 mutations, followed by treatment with PARP

inhibitors, if appropriate.

Conclusion
We have shown that breast tumors arising in patients with

germline BRCA2 mutations have a higher frequency of deletions

on 13q and 14q than is seen in other breast tumors. We propose

that FISH for deletions on these chromosomes would be a rapid

and technically feasible first step to enrich for tumors worth

screening for BRCA2 mutations. This would greatly facilitate the

selection of patients for PARP inhibitor therapy.
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