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RESUME 
Le cancer du sein est une maladie comportant à la fois une composante environnementale et 

une composante génétique. Dans le cadre de mes études doctorales je me suis intéressé à la 

composante génétique du cancer du sein. Puisque la distribution de l'héritabilité chez les 

familles présentant plusieurs cas de cancer du sein suggère la prédominance de facteurs 

génétiques afin d'expliquer l'agrégation familiale de ce type de cancer, mes études ont 

porté sur des cas de cancer du sein provenant de familles à risque élevé non porteuses de 

mutations délétères dans les gènes BRCA1 et BRCA2. 

Deux volets principaux ont été abordés. Le premier volet, intitulé « évaluation de la 

contribution de gènes de susceptibilité au cancer du sein », m'a amené à évaluer la 

contribution des gènes de susceptibilité à forte penetrance PTENet STK11. Ces gènes sont 

respectivement responsables des syndromes de Cowden et de Peutz-Jeghers avec lesquels 

un risque accru de cancer du sein a été associé. Trois autres gènes de susceptibilité au 

cancer du sein, soit CHEK2, BRIP1 et PALB2, ont également été analysés. Des mutations 

dans ces gènes confèrent un risque modéré de cancer du sein. 

Lors du deuxième volet de mon projet, « identification de gènes de susceptibilité au cancer 

du sein », quatre gènes candidats du cancer du sein ont été analysés. Ces gènes ont été 

sélectionnés sur la base de leur interaction avec BRCA1. En effet, puisque les protéines 

encodées par ces gènes interagissent avec BRCA1, elles pourraient réguler ses diverses 

fonctions. Les gènes AURKA, BAP1, BARD1 et DHX9, encodant respectivement une 

kinase, une ubiquitine hydrolase, une ubiquitine ligase et une hélicase à ARN, ont été 

sélectionnés pour leur rôle possible dans la modulation de l'activité de BRCA1 dans la 

réparation couplée à la transcription. L'étude de ces gènes a permis de mettre en évidence 

une implication possible d'un variant de BARD1 dans la susceptibilité au cancer du sein. 

L'étude de ces gènes a permis d'acquérir une meilleure connaissance de la contribution de 

ceux-ci à la susceptibilité au cancer du sein chez les familles à risque élevé provenant de la 

population canadienne-française. 
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ABSTRACT 
Breast cancer is a disease with both environmental and genetic components. During my 

Ph.D., my principal interest was focused on the genetic component of breast cancer 

susceptibility. Studies on families with breast cancer revealed that familial aggregation of 

breast cancer is mainly explained by genetic factors. \Hon-BRCAllBRCA2 breast cancer 

individuals from French Canadian breast cancer families were thus analyzed in this project, 

which is divided in two components. 

The first component was the evaluation of the contribution of established breast cancer 

susceptibility genes in our familial breast cancer cohort. We analyzed the PTEN and STK11 

genes, two high penetrance breast cancer susceptibility genes. Mutations in the PTEN and 

STK11 genes are responsible for Cowden and Li-Faumeni syndromes, respectively, both 

associated with breast cancer susceptibility. We also analyzed three moderate penetrance 

breast cancer susceptibility genes, namely CHEK2, BRIP1 and PALB2. 

The second component of my project consisted in the analysis of four breast cancer 

candidate genes. These genes were selected on the basis of their interaction with BRCA1, 

one of the major breast cancer susceptibility gene. The proteins encoded by the AURKA, 

BAP1, BARD1 and DHX9 genes, which are known as kinase, ubiquitin hydrolase, ubiquitin 

ligase and RNA hélicase, respectively, were selected for their possible effect on BRCA1 

function in the transcription coupled repair mechanism. This component led to the 

identification of a difference in allele frequency for one BARD1 variant. 

In summary, this project led to a better knowledge regarding the contribution of these genes 

in breast cancer susceptibility among families with high risk of breast cancer from the 

French Canadian population. 
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AVANT-PROPOS 
Cette thèse est présentée avec insertion d'articles. Quatre articles dont je suis l'auteur 

principal constitueront les chapitres II à V et formeront le corps de cette thèse. Ces articles 

ont été préparés dans le cadre du projet de recherche entrepris pour l'obtention du grade de 

Philosophiae Doctor. Le premier de ces articles est paru dans la revue Familial Cancer en 

décembre 2007. Le deuxième et le troisième article ont été publiés dans la revue Journal of 

Human Genetics en juillet 2008 et en mars 2009. Une version du manuscrit du quatrième 

article inclus dans ma thèse a été soumise dans la revue Genetic Testing and Molecular 

Biomarkers en février 2010. Ce manuscrit est présentement en révision par les évaluateurs 

de la revue. Il est à noter que l'ordre de présentation des publications incluses dans le 

présent ouvrage ne respecte pas l'ordre chronologique de publication. Afin de faciliter la 

présentation des deux volets de mon projet, les gènes de susceptibilité au cancer du sein et 

les gènes candidats du cancer du sein seront présentés séparément. Ainsi, les chapitres II à 

IV seront composés des articles portant sur les gènes de susceptibilité au cancer du sein 

alors que l'article concernant les gènes candidats du cancer du sein sera présenté au 

chapitre V. 

Pour chaque article composant le corps de cette thèse, la Dre Durocher fut responsable de la 

mise au point de l'étude, de la conception de la cohorte et de la révision du manuscrit. La 

présence de INHERIT BRCAs (INterdisciplinary HEalth Research International Team on 

BReast CAncer susceptibility) dans la liste des auteurs dénote la participation des autres 

membres de notre groupe de recherche international, dans le recrutement des patients et 

dans l'évaluation de la présence de mutations de BRCA1 et BRCA2 chez les femmes qui 

composent notre cohorte. Dans certains cas, la présence du Dr Jacques Simard parmi la liste 

des auteurs indique son implication à titre de Directeur du groupe INHERIT BRCAs dans 

la mise sur pied de ce programme de recherche clinique intégré et dans le recrutement des 

familles à risque élevé de cancer du sein. Bien qu'il n'apparaisse pas parmi la liste des 

auteurs des articles composant le corps de cette thèse, je tiens également à souligner 

l'implication du Dr Damian Labuda qui nous a donné accès à l'ADN génomique 

d'individus sains nous servant à évaluer la présence des variants identifiés dans une cohorte 

de femmes non-atteintes. 



Le deuxième chapitre, composé de l'article concernant le gène PTEN, présente les analyses 

nous ayant permis de conclure que des mutations de PTEN sont rares et qu'il est peu 

probable que ce gène contribue à une proportion significative des cas de cancer du sein 

familiaux de la population canadienne-française. Dans le cadre de ce projet, j 'ai été 

responsable de la production et de l'analyse des données ainsi que de la rédaction du 

manuscrit. Geneviève Ouellette et Charles Joly Beauparlant m'ont appuyé au point de vue 

technique alors que le Dr Yvan Labrie a agi à titre d'assistant technique. Il a aussi été 

impliqué dans la rédaction du manuscrit. Les autres auteurs de cet article sont les 

chercheurs cliniciens qui ont été responsables du recrutement des familles à risque élevé de 

cancer du sein composant notre cohorte. 

Le deuxième article inséré dans cette thèse présente les résultats obtenus lors de l'analyse 

du gène de susceptibilité BRIP1 aussi appelé FANCJ en raison de son implication dans le 

sous-type J de l'anémie de Fanconi. Dans le cadre de ce projet sous la supervision de la Dre 

Francine Durocher, j 'ai effectué le séquençage de ce gène avec l'aide technique de 

Geneviève Ouellette et de Charles Joly Beauparlant. Puisque les analyses bioinformatiques 

menées en collaboration avec le Dr Yvan Labrie laissaient croire à une implication des 

variants identifiés sur la liaison de facteurs de transcription, j 'ai procédé à des essais de 

gène rapporteur avec le support technique de Geneviève Ouellette, la responsable de la 

culture cellulaire dans notre équipe. Ceci nous a permis d'évaluer l'effet potentiel des 

variants situés dans la région promotrice du gène BRIP1 sur son niveau d'expression. 

Le plus récent des articles faisant partie du corps du présent ouvrage a porté sur trois gènes 

de susceptibilité au cancer du sein. Ce manuscrit, soumis dans la revue Human Genomics, 

présente les analyses nous ayant permis d'exclure une forte implication des gènes CHEK2, 

STK11 et PALB2 dans la susceptibilité au cancer du sein chez les familles canadiennes-

françaises à risque élevé. Nos analyses suggèrent également une implication potentielle des 

variants introniques de STK11 dans la susceptibilité au cancer du sein. Lors de cette étude, 

j 'ai effectué le séquençage des gènes STK11 et PALB2 avec la collaboration respective de 

Christopher St-Laurent Pedneault (étudiant stagiaire sous ma supervision) et de Geneviève 

Ouellette. Cette dernière a particulièrement été responsable du séquençage de CHEK2. De 

grands réarrangements génomiques ayant été identifiés pour STK11 et étant suspectés pour 
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PALB2, j 'ai effectué avec l'aide de Christopher St-Laurent Pedneault des analyses nous 

permettant d'exclure la présence de tels réarrangements dans ces deux gènes. Toujours en 

étroite collaboration avec le Yvan Labrie, j 'ai effectué l'analyse des résultats obtenus, j 'ai 

utilisé divers outils bioinformatiques afin d'évaluer l'effet potentiel des variants identifiés 

et j 'ai effectué la rédaction du manuscrit. 

Le dernier article inséré dans cette thèse présente l'évaluation de gènes candidats du cancer 

du sein. Dans le cadre de ce projet, quatre gènes candidats encodant des protéines 

interagissant avec BRCA1 ont été à l'étude. De ceux-ci, les gènes BAP1 et DHX9 ont été 

analysés par Geneviève Ouellette alors qu'avec la collaboration de Charles Joly 

Beauparlant, étudiant à la maîtrise dans le groupe du Dre Durocher, j 'ai effectué le 

séquençage des gènes AURKA et BARD1. Après avoir effectué différentes analyses 

bioinformatiques afin d'évaluer l'effet potentiel des variants identifiés dans ces quatre 

gènes candidats, j 'ai effectué la rédaction du manuscrit. Ce projet ayant été initié au début 

de mes études graduées, le support technique fourni tout au long de ce projet par le Dr 

Yvan Labrie ainsi que son implication constante dans l'analyse des résultats et dans la 

rédaction du manuscrit lui ont valu le titre de deuxième auteur de cet article. 

La réalisation de mon projet de doctorat a également mené à quatre autres publications qui 

ne font pas l'objet de cette thèse. La première fut en tant que deuxième auteur d'un chapitre 

du livre intitulé « Molecular Genetics of Cancer », publié aux éditions Research Signpost et 

dont l'éditeur est le Dr Daniel Sinnett. Une deuxième publication dans laquelle j 'ai été 

impliqué a été réalisée par un consortium international ayant pour but d'évaluer l'effet de 

gènes modificateurs sur le risque de cancer du sein chez les porteurs de mutations dans les 

gènes BRCA1 et BRCA2. Ma contribution à ce projet a consisté au génotypage du gène 

AURKA dans notre cohorte de femmes porteuses de mutations de BRCA1 et BRCA2. Cette 

publication est fournie en annexe de cette thèse. Sur invitation de l'éditeur, et avec la 

collaboration de la Dre Durocher, j 'ai contribué à deux reprises à titre d'auteur principal à 

l'élaboration d'une base de données nommée « Atlas of Genetics and Cytogenetics in 

Oncology and Haematology » et disponible sur Internet. Chaque contribution à cette base 

de données a consisté en une revue de littérature portant sur un gène candidat étudié faisant 

partie intégrante de mon projet de doctorat. Ainsi, notre revue de littérature sur le gène 
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DHX9 est parue en juillet 2009 alors que notre contribution concernant le gène BAP1 a été 

publiée lors de la mise à jour de septembre 2009. 
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CHAPITRE I - INTRODUCTION 

1. Le cancer 
1.1. Statistiques sur le cancer 

Le cancer est une maladie qui atteint un grand nombre de Canadiennes et de Canadiens. 

Selon les taux d'incidence actuels, 40% des Canadiennes et 45% des Canadiens seront 

atteints au cours de leur vie. Le quart des Canadiens mourront du cancer, soit 24% des 

femmes et près de 29% des hommes. Il a été estimé qu'au Canada seulement, lors de 

l'année 2008, 166 400 nouveaux cas de cancer auraient été diagnostiqués alors que 73 800 

décès seraient dus à cette maladie1. Chaque année, un nombre grandissant de nouveaux cas 

sont diagnostiqués. Cette augmentation est principalement attribuable à la croissance 

démographique et au vieillissement de la population. Toutefois, la mortalité par cancer 

diminue chez les hommes de tous les âges et chez les femmes de moins de 70 ans. 

Au cours de sa vie, 1 femme sur 9 sera atteinte du cancer du sein. Ce cancer se classe au 

premier rang pour l'incidence chez les Canadiennes, les 22 400 nouveaux cas équivalant au 

double de celui des nouveaux cas de cancer du poumon qui est néanmoins la principale 

cause de décès par cancer chez les Canadiennes en 2008. Il a été estimé que 9 200 décès lui 

seront attribuables, comparativement à 5 300 pour le cancer du sein. Les taux de mortalité 

dus au cancer du sein chez la femme diminuent depuis le milieu des années 80. Cette 

tendance est sans doute attribuable à la fois au dépistage par mammographie et à 

l'efficacité accrue des traitements. Le taux de mortalité par cancer du sein a atteint le 

niveau le plus bas jamais enregistré depuis 1950. Une tendance similaire à la baisse est 

observée aux États-Unis, au Royaume-Uni et en Australie1. 

À l'échelle de la planète, le cancer du sein est le cancer le plus fréquent chez les femmes 

avec près d'un million de nouveaux cas par année2. Pour les États-Unis, il a été estimé que 

182 000 nouveaux cas auraient été diagnostiqués en 20083. 

1.2. Développement du cancer et formation de tumeurs 

Le processus de formation et de développement d'une tumeur est un processus complexe 

qui requiert une suite d'événements favorisant la tumorigenèse. Ces événements peuvent 

être retrouvés dans tous les cancers4. Le cancer se développe à partir d'une cellule 



somatique et de sa progéniture. Les cellules néoplasiques dérivant de cette cellule 

accumulent alors une série de changements génétiques et épigénétiques qui mènent à des 

changements dans l'activité de gènes puis à des phénotypes cellulaires sujets à une 

sélection5. Ultimement, une cellule évolue de manière à échapper au contrôle normal de la 

prolifération, ce qui permet le développement du cancer. 

Selon le modèle classique de développement tumoral en plusieurs étapes chez l'homme6, 

des changements importants survenant tant sur une petite échelle (mutations ponctuelles) 

qu'à grande échelle (grands réarrangements chromosomiques) confèrent un avantage 

sélectif à une cellule, ce qui lui permettra d'accumuler d'autres altérations menant à la 

malignité. Ces étapes importantes comprennent sept fonctions que les cellules cancéreuses 

doivent acquérir : 1) elles doivent acquérir la capacité de devenir résistantes aux facteurs 

causant l'inhibition de contact, 2) proliférer en absence de facteurs de croissance exogènes, 

3) envahir et devenir métastatiques, 4) développer un potentiel illimité de replications, 5) 

s'évader du mécanisme d'apoptose, 6) créer l'angiogénèse de manière à être alimentées en 

sang et 7) s'évader de la destruction par les cellules du système immunitaire. L'acquisition 

de ces fonctions est généralement favorisée par l'instabilité génomique trouvée chez les 

cellules cancéreuses humaines7, ce qui peut être causé par des mutations héritées dans des 

gènes assurant l'intégrité du génome ou des mutations somatiques acquises lors du 

développement de la tumeur. L'accumulation d'une combinaison d'altérations génétiques 

dans un sous-goupe de cellules à haut potentiel de progression tumorale pourrait donc être 

crucial dans la progression d'une tumeur . 



2. Le cancer, une maladie multifactorielle 
2.1. Facteurs environnementaux 

L'expression désordonnée des gènes peut être causée par des mutations génétiques ou des 

facteurs épigénétiques qui peuvent réduire ou activer l'expression de gènes cibles. La 

grande variation des taux d'incidence et de mortalité dans plusieurs populations à travers le 

monde met en évidence la contribution de la susceptibilité génétique dans l'étiologie du 

cancer du sein. Les études migratoires indiquent par contre que le niveau de risque des 

immigrants devient similaire à celui des habitants du pays d'accueil, ce qui suggère que 

l'environnement et l'alimentation influencent aussi le risque de cancer du sein. Le cancer 

du sein apparaît donc comme une maladie multifactorielle dans laquelle il y a une 

intervention simultanée de facteurs génétiques et environnementaux9. 

Certains facteurs environnementaux sont reconnus pour conférer un risque accru de cancer 

du sein alors que d'autres semblent avoir un effet protecteur (Tableau 1). Parmi les facteurs 

environnementaux reconnus comme conférant un risque accru de cancer du sein, plusieurs 

sont en lien de près ou de loin avec l'exposition aux estrogènes. Les composants de la 

nourriture que nous ingérons peuvent aussi agir comme agents mutagènes ou interférer 

avec l'action de mutagènes externes. Ces facteurs nutritionnels peuvent également 

influencer la prolifération et la croissance d'une population de cellules ou modifier 

l'environnement cellulaire en altérant les niveaux d'hormones. La régulation de ces 

processus par différents nutriments peut influencer l'expression de gènes centraux en 

causant la methylation des régions promotrices ou l'acétylation des histones, ce qui 

influence la stucture de l'ADN et l'accessibilité des gènes pour la transcription10. 



Tableau 1 
Facteurs environnementaux modifiant le risque de cancer du sein. 

Facteurs de risque 
Effet sur 
le risque 

Facteurs démographiques et sanitaires 
Âge11 

1 "J 

Forte densité mammaire 
Exposition aux radiations ionisantes13 

Hormonaux 
Âge précoce aux premières menstruations14 

Ménopause tardive15'16 

Utilisation de contraceptifs oraux15 

Traitement hormonaux de remplacement18 

Reproductifs 
Jeune âge à la première grossesse19 

Plusieurs grossesses à terme 
Allaitement maternel16 

Habitudes de vie et nutrition 
Niveau élevé d'activité physique24"26 

Obésité et surplus de poids24 

Consommation d'alcool31 
33 Consommation de thé vert 

Consommation élevée de lycopène 35,36 

2.1.1. Facteurs démographiques et sanitaires. 

L'âge est le facteur de risque le plus important vis-à-vis du cancer du sein11. La maladie est 

rare chez les femmes de moins de 30 ans, alors que le risque augmente entre 50 et 75 ans, 

représentant près de deux tiers de tous les cas de cancer du sein. Le risque de cancer du sein 

augmente aussi avec le niveau de densité des tissus mammaires, le risque étant multiplié de 

deux à six fois chez les femmes ayant des seins denses en mammographie12. Il a été 

démontré que l'exposition du tissu mammaire aux radiations ionisantes (ionizing 

radiations; IR) endommageant l'ADN avant l'âge de 40 ans est susceptible de provoquer 

un cancer du sein dans les années ultérieures13. 



2.1.2. Facteurs hormonaux 

Facteurs hormonaux endogènes 

Un âge précoce aux premières menstruations (survenues avant l'âge de 12 ans) augmente le 

risque de cancer du sein14. Le fondement biologique de cette association correspond à 

l'exposition précoce et prolongée aux hormones durant la période d'activité des ovaires. 

D'un autre côté, une exposition prolongée aux estrogènes en raison d'une ménopause 

tardive résulte également en un risque accru de cancer du sein1516, venant ainsi appuyer 

l'utilisation des anti-estrogènes en médecine préventive17. 

Facteurs hormonaux exogènes 

Des facteurs hormonaux exogènes sont également impliqués dans le risque de cancer du 

sein. Le risque de cancer du sein est augmenté d'environ 25% chez les femmes utilisant 

couramment des contraceptifs oraux. Cependant, cette augmentation du risque chute dès 

l'arrêt de la consommation, de sorte que 10 ans après l'arrêt de l'utilisation, aucune 

augmentation significative n'est constatée15. L'utilisation de traitements hormonaux de 

remplacement (THR), qui retarde les effets de la ménopause, est également à la base d'un 

risque accru de cancer du sein18. 

Facteurs reliés à la reproduction 

Le fait d'avoir mené à terme plusieurs grossesses ou d'avoir eu la première maternité à un 

jeune âge a un effet protecteur sur le cancer du sein. En effet, les femmes ayant mené au 

moins une grossesse à terme avant l'âge de 30 ans présentent en moyenne un risque de 

cancer du sein diminué de 25% par rapport aux femmes n'ayant pas eu d'enfant19. De plus, 

l'effet protecteur de l'accouchement semble augmenter proportionnellement au nombre 
*jr\ 

d'accouchements . La grossesse provoque une différenciation accélérée du tissu 

mammaire et une prolifération rapide de l'épithélium21. 

L'effet de l'allaitement maternel sur le risque de cancer du sein est controversé. Certains 

résultats ont toutefois identifié que les femmes qui ont allaité pendant une durée totale d'au 

moins 25 mois présentent un risque de cancer du sein réduit de 33% par rapport à celles qui 

n'ont jamais allaité1 . Plusieurs mécanismes pourraient expliquer l'association inverse entre 

l'allaitement et le risque de cancer du sein. La lactation produit des changements 



hormonaux endogènes, en particulier une réduction d'estrogènes et une augmentation de la 

production de prolactine, qui diminuent l'exposition cumulative aux estrogènes chez la 

femme22. L'effet protecteur de l'allaitement pourrait également être attribuable à son rôle 

dans le décalage du rétablissement de l'ovulation. 

2.1.3. Facteurs liés aux habitudes de vie et de nutrition 

Le World Cancer Research Fund a publié son deuxième rapport sur le rôle des aliments, de 

la nutrition et de l'activité physique dans la prévention du cancer23. Cet organisme incite à 

adopter une saine alimentation et un suivi nutritionnel supervisé pour les patients atteints 

du cancer. Un niveau élevé d'exercice a été lié à un risque diminué de cancer post

ménopause variant en moyenne entre 20 et 40%24"26. Les mécanismes biologiques par 

lesquels l'activité physique serait associée à une diminution de risque impliqueraient une 

réduction de la production d'estrogènes et le maintien de l'équilibre énergétique27. 

L'activité physique pourrait moduler les niveaux d'insuline et de facteurs de croissance 

insulin-like (insulin-like growth factor; IGF), augmenter la réponse immunitaire28 et 

diminuer la prise de poids, en particulier après la ménopause. Bien que diminuer la prise 

alimentaire et augmenter la quantité d'activité physique sont efficaces afin de réduire le 

poids, l'activité physique semble, selon certaines études, diminuer le gras intra

abdominal29. 

Un poids plus élevé serait associé à un risque accru de cancer du côlon, du rein, de 

l'œsophage, de l'endomètre, de la thyroïde et de cancer du sein post-ménopause24. En étant 

associé à un profil hormonal soupçonné de favoriser le développement du cancer du sein, 

l'obésité augmente d'environ 50% le risque de cancer du sein chez les femmes 

ménopausées, probablement en raison de l'augmentation de concentrations sériques 

d'estradiol libre30. Après la ménopause, l'aromatisation des androgènes dans le tissu 

adipeux est l'une des plus importantes sources d'estrogènes circulants. 

L'alcool est le seul facteur naturel établi de risque de cancer du sein. Ce risque augmente 

d'environ 7% pour une consommation moyenne d'une boisson alcoolisée par jour31. Les 

femmes atteintes d'un cancer du sein et consommant au moins une boisson alcoolisée par 

jour ont une durée de survie diminuée de 15% à 40%32. L'alcool provoque une 



augmentation des hormones dans le sérum et une production accrue des facteurs de 

croissance IGF. Les IGF agissent comme des mitogènes, inhibent l'apoptose et 

interagissent avec les estrogènes. 

L'association entre le risque de cancer du sein et les principales composantes de 

l'alimentation humaine incluant les fruits et les légumes, les produits laitiers, la viande, les 

vitamines, les fibres et les phyto-estrogènes a fait l'objet de nombreuses études. D'une 

manière générale, les résultats restent discordants14. 

Un rôle possible pour le thé vert dans la prévention du cancer a été suggéré sur la base de 

l'incidence plus faible du cancer du sein dans certaines régions telles le Japon et la Chine 

où la consommation de thé vert est élevée. Une réduction significative du cancer du sein 

associée à la consommation de thé vert, a été identifiée chez des Américaines d'origine 

asiatique . Le mécanisme potentiel par lequel le thé vert protégerait du cancer passerait par 

la séquestration des espèces réactives de l'oxygène, l'inhibition de la formation de 

carcinogènes, une augmentation de la detoxification des carcinogènes, une augmentation de 

la réparation de l'ADN et par la modulation du métabolisme des estrogènes. De plus, le thé 

vert a été lié à un arrêt du cycle cellulaire et à l'apoptose34. 

Une supplementation en lycopène chez des sujets sains a démontré une fréquence diminuée 

des bris d'ADN35, ce qui a mené à la suggestion qu'une alimentation riche en lycopène 

pourrait réduire le risque de différentes maladies en diminuant les dommages oxydatifs à 

l'ADN. Une revue des études épidémiologiques a suggéré une association inverse entre la 

consommation de tomates, la consommation de lycopène ou le niveau de lycopène sanguin 

et le risque de cancer du sein36. 

2.2. Facteurs génétiques impliqués dans le cancer du sein 

Des études épidémiologiques populationnelles ont mené à l'élaboration de modèles 

génétiques plutôt qu'environnementaux afin d'expliquer l'occurrence familiale du 

cancer37'38. Il a été démontré que certains facteurs génétiques pourraient expliquer une 

partie substantielle des cancers. La démonstration de liaison génétique chez des familles 

présentant plusieurs cas de cancer du sein39 a dissipé les doutes à propos de l'implication 

des facteurs génétiques dans le cancer. D'autres études épidémiologiques ont montré que 
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les femmes ayant une apparentée de premier degré atteinte du cancer du sein ont un risque 

de cancer du sein approximativement deux fois plus élevé en comparaison avec la 

population en général16. Les études menées chez des jumeaux indiquent que la majeure 

partie de l'excès du risque familial est attribuable à une prédisposition héritée40. Les 

jumeaux monozygotes étant identiques et les jumeaux dizygotes partageant la moitié de 

leur bagage génétique, la susceptibilité accrue en raison de facteurs génétiques devrait se 

refléter par une meilleure concordance de la maladie chez les jumeaux monozygotes que 

dizygotes41. Ainsi, les études sur le cancer du sein menées chez des jumelles42'43, 

l'incidence de tumeurs contralaterals chez des personnes ayant déjà été atteintes par un 

cancer du sein42'43 et la distribution de l'héritabilité chez certaines familles44 ont suggéré la 

prédominance des facteurs génétiques afin d'expliquer l'aggrégation familiale du cancer du 

sein. 



3. Gènes de susceptibilité au cancer du sein 
3.1. Gènes majeurs de susceptibilité au cancer du sein 

Les gènes BRC AI et BRCA2 sont les deux gènes majeurs de susceptibilité au cancer du 

sein. La fréquence des mutations de ces gènes est faible, mais certaines mutations 

fondatrices relativement fréquentes ont été retrouvées chez différentes populations, comme 

par exemple chez les juifs Ashkénazes et chez les Canadiens français45. 

BRCA1 et BRCA2, découverte et risque associé 

Des analyses de liaison menées chez de grandes familles à risque élevé présentant plusieurs 

cas de cancer du sein ont mené à l'identification de BRCA1 et BRCA2 par clonage 

positionnel46"48. Ces gènes de susceptibilité agissent d'une manière autosomique 

dominante. Au niveau cellulaire, les gènes BRCA1 et BRCA2 agissent d'une manière 

récessive, l'allèle sauvage étant inactivé dans le cancer. 

Des mutations de BRCA1 et BRCA2 confèrent un risque de cancer du sein accru de 10 à 20 

fois4 . Les femmes porteuses de mutations ont un risque de développer un cancer du sein 

entre 37 et 85% au cours de leur vie. Le risque de cancer de l'ovaire chez ces femmes est 

estimé entre 15 et 40%50'51. Les estimations faites à partir de cas de cancer du sein choisis 

sur une base populationnnelle et non-sélectionnés sur la base d'une histoire familiale ont 

indiqué un risque moindre. Le risque associé serait de 65% (51%-75%) chez les porteurs de 

mutations dans le gène BRCA1 et de 45% (33%-54%) pour BRCA252. Le risque relatif de 

cancer du sein chez l'homme est élevé chez les porteurs de mutations dans ces gènes, 

particulièrement chez les porteurs de mutations dans BRCA253. De plus un risque élevé de 

cancer de la prostate a également été rapporté, spécialement chez les porteurs de mutations 

dans BRCA2 et avant l'âge de 65 ans54'55. Un risque accru de cancer du pancréas, des 

trompes de Fallope, de l'estomac et du côlon a été associé à des mutations dans BRC Al 

alors que des mutations dans BRCA2 confèrent un risque accru de cancer de l'estomac, de 

la vessie, du pancréas et du pharynx54'56. Des mutations de l'un de ces gènes seraient 

retrouvées chez 1 personne sur 1000 au Royaume-Uni. Ceci permettrait d'expliquer 15 à 

20% de l'excès de risque familial du cancer du sein44'57'58"60. 
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Dans la présente section, un survol de la structure et des fonctions des gènes BRCA1 et 

BRCA2 sera effectué. Le tout sera accompagné d'une figure récapitulant les fonctions de 

ces deux gènes. 

3.1.1. BRC Al 

Structure de BRCA1 

Le gène BRCA1 est composé de 24 exons situés en 17q21. La protéine BRCA1 est une 

protéine de 1863 résidus possédant plusieurs caractérisques structurales. Le domaine RING 

situé en N-terminal de la protéine a été démontré comme étant impliqué dans un grand 

nombre d'interactions protéine-protéine, notamment avec l'ubiquitine ligase BARD161. La 

région C-terminale de BRCA1 contient un motif répété d'environ 110 acides aminés 

(acides aminés 1646-1859 de BRCA1), appelé les répétitions BRCT (BRCT repeats; 

BRCA1 C-terminal repeats)62'63. Ces séquences répétées sont retrouvées dans des protéines 

impliquées dans la réparation de l'ADN et dans la régulation du cycle cellulaire. La 

protéine BRCA1 peut agir à différents niveaux dans la réparation de l'ADN. Elle agit à titre 

de transducteur de signal, à titre d'effecteur de la réparation des dommages à l'ADN ou de 

point de contrôle du cycle cellulaire. Elle agit aussi comme régulateur des protéines 

impliquées dans la réparation, tel les protéines du BASC (BRCA 1-associated genome 

surveillance complex)64. Dans cette section, les différents rôles de BRCA1 seront passés en 

revue et une attention particulière sera portée sur certains gènes candidats du cancer du 

sein. 

Rôle de BRCA1 dans la réparation des bris d'ADN double brins 

Une réparation efficace des bris d'ADN requiert un mécanisme de reconnaissance des 

dommages et des signaux de transduction activant des effecteurs qui arrêtent le cycle 

cellulaire aux points de restriction et la réparation de dommages65'66. Au moins deux 

processus distincts contribuent à la réparation des bris d'ADN double brins (double-strand 

breaks; DSB) chez les mammifères, la recombinaison homologue (homologous 

recombination; HR) et la ressection non-homologue des extrémités d'ADN (non 

homologous end joining; NHEJ). 
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BRCA1 localise aux foci nucléaires lors de la phase S du cycle cellulaire. Des dommages à 

l'ADN résultent en une hyperphosphorylation de BRCA1 et en une localisation aux foci 

nucléaires67'68. BRCA1 colocalise avec l'histone H2AX, une protéine rapidement 

phosphorylée aux sites de bris double brins suite aux dommages à l'ADN69. De plus, 

BRCA1 colocalise avec RAD51, un facteur participant à la HR, et avec le complexe MRN 

(MRE11/RAD50/NBS1) qui est impliqué à la fois dans la HR et dans la NHEJ70'71. BRCA1 

lie les structures ramifiées d'ADN et la liaison de BRCA1 à l'ADN inhibe l'activité 

exonucléase du complexe MRN72. Cette observation suggère que BRCA1 s'accumule aux 

sites de bris d'ADN, forme différents complexes protéiques, et est impliquée dans 

différents aspects de la réparation de l'ADN. Des mutations de BRCA1 ne résulteraient pas 

directement en la formation de tumeurs, mais causeraient plutôt de l'instabilité génétique, 

ce qui favoriserait la transformation cellulaire73. 

Implication de BRCA1 dans la recombinaison homologue 

Lors de la HR, une forme très efficace de réparation, des séquences identiques ou similaires 

sont utilisées pour diriger la réparation de l'ADN endommagé par un mécanisme de 

conversion ce qui permet la réparation des bris sans perte d'information ou de modification 

à la séquence d'ADN74. Dans ce mécanisme de réparation, les kinases ATM (ataxia 

telangiectasia mutated) et ATR (ataxia telangiectasia and Rad3 related) jouent un rôle 

central en contrôlant la phosphorylation de plusieurs protéines impliquées dans les points 

de contrôles du cycle cellulaire et la réparation des dommages à l'ADN, tel p53, NBS1 et 

CHEK2 ainsi que BRCA1 et BRCA275'76. 

Dans la réparation des bris d'ADN par HR, les protéines RAD51 et RPA (replication 

protein A) sont essentielles. Le rôle spécifique de BRCA1 dans la réparation des bris 

d'ADN double brins peut être défini par son interaction avec les protéines BRIP1/FANCJ 

et BARD1. Ces deux protéines ont un impact sur l'efficacité de la réparation de l'ADN. Le 

gène BRIP1 a récemment été identifié comme gène de susceptibilité au cancer du sein alors 

que le gène BARD1 a été étudié à titre de gène candidat dans le cadre de mon projet. 
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Jonction non-homologue des extrémités 

Dans l'éventualité où la HR est impossible ou inefficace, un mécanisme alternatif de 

réparation est utilisé, la NHEJ77. Dans la voie de réparation par NHEJ, la protéine kinase-

dépendante de l'ADN, DNA-PK, et les protéines XRCC5 et XRCC6 sont recrutées aux 

sites de bris d'ADN double brins. Ceci permet l'arrivée subséquente de la ligase XRCC4. 

Deux voies de NHEJ existeraient, l'une favorisant l'incorporation d'erreur dans l'ADN 

(error-prone NHEJ) et l'autre n'incorporant pas d'erreur (error-free NHEJ)78'79. BRCA1 

serait impliquée dans la réparation « error-free » NHEJ ou inhiberait le mécanisme « error-

prone » NHEJ80'81. L'interaction de BRCA1 avec XRCC5 permet l'accumulation rapide de 

BRCA1 aux DSBs82. De plus, l'interaction de BRCA1 est mutuellement exclusive à 

XRCC5ouàBARDl82. 

Réparation par excision de nucleotides (réparation couplée à la transcription et réparation 

génomique globale) 

La protéine BRCA1 pourrait également jouer un rôle dans la réparation par excision de 

nucleotides (nucleotide excision repair; NER)83. Les bases endommagées sont enlevées par 

la nuclease d'excision, une enzyme composée de plusieurs sous-unités ciblant les lésions 

sur le brin endommagé83"85. La NER peut être sous-divisée en deux principaux 

mécanismes, la réparation couplée à la transcription (transcription-coupled repair; TCR), et 

la réparation génomique globale (global genomic repair; GGR)83. La TCR est le processus 

par lequel des lésions sur des bases de l'ADN causées par des rayons X ou une oxydation 

des bases sont enlevées préférentiellement du brin d'ADN transcrit en utilisant le brin non-

transcrit comme gabarit. La TCR agirait sur les brins transcrits des gènes actifs86 et serait 

activée lorsque la machinerie transcriptionnelle basale est arrêtée par des dommages à 

l'ADN. BRCA1 serait essentiel pour la TCR87 et pourrait être connectée à la machinerie 

transcriptionnelle basale puisque la protéine BRCA1 co-purifie avec la RNA polymerase II 

holoenzyme par l'interaction qu'elle fait avec RHA, la composante hélicase de l'enzyme . 

Le gène RHA, nommé aussi DHX9, est d'ailleurs un gène candidat intéressant pour 

l'identification de nouveaux gènes de susceptibilité au cancer du sein. L'implication de 

BRCA1 dans la régulation de la GGR89, un mécanisme de réparation ciblant et enlevant les 

lésions à l'échelle du génome entier83, s'effectuerait possiblement en contrôlant la 

transcription des gènes de la NER, tels XPC et DDB2i9. 
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Régulation transcriptionnelle par BRCA1 

La protéine BRCA1 a été associée à la régulation transcriptionnelle de plusieurs gènes 

activés en réponse aux dommages à l'ADN. Lorsque BRCA1 est surexprimé, il supprime la 

transactivation par ER (estrogen receptor)90. BRCA1 peut s'associer avec le facteur de 

transcription ZBRK1 pour former un complexe co-répresseur ciblant un motif spécifique 

du gène GADD45. BRCA1 sert de relais à la détection et au signalement de dommages à 

l'ADN par ATM à la régulation transcriptionnelle de GADD45. De plus, il a été démontré 

que BRCA1 interagit physiquement et régule certains facteurs de transcription tels p53, c-

myc et STATI9193. 

Remodelage de la chromatine par BRCA1 

BRCA1 contribue à la réponse aux dommages à l'ADN par son interaction avec des 

protéines altérant la structure de l'ADN et de la chromatine94. Une association de BRCA1 

avec les protéines SWI/SNF et avec des kinases régulatrices de l'acétylation et de la 

déacétylation a été démontrée95'96. BRCA1 interagit également avec BLM, une protéine 

participant à la replication de l'ADN64 et avec l'hélicase BRIP197. La protéine BRIP1, 

nommée aussi FANCJ car impliquée dans l'anémie de Fanconi (AF), est un gène de 

susceptibilité au cancer du sein qui a été étudié dans le cadre de mes études doctorales. Les 

rôles de BRCA1 dans la transcription et la réparation de l'ADN pourraient donc être reliés 

au remodelage des structures d'ADN autour de la machinerie basale de transcription aux 

fourches de replication bloquées et aux bris d'ADN double brins. 

Implication de BRCA1 dans le contrôle du cycle cellulaire 

L'habileté à contrôler précisément les événements du cycle cellulaire est essentielle pour le 

maintien de l'intégrité génomique et pour prévenir l'apparition de mutations affectant la 

croissance normale des cellules. Les cellules déficientes en BRCA1 démontrent une 

réparation des dommages à l'ADN diminuée, une amplification des centrosomes et des 

anomalies des points de restriction du cycle cellulaire73'98. L'instabilité génétique causée 

par une déficience en BRC Al déclenche la réponse cellulaire aux dommages à l'ADN ce 

qui bloque la prolifération cellulaire et induit l'apoptose99. Une déficience en BRC Al cause 

des anomalies du point de restriction de la phase S, de celui de la phase G2/M, du point de 
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contrôle de la formation des fuseaux mitotiques (point de contrôle métaphase/anaphase) et 

la duplication du centrosome. 

La protéine BRCA1 est hyperphosphorylée lors des phases GI et S, et est déphosphorylée 

après la phase M100. Les protéines ATM, ATR et CHEK2 sont responsables de la 

phosphorylation de BRCA175'76101'10 . Il a été démontré que p53 est impliquée dans 

l'induction par BRCA1 du point de restriction Gl/S du cycle cellulaire103. La 

phosphorylation de BRCA1 par ATM est requise pour l'activation du point de restriction 

G2/M104'105. BRCA1 interagit aussi avec plusieurs protéines jouant un rôle essentiel dans 

les points de restriction en phase S, tel l'histone H2AX et le complexe MRN, qui forment 

des foci nucléaires suite aux IR et arrêtent les cellules en phase S106. L'un des gènes que 

nous avons étudié à titre de gènes candidats du cancer du sein est le gène AURKA. La 

protéine AURKA/Aurora-A, une sérine/thréonine kinase (ser/thr kinase) régulant la 

progression mitotique107"110, lie physiquement et phosphoryle BRCA1. Cet événement 

corrèle avec une fonction altérée de BRCA1 à réguler la transition G2/M111. 

Le point de contrôle de la formation des fuseaux mitotiques assure l'efficacité de la 

ségrégation des chromosomes. Il empêche les cellules contenant des chromosomes mal 

alignés de procéder à la mitose. Lors de la métaphase, les chromatides soeurs sont attachés 

aux fuseaux mitotiques par les kinétochores. Le point de contrôle des fuseaux supervise 

l'attachement des chromatides soeurs. Les anomalies chromosomiques chez les cellules 

déficientes en BRCA1 ainsi que la poursuite de l'anaphase et de la telophase suggèrent que 

le point de contrôle de la formation des fuseaux est déficient112. Les défauts en points de 

contrôle du cycle cellulaire, combinés avec les duplications anormales des centrosomes et 

les défauts de réparation des dommages à l'ADN pourraient être la cause de l'instabilité 

génétique présente dans les cellules déficientes en BRC Al. 

3.1.2. BRCA2 

Structure de BRCA2 

Le gène BRCA2, localisé en 13ql2-ql3113, est composé de 27 exons distribués sur une 

distance de 70 kb. Le clonage de la protéine BRCA2 possédant 3418 résidus a permis de 

déterminer que BRCA2 ne possède pas de similarité à d'autres protéines connues ' . Huit 
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motifs de 30-40 résidus encodes par l'exon 11 et appelés les répétitions BRC sont 

conservés à travers plusieurs espèces de mammifères114. Ces répétitions permettent 

l'interaction de BRCA2 avec RAD51, une protéine essentielle à la réparation de l'ADN et à 

la recombinaison. 

Rôle de BRCA2 dans la recombinaison homologue 

Le gène BRCA2 est requis pour les niveaux normaux de réparation de l'ADN par HR77'115. 

Les cellules mutantes BRCA2 démontrent un haut degré d'aberrations chromosomiques 

induites et spontanées116"118, ainsi qu'une sensibilité accrue aux agents endommageant 

l'ADN118"121, incluant les IR et les agents pontants de l'ADN. 

L'implication de BRCA2 dans la réparation des bris d'ADN double brins a principalement 

été confirmée par son interaction avec la recombinase RAD51 ' ' . RAD51 favorise 

l'échange des brins provenant de deux différentes molécules d'ADN lors de la HR124. Il a 

été démontré que RAD51 et BRCA2 colocalisent aux foci nucléaires suite aux dommages à 

l'ADN causés par des IR125. BRCA2 serait nécessaire au recrutement de RAD51 aux sites 

de bris de l'ADN et à la fonction de RAD51120'126. 

Régulation et liaison de RAD51 par sa liaison aux motifs BRC de BRCA2 

Certains des motifs BRC de BRCA2 interagissent avec le domaine central de RAD51123127. 

RAD51 s'associe également avec une série de résidus localisés dans la région C-terminale 

de BRCA2120. Selon un modèle suggéré récemment, RAD51 lierait les BRC de BRCA2 

dans une forme inactive et transloquerait vers la région C-terminale lorsque nécessaire. 

Lorsque lié à la région C-terminale de BRCA2, RAD51 serait sous sa forme active et serait 

libéré en réponse aux dommages à l'ADN. RAD51 pourrait ensuite se lier à l'ADN simple 

brin au site de bris et former les filaments de nucléoprotéines. Les protéines CHEK1 et 

CHEK2 peuvent phosphoryler la région C-terminale de BRCA2 et seraient impliquées dans 

le contrôle de ces interactions entre RAD51 et BRCA2128. 

Rôle de BRCA2 dans les autres mécanismes de réparation 

La protéine BRCA2 ne serait pas essentielle à la réparation des bris d'ADN bouble brins 

par NHEJ77129 ou pour la résection des bris double brins induits par des radiations64. Les 

cellules déficientes en BRCA2 démontrent des effets moins sévères sur la TCR que les 
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cellules déficientes en BRCA187. Toutefois, les souris déficientes en BRCA1 ou en BRCA2 

à l'état homozygote démontrent toute deux un phénotype de mortalité embryonnaire130. 

Régulation transcriptionnelle par BRCA2 

La protéine BRCA2 est impliquée à différents niveaux dans la régulation transcriptionnelle 

de plusieurs gènes activés en réponse aux dommages à l'ADN. La région N-terminale de 

BRCA2, une région importante pour son activité de transactivation, interagit avec la 

protéine EMSY131. Un excès d'EMSY atténue cette fonction de BRCA2131. De plus, il a été 

démontré que BRCA2 exprimée de manière endogène peut stimuler la transcription de 

gènes régulés par le récepteur aux androgènes132. 

Implication de BRCA2 dans l'anémie de Fanconi 

L'AF est une maladie récessive rare caractérisée par des malformations congénitales, une 

défaillance progressive de la moelle osseuse et une prédisposition au cancer. L'AF est une 

maladie génétique hétérogène pouvant être causée par des mutations bialléliques dans 13 

gènes différents. Les cellules des patients atteints de l'AF démontrent un phénotype 

cellulaire d'instabilité génomique semblable à celui des cellules déficientes en BRCA1 ou 

BRCA2. La première évidence démontrant un lien entre les protéines de l'AF et les 

protéines BRCA1 et BRCA2 a été fournie par l'identification de mutations biallélliques de 

BRCA2 comme étant responsables du sous-type Dl de l'AF133. Récemment, une nouvelle 

protéine a été identifiée sur la base de son interaction avec BRCA2. Cette protéine appelée 

PALB2 (partner and localizer of BRCA2) colocalise avec BRCA2 aux foci nucléaires et 

cause une localisation et une stabilisation de BRCA2 aux structures nucléaires, rendant 

ainsi possible la réparation par recombinaison et la fonction de BRCA2 dans les points de 

contrôles du cycle cellulaire134. Des mutations bialléliques tronquantes de PALB2 ont été 

retrouvées chez des familles atteintes du sous-type N de l'AF135'136. 

Une implication de plus en plus importante des protéines de l'AF dans la susceptibilité au 

cancer du sein étant identifiée, PALB2 est devenu rapidement un candidat intéressant. Ceci 

a permis d'identifier ce gène comme étant un gène de susceptibilité au cancer du sein à 

penetrance modérée ' . Une attention particulière lui sera portée subséquemment. 
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Il est donc possible de dégager que les protéines BRCA1 et BRCA2 possèdent de 

nombreuses fonctions et sont étroitement interreliées (Figure 1). 

Réparation couplée 
A la transcripi 

Figure 1 
Fonctions des protéines BRCA1 et BRCA2. 

3.2. Autres gènes de susceptibilité au cancer du sein 

3.2.1. TP53 - Syndrome de Li-Fraumeni 

LFS et mutations germinales de TP53 

Le syndrome de Li-Fraumeni (Li-Fraumeni syndrome, LFS; OMIM #151623) est un 

syndrome autosomique dominant associé à une prédisposition à plusieurs cancers. Le LFS 

et un autre syndrome y étant associé, le Li-Fraumeni like syndrome (LFS-like, LFS2), ont 

une fréquence estimée de 1/5000 dans la population en général139. Des mutations 

germinales dans le gène TP53, situé en 17p 13.1, sont responsables du LFS. Les individus 

atteints du LFS ont un risque accru de développer des sarcomes, des cancers du sein, du 

cerveau et des tumeurs adénocorticales à un âge précoce140. Les patients atteints du LFS 

développent particulièrement un cancer du sein à un jeune âge, en moyenne vers 36 

ans 
141,142 Le risque à vie de développer un cancer chez les patients atteints du LFS 

approche 100%. Il a été estimé que 50% des patients LFS développeront un cancer avant 

l'âge de 30 ans143. Des mutations dans TP53 sont peu communes chez les familles atteintes 

de cancer du sein pour lesquelles aucun cas du LFS n'a été rapporté144,145. 
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Rôles de p53 

Le gène suppresseur de tumeurs TP53 est un membre central dans la réponse au stress et 

préserve la stabilité génomique146. La protéine p53 agit afin d'engendrer une variété de 

processus anti-prolifératifs. Suite au stress cellulaire, p53 est stabilisée et se lie à l'ADN 

sous forme de tétramère engendrant ainsi une régulation transcriptionnelle des gènes cibles 

impliqués dans la régulation de processus cellulaires clés, tels la réparation de l'ADN, 

l'arrêt du cycle cellulaire, la sénescence et l'apoptose147'148. 

Une des fonctions les plus importantes de p53 est sa capacité à activer l'apoptose. P53 

favorise l'apoptose par des mécanismes dépendants et indépendants de la transcription qui 

agissent de concert pour assurer l'efficacité du programme de mort cellulaire. En se liant à 

des éléments de réponse spécifiques, p53 module la transcription de gènes qui gouvernent 

les défenses majeures contre la croissance tumorale, incluant l'arrêt du cycle cellulaire, 

l'apoptose, la maintenance de l'intégrité génétique, l'inhibition de l'angiogénèse et la 

sénescence cellulaire149. P53 interagit aussi avec plusieurs protéines impliquées dans le 

contrôle de la mort cellulaire programmée et ces interactions pourraient contribuer à son 

rôle d'inhibition de la tumorigenèse150*154. 

En plus de son activité de transactivation de gènes favorisant directement l'apoptose, p53 

peut aussi induire des gènes qui court-circuitent les voies de signalisation anti-

apoptotiques. L'exemple le plus évident de l'action de p53 est la régulation de PTEN, un 

régulateur négatif de la voie PI3K kinase aussi responsable d'un syndrome prédisposant au 

cancer du sein. PTEN est une phosphatase qui atténue la voie PI3K en déphosphorylant les 

phosphatidylinosides phosphorylés. P53 peut transactiver le promoteur de PTEN menant à 

une expression augmentée de PTEN. Ceci peut avoir un effet important puisqu'un défaut 

de PTEN peut compromettre l'apoptose déclenchée par p53 dans certains types 

cellulaires155. 

Régulation et activation de p53 

L'amplitude ou la durée du signal d'activation de p53 peut affecter la réponse à p53. Un 

faible niveau d'expression de p53 occasionne l'arrêt du cycle cellulaire alors qu'un niveau 

plus élevé de p53 engendre l'apoptose156'157. De nombreux senseurs de stress convergent 
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vers p53 et résultent en la phosphorylation, l'acétylation, l'ubiquitination et la methylation 

de certains de ses résidus158'159. La kinase ATM phosphoryle et active p53 en réponse aux 

dommages à l'ADN160. Des mutations d'ATM sont responsables de l'ataxie telangiectasie, 

une maladie associée à un risque accru de cancer du sein161. La protéine MDM2 est le 

régulateur négatif de p53 le plus étudié. Elle inhibe p53 en régulant sa localisation sub

nucléaire, son activité à activer la transcription et sa stabilité. Sous des conditions 

normales, MDM2 lie le domaine de transactivation de p53 et ubiquitine la protéine p53 la 

ciblant ainsi pour la dégradation162. 

3.2.2. PTEN - Syndrome de Cowden 

Parmi les maladies génétiques associées à un risque accru de cancer du sein, deux de ces 

syndromes sont caractérisés par des polypes hamartomateux. Le syndrome de Cowden 

(Cowden syndrome, CS) est une maladie autosomique dominante associée un risque accru 

de développer une multitude de cancers. Le syndrome de Peutz-Jeghers (Peutz-Jeghers 

syndrome; PJS), dans lequel une prédisposition au cancer du sein a aussi été identifiée, est 

une maladie autosomique dominante caractérisée par une pigmentation mucocutanée et des 

polypes hamartomateux gastrointestinaux. 

Syndromes associés à PTEN 

Des mutations germinales dans le gène suppresseur de tumeurs PTEN, localisé sur le 

chromosome 10q23163'164, ont été identifiées comme étant responsables du CS (OMIM 

#158350/ ' . Le CS est une maladie autosomique dominante caractérisée par de 

multiples hamartomes (peau, sein, intestin et cerveau) et un risque de cancer du sein, de la 

thyroïde et de l'endomètre166167. Les caractéristiques plus fréquemment retouvées chez les 

patients atteints du CS sont des lésions mucocutanées, une macrocéphalie et des polypes 

hamartomateux au niveau des intestins167. Plus de 90% des individus atteints du CS 

manifesteront un phénotype caractéristique de cette maladie avant l'âge de 20 ans165167. 

Des études ont évalué l'incidence du CS à au moins un cas par 200 OOO170'171 et 40-65% des 

cas du CS seraient d'origine familale172,173. 

Des mutations germinales de PTEN ont également été retrouvées chez des cas du syndrome 

de Bannayan-Riley-Ruvalcaba (BRRS; OMIM #153480)167'173, dans 20% des patients avec 
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le syndrome de Proteus, dans 50% des syndromes Proteus-like168 et dans certains individus 

atteints de polyposes juvéniles169. Ces maladies phénotypiquement différentes partagent 

toutefois quelques caractéristiques cliniques sévères et une étiologie commune, ce qui a 

mené à leur classification dans un même groupe de maladies appelé PHTS (PTEN 

hamartoma-tumor syndrome)172173. Parmi ceux-ci, seul le syndrome de Cowden est associé 

à un risque élevé de cancer du sein, bien que certaines patientes atteintes du BRRS aient 
t*CQ 

développé un cancer du sein . Des mutations de PTEN ont aussi été retrouvées chez 10 à 

20% des patients présentant de l'autisme et une macrocéphalie174'175. 

Cancer chez les patients atteints du syndrome de Cowden 

Les cancers les plus documentés chez les patients atteints du CS sont le cancer du sein, le 

cancer de la thyroïde et de l'endomètre169'176. Le risque de cancer du sein chez les femmes 

atteintes du CS a été estimé à environ 25 à 50% et l'apparition du cancer du sein chez 

celles-ci se fait à un âge précoce (40-45 ans)177. 

Mutations retrouvées dans PTEN 

Des mutations germinales de PTEN ont été identifiées chez des individus atteints du cancer 
178 « 17Q 

colorectal et du cancer du sein . Des mutations du promoteur ou du site de début de la 

transcription ont été observées chez des cas de CS pour lesquels des mutations n'avaient 

pas été identifiées dans la région codante de PTEN i l 4 'm . Des sites de liaison pour les 

activateurs de transcription p53 et EGR-1174 ont notamment été identifiés dans le 

promoteur de PTEN. De grandes deletions génomiques de PTEN et de son promoteur ont 

aussi été rapportées chez des patients CS et BRRS174'181. La possibilité que certains variants 

d'épissage soient associés au risque de développer un cancer a aussi poussé les chercheurs 

à évaluer l'impact d'altérations d'épissage chez les patients CS, CS-like et BRRS182. 

Des mutations somatiques de PTEN ont été identifiées chez différents cas de cancer du sein 

sporadiques179'183, chez des cas de cancer colorectal178184, de la prostate185, de la vessie et 

de l'endomètre186. La fréquence de mutations de PTEN dans les cas de glioblastomes est de 

près de 30% alors que des mutations de PTEN sont identifiées dans 3,5% des tumeurs de 

cancer du sein187. Étant l'un des gènes les plus fréquemment mutés dans le cancer, PTEN 

devient la victime de la réparation déficiente de l'ADN causé par des mutations des gènes 
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impliqués dans la réparation de l'ADN. La perte de BRCA1 mène à de larges mutations de 

PTENm. 

Rôles de PTEN 

Le gène PTEN encode une phosphatase à double spécificité pouvant déphosphoryler des 

substrats lipidiques et des protéines1 919°. Des études d'expression de PTEN dans des 

lignées cellulaires cancéreuses ont montré que PTEN sauvage affecte l'arrêt du cycle 

cellulaire en GI et/ou l'apoptose191"194. 

Activité phosphatase 

L'activité lipide phosphatase de PTEN a comme substrat le phosphoinositol 3,4,5-

triphosphate (PIP3), un composant central de la voie de signalisation phosphatidylinositol 

3-kinase (PI3K)/AKT195"197. PTEN exerce alors sa fonction de suppresseur de tumeurs en 

régulant la prolifération, la survie, la migration et l'invasion des cellules ainsi que 

l'angiogénèse. L'activité protéine phosphatase de PTEN permet quant à elle de 

déphosphoryler des substrats protéiques sur les résidus serine, threonine et tyrosine189. En 

déphosphorylant la protéine tyrosine kinase non-récepteur « Focal adhesion kinase » 

(FAK), PTEN régule la dynamique des interactions à la surface des cellules et inhibe la 

migration et l'invasion cellulaire198. 

Activité non-phosphatase 

PTEN possède aussi des fonctions biologiques indépendantes de son activité phosphatase, 

telles la régulation de la migration cellulaire, de la transition du cycle cellulaire et de 
108 11 i 1 

l'intégrité chromosomique " . PTEN pourrait supprimer la croissance tumorale d'une 

manière indépendante de son activité phosphatase, une version double mutante de PTEN 

pour son activité lipide et protéine phosphatase ayant démontré une inhibition de l'invasion 

cellulaire semblable à celle observée pour PTEN sauvage202. 

Rôle de PTEN dans la stabilité chromosomique 

Un lien entre la déficience en PTEN et l'instabilité a été démontré par le fait que les 

cellules embryonnaire déficientes en PTEN démontrent des défauts des points de contrôle 

de la réparation de l'ADN en réponse aux IR, ce qui résulte en une accumulation de bris 

chromosomiques et en des bris d'ADN double brins . Des études récentes ont révélé 
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l'importance de la région C-terminale de PTEN dans la détermination de sa localisation 

sub-cellulaire204,205 ainsi que dans le maintien de la stabilité génomique201. PTEN nucléaire 

peut utiliser deux différents mécanismes pour préserver l'intégrité chromosomique (Figure 

2). PTEN affecte la réparation en régulant un joueur important dans la réparation des bris 

d'ADN, la protéine RAD51. De plus, PTEN s'associe physiquement avec un composant 

des centromeres et la perte de cette association engendre des aberrations 

chromosomiques20 '. 

Des études ont révélé que des changements d'expression globaux diffèrent selon la 

présence ou l'absence de PTEN206,207, ce qui suggère que PTEN pourrait être impliquée 

dans la régulation de la transcription. PTEN a d'ailleurs été rapportée comme diminuant 

l'activité promotrice de MDM2, un régulateur négatif de p53208. Ces données suggèrent 

que PTEN agit sur la chromatine et régule la transcription de gènes importants impliqués 

dans des processus cellulaires tel que le contrôle du cycle cellulaire et la réparation de 

l'ADN. 

Figure 2 
Implication de PTEN dans le maintien de la stabilité chromosomique. PTEN participe 
au maintien de la stabilité chromosomique en stabilisant les centromeres et en favorisant la 
réparation de l'ADN. Adapté des références 'o3'194-201-204-209. 
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Expression et régulation de PTEN 

La protéine PTEN est constitutivement exprimée, mais la régulation du niveau de cette 

protéine demeure un élément important dans sa fonction. L'activation inappropriée de la 

dégradation de PTEN prédispose à la tumorigenèse. Ceci peut survenir suite à une mutation 

de PTEN ou à une altération de la machinerie de dégradation, tel la surexpression ou 

suractivation de NEDD4-1, l'ubiquitine ligase ciblant PTEN205. À l'opposé, une 

surexpression de PTEN sauvage dans des cellules cancéreuses induit l'apoptose et arrête la 

progression cellulaire, la formation de colonies et la migration des cellules198199'210'2". 

La protéine PTEN interagit avec STK11 et est un substrat de STK11 in vitro. L'interaction 

de PTEN avec STK11 affecte la localisation cellulaire de STK11, possiblement en le 
917 

retenant au cytoplasme . Ceci vient mettre en évidence que ces deux suppresseurs de 

tumeurs sont impliqués dans une voie de signalisation commune212. Le suppresseur de 

tumeurs TP53, dont il a été mention précédemment, est relié à PTEN d'une manière 

complexe. En plus de réguler l'expression de PTEN en agissant à titre de facteur de 

transcription augmentant son expression155, p53 interagit physiquement avec PTEN, ce qui 

résulte en une stabilisation de p53, mais en une déstabilisation de PTEN180. 

La localisation cellulaire de PTEN régule aussi sa fonction 

Le cytoplasme a été considéré comme le site primaire pour l'action suppresseur de tumeurs 

de PTEN et sa capacité à bloquer le sentier PI3-kinase comme l'élément central de la 

fonction de PTEN agissant sur la carcinogenèse213. Une proportion significative de PTEN 

est localisée au noyau dans plusieurs tissus humains et la perte d'expression de PTEN au 

noyau corrèle avec le développement du cancer214'215. La quantité de PTEN nucléaire varie 

en fonction du cycle cellulaire216. La protéine PTEN ne contient pas de NLS, mais la 

monoubiquitination de sa région C-terminale par l'ubiquitine ligase NEDD4-1 a été 

démontrée comme favorisant son importation au noyau204. Il est à noter que l'induction de 

la dégradation de PTEN par le protéasome et la translocation nucléaire de PTEN sont tous 

deux régulés par NEDD4-1. L'importation de PTEN au noyau pourrait aussi impliquer 

d'autres mécanismes, notamment par le transport passif par diffusion217 et le transport actif 

grâce à des signaux ressemblant à des NLS218'219. 
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Lien entre p53. BRCA1 et PTEN 

Suite aux dommages à l'ADN, BRCA1 devient hyperphosphorylé par ATM75 et 

CHEK2220. BRCA1 interagit physiquement et régule certains facteurs de transcription dont 

p5391. Une rétroaction existe entre BRCA1 et p53. BRCA1 a été démontrée comme 

augmentant la transcription par p53, alors que p53 activée réprime la transcription de 

BRCA1. Lorsque surexprimée dans des fibroblastes de souris, la protéine BRCA1 agit de 

manière synergique avec p53 pour causer un arrêt de la croissance irréversible221. 

Une relation similaire existe entre PTEN et p53. PTEN a été rapportée comme étant une 

cible transcriptionnelle en aval de p53 dans l'apoptose222. D'autres études ont cependant 

suggéré que PTEN agirait en amont de p53 pour réguler son expression et son 

activité209'223. PTEN peut accroître la stabilité de p53 et son activité de liaison à l'ADN en 

s'y associant physiquement209. 

Puisque PTEN est hautement exprimée, PTEN pourrait agir en temps normal pour le 

maintien général de la cellule. À l'opposé, p53 est principalement responsable de la 

réponse aux urgences tels les dommages à l'ADN. Conséquemment, p53 favorise les points 

de contrôle du cycle cellulaire et la mort cellulaire, dépendamment du type de dommage 

survenu. PTEN agirait principalement dans la mitose, un processus activé lors de la 

croissance normale d'une cellule187. 

3.2.3. STK11 - Syndrome de Peutz-Jeghers 

Des mutations du gène STK11/LKB1 sont responsables du syndrome de Peutz-Jeghers 

(Peutz-Jeghers syndrome, PJS; OMIM #175200) une maladie autosomique dominante224'221 

qui se caractérise par des taches de mélanine sur les lèvres, les muqueuses buccales et les 

doigts. Cette maladie rare, ayant une prévalence estimée de 1/25 000 à 1/280 OOO226, se 

manifeste par une pigmentation mucocutanée, des polypes intestinaux hamartomateux et 

une incidence accrue de plusieurs cancers. Le cancer gastrointestinal est le type de cancer 

le plus souvent diagnostiqué chez les patients PJS. Le risque de développer d'autres 

cancers, notamment le cancer du sein, de l'intestin, de l'estomac, de la thyroïde, des 

poumons, de l'endomètre, des ovaires, des testicules, du col de l'utérus et du pancréas est 

également élevé227'228. Les patients PJS ont un risque de développer un cancer environ 18 
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fois plus élevé que la population en général229 et 37-93% des patients atteints du PJS auront 

développé un cancer à l'âge de 65 ans230. Une augmentation de cinq fois du risque de 

cancer du sein à développement précoce a été associée au PJS, ce qui pourrait représenter 

un risque de 29-50% de développer un cancer du sein avant l'âge de 65 ans230. 

Structure du gène STK11 

Le locus responsable de la majorité des cas de PJS est retrouvé en 19pl3.3224'225'231. Ce 

gène, nommé STK11, s'étend sur 23 kb et est composé de neuf exons codants et d'un exon 

non codant situé à l'extrémité 3' du gène224. La protéine de 433 acides aminés encodée par 

ce gène possède une activité ser/thr kinase et contient un signal de localisation nucléaire 

dans sa région N-terminale non catalytique (résidus 38-43). La partie centrale de la protéine 

(résidus 49-309) forme le domaine kinase alors que la région C-terminale de la protéine ne 

semble pas contenir d'autres domaines224'225, mais contient toutefois le site majeur d'auto-

phosphorylation (Thr336)232. 

Mutations de STK11 

Les mutations identifiées dans le PJS mènent habituellememt à la perte de son activité 

kinase233 et la perte de l'allèle sauvage n'est pas absolument nécessaire au développement 

d'hamartomes ou de la maladie234. Des mutations situées dans la partie C-terminale, une 

région importante pour le contrôle de la voie AMPK et de la polarité cellulaire, mais en 

dehors du domaine kinase, tel Phe354Leu235'236, peuvent aussi avoir un effet sur la fonction 
7 "\T1 7^8 

de cette protéine * . 

Les premières études ont révélé que des mutations de STK11 étaient présentes dans 

seulement 69% des cas de PJS. Avec le développement de nouvelles méthodes d'analyses, 

tel le MLPA (Multiplex Ligation-dependant Probe Amplification), et l'analyse du 

promoteur, un pourcentage de plus en plus grand des cas de PJS est expliqué par des 

mutations de STK11, variant notamment entre 66% et 94% selon les études239"241. Des 

mutations germinales de STK11 ont également été identifiées dans certains cancers, 

notamment le cancer du côlon et du poumon235'242. La methylation du promoteur et une 

perte d'expression de STK11 ont été identifiées chez certains cas, mais ce mécanisme serait 

responsable d'une faible proportion des cas243'244. 
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Rôles de STK11 

STK11 est une kinase multi-tâches avec un grand potentiel d'orchestration de l'activité 

cellulaire. La fonction suppresseure de tumeurs de STK11 joue un rôle dans la polarité des 

cellules, dans le métabolisme de l'énergie, l'apoptose, l'arrêt du cycle cellulaire et dans la 

prolifération cellulaire. Son activité kinase est nécessaire à cette fonction de suppression de 

tumeurs245"247. 

La formation de polypes dans le PJS serait due à une prolifération accrue des cellules, à 

une apoptose diminuée ou à une combinaison de ces deux facteurs248. STK11 aide à établir 

la polarité cellulaire ' et l'activité catalytique de STK11 est nécessaire afin de bloquer 

la division cellulaire. Une perte d'expression de STK11 semble conditionner à la formation 

de polypes251. 

Des études sur l'absence d'apoptose dans les polypes ont révélé que STK11 est impliqué 

dans l'induction de l'apoptose252"254. La protéine STK11 interagit avec p53 et possède la 

capacité de la phosphoryler253'255. STK11 peut donc potentiellement agir sur l'activité de ce 

membre central de la préservation de la stabilité génomique via l'apoptose. Il a été suggéré 

que STK11 pourrait agir à titre d'inducteur ou de suppresseur de l'apoptose dépendamment 

de la sévérité du stress énergétique et du type cellulaire256. La voie de signalisation STK11-

AMPK joue un rôle dans la protection des cellules de l'apoptose en réponse aux agents 
'yen 

augmentant le ratio AMP/ATP . Toutefois, si les cellules ne sont pas capables de 

renverser ce ratio, elles iraient en apoptose ' . STK11 ferait partie d'une voie de 

signalisation inhibant la kinase mTOR, un médiateur clé dans les signaux de survie 

occasionnés par PI3K/Akt. 

Régulation et partenaires d'interaction de STK11 

STK11 est exprimée de manière ubiquitaire dans les tissus adultes et fœtaux258'261. La 

signalisation par STK11 est régulée par sa phosphorylation et sa localisation cellulaire. 

STK11 est phosphorylée sur plusieurs résidus et sa phosphorylation joue un rôle important 

dans l'arrêt du cycle cellulaire, la suppression de tumeurs et la polarité cellulaire247. 

In vivo, STK11 forme un complexe hétérotrimère avec les protéines STRAD (Ste20-related 

adaptor protein) et M025 (mouse protein 25), qui jouent un rôle crucial dans la régulation 



27 

de la stabilité protéique, de l'activité kinase et de la localisation cellulaire de 

STK11255-262-263. STRAD lierait STK11 au cytoplasme et cette liaison serait essentielle à la 

phosphorylation d'AMPK par STK11262. La liaison de la protéine M025 au complexe 

STK11/STRAD vient le stabiliser264, stimulant ainsi l'activité catalytique de STK11 

d'environ 10 fois255. STK11 interagit aussi avec la protéine suppresseure de tumeurs 

PTEN. Une surexpression de PTEN résulte en une rétention de STK11 au cytoplasme212. 

De plus la protéine PTEN est un substrat de STK11 in vitro. L'activité kinase de STK11 

n'est pas nécessaire à sa liaison à PTEN, mais la pathogénicité de certaines mutations de 

STK11 pourrait être due non seulement à une perte d'activité kinase, mais elle serait due à 
717 

une plus faible affinité pour PTEN . 

Il est possible de dégager jusqu'à maintenant un lien étroit entre les gènes TP53, PTEN et 

STK11, responsables de syndromes associés à un risque accru de cancer du sein (Figure 3). 

Alors que l'interaction de PTEN avec p53 vient accroître la stabilité et l'activité de liaison 

de l'ADN de p53, l'interaction de PTEN avec STK11 retient STK11 au cytoplasme. D'un 

autre coté, STK11 agit à la fois sur PTEN et p53 en les phosphorylant. L'interaction entre 

ces trois joueurs centraux de la régulation des mécanismes cellulaires et les syndromes 

causés par des mutations dans ces gènes vient mettre en évidence leur importance dans le 

maintien du bon fonctionnement de la machinerie cellulaire et dans le développement 

tumoral. 
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Figure 3 
Interrelations entre les protéines p53, PTEN et STK11. L'interaction de PTEN avec p53 
vient accroître la stabilité et l'activité de liaison de l'ADN de p53. L'interaction de PTEN 
avec STK11 retient STK11 au cytoplasme. STK11 agit à la fois sur PTEN et p53 en les 
phosphorylant. Adapté des références ^S-204-212-253*255. 

3.2.4. ATM-Ataxie télangiectasie 

L'ataxie télangiectasie (AT; OMIM # 208900) est une maladie héréditaire autosomique 

récessive causée par des mutations dans le gène ATM (ataxia telangiectasia mutated)265. 

L'AT est une maladie neurodegenerative progressive à penetrance complète qui démontre 

une fréquence de 1/40 000 à 1/300 OOO266,267 et pour laquelle la fréquence de porteurs 

hétérozygotes a été estimée à 1/200267. Au point de vue cellulaire, l'AT se caractérise par 

de l'instabilité génomique, des bris chromosomiques et une sensibilité aux IR. Les patients 

atteints de cette maladie démontrent fréquemment de l'ataxie cérébellaire, des 

télangiectasies, une immunodéficience et une prédisposition à différents cancer. Environ un 

tiers des patients AT développent des cancers267. Des lymphomes chez les enfants, des 

leucémies et des cas de cancer du sein sont parmi les cancers les plus fréquemment 

rencontrés chez les patients atteints d'AT . D'autres cancers pourraient toutefois être 

associés à l'AT, tels le cancer de l'estomac, du côlon, du pancréas, de la vessie et de 

ovaire 
269,270 
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Mutations d'A TM dans le cancer 

Un risque accru de cancer a aussi été identifié chez les apparentés de patients atteints d'AT 

(porteurs hétérozygotes de mutations). Un excès de cancer du sein a été identifié chez les 

mères de patients atteints de l'AT271 et l'augmentation du risque de cancer du sein chez les 

porteuses hétérozygotes de mutations dans A TM a été estimée à 5,1 fois269. D'autres études 

menées chez les familles de patients AT ont démontré un risque relatif moins élevé270,272"274 

alors qu'une analyse de ségrégation a révélé qu'un risque relatif de 2,37 serait associé à des 

mutations hétérozygotes d'ATM161. Il a aussi été proposé que certaines mutations d'ATM 

pourraient conférer un risque de cancer du sein du même ordre que des mutations des gènes 

BRCA1 et BRCA2115. Dans un contexte de cancer du sein familial, certaines études ont 

identifié une plus grande proportion de porteurs de mutations d'ATM chez des cas 
• ")1f\ 778 

familiaux " et d'autres ont révélé une association des mutations d'ATM avec le cancer 
_-.„ o<_.;„275,279 
du sein 

Structure d'ATM 

Le gène ATM est un gène composé de 66 exons localisé en llq22-23265. Deux transcrits 

différents ont été identifiés pour ce gène. L'isoforme la plus commune de ce gène encode 

une protéine de 3056 acides aminés280. La protéine ATM fait partie de la famille des 

kinases ressemblant aux PI3K281, contient un domaine FAT (FRAP, ATM, TRAPP). Une 

région C-terminale de 35 résidus hautement conservés, appelée le domaine F ATC282, serait 

importante pour la régulation de l'activité kinase d'ATM et pour sa liaison avec des 
781 

protéines régulatrices . La région N-terminale d'ATM contient un domaine HEAT 

influençant ses interactions avec d'autres protéines284 et une région essentielle pour sa 

liaison aux substrats285. 

Rôle de la protéine ATM 

Le gène ATM encode une PI3K exprimée dans un large spectre de tissus. Cette protéine est 

localisée majoritairement au noyau sous forme de dimères ou de multimères inactifs qui 

sont activés suite aux dommages à l'ADN286. En réponse aux bris d'ADN double brins, 

ATM agit à titre de transmetteur de signal des dommages à l'ADN en se dissociant sous 

forme de monomères hautement actifs. Lors de ce processus, ATM s'auto-phosphoryle et 

est recrutée aux sites de dommage287. ATM phosphoryle alors une panoplie de substrats 
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impliqués dans la réparation de l'ADN, la replication, dans les points de contrôle du cycle 

cellulaire, l'apoptose et la recombinaison286. On peut dénoter les protéines encodées par les 

gènes de susceptibilité au cancer du sein BRCA1, TP53 et CHEKÎ^1 parmi les cibles 

d'ATM. 

3.2.5. CHEK2 - Syndrome s'apparentant au syndrome de Li-Fraumeni 

La protéine CHEK2 (CHK2 checkpoint homolog (S. pombe)) est une ser/thr kinase 

dépendante d'ATM qui module la voie des points de restriction des dommages à l'ADN289. 

CHEK2 engendre la phosphorylation de plusieurs cibles impliquées dans la progression du 

cycle cellulaire et dans la réparation des dommages à l'ADN160'290. Des mutations 

germinales de CHEK2 ont été initialement identifiées chez des familles atteintes d'un 

syndrome s'apparentant au syndrome de Li-Fraumeni (Li-Fraumeni like, LFS2; OMIM 

#609265), mais ne répondant pas aux critères classiques de classification du LFS et pour 

lesquelles des mutations de TP53 n'ont pas été identifiées291. 

Mutations de CHEK2 dans le cancer 

Une étude populationnelle a démontré que la mutation IlOOdelC de CHEK2 est présente 

dans approximativement 1% de la population et dans 5% des cas de cancer du sein 

familiaux pour lesquels des mutations dans les gènes BRCA1 et BRCA2 n'ont pas été 

identifiées292. Des analyses de penetrance menées chez ces familles ont par la suite permis 

d'estimer le risque relatif de cancer du sein chez les porteuses de cette mutation à 1,70 

(95% IC = 1,32-2,20) alors qu'une autre étude menée par un consortium international a par 

la suite démontré que le rapport de cotes (odd ratio; OR) associé à la présence de cette 

mutation est de 2,34 (95% CI = l,72-3,20)293. Une méta-analyse récemment parue a 

démontré que le variant 1 lOOdelC de CHEK2 est un élément important de prédisposition au 

cancer du sein, augmentant le risque de cancer du sein de trois à cinq fois. Il a été estimé 

que la mutation 11 OOdelC chez les femmes avec une histoire familiale de cancer du sein 

confère un risque cumulatif de 37%294. Cette mutation a été associée à un risque accru de 

cancer du sein chez l'homme et pourrait être responsable de 9% de ceux-ci292. Toutefois, 
70S 7Q7 

cette association n'a pas été clairement répliquée depuis " . D'autres variants de CHEK2 

ont également été associés avec un risque accru de cancer du sein, notamment Ile57Thr298" 

, et d'autres mutations spécifiques à certaines populations300"303. 
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Un défaut de fonction de CHEK2 pourrait aussi prédisposer les cellules de plusieurs 

organes au développement de tumeurs. La mutation IlOOdelC pourrait conférer un risque 

de cancer de la prostate292,298'301'302,304,305 alors qu'une association du variant Ilel57Thr avec 

un risque élevé de cancer colorectal, de la thyroide et du rein a été démontrée298,306. 

Structure de CHEK2 

Le gène CHEK2 est localisé en 22ql2.1 et encode pour un membre conservé du réseau 

cellulaire de réponse aux dommages à l'ADN qui protège l'intégrité du génome290. La 

protéine CHEK2 contient trois domaines distincts. Un domaine N-terminal SQ/TQ, un fork 

head-associated domain (FHA) et un domaine ser/thr kinase. Le domaine SQ/TQ est un 

domaine de régulation contenant les sites potentiels de phosphorylation par ATM290,307. Le 

domaine FHA est reconnu pour être impliqué dans la liaision d'autres protéines par la 

reconnaissance de résidus phosphothréonines. Ce domaine participe activement à la liaison 

protéine-phosphoprotéine de CHEK2 lors de son activation et du signalement des 
ink 

dommages à l'ADN . La région C-terminale de la protéine CHEK2 contient son domaine 

catalytique. 

Au niveau moléculaire, des défauts de CHEK2 mènent à sa perte d'expression ou de 

fonction. Des mutations dans la région régulatrice SQ/TQ préviennent son activation par 

ATM et des mutations dans son domaine FHA préviennent les interactions protéine-

protéine avec ses partenaires tels BRCA1 et p53308,309. Des mutations de CHEK2 dans son 

domaine catalytique altèrent son activité kinase. D'autres défauts de CHEK2 mènent à une 

mauvaise localisation de CHEK2 au cytoplasme310 ou à un épissage aberrant de l'ARN 

messager. 

Rôles de CHEK2 

La protéine CHEK2 est une ser/thr kinase dépendante d'ATM qui module les points de 

restriction contrôlant la réponse aux dommages à l'ADN289. L'activation de CHEK2 en 

réponse aux dommages est un processus comportant plusieurs étapes qui est initié par une 

phosphorylation rapide de plusieurs sites SQ/TQ par ATM289,3". Suite à son 

homodimérisation et à sa phosphorylation intermoléculaire, CHEK2 est déplacée au noyau 

pour propager les signaux de dommages à l'ADN et cibler ses substrats312. Elle y bloque la 
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prolifération cellulaire et initie la réparation de l'ADN en réponse aux bris d'ADN double 

brins311,313. La kinase CHEK2 aide à maintenir l'intégrité génomique et prévient 

l'incorporation de mutations délétères307 en engendrant la phosphorylation de plusieurs 

cibles impliquées dans la progression du cycle cellulaire et dans la réparation des 

dommages à TAON160,290. 

La modulation de BRCA1 et BRCA2 par CHEK2 révèle son importance dans la voie de 

réparation des dommages à l'ADN. CHEK2 affecte la localisation nucléaire de BRCA1220 

et régule l'interaction de BRCA2 avec la recombinase RAD51, ce qui joue un rôle 

important dans le recrutement subséquent de RAD51 aux sites de dommages à l'ADN128. 

D'autres cibles de CHEK2, tel p53 et son partenaire d'interaction MDM2, l'impliquent 
780 ÎA7 111 

dans le contrôle de la mort cellulaire ' ' . La kinase CHEK2 est exprimée dans une 

vaste majorité de tissus normaux314, 15. La fonction de médiateur central de CHEK2 dans la 

réponse cellulaire aux dommages à l'ADN et son rôle dans la prévention de l'incorporation 

de mutations délétères font de CHEK2 un joueur central dans le maintien de l'intégrité 

génomique. 

3.2.6. Les gènes de l'anémie de Fanconi 

L'anémie de Fanconi (OMIM #227650) est une maladie génétique récessive caractérisée 

par une défaillance de la moelle osseuse et entraînant la mort à un jeune âge. Les 

principales malformations congénitales associées à l'AF sont une aplasie radiale, une 

hyperpigmentation de la peau, un retard de croissance, de la microphtalmie et des 

malformations aux reins. Cette maladie se caractérise aussi par une prédisposition à la 

leucémie myéloïde aiguë (acute myeloid leukemia; AML) et l'apparition de certaines 

tumeurs solides316,317. L'incidence de cette maladie est de 1 cas par 200 000 à 400 000 

naissances. La fréquence des porteurs hétérozygotes est estimée à 1 sur 250318. 

Au point de vue génétique, l'AF se présente principalement sous la forme d'une maladie 

héréditaire autosomique récessive, bien qu'un des gènes responsables de cette maladie soit 

situé sur le chromosome X319. Treize groupes de complémentation ont été décrits (A, B, C, 

Dl, D2, E, F, G, I, J, L, M et N), chacun d'eux étant causé par des mutations bialléliques 

du gène associé et nommés selon le groupe de complémentation auquel il est relié 
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(FANCA, FANCB, FANCC, etc). Le sous groupe le plus fréquent d'AF est le sous groupe 

A3 . La sévérité du phénotype clinique pourrait être différente dépendamment du gène en 

cause. En effet, les patients du groupe de complémentation G sont plus à risque de 

développer l'AML que les patients des deux autres groupes de complémentation les plus 

fréquents, notamment les groupes A et C321. Les patients du groupe de complémentation 

FANCD1/BRCA2 sont plus à risque de développer un phénotype de cancer que les patients 
177 

des autres groupes de complémentation 

Phénotype cellulaire de l'anémie de Fanconi 

Les cellules des patients atteints de l'AF sont sensibles aux agents pontants l'ADN tels la 
118 

mytomycine C, le diepoxybutane et le cisplatin . Le nombre accru de bris 

chromosomiques causé par ces agents est à la base des tests diagnostiques pour cette 

maladie. L'AF démontre donc un phénotype cellulaire d'instabilité génomique semblable à 

celui des cellules déficientes en BRCA1 ou BRCA2. Ceci a permis de suggérer que les 

protéines de l'AF seraient impliquées dans la reconnaissance ou la réparation des 

dommages à l'ADN. La première évidence fournissant un lien clair entre les protéines de 

l'AF et la réparation des dommages à l'ADN fut l'identification de BRCA2 comme étant 

responsable du sous groupe Dl133. D'autres évidences sont par la suite venues appuyer 

cette observation, notamment l'identification des hélicases BRIP1/FANCJ323 et FANCM324 

parmi les protéines de l'AF. 

Cancer chez les cas d'anémie de Fanconi 

Le risque de cancer en général chez les patients atteints d'AF est 44 fois plus élevé que ce 

qui serait attendu, estimé à 26 fois plus élevé qu'attendu pour les tumeurs solides et 868 

fois plus élevé pour l'AML. De plus, un risque significativement élevé de cancer de 

l'oesophage, de la tête et du cou, tout comme celui de cancer du sein, de l'utérus, du foie et 

du cerveau a été rapporté325. 

Cancer du sein et anémie de Fanconi 

Outre BRCA2/FANCD1, une association entre un risque accru de cancer du sein et les 

gènes BRIPl/FANCJet PALB2/FANCN a récemment été identifiée137,138,326. La fonction de 
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ces gènes, leur identification à titre de gènes de l'AF et l'association de ceux-ci avec un 

risque accru de cancer du sein seront discutés ultérieurement. 

Implication des gènes de l'anémie de Fanconi dans les cancers sporadiques 

Plusieurs études ont examiné la contribution des protéines de l'AF dans des cancers 

sporadiques. Une perte d'expression ou un niveau réduit des protéines F ANC ont été 

observés dans des lignées cellulaires d'AML327. Des variants de FANCD2 ont été associés 

au développement de cas sporadiques de cancer du sein328. De plus, des mutations des 

gènes de l'AF ainsi qu'une diminution de leur expression ont été démontrées dans 

différents cancers sporadiques et chez des individus non-atteints de l'AF329,330. 

Voie AF/BRCA (TA/BRCA pathway) 

L'implication des gènes de l'AF dans une même voie métabolique de réponse aux 

dommages à l'ADN et la participation des protéines BRCA1 et BRCA2 ont menés à 

l'émergence de la voie AF/BRCA (FA/BRCA pathway). La découverte d'une interaction 

entre BRCA1 et FANCD2331 et l'identification de BRCA2 comme étant un gène de l'AF133 

en sont deux événements majeurs. Des interactions entre BRCA1 -FANCA, BRCA1-

BRIP1/FANCJ, BRCA2-FANCD2 et BRCA2-FANCG ont également été rapportées97,332" 
334. De plus, la protéine PALB2/FANCN lie à la fois BRCA1 et BRCA2134"136,335,336. Le 

FA/BRCA pathway peut se résumer en une séquence de trois étapes consécutives pendant 

lesquelles certaines des protéines FANC s'assemblent pour former différents complexes 

menant ultimement à la réparation des bris d'ADN en collaboration avec BRCA1 et 

BRCA2 (Figure 4). 
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Figure 4 
FA/BRCA pathway. Représentation du mécanisme général et des différents complexes 
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formés dans le FA/BRCA pathway. Adapté des références ' " . 

Les protéines FANCA, FANCB, FANCC, FANCE, FANCF, FANCG, FANCL et FANCM 

forment un complexe avec les protéines FAAPIOO et FAAP24 (FANCA associated 

polypeptide). Ce complexe protéique forme un premier groupe de protéines de l'AF et est 

appelé le complexe central. Chacune des protéines du complexe central est nécessaire à la 

monoubiquitination de FANCD2 et de FANCI337"339. La protéine FANCL est la sous-unité 

ubiquitine ligase du complexe central. 

Les protéines de l'AF faisant partie du deuxième groupe, les protéines FANCD2 et FANCI, 

forment un complexe appelé le complexe ID339. Ces deux protéines sont monoubiquitinées 

par le complexe central et leur monoubiquitination est interdépendante 338,339 Suite à leur 

monoubiquitination, les protéines du complexe ID sont ciblées aux sites de dommages de la 

chromatine. A cet endroit, la protéine FANCD2 s'associe à un complexe comprenant 

FANCD1/BRCA2 et FANCE341. Les protéines FANCD2 et FANCI monoubiquitinées se 

retrouvent aux foci nucléaires reconnus pour être des sites de réparation de l'ADN. Cette 

relocalisation dépend à la fois du complexe central, de ATR, de BRCA1 et de l'histone 

H2AX 331,342 
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Le troisième groupe des protéines de l'AF (groupe III) est constitué des protéines 

FANCD1/BRCA2, FANCJ/BRIP1 et FANCN/PALB2. Ces trois protéines agissent en aval 

de la monoubiquitination du complexe ID ou via une voie différente puisque les cellules 

déficientes en ces protéines possèdent un niveau de FANCD2 monoubiquitiné normal en 

réponse aux dommages à l'ADN343. Les gènes encodant les protéines du groupe III de l'AF 

sont étroitement liés au développement du cancer du sein, des mutations monoalléliques 

prédisposant les femmes porteuses au cancer du sein. 

L'interaction des protéines de l'AF avec d'autres protéines impliquées dans la réparation 

des bris d'ADN démontre leur rôle important dans ce processus. Plusieurs protéines, dont 

les kinases ATR et CHEK1, activent les protéines de la voie AF/BRCA en facilitant la 

phosphorylation de certains membres du complexe central, du complexe ID, de BRCA1, 

BRCA2 et de PALB2324,344"347. Les protéines du complexe central agissent en collaboration 

avec l'hélicase BLM, la Topoisomerase III et RPA, qui ont comme rôle de stabiliser la 

fourche de replication bloquée et de permettre la réinitiation de la replication d'une manière 

dépendante de la HR348. 

Plusieurs protéines impliquées dans la réparation des bris d'ADN interagissent avec les 

protéines du groupe III. Les protéines BRCA2 et PALB2 font partie d'un complexe 

contenant la protéine RAD51. La protéine PALB2 a été identifiée comme une composante 

essentielle de ce complexe et l'inactivation de PALB2 résulte en un défaut dans la 

réparation de l'ADN par HR134. La protéine BRIP1/FANCJ, quant à elle, fait partie d'un 

complexe contenant les protéines BRCA1 et TOPBP1, une protéine liant la topoisomerase 

II, et d'un autre complexe composé des protéines MLH1 et PMS2, impliqué dans la 

ségrégation post-méiotique. L'interaction de FANCJ avec les protéines MLH1 et PMS2 est 

d'ailleurs essentielle pour sa fonction dans la voie de l'AF349. 

En plus de sa participation à la voie AF, il a été suggéré que la protéine FANCD2 pourrait 

être impliquée dans une autre voie de signalisation activée par ATM en réponse aux IR 

causant des bris d'ADN double brins350. En effet, ATM phosphoryle FANCD2 ce qui 

active le point de contrôle en phase S. D'autres fonctions ont également été associées aux 

protéines de l'AF, tel la prévention des dommages oxydatifs par des espèces réactives de 
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J51 l'oxygène , la régulation de l'apoptose, la réponse aux cytokines et aux facteurs de 
352 

croissance 

3.2.6.1. BRIP1/FANCJ 

Le gène BRIP1/FANCJ, situé en 17q22-24, encode une protéine de 1249 aa possédant un 

domaine hélicase dans sa partie N-terminale. La région C-terminale de cette protéine 

contient son domaine d'interaction avec les domaines BRCT de BRCA197. 

Mutations de BRIP1 dans le cancer du sein 

Lors de l'identification de l'interaction de la protéine BRIP1 avec BRCA1, deux mutations 

faux-sens causant une perte d'activité hélicase de la protéine353 ont été identifiées chez des 

cas familiaux97. L'analyse ce gène dans des cas de cancer du sein sporadiques a suggéré 

une association du variant Ser919Pro avec le développement du cancer du sein avant 50 

ans354. Différentes études ont également été menées chez des familles exemptes de 

mutations dans les gènes BRCA1 et BRCA23S5'i5 . Le point culminant dans l'association de 

BRIP1 avec la susceptibilité au cancer du sein est venu suite à l'identification de son 

implication dans l'AF de sous-type J323. Des mutations tronquantes de BRIP1 ont été 

identifiées chez des cas de cancer du sein provenant de familles à risque élevé dépourvues 

de mutations dans les gènes BRCA1 et BRCA2, permettant ainsi d'associer clairement des 

mutations de BRIP1 avec un risque accru de cancer du sein, alors que le risque relatif 

conféré par des mutations de BRIP1 a été estimé à 2,0 (95% CI = 1,2-3,2, p=0,012)326. 

Rôles attribués à BRIP1 

La protéine BRIP1 est impliquée dans les points de contrôle du cycle cellulaire et dans la 

réparation des bris d'ADN où elle possède des fonctions dépendantes et indépendantes de 

BRCA197,360 (Figure 5). La protéine BRIP1 interagit avec la protéine BRCA197 et est une 

hélicase qui déroule les duplex d'ADN d'une manière dépendante à l'ATP353,361. 

L'interaction de BRIP1 avec BRCA1 est dépendante de l'état de phosphorylation de BRIP1 

et cette interaction est requise pour le point de contrôle G2/M du cycle cellulaire353. 

L'assemblage d'un complexe contenant BRCA1, BRIP1 et BARD1 permet l'interaction de 

ce complexe avec TOPBP1, un facteur jouant un rôle important dans le point de contrôle en 
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phase S362. De plus, l'activité hélicase de BRIP1 est nécessaire pour la progression à travers 

la phase S du cycle cellulaire363. 

BRIN 
(^BRlPl^) 

Point de 
contrôle G2/M 

Point de 
contrôle S 

Recombinaison Instabilité 
homologue chromosomique 

(Réparation des 
structures G4) 

roPBPi 

Complexe 
Mui l .u 

(mm? Ml III 

TMS2 

Anémie de Fanconi 
(Réparation des ICL) 

Figure 5 
BRIP1 joue des rôles dépendants et indépendants de BRC Al. La protéine BRIP1, 
lorsque liée à BRCA1, serait impliquée dans les points de contrôle du cycle cellulaire et 
dans la recombinaison homologue. Elle posséderait aussi des rôles indépendants de 
BRCA1 dans la réparation des structures G4 et des ICL. Adapté des références 
97,349,353,363,364 

L'interaction de BRIP1 avec BRCA197 a permis d'impliquer cette protéine dans la 

réparation des bris d'ADN double brins par HR97. En réponse aux dommages à l'ADN ou 

au stress causé par la replication, BRIP1 colocalise aux foci nucléaires avec la protéine 

RPA qui lie l'ADN simple brin et est impliquée dans le signalement des fourches de 

replication arrêtées. La colocalisation de ces deux protéines est dépendante de BRCA1365. 

RPA régulerait l'activité hélicase de BRIP1, qui est importante pour le maintien de la 

stabilité génomique365. Par son activité dépendante de l'ATP, BRIP1 peut déstabiliser les 

duplex protéine-ADN. Ainsi, il inhibe l'échange des brins effectué par RAD51, ce qui 

serait important pour le contrôle de la réparation de l'ADN par la HR366. 

BRIP1 fonctionne dans la voie de l'AF indépendamment de BRCA1 et son action se situe 

en aval de l'activation de FANCD2367. Les cellules déficientes en BRIP1 sont 

hypersensibles aux agents causant des ICL367,368. La correction des ICL dans les cellules 

requiert l'interaction de BRIP1 avec le complexe de réparation des mésappariements 

MutLa349 composé des protéines MLH1 et PMS2. 
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Les défauts causés par des mutations inactivatrices de BRIP1 implique aussi d'autres types 

de dommages structuraux de l'ADN nuisant à la replication. En effet, BRIP1 aurait un rôle 

important dans le déroulement des structures G4 de l'ADN qui pourraient affecter la 

replication et causer de l'instabilité chromosomique364. Ces sites G4 ont été prouvés 

comme étant mutagéniques puisqu'ils peuvent adopter une conformation particulière en 

quadruplex lors de la replication pouvant ainsi bloquer la replication et induire des 

réarrangements au niveau des sites G4 du génome369. 

3.2.6.2. P A L B 2 / F J 4 N C N 

Le gène PALB2 (partner and localizer of BRCA2), localisé en 16pl2.1, est composé de 13 

exons et encode une protéine interagissant avec BRCA2. La protéine encodée par ce gène 

est composée de 1186 aa et contient un segment homologue à la Prefoldin, une protéine 

interagissant avec l'actine et la tubuline. La region C-terminale de PALB2 contient les 

domaines WD-40 qui sont requis pour son interaction avec BRCA2. Le domaine de liaison 

entre PALB2 et BRCA2 couvre la région C-terminale du domaine de transactivation de 

BRCA2. Il a été récemment identifié que la région N-terminale de PALB2 (résidus 9-42) 

lie BRCA1335,336. 

Des mutations bialléliques tronquantes de PALB2 ont été retrouvées chez des familles 

atteintes du sous-type N de l'AF135,136. Les cellules déficientes en PALB2/FANCN 

démontrent une monoubiquitination normale de FANCD2 et les fibroblastes déficients en 

PALB2 ne présentent pas de formation de foci nucléaires de RAD51 suite aux IR. Ceci est 

similaire aux cellules déficientes en BRCA2 et diffère des autres sous-types de cellules de 

l'AF343. Les phénotypes associés à des mutations de BRCA2 et PALB2 sont semblables 

entre eux, mais diffèrent du phénotype associé aux autres gènes de l'AF. En particulier, le 

types Dl et N de l'AF sont associés avec un risque élevé de tumeurs solides chez l'enfant 

tels les tumeurs de Wilms et des médulloblastomes, ce qui survient très rarement dans les 

autres sous-types de l'AF135,370,371. 

Mutations de PALB2 dans le cancer 

Le gène PALB2 est devenu rapidement un candidat important en tant que gène de 

susceptibilité au cancer du sein. Une étude menée chez des cas de cancer du sein provenant 
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de familles dépourvues de mutations dans les gènes BRCA1 et BRCA2 a permis de mettre 

en évidence l'implication de ce gène dans la susceptibilité au cancer du sein. Des analyses 

de ségrégation menées chez ces familles ont permis d'estimer que le risque relatif associé à 

des mutations de PALB2 est de 2,3138. Une étude finlandaise a ensuite estimé 

l'augmentation du risque de cancer du sein à 4 fois137 alors qu'une étude subséquente a 

proposé que certaines mutations seraient associées à un risque plus élevé372. L'analyse de 

PALB2 chez 50 Canadiennes françaises provenant de familles à risque élevé ou atteintes du 

cancer du sein à un âge précoce a révélé la présence d'une mutation tronquante 

(c.2323C>T, Gln775X) qui s'est avérée être une mutation fondatrice dans la population 
171 

canadienne-française . Des mutations fondatrices de PALB2 sont retrouvées chez les 

Finlandais et représenteraient 1% de tous les cas de cancer du sein, alors que dans la 

population canadienne-française, la mutation fondatrice de PALB2 serait responsable de 

près de 0,5% des cas de cancer du sein à développement précoce137'373. Dans la population 

du Royaume-Uni, des mutations de PALB2 seraient responsables de 1% des cas de cancer 

du sein familiaux. Des mutations de PALB2 pourraient également conférer un risque élevé 

de cancer du sein chez l'homme comme le font des mutations de BRCA2l3S. L'analyse de la 

région promotrice de PALB2 chez des individus porteurs de mutations de PALB2 a révélé 

une hyperméthylation et une diminution d'expression d'environ 28 fois dans les tumeurs 

provenant de ces individus en comparaison aux tissus normaux374. 

Les familles ayant initialement permis d'identifier PALB2 à titre de gène de susceptibilité 

au cancer du sein présentaient également d'autres types de cancers, tels des cancers 

colorectaux, des cancers de l'estomac, de l'endomètre, du pancréas et des leucémies137. 

L'analyse de PALB2 dans des cas familiaux de cancer de la prostate a été effectuée sans 

toutefois révéler d'association entre une mutation fondatrice finlandaise et le cancer de la 
17S 

prostate . L'analyse d'une cohorte de cas familiaux de cancers pancréatiques a toutefois 

permis d'établir PALB2 à titre de gène de susceptibilité au cancer du pancréas376. 

Rôle de PALB2 

PALB2, en interagissant avec BRCA2 et BRCA1, vient se positionner en aval de la 

monoubiquitination du complexe ID dans la voie de l'AF. Tout comme BRCA2, PALB2 

participe à la réponse aux dommages à l'ADN en étant recrutée aux bris d'ADN double 
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brins et en favorisant la bonne localisation et la stabilité de BRCA2134. L'association de 

BRCA2 avec PALB2 semble être essentielle pour sa fonction dans la HR et la réparation 

des bris d'ADN double brins et pour l'attachement de BRCA2 aux structures nucléaires134. 

Comme BRCA2, PALB2 colocalise avec l'histone H2AX phosphorylée suite aux 

radiations ionisantes134. De multiples mutations faux-sens de BRCA2 identifiées chez des 

patients atteints du cancer du sein viennent altérer l'interaction entre PALB2 et BRCA2 

affectant ainsi la fonction de BRCA2 dans la HR et la réparation des bris d'ADN. 

La protéine PALB2 lie également BRCA1 et servirait de protéine d'échaffaudage entre 

BRCA1 et BRCA2 dans la formation du complexe BRCA nécessaire à la réparation par 
I IS 11^ 

HR ' . Tout comme pour l'interaction PALB2-BRCA2, un défaut d'interaction entre 

PALB2 et BRCA1 résulterait en des défauts dans la réparation par HR. L'interaction 

directe de BRCA1 et PALB2 pourrait réguler la réparation par recombinaison en modulant 

le recrutement de BRCA2 et RAD51 aux sites de bris335. En accord avec ce modèle, il a été 

identifié que PALB2 existe sous la forme d'homo-oligomères et que l'oligomérisation de 

PALB2 aux sites de bris est essentielle à la formation de foci. Ainsi, l'association de 

PALB2 à la chromatine et son oligomérisation initieraient la réparation par recombinaison 

en coordonnant l'association de BRCA2 et RAD51 avec la chromatine et l'arrivée du 

complexe de réparation aux sites de dommages à l'ADN377. 

3.3. Gènes de susceptibilité au cancer du sein : participation à une voie commune 

BRCA1 et BRCA2 sont activés par phosphorylation 

Les gènes de susceptibilité au cancer du sein présentés jusqu'ici sont interreliés (Figure 6) 

et sont impliqués dans le contrôle du cycle cellulaire, de l'apoptose et de la réparation des 

bris d'ADN. En effet, ATM est majoritairement localisée au noyau sous forme de dimères 

inactifs qui sont activés suite aux dommages à l'ADN286. En réponse aux bris d'ADN 

double brins, ATM agit à titre de transmetteur de signal des dommages à l'ADN en étant 

recrutée aux sites de dommage287. ATM phosphoryle une panoplie de substrats impliqués 

dans la réparation de l'ADN, la replication, les points de contrôle du cycle cellulaire, 
78.fi 788 

l'apoptose et la recombinaison . On peut dénoter les protéines BRCA1, p53 et CHEK2 

parmi les cibles d'ATM. 

http://78.fi
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La protéine CHEK2 est une ser/thr kinase dépendante d'ATM qui module les points de 
restriction contrôlant la réponse aux dommages à l'ADN289. CHEK2 phosphoryle BRCA1, 
affectant ainsi la localisation nucléaire de BRCA1220. CHEK2 phosphoryle également le 
domaine C-terminal de BRCA2, ce qui régule l'interaction de BRCA2 avec la recombinase 
RAD51. Cette phosphorylation de BRCA2 par CHEK2 joue un rôle important dans le 

178 

recrutement subséquent de RAD51 aux sites de dommages à l'ADN . CHEK2 pourrait 
également être impliquée dans la régulation de la localisation nucléaire de BRCA2. 
D'autres cibles de CHEK2, tel p53 et son partenaire d'interaction MDM2, l'impliquent 

780 1ft7 111 

dans le contrôle de la mort cellulaire ' ' . 

Légende: 
Phosphorylation 
Liaison 
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BRIP1 

Figure 6 
Interrelations de BRCA1 et BRCA2 avec les protéines encodées par les autres gènes 
de susceptibilité au cancer du sein. Les kinases apparaissent en rouge alors que les 
protéines de l'anémie de Fanconi portent des teintes de bleu. 
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Rôle central de BRCA1 et BRCA 2 

Suite aux dommages à l'ADN, BRCA1 devient hyperphosphorylé par ATM75 et 

CHEK2220. L'interaction de BRCA1 avec p53 a pour effet d'augmenter la transcription par 

p53, alors que p53 réprime la transcription de BRCAl9i. Suite à une surexpression de 

BRCA1 endogène, BRCA1 agit de manière synergique avec p53 pour causer un arrêt de la 

croissance irréversible221. Il a été démontré que p53 est impliquée dans l'induction par 

BRCA1 du point de restriction Gl/S du cycle cellulaire103. 

BRCA1 contribue également à la réponse aux dommages à l'ADN par son interaction avec 

des protéines altérant la structure de l'ADN et de la chromatine94, en particulier avec les 

hélicases BLM, une protéine participant à la replication de l'ADN64 et avec l'hélicase 

BRIP197. Le rôle spécifique de BRCA1 dans la réparation des bris d'ADN double brins 

peut être défini par son interaction avec les protéines BRIP1/FANCJ et BARD1. Ces deux 

protéines ont un impact sur l'efficacité de la réparation de l'ADN. 

Les protéines BRCA2 et RAD51 interagissent entre elles et sont impliquées dans la 

HR104'120'122'124. BRCA2 est nécessaire au recrutement et à la fonction de RAD51 aux sites 

de bris de l'ADN120,126. La liaison de BRCA2 à RAD51 pourrait faciliter l'arrivée de 

RAD51 ou l'organisation des filaments de RAD51 ' . Récemment, une nouvelle 

protéine a été identifiée sur la base de son interaction avec BRCA2. Cette protéine, appelée 

PALB2, colocalise avec BRCA2 aux foci nucléaires et cause une localisation et une 

stabilisation de BRCA2 aux structures nucléaires, rendant ainsi possible la réparation par 

recombinaison et la fonction de BRCA2 dans les points de contrôles du cycle cellulaire134. 

Interrelations entre les autres gènes de susceptibilité 

Tel que mentionné précédemment, la kinase ATM phosphoryle et active p53 en réponse 

aux dommages à l'ADN160. Lorsqu'activée, p53 peut induire des gènes qui court-circuitent 

les voies de signalisation anti-apoptotiques. L'exemple le plus évident de l'action de p53 

est la régulation de PTEN, un régulateur négatif de la voie PI3K kinase aussi responsable 

d'un syndrome prédisposant au cancer du sein (voir section 3.2.2). En effet, p53 peut 

transactiver le promoteur de PTEN menant à une expression augmentée de PTEN. Ceci 

peut avoir un effet important puisqu'un défaut de PTEN peut compromettre l'apoptose 
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déclenchée par p53 dans certains types cellulaires155. PTEN a été rapporté comme étant une 
777 

cible transcriptionnelle en aval de p53 dans l'apoptose . D'autres études ont cependant 

suggéré que PTEN agirait en amont de p53 pour réguler son expression et son 

activité209,223. PTEN peut accroître la stabilité de p53 et son activité de liaison à l'ADN en 

s'y associant physiquement209. 

PTEN affecte également la réparation de l'ADN en régulant un joueur important dans la 

réparation des bris d'ADN, la protéine RAD51. De plus, PTEN interagit avec STK11 et 

affecte la localisation cellulaire de STK11, possiblement en la retenant au cytoplasme212. 

STK11 lie et phosphoryle p53, ce qui résulte en une induction de l'apoptose253,255. 

Le troisième groupe des protéines de l'AF (groupe III) est constitué des protéines 

FANCD1/BRCA2, FANCJ/BRIP1 et FANCN/PALB2. Plusieurs protéines impliquées dans 

la réparation des bris d'ADN interagissent avec les protéines de ce groupe. La protéine 

BRIP1 interagit avec la protéine BRCA197. L'interaction de BRIP1 avec BRCA1 est 

dépendante de l'état de phosphorylation de BRIP1. L'interaction de BRIP1 avec BRCA197 

a permis d'impliquer cette protéine dans la réparation des bris d'ADN double brins par 

HR97. Cette interaction est requise pour le point de contrôle G2/M du cycle cellulaire induit 

par les dommages à l'ADN353. Les protéines BRCA2 et PALB2 font partie d'un complexe 

contenant la protéine RAD51. La protéine PALB2 a été identifiée comme une composante 

essentielle de ce complexe et l'inactivation de PALB2 résulte en un défaut dans la 

réparation de l'ADN par HR134. La protéine PALB2 lie également BRCA1 et servirait de 

protéine d'échaffaudage entre BRCA1 et BRCA2 dans la formation du complexe BRCA 

nécessaire à la réparation par HR335,336. Tout comme pour l'interaction PALB2-BRCA2, un 

défaut d'interaction entre PALB2 et BRCA1 résulterait en des défauts dans la réparation 

parHR. 

3.4. Classification des gènes de susceptibilité 

Notre connaissance des gènes de susceptibilité au cancer du sein nous a permis de les 

classifier en trois catégories selon leur risque associé. Les deux premières catégories 

renferment les gènes de forte penetrance et de penetrance modérée, pour lesquels des 

mutations sont rares (Tableau 2, Figure 7). Jusqu'à maintenant, les gènes présentés dans 
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cette thèse font partie de ces deux catégories. Les deux gènes majeurs de susceptibilité au 

cancer du sein, BRCA1 et BRCA 2, ont été classés en tant que gènes de forte penetrance. 

Cette catégorie renferme aussi les gènes TP53, PTEN et STK11 qui sont responsables de 

syndromes associés à une forte susceptibilité au cancer du sein. Les autres gènes de 

susceptibilités présentés, notamment ATM, CHEK2, BRIP1 et PALB2, confèrent un risque 

modéré de développer un cancer du sein qui est d'environ 2 à 4 fois. La troisième catégorie 

est constituée de gènes et d'allèles à faible penetrance, pour lesquels les variations 

associées au cancer du sein sont des variations communes retrouvées à une fréquence 

élevée. Jusqu'à maintenant, les gènes de faible penetrance au cancer du sein ont été 

identifiés grâce à des études d'association dont la plupart ont été menées à l'échelle du 

génome entier. Le risque associé à des variations dans ces gènes est de l'ordre de 1,5. 

Puisque l'identification de gènes de faible penetrance nécessite des études d'association 

comportant des milliers de sujets et que de telles études ne peuvent être réalisées que dans 

le cadre de grands consortiums internationaux, les gènes de susceptibilité à faible 

penetrance n'ont pas été la cible de mon projet de recheche. Ainsi, une attention moindre 

sera portée aux gènes de cette catégorie lors du présent ouvrage et une présentation et 

description succinte de ceux-ci sera faite. 



46 

Tableau 2 
Risque associé à des mutations dans les gènes de susceptibilité au cancer du sein à 
forte penetrance et à penetrance modérée. 

Gènes Position 
Syndromes 

associés 

Etat 
(dominant 
/récessif) 

Fréquence 
des porteurs 
hétérozygotes 

Risque de 
cancer du 

sein Références 

<_> 
B 
ca 
E 
— 

■■m* 
B 
a 
'ml — __• 
O 

mU 

BRC Al 17q Cancer du sein et 
de l'ovaire 

Dominant 1/1000 65% 44,55̂ 7, 
58,59,60 

<_> 
B 
ca 
E 
— 

■■m* 
B 
a 
'ml — __• 
O 

mU 

BRCA2 13q Cancer du sein et 
de la prostate 

Dominant 1/1000 45% 44,5237, 
58,59,60 

<_> 
B 
ca 
E 
— 

■■m* 
B 
a 
'ml — __• 
O 

mU 

TP53 17p Li-Fraumeni Dominant 1/5000 50-60% 139,380* 

<_> 
B 
ca 
E 
— 

■■m* 
B 
a 
'ml — __• 
O 

mU 

PTEN lOq Cowden Dominant 1/200 000 25-50% 170,171,177 

<_> 
B 
ca 
E 
— 

■■m* 
B 
a 
'ml — __• 
O 

mU STK11 19p Peutz-Jeghers Dominant 1/25 000 à 
1/280 000 

29-50% 226,230 

m) 

E 
-a 
o 
E 
m» 
m i 
B 
M 
E 
— 
B 
»« 

ATM l lq Ataxie 
télangiectasie 

Récessif 1/200 RR = 2,37 141,20 
m) 

E 
-a 
o 
E 
m» 
m i 
B 
M 
E 
— 
B 
»« 

CHEK2 22q Li-Fraumeni 
« like » 

Dominant 1/100 OR = 2,34 295,293 

m) 

E 
-a 
o 
E 
m» 
m i 
B 
M 
E 
— 
B 
»« 

BRIP1/ 
FANCJ 

17q Anémie de Fanconi 
(sous-type J) 

Récessif ND RR = 2,0 326 

m) 

E 
-a 
o 
E 
m» 
m i 
B 
M 
E 
— 
B 
»« PALB2/ 

FANCN 
16p Anémie de Fanconi 

(sous-type N) 
Récessif ND RR = 2,3 138 
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Figure 7 
Catégories de gènes de susceptibilité au cancer du sein et risque leur étant associé. 
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RRF : risque relatif familial. Adapté des références * ' . 

3.5. Gènes de susceptibilité à faible penetrance 

La plus forte évidence pour une association avec une susceptibilité de faible penetrance est 

localisée dans l'intron 2 du gène FGFR2 (« fibroblast growth factor receptor 2 ») . Ce 

gène encode un récepteur à haute affinité pour plusieurs FGF (Fibroblast Growth Factors) 

agissant sur la croissance des cellules épithéliales et mésenchymales. Dans ce gène, un 

groupe de 6 variants fortement liés entre eux forment un allele de risque de cancer du sein 

pour lequel le risque de cancer du sein à l'âge de 70 ans a été estimé à 10,5% chez les 

porteurs homozygotes, 6,7% chez les hétérozygotes et 5,5% chez les non-porteurs de 

l'allèle de risque. 

Un variant localisé dans une région de fort déséquilibre de liaison sur le chromosome 16, et 

situé à proximité de l'extrémité 5' du gène TNRC9ITOX3 a permis d'identifier TNR9C 

comme un gène de susceptibilité à faible penetrance382. Ce gène de fonction inconnue 

contient un motif potentiel du groupe de haute mobilité, ce qui suggère qu'il pourrait 

exercer la fonction de facteur de transcription. 
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Des variants dans de grandes régions de déséquilibre de liaison ont permis d'identifier les 

gènes MRPS30 (PDCD9, programmed cell death protein 9), MAP3K1 (Mitogen Activated 

Protein Kinase Kinase Kinase 1) et LSP1, comme étant des gènes de faible penetrance384. 

Un variant entraînant un changement d'acide aminé (D302H; Asp302His) dans le gène 

Caspase-8 (CASP8), impliqué dans l'apoptose, a été associé à une faible diminution du 

risque de cancer du sein385. D'autres régions de fort déséquilibre de liaison ne contenant 

toutefois pas de région codante connue ou potentielle ont aussi été associées à une faible 
—.JLXX.XA ___._~.~3 81,3 82 

penetrance 

Jusqu'à maintenant, quelques alleles de susceptibilité au cancer du sein à faible penetrance 

ont été identifiés. Il est peu probable que les autres gènes de susceptibilité à faible 

penetrance qui restent à identifier aient un effet aussi substantiel que pour l'allèle de 

FGFR2. Les gènes avec un effet plus important sont plus faciles à identifier que ceux avec 

un effet plus faible en raison de la taille des échantillons à utiliser pour identifier ces 

derniers. Toutefois, certaines évidences appuient l'existence de plusieurs autres alleles 

communs de susceptibilité avec des effets plus faibles382. 

3.5.1. L'effet polygénique 

Les résultats des études menées sur des jumeaux40,386, ceux des études de liaison effectuées 

chez des familles présentant plusieurs cas de cancer du sein387 et les résultats d'un modèle 

basé sur la distribution de cas familiaux de cancer du sein suggèrent l'existence de 

plusieurs gènes de susceptibilité conférant un large éventail de risque388. Ce modèle 

polygénique permettrait de représenter les effets d'un grand nombre de gènes, conférant 

chacun un faible risque de cancer du sein, mais agissant entre eux de manière 

multiplicative44. Ainsi, selon un modèle polygénique, il a été estimé que la moitié de tous 

les cas de cancer du sein surviendrait dans 12% de la population avec un risque élevé de 

cancer du sein388 (Figure 8). 

http://___._~.~3
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Figure 8 
Distribution du risque de cancer du sein dans la population en général et chez les cas 
de cancer du sein. Partie supérieure. La distribution du risque chez les individus qui 
développeront le cancer (cas) serait plus élevée que celle chez les individus qui ne le 
développeront pas (population). Ceci se reflète par un risque moyen plus élevé chez les cas. 
Partie inférieure. Proportion de la population et des cas avec un risque supérieur à une 
valeur de x%. Adapté de Pharoah et al., Nat Genet 2002388. 

Deux modèles généraux ont été proposés afin d'illustrer la prédisposition polygénique. Le 

premier modèle, appelé « common variant-common disease », est basé sur la présence d'un 

variant ayant apparu précocement lors de l'histoire d'une population. Un tel variant aurait 

potentiellement une fréquence relativement élevée mais un effet faible. Le deuxième 

modèle stipule que des variations isolées et survenues récemment pourraient expliquer le 

modèle polygénique, ce qui ferait en sorte qu'une multitude de variants rares seraient 

responsables d'un même phénotype et qu'ils resteraient à identifier, demandant donc une 

étude détaillée de chacun de ceux-ci. 
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3.5.2. Modèle multiplicatif - Interaction entre les différents gènes de prédisposition au 

cancer du sein 

Le modèle le plus employé pour la prédiction de l'effet de plusieurs facteurs de 

prédisposition est le modèle multiplicatif. Selon ce modèle, les différents facteurs agiraient 

d'une manière indépendante et multiplicative. Le risque combiné associé à la présence de 

deux facteurs serait toutefois dépendant de la nature de l'interaction de ceux-ci. Les 

dernières études semblent démontrer que les variants communs à faible penetrance 

interagissent généralement entre eux d'une manière multiplicative382. De plus, certains 

variants communs à faible penetrance semblent agir d'une manière multiplicative sur le 

risque de cancer du sein chez les porteurs de mutations à forte penetrance dans les gènes 

BRCA1 ou BRCA2389. Toutefois, ce type d'interaction ne semble pas être présent dans tous 

les cas. Par exemple, le variant 1 lOOdelC de CHEK2 n'influence pas le risque de cancer du 

sein chez des porteurs de mutations dans les gènes BRCA1 et BRCA?92. De la même 

manière, certains facteurs environnementaux peuvent moduler le risque chez les porteurs de 

mutations dans BRCA1 et BRCA2m. 



51 

4. Recherche de gènes de susceptibilité au cancer du sein 
Les types d'études pouvant mener à l'identification de gènes de susceptibilité au cancer du 

sein 

Trois principaux types d'approches peuvent servir à identifier et localiser les gènes 

contribuant au développement de maladies communes. Jusqu'à maintenant, des études de 

liaison, d'association et des études de gènes candidats ont mené à l'identification de gènes 

de susceptibilité au cancer du sein. Les études de liaison et les d'études d'association 

peuvent être toutes deux menées sur l'ensemble du génome. Les études de liaison et 

d'association menées sur l'ensemble du génome sont basées sur le fait que les variants ou 

les marqueurs génétiques situés à proximité de gènes causant des maladies ségrègent avec 

la maladie. Ce principe de ségrégation simultanée de marqueurs génétiques entre eux, 

appelé déséquilibre de liaison (linkage disequilibrium; LD) est à la base des études de 

liaison. Puisque les variants qui causent des maladies monogéniques sont habituellement 

des variants rares, les alleles ségrégant avec la maladie peuvent être identifiés chez les 

individus porteurs car ils partagent le même allele. Toutefois, dans le cadre de 

l'identification et la localisation de facteurs génétiques associés à des mutations de faible 

penetrance ou à des maladies complexes et génétiquement hétérogènes, les études de 

liaison remportent moins de succès. 

Une approche alternative aux études menées sur l'ensemble du génome est d'effectuer des 

études de gènes candidats afin d'examiner directement l'implication de variants ou de 

gènes choisis sur le risque de cancer. Cette approche, pouvant être menée sous forme 

d'étude cas-contrôles ou sur une base familiale, possède une puissance plus grande que les 

études de liaison pour identifier des gènes de faible penetrance. Cette méthode peut être 

effectuée de deux manières différentes. L'une implique la sélection de variants précis à 

analyser lors de grandes études d'association. L'autre consiste au re-séquençage de gènes 

candidats chez un nombre limité d'individus ou de familles dans le but d'identifier des 

variants potentiellement associés à la maladie. Cette étape de re-séquençage peut ensuite 

être suivie d'études d'association permettant de confirmer l'association identifiée 

précédemment. Le re-séquençage de gènes candidats suivie d'études d'association chez des 

femmes ou des familles atteintes permet à la fois l'identification de variants rares ayant une 

forte penetrance et l'identification de gènes de faible penetrance. 
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4.1. Utilisation de populations fondatrices pour la recherche de gènes de susceptibilité 

Il est possible de remarquer une différence dans la prévalence de mutations d'une 

population à l'autre. Pour certaines populations, une sur-représentation d'une mutation 

pourrait être attribuable à un effet fondateur (Figure 9). Le phénomène de l'effet fondateur 

est lié à l'établissement d'une population sur un nouveau territoire. Il se caractérise par un 

changement du profil des fréquences alléliques du groupe migrant par rapport à sa 

population d'origine. Il y a apparition d'un effet fondateur lorsqu'un petit nombre 

d'individus sont à la base de l'établissement ou de la fondation d'une population, ou 

lorsqu'un goulot d'étranglement survient dans l'histoire d'une population, réduisant cette 

population à un faible nombre d'individus. C'est d'ailleurs le cas pour la population du 

Québec. La population actuelle du Québec est formée de 7,3 millions d'habitants, desquels 

approximativement 6 millions dérivent de près de 8500 colons français venus coloniser la 

Nouvelle-France entre 1608 et 1759 391 

Diminution importante de la 
population due à la migration 
ou i l'isolement 

Générations subséquentes 
Figure 9 
Effet fondateur au Québec. Près de 8500 colons français sont venus coloniser la 
Nouvelle-France entre 1608 et 1759. De nos jours, approximativement 6 millions des 7,3 
millions d'habitants de la population du Québec descendent de ces colons français. Ceci 
pourrait avoir causé une sur-représentation de certaines mutations dans notre population. 
Adapté de De Braekeleer et Dao, Hum Biol 1994391. 
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L'analyse d'une population fondatrice s'avère utile lors d'études génétiques pour 

l'identification et la localisation de marqueurs ou de gènes liés à des traits complexes. Dans 

ce type de population, l'hétérogénéité génétique est réduite, ce qui fait en sorte qu'un plus 

grand nombre d'individus avec une maladie seront porteurs d'une même mutation, 

facilitant ainsi son identification. Il y aura également un plus fort déséquilibre de liaison 

entre la mutation et les marqueurs environnants, donc la région porteuse de la mutation sera 

plus facilement identifiée en raison de la coségrégation de cette région avec la maladie392. 

4.2. Utilisation de familles enrichies 

Les gènes de susceptibilité au cancer du sein à forte penetrance contribuent 

approximativement à 20% du risque familial de cancer du sein. Le reste du risque familial 

de cancer du sein doit donc être expliqué par des gènes conférant un risque plus modeste. 

Le re-séquençage de gènes candidats chez des patients atteints et chez des contrôles sains 

semble être la méthode la plus efficace afin d'identifier de nouveaux gènes de susceptibilité 

au cancer du sein à penetrance modérée. Puisque le risque associé à des mutations dans de 

tels gènes est seulement de 2 à 4 fois, et que la fréquence de ces mutations est faible, le 

nombre d'individus requis dans de telles études doit être relativement élevé, ce qui 

complique significativement les analyses. L'utilisation d'individus provenant de familles à 

risque élevé de cancer du sein, en comparaison à des cas sélectionnés sur la base d'études 

populationnelles, pourrait permettre de pallier aux problèmes associés au re-séquençage 

d'un grand nombre d'individus puisque des alleles de plus faible susceptibilité au cancer du 

sein sont généralement enrichis chez des cas familiaux en comparaison avec des cas non-

familiaux137. L'utilisation d'individus ayant une histoire familiale de cancer du sein permet 

de diminuer considérablement la taille de l'échantillon dans des études d'association. En 

effet, en comparaison avec une étude d'association standard dans laquelle les individus 

n'ont pas été sélectionnés sur la base de la présence d'une histoire familiale de cancer du 

sein, la taille de l'échantillon nécessaire pour détecter un allele de susceptibilité avec une 

fréquence commune est réduite de plus de deux fois si les cas de cancer du sein ont été 

sélectionnés sur la base de la présence d'un apparenté de premier degré atteint et de plus de 

4 fois si les cas ont été sélectionnés sur la base de la présence de deux apparentés de 

premier degré atteints49 (Tableau 3). 
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Tableau 3 
Pourcentage de réduction de la taille de l'échantillon obtenu par l'utilisation de cas 
avec une histoire familiale de cancer du sein en comparaison à des cas non 
sélectionnés sur la base d'une histoire familiale selon un modèle multiplicatif et avec 
une puissance statistique de 90% à un niveau de significativité de IO"4 *. Adapté 
d'Antoniou et Easton, Genet Epidemiol 200349. 

Risque relatif de 1,5 Risque relatif de 2,0 
Fréquence allélique Fréquence allélique 

Type d'histoire familiale 0,01 0,05 0,10 0,20 0,30 0,01 0,05 0,10 0,20 0,30 
Mère atteinte 58,7 56,8 56,2 54,5 53,0 60,3 59,3 57,7 54,5 51,4 
Mère et soeur atteintes 77,6 76,4 75,7 73,9 72,3 79,8 78,4 76,6 73,2 70,0 
Cas bilatéraux 78,4 77,4 76,9 75,6 74,4 79,8 78,8 77,5 74,6 72,1 
Forte histoire familiale 83,7 82,1 80,7 77,7 75,1 87,5 85,2 82,1 76,3 71,0 

* Age du cas référence au diagnostic : 45 ans 

4.3. Utilisation de blocs d'haplotypes 

La recherche d'allèles de faible penetrance pour le cancer du sein a permis d'identifier 

plusieurs associations se retrouvant dans les régions introniques ou intergéniques pour 

lesquelles aucun gène n'est connu. Ceci tend à démontrer l'importance du LD dans des 

études de ce type ainsi que le fait qu'un variant causal d'une maladie ne doive pas 

obligatoirement se situer dans la région codante d'un gène. En accord avec le principe de 

LD, la majorité des variants communs sont séparés en groupes qui sont presque 

parfaitement corrélés entre eux. Ainsi, le génotype de l'un permet de prédire le génotype 

des variants environnants avec lesquels il est parfaitement corrélé. Nous pouvons donc 

décrire le génome comme une série de régions à haut LD, appelées des blocs de LD. Ces 

blocs de LD sont séparés par de courtes régions avec un faible LD communément appelés 

"hotspots" de recombinaison393. Lorsque la distribution du LD pour une région est connue, 

quelques SNPs marqueurs (tagging SNPs; tSNPs) peuvent être sélectionnés de manière à ce 

que seuls ou en combinaison (haplotypes), ils puissent capturer la majorité des variations 

dans une région. Ainsi, l'identification d'haplotypes communs dans chacun des blocs 

permet également de sélectionner un ensemble minimal de SNPs qui permettent de 

distinguer les haplotypes communs entre eux, donc d'inférer le génotype des autres variants 

faisant partie du même bloc. 

4.4. Utilisation d'outils bioinformatiques 

La recherche de mutations ne résulte pas seulement en l'identification de mutations 

tronquantes ou délétères, mais peut résulter en l'identification de mutations faux-sens, de 
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variants affectant potentiellement l'épissage et d'insertions ou de deletions préservant le 

cadre de lecture. Ces divers types de variants sont regroupés sous le terme variant de 

significativité inconnue (variants of unknown significance; VUS). Différentes données 

peuvent être combinées afin de déterminer la probabilité de pathogénicité d'un variant. 

Certaines données directes, telles la ségrégation d'un variant avec la maladie, la sévérité de 

l'histoire familiale de cancer et la co-occurrence du variant d'intérêt avec un variant 

pathogène reconnu dans le même gène peuvent être analysées pour déterminer la 

pathogénicité d'un variant394. Des mesures indirectes pour déterminer l'effet d'un variant 

peuvent découler d'analyses bioinformatiques de la séquence variante, notamment la 

conservation évolutive (conservation entre les espèces), la sévérité prédite des substitutions 

d'acides aminés sur la séquence et la structure, et l'effet prédit des variants sur les 

séquences impliquées dans l'épissage395,396. Cette section s'attardera aux différents types de 

VUS pouvant être retrouvés lors de la recherche de mutations. Quelques méthodes 

d'analyses in silico et expérimentales seront également présentées. 

4.4.1. Variants situés dans la région codante 

Des analyses in silico peuvent faciliter la classification des substitutions faux-sens. Les 

caractéristiques physicochimiques des variants et les modifications structurales engendrées 

par ceux-ci peuvent être analysées, tout comme le niveau de conservation des résidus 

variants dans l'évolution à cette position de la protéine. Ceci s'effectue par l'alignement 

multiple de séquences de la protéine d'intérêt parmi différentes espèces. En général, une 

surabondance de mutations faux-sens associées à des maladies est retrouvée à des positions 

hautement conservées397. Des programmes intégrant plusieurs caractéristiques 

simultanément, tels les programmes SIFT, Polyphen, AGVGD et PMUT ont été développés 

afin d'estimer l'effet potentiel de VUS situés dans la région codante. 

4.4.2. Variants pouvant potentiellement affecter l'épissage 

Bien que les propriétés physiques et chimiques des protéines, tout comme leur stabilité, leur 

activité et leur localisation puissents être régulées par des modifications post-

traductionnelles398, les événements d'épissage alternatifs sont la première source de 

diversité proteomique humaine399,400. Plusieurs altérations causales de maladies affectant 

l'épissage sont situées dans les régions introniques401. Ces altérations d'épissage pouvant 
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altérer le niveau d'expression, la taille ou la fonction d'une protéine, il est important 

d'investiguer l'effet potentiel des variants identifiés afin de déterminer s'ils pourraient être 

responsables d'événements d'épissage alternatif. 

La machinerie d'épissage 

L'excision des introns est effectuée par un assemblage de facteurs d'épissage qui sont 

collectivement recrutés aux ARN pré-messagers pour former le spliceosome (Figure 10), 

une machine nucléaire sophistiquée comprenant différents types de petites 

ribonucléoprotéines nucléaires (small nuclear ribonucleoprotein; snRNP) et de protéines 

auxiliaires. L'assemblage du spliceosome requiert l'identification du site d'épissage en 5' 

et du site de branchement reconnus respectivement par les protéines Ul et U2. La séquence 

de pyrimidines et le dinucléotide AG situé dans la région 3' de l'intron sont respectivment 

reconnus par les sous-unités 65 kDa et 35 kDa d'U2AF. Plusieurs séquences auxiliaires 

modulent aussi l'efficacité de l'épissage, incluant les activateurs d'épissage exoniques et 

introniques (exonic splicing enhancer et intronic splicing enhancer; ESE et ISE) et les 

répresseurs d'épissage exoniques et introniques (exonic splicing silencer et intronic splicing 

silencer; ESS et ISS). Alors que les ESE sont reconnus par les protéines SR 

(serine/arginine-rich proteins; SR proteins), les ESS interagissent avec les protéines hnRNP 

(heterogenous nuclear ribonucleoprotein particles). Les ISE et les ISS peuvent interagir 

avec une variété de protéines régulatrices qui agissent en activant ou en réprimant 

l'épissage402. 

Protéines 
SR 

—ynyuray 
Point de Site d'épissage ESE ESS Site d'épissage 

branchement en 3' (site accepteur) en 5' (site donneur) 

Intron Exon Intron 
Figure 10 
Éléments régulateurs et protéines impliqués dans le mécanisme d'épissage. Le 
mécanisme d'épissage nécessite la reconnaissance des sites d'épissage en 5', en 3' et du 
site de branchement. Des modulateurs d'épissage exoniques (ESE et ESS) et introniques 
(ISE et ISS) peuvent aussi être reconnus par des protéines régulatrices pour affecter 
l'épissage. Adapté de Graveley, Trends Genet 2008402. 
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Les variants pouvant potentiellement résulter en des altérations d'épissage forment une 

classe de variants pour laquelle les conséquences peuvent être étudiées par la combinaison 

d'outils bioinformatiques et d'essais in vitro. Tout d'abord, il est possible d'utiliser une 

variété de programmes de prédiction utilisés pour prédire la probabilité qu'un variant 

affecte le patron d'épissage. Certains programmes ont été développés de manière à prédire 

des activateurs d'épissage (ESE et ISE) et répresseurs d'épissage (ESS et ISS) possibles. Ils 

sont basés sur l'identification de séquences potentiellement reconnues par les facteurs 

d'épissage protéiques. La séquence de ces sites étant relativement mal définie, l'existence 

d'autres éléments importants pour l'épissage tel la distance du site d'épissage et la force du 

site d'épissage403 font en sorte qu'il est relativement difficile de déterminer si ces sites sont 

utilisés sous des conditions physiologiques. Toutefois, les variants situés dans les 

dinucléotides introniques flanquant les exons résultent pratiquement dans tous les cas en 

des altérations d'épissage. Parmi les différents programmes pouvant être utilisés, trois ont 

été utilisés dans le cadre de nos études, Splice Site Finder, GeneSplicer et Splice Site 

Prediction by Neural Network. Puisque l'échelle et la méthode d'attribution des valeurs 

pour la prédiction des sites d'épissage varie d'un programme à l'autre, il est difficile de 

comparer entre eux les résultats obtenus avec ces différents modèles de prédiction. Il faut 

bien sûr noter que les analyses in silico effectuées à l'aide de ces différents programmes 

fournissent des prédictions de l'impact potentiel des variants à l'étude, et que les 

prédictions sont tributaires des connaissances que nous possédons sur les différents 

mécanismes d'épissage. L'approche générale pour la prédiction et la vérification 

d'aberrations d'épissage associées à des variants situés dans ou à proximité de sites 

consensus est relativement directe. Lorsque du matériel provenant de l'individu porteur est 

disponible, les prédictions peuvent être testées in vitro par l'analyse de l'ARN messager. Le 

variant pourra être considéré comme pathogénique s'il résulte en un ou des transcrits 

portant un codon stop prématuré, ou qu'une deletion respectant le cadre de lecture mène à 

la perte d'un domaine fonctionnel. 

4.4.3. Variants pouvant affecter l'expression 

La régulation transcriptionnelle est accomplie par l'activité coordonnée de protéines 

régulatrices spécifiques qui reconnaissent et lient des éléments de régulation. Les éléments 

de régulation tels les sites de liaison de facteurs de transcription (transcription factors 



58 

binding sites; TFBS), les activateurs et les répresseurs, sont couramment localisés dans la 

région promotrice des gènes. Parmi les nombreuses approches bioinformatiques 

développées dans le but de comprendre et de prédire le rôle des éléments de contrôle de la 

transcription, plusieurs voies ont été explorées. La stratégie la plus commune pour 

l'identification de potentiels TFBS à partir des séquences d'ADN fait appel à des bases de 

données d'éléments de régulation expérimentalement identifiés ou dérivés404,405. Des 

algorithmes utilisant la conservation de séquences chez des gènes orthologues pour 

l'identification des éléments de régulation ont aussi été développés406,407. Les programmes 

de prédiction de sites de liaison de facteurs de transcription possèdent des caractéristiques 

propres rendant difficile la comparaison des résultats de prédiction obtenus entre eux. Ces 

prédictions demandent également des confirmations expérimentales. 
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5. Partenaires d'interaction de BRCA1 (gènes candidats analysés) 

Tel que mentionné à la section 3, BRCA1 joue un rôle dans plusieurs sentiers métaboliques 

et interagit avec divers partenaires. Notre attention s'est arrêtée sur les gènes BARD1, 

BAP1, AURKA et DHX9 en raison de leur interaction avec BRCA1 et leur implication 

biologique plausible. 

5.1. BARD1 

Le gène BARD1, localisé en 2q34-35 est composé de 11 exons. La protéine encodée par ce 

gène interagit avec BRCA161. Ces deux protéines possèdent une organisation structurelle 

semblable. Elles sont toutes deux constituées d'un domaine N-terminal RING de type doigt 

de zinc et deux motifs BRCT en C-terminal. Le domaine RING de BARD1 est nécessaire 

pour son interaction avec BRCA161. La protéine BARD1 contient également trois 

répétitions ankyrines dans sa partie centrale, reconnues pour être impliquées dans des 

interactions protéine-protéine. Le complexe BRCA 1/BARDl possède une activité E3 

ubiquitine ligase et peut catalyser son auto-ubiquitination de type polyubiquitination sur de 

multiples résidus lysines, ce qui résulte en une augmentation de l'activité ubiquitine ligase 

du complexe408. 

Ubiquitination 

Le mécanisme d'ubiquitination implique une action séquentielle d'une enzyme activant 

l'ubiquitine (El), une enzyme conjuguant l'ubiquitine (E2) et d'une ubiquitine ligase (E3) 

(Figure 11). Le type d'ubiquitination du substrat va déterminer le devenir de la protéine 

cible. Alors que le type de polyubiquitination le plus reconnu (liaison Lys-48) sert au 

ciblage du substrat au protéasome pour dégradation, la polyubiquitination par des chaînes 

liées Lys-63 dirige le substrat pour l'endocytose, pour des modifications au ribosome ou 

pour la réparation de l'ADN. La monoubiquitination aurait quant à elle pour effet de cibler 

le substrat pour l'endocytose ou pour la localisation nucléaire409. 
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Figure 11 
Mécanisme d'ubiquitination. L'ubiquitination d'un substrat requiert l'activation de 
l'ubiquitine par une enzyme El, son transfert à une protéine E2 liée à une ubiquitine ligase 
E3 permettant ainsi la spécificité pour un substrat. Le type d'ubiquitination du substrat 
influence alors le devenir de celui-ci. Adapté d'Ohta et Fukuda, Oncogene 2004410. 

Rôles de BARD1 

Un rôle dans la transcription et la réparation couplée à la transcription (TCR) a été attribué 

à BARD1. Suite aux dommages à l'ADN, l'hétérodimère BRCA 1/B ARDl ubiquitine 

Rbpl, la plus grande des sous-unités de l'ARN polymerase. Ainsi, la réponse aux 

dommages à l'ADN par l'ubiquitination de l'ARN polymerase II (ARN pol II) 

phosphorylée viendrait lier BARD1 à la transcription et à la TCR411. 

L'hétérodimère BRCA 1/B ARDl augmente la stabilité chromosomique en favorisant la 

réparation des bris d'ADN double brins412. Le complexe BRCA1/BARD1 est responsable 

de la monoubiquitination de l'histone H2AX408 et de l'ubiquitination de la y-tubuline 

impliquée dans la duplication des centrosomes et la ségrégation des chromosomes, ce qui 

est en accord avec un rôle de BARD1 dans l'intégrité génomique et dans la mitose413. 

Le complexe BRCA 1/B ARDl formerait deux complexes différents possédant des fonctions 

distinctes dans les points de contrôles du cycle cellulaire362. L'un contiendrait la protéine 

BRIP1 alors que l'autre contiendrait CtIP, un régulateur de la prolifération cellulaire. Le 

complexe que forme BARD1 avec BRCA1, BRIP1 et TOPBP1 serait impliqué dans le 

point de contrôle en phase S et contribuerait à retarder la replication suite à la formation de 
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bris d'ADN double brins (Figure 12). Le complexe BRCA 1/BARD1/CtIP en association 

avec le complexe MRN serait quant à lui impliqué dans le point de contrôle en G2/M. À ce 

titre, l'activité enzymatique du complexe BRCA1/BARD1 a été démontrée comme régulant 

le point de contrôle G2/M en catalysant la polyubiquitination de CtIP induite par les 

dommages à l'ADN414. De plus, BARD1 peut engendrer un arrêt du cycle cellulaire en 

phase GI lorsque surexprimée. Cette activité est dépendante de sa localisation nucléaire et 

de ses NLS415. 

MREll 

RADSO 

Point de Point de 
contrôle S contrôle G2/M 

Figure 12 
BARD1 fait partie de complexes ayant des rôles différents dans le cycle cellulaire. 
Représentation des partenaires et des rôles attribués au complexe BRCA 1/B ARDl. Adapté 
des références362,41\ 

La localisation cellulaire de BRCA1 est régulée par son transport entre le noyau et le 

cytoplasme. BRCA1 est principalement nucléaire416 en raison du fait que la protéine 

BARD1 lie BRCA1 et importe BRCA1 au noyau en cachant son signal d'exportation 

nucléaire (nuclear export signal; NES)417. L'exportation nucléaire de BRCA1 a pour effet 

de stimuler l'apoptose indépendante de p53. En séquestrant BRCA1 au noyau, BARD1 

régule l'apoptose dépendante de BRCA1. BARD1 inhiberait donc l'apoptose, ce qui 

suggère que la rétention nucléaire du complexe BRCA 1/B ARDl contribuerait à la 

réparation de l'ADN et à la survie cellulaire418. D'un autre côté, BARD1 lie p53 et la sous-

unité XRCC6 de la DNA-PK419, venant l'impliquer dans l'apoptose dépendante de p53. 

BARD1 joue un rôle de médiateur de l'apoptose en liant et stabilisant p53. De plus, les 

cellulles dans lesquelles BARD1 est réprimé sont résistantes à l'apoptose419. 
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La protéine BARD1 possède une autre activité proapoptotique indépendante de BRCA1. La 

localisation de BARD1 et son activité apoptotique sont régulées par son transport nucléo-

cytoplasmique. Un NES a d'ailleurs été identifié à proximité de son domaine N-terminal. 

Une diminution du niveau d'expression de BRCA1 ou une déstabilisation de l'interaction 

entre BRCA1 et BARD1 résulte en la localisation cytoplasmique de BARD1. Un niveau 

accru de BARD1 cytoplasmique corrèle avec une augmentation de l'apoptose420. 

Le complexe BRCA 1/B ARDl est requis lors de la mitose pour l'assemblage adéquat des 

fuseaux mitotiques, pour la transition entre la mitose et l'interphase, pour la ségrégation des 

chromosomes et l'assemblage nucléaire. Ce complexe, avec son activité E3 ubiquitine 

ligase, participe à l'organisation des microtubules et à l'assemblage des pôles des 

fuseaux421. La protéine BARD1, lorsqu'elle interagit avec BRCA1, est aussi responsable de 

l'ubiquitination et de la dégradation de la protéine Aurora B impliquée dans la formation de 

la plaque équatoriale et dans la progression de la mitose. L'expression aberrante de 

certaines isoformes de BARD1 a été associée à une fonction proproliférative indépendante 

de BRCA1 et à un mauvais pronostic de cancer du sein et de l'ovaire422,423. L'isoforme p de 

BARD1, incapable d'interagir avec BRCA1, forme un complexe avec Aurora B et BRCA2 

et stabilise Aurora B. La forme sauvage de BARD1 ne peut pas lier BRCA2 et Aurora B424" 
426. Ceci pourrait expliquer le rôle proprolifératif de l'isoforme p de BARD1. 

Implication de BARD1 dans la susceptibilité au cancer du sein 

Des mutations de BARD1 sont des événements rares dans les tumeurs. Différentes 

mutations ont toutefois été identifiées dans des cancers du sein, de l'ovaire et de 

l'endomètre427. Un variant faux-sens (Cys557Ser) de BARD1 a été lié à une perte de 

stabilité et d'activité apoptotique du suppresseur de tumeurs p53428. Ceci a mené à l'analyse 

de ce variant à plusieurs reprises dans un contexte de cancer du sein, suggérant une 

association de ce variant avec le cancer du sein selon certaines études429"431 alors que 

d'autres études ne sont pas venues confirmer ces résultats432"435. Il a aussi été proposé que 

certains haplotypes de BARD1 pourraient être associés à un risque accru ou diminué de 

cancer du sein436 et des isoformes aberrantes de BARD1 ont été associées avec un mauvais 

pronostic de cancer du sein et de l'ovaire422,423. 
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La liaison de BARD1 avec BRCA1 et la régulation de l'ubiquitination, son implication 

dans la transcription, la TCR, la réparation de l'ADN et l'apoptose, tout comme le nombre 

croissant d'évidences liant le gène BARD1 a la susceptibilité au cancer du sein nous ont 

mené à évaluer ce gène dans notre cohorte de familles à risque élevé de cancer du sein. 

5.2. BAP1 

Le gène encodant cette protéine s'étend sur une distance de 9 kb, est composé de 17 exons 

et est localisé à 3p21.3. La protéine BAP1, étant composée de 729 acides aminés, est une 

protease à thiol appartenant à la famille des UCH et localisée au noyau. Le domaine UCH 

de BAP1 est localisé dans sa partie N-terminale (résidus 5-214). La région C-terminale de 

BAP1 (résidus 598-729) interagit avec le domaine RING de BRCA1 et contient également 

deux NLS potentiels. L'interaction de BAP1 avec BRCA1 a mené à la suggestion qu'elle 

pourrait influencer la fonction de BRCA1 par son action de déubiquitination. La voie 

ubiquitine-protéasome pourrait donc être régulée par BRCA1 ou serait un effecteur de 

BRCA1. La présence de BAP1 et sa liaison à BRCA1 augmente l'activité de répression de 

la croissance des cellules cancéreuses du sein. Cette observation a d'ailleurs mené à la 

suggestion que BAP1 serait un gène suppresseur de tumeurs qui agirait dans la voie de 

contrôle de la croissance cellulaire par BRCA1437. 

Rôles de BAP1 

Puisque BAP1 lie BRCA1, il a été proposé que BAP1 pourrait jouer un rôle dans les 

processus régulationnels dépendants de l'ubiquitine se déroulant au noyau, tels la 

transcription, le remodelage de la chromatine, le contrôle du cycle cellulaire, la 

recombinaison et la réparation de l'ADN437. Deux rôles principaux ont été initialement 

proposés pour BAP1. L'association entre BAP1 et BRCA1 pourrait permettre à BAP1 de 

cibler les protéines interagissant avec BRC Al. Il se pourrait également que BAP1 soit 

impliquée dans la régulation de la localisation cellulaire de BRCA1 ou des protéines 

interagissant avec BRCA1438. 

La protéine BAP1 a été suggérée comme étant impliquée dans la TCR439 par son interaction 

avec BRCA1 qui est reconnu pour participer à ce processus cellulaire87,440, par son 

implication dans la réparation de l'ADN441 et son interaction avec l'ARN pol II442. 
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L'activité ubiquitine hydrolase de BAP1 et sa localisation nucléaire ont été démontrées 

comme étant nécessaires à sa fonction suppresseur de tumeurs443. L'activité de suppression 

de tumeurs assignée à BAP1 s'exécuterait via le contrôle de la prolifération cellulaire et par 

son association avec des gènes impliqués dans la transition Gl/S444. Tout comme BRCA1, 

BAP1 vient lier le domaine RING de BARD1, ce qui a comme effet d'inhiber l'activité E3 

ubiquitine ligase du complexe. L'inhibition de l'expression de BAP1 cause une 

hypersensibilité des cellules aux IR et retarde la progression en phase S, suggérant ainsi que 

BAP1 et le complexe BRCA1/BARD1 agissent afin de réguler l'ubiquitination lors de la 

réponse aux dommages à l'ADN et du cycle cellulaire445. 

BAP1 et la susceptibilité au cancer 

Le gène BAP1 fait partie d'une région démontrant fréquemment une perte d'hétérozygotie 

dans le cancer du sein. En effet, une étude a démontré une perte d'hétérozygotie de la 

région 3p21-22 dans 32% des tumeurs du sein446. Une étude subséquente possédant une 

meilleure résolution a démontré une perte d'hétérozygotie dans 69% des tumeurs primaires 

de cancer du sein pour la région chromosomique 3p21.3 contenant le gène BAP1447. 

Les premières analyses menées sur le gène BAP1 ont permis d'identifier des 

réarrangements génomiques, des deletions et des mutations faux-sens dans des lignées 

cellulaires de cancer du poumon et dans des tumeurs du sein437,438 suggérant son 

implication dans ces deux types de cancers. Toutefois, une seule autre étude s'est attardée à 

la contribution de BAP1 au cancer du sein448. Selon cette étude menée chez 47 Françaises 

atteintes du cancer du sein et ayant été testées négatives pour des mutations BRCA1 et 

BRCA2, le gène BAP1 ne serait pas être relié à un risque élevé de cancer du sein. Ce groupe 

n'avait toutefois pas été en mesure d'éliminer la possibilité que des variants de ce gène 

soient associés à une faible susceptibilité au cancer du sein. 

Les rôles potentiels multiples de BAP1 et le faible nombre d'études ayant porté sur ce gène 

candidat du cancer du sein nous ont mené à nous attarder à ce partenaire d'interaction de 

BRCA1 afin d'évaluer sa contribution au cancer du sein dans les familles à risque élevé 

provenant de la population canadienne-française. 
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5.3. AURKA 

Le gène AURKA, aussi connu sous le nom d'Aurora A, de STK15 et de BTAK, est localisé 

en 20ql3.2-ql3.3. Ce gène encode une ser/thr kinase impliquée dans le point de contrôle 

G2/M et dans la mitose. La protéine AURKA serait impliquée dans la formation des 

microtubules et dans la stabilisation des pôles des fuseaux lors de la ségrégation des 

chromosomes. Elle est retrouvée au centrosome lors de l'interphase et aux pôles des 

fuseaux lors de la mitose. Son niveau d'expression est régulé lors du cycle cellulaire449. La 

partie N-terminale d'AURKA est constituée de deux régions conservées chez les protéines 

de la famille Aurora alors que la région centrale d'AURKA contient le domaine kinase450. 

Rôles d'AURKA 

À la fin de la phase GI du cycle cellulaire, le centrosome de la cellule se réplique de 

manière que lors de la transition G2/M, la cellule contienne deux centrosomes qui 

formeront les fuseaux mitotiques. Le suppresseur de tumeurs BRCA1 localise aux 

centrosomes451,452, est important pour la régulation du nombre de centrosomes453 et régule 

directement l'activité de nucléation des microtubules du centrosome452,454. L'activité 

ubiquitine ligase du complexe BRCA 1/B ARDl est critique pour la fonction du 

centrosome454. La protéine AURKA serait impliquée dans la séparation du centrosome455 

ainsi que dans la maturation, l'assemblage et la stabilité des fuseaux456. La protéine 

AURKA lie BRCA1 et possède la capacité de la phosphoryler, ce qui a mené à la 

suggestion que la phosphorylation de BRCA1 par AURKA jouerait un rôle dans la 

transition G2/M111. L'activité kinase d'AURKA rend les cellules mitotiques réfractaires à 

l'inhibition par BRCA1. Que ce soit en ciblant directement BRCA1 ou en ciblant les 

protéines présentes aux centrosomes à l'interphase ou à la mitose, AURKA affecterait la 

fonction inhibitrice de BRCA1 sur les centrosomes457. 

Selon un modèle intégrant ces données (Figure 13), la protéine AURKA modulerait 

l'inhibition de la fonction des centrosomes de BRCA1 en inhibant son activité E3 

ubiquitine ligase. À l'opposé, la dephosphorylation de BRCA1 par la protéine phosphatase 

1 (PP1) augmenterait l'activité ubiquitine ligase de BRCA1. L'inhibition du potentiel de 

nucléation des microtubules du centrosome par l'activité E3 ubiquitine ligase de BRCA1 
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serait donc contrôlée par sa régulation effectuée par la kinase AURKA et la phosphatase 

PP1 lors du cycle cellulaire 457 

Figure 13 
AURKA régule l'activité de modulation des centrosomes de BRCA1. La protéine 
AURKA, en phosphorylant BRCA1, diminue l'activité ubiquitine ligase du complexe 
BRCA 1/B ARDl qui régule la séparation du centrosome. Ainsi, AURKA favorise la 
formation des fuseaux mitotiques et la progression de la mitose. Adapté de Sankaran et al., 
Cancer Res 2007457. 

Une autre cible d'AURKA vient montrer son implication dans la mitose. La phosphatase 

CDC25B est un initiateur des événements précoces de la mitose458. La phosphorylation de 

CDC25B aux centrosomes est dépendante d'AURKA, qui pourrait participer à la régulation 

temporelle et spatiale d'événements biochimiques nécessaires pour l'entrée en mitose108,459. 

Implication d'A URKA dans la susceptibilité au cancer 

AURKA a été impliquée initialement dans la formation de tumeurs. Une expression élevée 

d'AURKA a été démontrée dans plusieurs types de tumeurs, incluant des tumeurs du côlon, 

de la vessie, de l'ovaire et du sein450,460,461. La surexpression d'AURKA est corrélée avec 

les tumeurs du foie et de la prostate à haut grade462,463. 

L'identification d'AURKA à titre de gène de susceptibilité à faible penetrance pour le 

cancer chez l'humain et la souris449 a mené à l'analyse de ce gène dans différents types de 

cancer. Des associations entre des variants d'A URKA et un risque accru de carcinomes des 

cellules squameuses de l'oesophage464, de cancer du côlon465 et du cancer de l'ovaire466,467 
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ont été rapportées. Des variants d'A URKA ont également été évalués dans des cas de cancer 

du sein468"475 sans toutefois en venir à des conclusions définitives. Dans un même ordre 

d'idée, AURKA a également été évalué à titre de gène modificateur de risque de cancer du 

sein chez des porteurs de mutations dans BRCA1 et BRCA2. Ceci a permis d'éliminer un 

effet modificateur de risque du variant Phe31Ile476. 

AURKA régule la ségrégation des chromosomes lors de la mitose, un élément important 

pour le maintien de la stabilité génomique. Son interaction avec BRCA1 et la régulation de 

son activité E3 ubiquitine ligase, nous ont poussé à évaluer ce gène dans notre cohorte de 

familles à risque élevé de cancer du sein non-porteuses de mutations dans les gènes BRC Al 

et BRCA2, de même que chez des porteuses de mutations de BRCA1 et BRCA2. 

5.4. DHX9 

Le gène DHX9 est situé en lq25, une région rapportée comme étant un locus de 

susceptibilité au cancer de la prostate477. Ce gène composé de 27 exons est exprimé de 

manière ubiquitaire477 et encode une hélicase de la famille des DEAH478"480. Cette hélicase 

possède la capacité de dérouler l'ADN et l'ARN double brins478,481,482. Son activité est 

dépendante de l'ATP et nécessite sa région centrale hélicase ainsi que l'intégrité de ses 

domaines N-terminaux (dsRBD I et II; double-stranded RNA binding domain) et de son 

domaine RGG (Arg-Gly-Gly)483. Les domaines dsRBD sont reconnus pour lier 

préférentiellement l'ARN. Il a été démontré que le domaine RGG de DHX9 lie 

préférentiellement l'ADN simple brin483. La partie C-terminale de la protéine DHX9 

contient une séquence signal facilitant son transport à travers les pores nucléaires484. 

Rôles de DHX9 

La protéine DHX9 joue différents rôles au niveau du noyau et du cytoplasme de la cellule. 

En effet, DHX9 a été impliquée dans la transcription, le transport et la traduction des ARN. 

Il a été démontré que DHX9 lie CBP/p300 et l'ARN pol II et qu'elle est requise pour la 

formation du complexe contenant ces deux protéines485. Des mutations tronquantes de 

DHX9 affectent l'interaction entre DHX9 et l'ARN pol II88. De plus, DHX9 interagit avec 

la sous-unité du facteur nucléaire NF-KB et agit à titre de coactivateur transcriptionnel486 

permettant à la sous-unité p65 de recruter le co-activateur CBP/p300. Ainsi, par son 
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interaction avec l'ARN pol II, DHX9 semble faciliter le recrutement et/ou l'assemblage du 

complexe de transactivation486. 

Un fait important permettant de faire un lien entre DHX9 et le cancer du sein est 

l'identification d'une interaction entre DHX9 et BRCA188. Il a été démontré que DHX9 est 

la protéine permettant de relier BRCA1 et les autres composantes de l'holoenzyme ARN 

pol IL En effet, les résidus 230-325 de RHA lient les résidus 1560-1863 de BRCA1. Cette 

region de BRCA1 semble être celle requise pour la liaison de BRCA1 à l'ARN pol II. 

DHX9, liant à la fois BRCA1 et le coactivateur transcriptionnel CBP, serait donc la 

protéine faisant le pont entre BRCA1 et l'holoenzyme ARN pol II88. Des mutations 

tronquantes de DHX9 affectent l'interaction entre ces deux protéines, ce qui a pour effet de 

diminuer l'activité transcriptionnelle de BRCA188. Ceci pourrait possiblement affecter la 

fonction de BRCA1 dans la transcription et dans la TCR, liant ainsi DHX9 à la TCR. 

Plusieurs autres protéines nucléaires impliquées dans l'épissage, le traitement et la 

maturation de l'ARN interagissent avec DHX9, notamment les ribonucléoprotéines 

hétérogènes nucléaires et les petites ribonucléoprotéines nucléaires487. 

DHX9 est aussi impliquée dans l'exportation des transcrits d'ARN messager du noyau vers 

le cytoplasme par son interaction avec les protéines de transport nucléaire TAP et 

HAP95488,489. Au cytoplasme, DHX9 est préférentiellement associé aux polyribosomes en 

cours de traduction et est impliqué à titre d'effecteur de l'expression génique de la 

transcription à la traduction par reconnaissance des ARN possédant une structure complexe 

à leur extrémité 5'490. 

La protéine DHX9 a également été impliquée dans la réparation des dommages à l'ADN et 

dans la tumorigenèse. DHX9 interagit avec l'hélicase WRN, la protéine déficiente dans le 

syndrome de Werner. Ce syndrome est associé avec un veillissement prématuré et une 

prédisposition au développement de tumeurs. L'interaction entre ces deux protéines a 

comme effet d'inhiber les activités NTPase et hélicase de DHX9 alors que cette même 

interaction a comme effet d'augmenter l'activité exonucléase 3'-*5' de WRN491. Ceci vient 

impliquer DHX9 dans le maintien de la stabilité génomique en favorisant la processivité de 

WRN491. 
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Implication de DHX9 dans le cancer 

Bien que DHX9 n'ait pas été évalué dans un contexte de cancer du sein, des altérations de 

ce gène ont été rapportées dans le cancer du poumon et dans le cancer de la prostate. Une 

étude a démontré une surexpression de DHX9 dans des tumeurs du poumon492 et la région 

chromosomique contenant DHX9 est amplifiée dans des tumeurs de la prostate493. 

L'effet de mutations tronquantes de DHX9 sur la fonction de BRCA1 a mené à l'évaluation 

de ce gène à titre de gène candidat dans notre cohorte de cas de cancer du sein familiaux. 

Le rôle central de DHX9 dans la transcription et son implication dans une multitude de 

processus, incluant la réparation de l'ADN, démontrent également la logique du choix de ce 

gène à titre de gène candidat du cancer du sein. De plus, la contribution de ce gène n'a 

jamais été évaluée au niveau du cancer du sein. 
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6. Problématique 

Mise en contexte 

Des analyses menées chez des familles à risque élevé de cancer du sein ont mené à 

l'identification de BRCA1 et _8_/?G424M8. Des mutations dans ces gènes confèrent un risque 

de cancer du sein accru de 10 à 20 fois49. Au niveau populationnel, des mutations de ces 

gènes permettraient d'expliquer 15 à 20% de l'excès du risque familial du cancer du 

sein 

Les découvertes récentes ont permis de dresser une image plus claire de l'architecture de la 

susceptibilité au cancer du sein. Les gènes BRCA1 et BRCA2 sont les gènes majeurs de 

susceptibilité au cancer du sein et avec les autres gènes de forte penetrance, TP53, PTEN et 

STK11, ils contribuent approximativement à 20% du risque familial de cancer du sein. Le 

reste du risque familial de cancer du sein doit donc être expliqué par des gènes conférant un 

risque plus modeste. Les gènes ATM, CHEK2, BRIP1 et PALB2 sont des gènes de 

susceptibilité possédant des similarités biologiques à BRCA1 ou BRCA2. Ils confèrent un 

risque de cancer du sein de l'ordre de 2 à 4 fois. Une dernière catégorie de gènes de 

susceptibilité au cancer du sein est apparue récemment. Cette catégorie renferme les gènes 

de faible penetrance qui confèrent un risque de l'ordre de 1,5. Les variations dans ces gènes 

sont communes, mais n'expliqueraient que 3,6% de l'excès du risque familial de cancer du 
■ 382 

sein . 

En 2001, une équipe de recherche internationale nommée INHERIT BRCAs 

(INterdisciplinary HEalth Research International Team on BReast CAncer susceptibility) a 

été formée. L'un des buts de cette équipe était de caractériser le profil des mutations de 

BRCA1 et BRCA2 dans la population canadienne-française. L'étude de cette population 

fondatrice a permis de déterminer que ces deux gènes de susceptibilité au cancer du sein 

sont responsables d'environ 24% des familles à risque élevé494. Ainsi, une grande 

proportion du risque familial de cancer du sein demeure à expliquer dans les familles à 

risque élevé provenant de la population canadienne-française. 
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Hypothèse 

Puisque des mutations de BRCA1 et BRCA2 ne sont responsables que d'une faible 

proportion des familles à risque élevé de cancer du sein provenant de la population 

canadienne française, il est possible que les autres gènes de susceptibilité identifiés jusqu'à 

maintenant puissent expliquer une proportion des cas. En raison de l'effet fondateur présent 

chez les Canadiens français, ces gènes de susceptibilité pourraient possiblement avoir une 

plus grande contribution au cancer du sein dans cette population que dans d'autres 

populations. Il est également possible qu'une proportion des cas de cancer du sein 

familiaux présents dans la population canadienne-française soit expliquée par des gènes 

toujours inconnus. 

Objectifs de l'étude 

Dans le cadre du premier volet de mon projet de doctorat, « évaluation de la contribution de 

gènes de susceptibilité au cancer du sein », les gènes à forte penetrance PTEN et STK11, 

ainsi que les gènes à penetrance modérée CHEK2, BRIP11 FANCJ et PALB2IFANCN ont 

été évalués dans une cohorte d'individus à risque élevé de cancer du sein provenant de la 

population canadienne-française. Cette cohorte composée de 96 femmes atteintes du cancer 

du sein a été sélectionnée à partir d'une cohorte plus grande mise sur pied dans le cadre du 

projet INHERIT BRCAs. Ces patientes ont été sélectionnées sur la base d'une forte histoire 

familiale de cancer du sein et sur leur jeune âge au diagnostic. Les ADN des patientes ayant 

fait l'objet de mes études doctorales ont tous été analysés et testés négatifs pour des 

mutations et des réarrangements génomiques dans les gènes BRCA1 et BRCA2. En se 

basant sur la présence d'un grand nombre de cancers du sein chez leurs apparentés de 

premier, deuxième et troisième degré, nous avons évalué l'implication d'autres gènes de 

susceptibilité au cancer du sein chez ces participantes. 

Dans le cadre du deuxième volet de ce projet de doctorat, « identification de gènes de 

susceptibilité au cancer du sein », des analyses de gènes candidats ont été priorisées afin 

d'identifier de nouveaux gènes de susceptibilité au cancer du sein. Comme il en a été 

question à la section 3.3, les gènes de susceptibilité au cancer du sein présentement connus 

agissent dans des voies cellulaires interreliées. Plusieurs des protéines encodées par ces 

gènes interagissent entre elles et influent sur la fonction des autres gènes de susceptibilité. 
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C'est pourquoi les gènes candidats étudiés dans le cadre du deuxième volet de mes études 

doctorales encodent des protéines interagissant avec BRC Al, étant ainsi susceptibles de 

moduler certaines de ses fonctions. 

Afin d'évaluer les gènes de susceptibilité et les gènes candidats à l'étude, une approche de 

re-séquençage a été utilisée. Pour identifier de nouveaux gènes de susceptibilité au cancer 

du sein, le re-séquençage de gènes candidats a comme avantage de posséder une puissance 

plus grande que les études de liaison qui sont fortement affectées par l'hétérogénéité 

génétique et la penetrance incomplète495. De plus, le re-séquençage de gènes candidats 

permet d'identifier des gènes à penetrance faible, à penetrance modérée ou des gènes de 

susceptibilité à forte penetrance. 

Notre étude a porté sur notre cohorte de 96 femmes atteintes provenant de la population 

canadienne-française, une population fondatrice pour laquelle un plus grand nombre 

d'individus avec une maladie pourrait être porteur d'une même mutation, facilitant ainsi 

son identification. L'utilisation d'individus provenant de familles à risque élevé de cancer 

du sein a été priorisée. Ceci permet de diminuer considérablement la taille de l'échantillon 

à utiliser en comparaison avec une étude dans laquelle les individus n'ont pas été 

sélectionnés. Pour une même puissance statistique, la taille de l'échantillon nécessaire pour 

détecter un allele de susceptibilité avec une fréquence commune est réduite de plus de deux 

fois si les cas de cancer du sein ont été sélectionnés sur la base de la présence d'un 

apparenté de premier degré atteint et de plus de quatre fois si les cas ont été sélectionnés 

selon la présence de deux apparentés de premier degré atteints49. 

L'effet potentiel des variants identifiés a été analysé à l'aide d'une combinaison d'outils 

bioinformatiques et d'analyses expérimentales. Alors que l'effet potentiel de variations 

codantes a été évalué par l'alignement multiple de séquences ou à l'aide de programmes 

intégrant cette information, d'autres programmes ont été utilisés pour analyser l'effet 

potentiel des variants pouvant affecter l'épissage ou l'expression d'un gène. Dans le cadre 

de mon projet, lorsque possible, le séquençage de l'ADNc provenant d'individus atteints a 

été effectué afin d'identifier des aberrations d'épissage dans les gènes étudiés. Des essais de 

protection à la ribonucléase ont été effectués afin d'identifier la présence d'ARN messager 

différentiellement épissés, alors que des analyses de type Western ont été menées pour 
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vérifier le niveau d'expression de la protéine et la présence de protéines altérées. L'effet 

des variants affectant potentiellement des sites de liaison de facteurs de transcription a été 

analysé par des essais de gène rapporteur, une méthode permettant de déterminer in vitro 

l'effet d'un variant sur l'activité transcriptionnelle d'un promoteur. 

Dans le but de fournir des outils nécessaires à l'évaluation des gènes d'intérêt à grande 

échelle chez les Canadiennes françaises, nous avons effectué l'identification d'haplotypes, 

de blocs d'haplotypes et la détermination de tSNPs. La densité de marqueurs modifie 

généralement la taille des blocs identifiés lors de l'analyse d'une région et la distribution du 

LD est différente d'une population à l'autre393. Pour ces raisons, nous avons généré ces 

information pour les gènes AURKA, BAP1, BARD1, DHX9 et BRIP 1/FANCJ, qui ont été 

étudiés dans notre cohorte provenant de la population canadienne-française. Ceci facilitera 

ainsi l'analyse subséquente de ces gènes dans notre population. 



CHAPITRE II 
Germline mutations in the breast cancer susceptibility gene PTEN are rare in high-

risk non-BRCAl/2 French Canadian breast cancer families 

1. Résumé 

Le syndrome de Cowden, causé par des mutations dans le gène PTEN, est associé à une 

susceptibilité accrue au cancer du sein. Afin d'évaluer la proportion des familles 

canadiennes-françaises à risque élevé de cancer du sein potentiellement porteuses de 

mutations de PTEN, la région codante et les régions introniques flanquantes de ce gène ont 

été analysées dans notre cohorte de cas de cancer du sein. Bien qu'aucune mutation 

germinale n'ait été identifiée dans la région codante, notre étude a mené à l'identification 

de quatre variants introniques. Des analyses plus poussées ont été effectuées afin de 

déterminer l'effet de ces variants sur l'épissage et la production de la protéine. La présence 

de ces variants ne semble pas altérer l'épissage de l'ARN ou le niveau de la protéine 

produite. Nos analyses suggèrent que les mutations germinales de PTEN sont rares et qu'il 

est peu probable qu'elles contribuent à une proportion significative des cas de cancer du 

sein familiaux dans la population canadienne-française. 

Guénard F, Labrie Y, Ouellette G et al. Germline mutations in the breast cancer 

susceptibility gene PTEN are rare in high-risk non-BRCAl/2 French Canadian breast cancer 

families. Fam Cancer. 2007;6(4):483-90. 

2. Manuscrit 
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Abstract 

Cowden syndrome is a disease associated with an increase in breast cancer susceptibility. 

Alleles in PTEN and other breast cancer susceptibility genes would be responsible for 

~25% ofthe familial component of breast cancer risk, BRCA1 and BRCA2 being the two 

major genes responsible for this inherited risk. In order to evaluate the proportion of high-

risk French Canadian non-BRCAl/BRCA2 breast/ovarian cancer families potentially 

harboring a PTEN germline mutation, the whole coding and flanking intronic sequences 

were analyzed in a series of 98 breast cancer cases. Although no germline mutation has 

been identified in the coding region, our study led to the identification of four intronic 

variants. Further investigations were performed to analyze the effect of these variants, alone 

and/or in combination, on splicing and PTEN protein levels. Despite suggestive evidence 

emerging from in silico analyses, the presence of these intronic variants do not seem to 

alter RNA splicing or PTEN protein levels. In addition, as loss of PTEN or part of it has 

been reported, Western blot analysis has also been performed. No major deletion could be 

identified in our cohort. Therefore, assuming a Poisson distribution for the frequency of 

deleterious mutation in our cohort, if the frequency of such deleterious mutation was 2%, 

we would have had a 90% or greater chance of observing at least one such mutation. These 

results suggest that PTEN germline mutations are rare and are unlikely to account for a 

significant proportion of familial breast cancer cases in the French Canadian population. 

Keywords: PTEN/MMAC1/TEP1; Breast cancer susceptibility; Germline mutations; Non-

BRCAl/2 families; Splicing 
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Introduction 

In developed countries, breast cancer incidence has been estimated to 7.8% at 80 years old 

[1]. Mutations in the two most important breast cancer susceptibility genes in high-risk 

families, BRCA1 and BRCA2, confer an estimated risk of breast cancer by age 70 of 65% 

and 45%, respectively [2, 3]. A lower proportion of hereditary breast cancers is explained 

by mutations in TP53, ATM, LKB1, CHEK2 [4], BRIP1 [5] and PTEN. Indeed, the risk of 

breast cancer in Cowden disease (CD) associated with mutations in the PTEN gene has 

been estimated to 30-50% by age 70 [6], and both somatic and germline PTEN mutations 

have been identified in breast cancers [7-10]. In non-BRCAl/BRCA2 familial breast cancer, 

PTEN has been excluded on the basis of linkage analysis [11, 12] and was also examined in 

few studies [9, 13], which suggested that PTEN does not play a major role in breast cancer 

susceptibility when signs of CD are not present. 

Breast cancer is a genetically heterogeneous disease [reviewed in 14]. Therefore, 

considering that deleterious mutations in BRCA 1/BRCA 2 were identified in only 24% of 

256 high-risk French Canadian breast/ovarian cancer families [15], evaluating or excluding 

other breast cancer susceptibility genes such as PTEN is very important, especially in the 

context of finding other breast cancer susceptibility genes. Moreover, although all of the 

proven breast cancer susceptibility alleles identified to date are rare, specific genetic 

alterations in a given gene can be more frequent in a relatively recent, small founder 

population, such as the French Canadian population [15, 16]. 

Based on the risk of breast cancer in CD associated with mutations in the PTEN gene, on 

the identification of germline PTEN mutations in breast cancers and on the high proportion 

of high-risk French Canadian breast/ovarian families not due to BRCA 1/2 mutations, 

evaluation ofthe implication oi PTEN in these families is imperative. Therefore, in order to 

evaluate the excess of familial risk resulting from germline mutations in the PTEN gene, 

the complete sequence of the exonic and flanking intronic regions were analyzed in DNA 

samples from breast cancer cases drawn from non-related BRCAl/BRCA2-negati\e high-

risk French Canadian breast/ovarian families. 
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Materials and methods 

Patient samples 

Families participating in the present study were first recruited as part of a research project 

started in 1996, which thereafter evolved in a large ongoing project designated INHERIT 

BRCAs [15]. More details regarding ascertainment criteria, experimental and clinical 

procedures, assessment of the BRCA 1/2 status of the subset of 98 high-risk French 

Canadian breast/ovarian cancer families used in this study as well as the INHERIT BRCAs 

research program have been described previously [15, 17]. 

Experimental procedures and expression analyses 

In order to avoid non-specific amplification ofthe PTEN pseudogene and to avoid reporting 

mutations reflecting sequence differences between PTEN and the pseudogene [18, 19], 

intronic primers were designed using the Primer Express 2.0 software (Applied Biosystems, 

Foster, CA, USA). Primers used for DNA amplification and sequencing are listed in 

Supplemental Table 1. Sequencing procedures and analyses were performed as described 

previously [17]. Total RNA was extracted from EBV-transformed 13-lymphoblastoid cell 

lines using TRI REAGENT® (Molecular Research Center, inc., Cincinnati, OH, USA) 

according to the manufacturer's instructions. 

Reverse transcription of 5 ug of total RNA was performed as previously described [17]. A 

224 bp fragment covering the junction of exons 1 and 2 of PTEN mRNA was amplified 

from cDNA using the following set of primers: 5'-CCATTTCCATCCTGCAGAAGAA-3\ 

and 5'- GTATACGCCTTCAAGTCTTTCTGCA-3'. Following subcloning, a 356 bp high-

specific activity single-stranded RNA probe was synthesized in vitro. Ribonuclease 

protection assay (RPA III™ Ribonuclease Protection Assay Kit, Ambion®, Austin, TX, 

USA) was conducted following supplier's protocol. This specific cRNA probe was used to 

evaluate the effect of c.79+35C>T and c.80-96A>G variants and was hybridized with 20 pg 

of total RNA from a wild-type (WT) individual, one heterozygous individual for the 

c.79+35C>T variant as well as from one heterozygous and one homozygous individuals for 

the c.80-96A>G variant. Following digestion and precipitation, samples were run on a 6% 

polyacrylamide gel. Using the same procedure, a 239 bp fragment covering the junction of 

exons 8 and 9 was amplified using the following set of primers: 5'-

CATACCAGGACCAGAGGAAACCT-3', and 5'-CCTCTGGATTTGACGGCTCCT-3', 
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leading to a 370 bp cRNA probe, and hybridized with 20 pg of total RNA from a WT, one 

heterozygous and one homozygous individuals for the c.l026+32T>G variant. 

Western blot analysis 

Total proteins were extracted by resuspending cells in phosphate buffered saline and cell 

lysis was performed using standard procedures. Following protein extraction from 

immortalized cell lines, total protein extracts were quantified using Bio-Rad Protein Assay 

(Bio-Rad, Hercules, CA, USA). Twenty five pg of total protein extracts from a WT 

individual, as well as 6 individuals, carriers of the different genotype combinations for 

c.79+35C>T, c.80-96A>G, c.253+109insTCTTA and c.l026+32T>G, were separated on a 

10% denaturing SDS gel and transferred by electroblotting (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) 

onto a nitrocellulose membrane (Hybond™-ECL™ nitrocellulose membrane, Amersham 

Pharmacia Biotech, Germany) and thereafter hybridized to the anti-PTEN-specific 

monoclonal mouse IgG antibody 6H2.1 (diluted 1:1000) raised against the last 100 C-

terminal amino acids of the PTEN protein (Cascade Bioscience, Winchester, MA, USA). 

Hybridization procedures were performed as previously described [20]. The PTEN protein 

band was revealed using enhanced chemiluminescence (Perkin-Elmer, Boston, MA) while 

the B-actin protein (clone AC-74) was used as an internal control (Sigma, Saint Louis, MO, 

USA). The same procedure as the one described above was followed for the evaluation of 

major deletions among our breast cancer cases. 

An N-terminal affinity purified goat polyclonal antibody (N-19) raised against the N-

terminal part of human PTEN protein (Santa Cruz Biotechnology inc., Santa Cruz, CA, 

USA) was also used to evaluate the level of PTEN protein. This antibody was diluted 1:200 

in membrane blocking reagent and membranes were incubated and washed as described 

above, and the PTEN protein band was revealed using the same procedure. 

Computational analysis 

Alignment of the PTEN gene orthologues [Homo sapiens (Hs), Pan troglodytes (Pt), Mus 

musculus (Mm), Monodelphis doméstica (Md), Gallus gallus (Gg), Takifugus rubipes (Tr) 

and Dario rerio (Dr)] was performed using the default settings of the ClustalW program 

[21]. In silico analyses were conducted using three different splicing prediction programs to 
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evaluate the effect of variants identified on the splicing scores, namely GeneSplicer web 

interface [22], SpliceSiteFinder [23, 24] and NNSPLICE 0.9 [25] programs. 
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Results & Discussion 

Variants identified in the PTEN gene 

The complete analysis of the nine exons and intronic flanking sequences of PTEN did not 

identify any deleterious or missense mutations within the PTEN coding region. However, 

four intronic variants have been detected among our high-risk French Canadian breast 

cancer cases (Table 1). Of these, three were reported previously (c.80-96A>G, 

c.253+109insTCTTA and c.l026+32T>G) and showed similar frequencies to those found 

in the present study (Table 1). The rare c.79+35C>T variant [minor allele frequency (MAF) 

of 0.005] was observed only once in our series of breast cancer cases, and has also been 

found in an unaffected first-degree relative of 65 years. Out of the two variants that are 

reported in HapMap database (c.80-96A>G and c.l 026+32T>G), only the latter differs in 

frequency, this variant being observed at a much higher MAF in the CEPH cohort than in 

our French Canadian breast cancer cases. This could be attributed to population-specific 

differences, the CEPH cohort being composed of Northern and Western Europeans. Indeed, 

consistent with this observation, large population-specific MAF differences are reported in 

HapMap database for this specific variant. No significant deviation from Hardy-Weinberg 

equilibrium was observed for any of the four intronic variants identified in our cohort (data 

not shown). 

Homology analysis and conservation among PTEN orthologues 

The functionality and possible importance of sequences in which variants were identified 

were evaluated by aligning the PTEN nucleotide sequences of relevant species. As shown 

in Figure 1, alignment ofthe respective intronic sequences showed that the c.79+35C>T 

variant is located in a highly conserved region of 13 nucleotides in Hs, Pt and Mm. 

However, the other three variants identified in this study (c.80-96A>G, 

c.253+109insTCTTA, c.l026+32T>G) are located in non-conserved regions. These 

changes do not represent isolated events in human, since c.80-96A>G, 

c.253+109insTCTTA and c.l026+32T>G rare alleles are also observed in Pt. Most known 

elements responsible for splicing are usually located in conserved regions near exon 

boundaries (within 50 bp). Therefore, the non-conservation of variants found in this study 

may be related to their deeper location in introns or their lower importance on selective 

pressure. However, intronic enhancers and silencers are needed for proper splicing of 
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exonic sequences, and these regulatory elements can be near (50-100 bp) or far (hundreds 

to thousands bp) from a given splice site [26]. 

Splice site prediction scores 

The function of a protein can be altered by different mechanisms, namely post-translational 

modifications, alternative splicing or gene expression level modified by epigenetic changes 

[26, 27]. Therefore, we then assessed the putative effect of the variants identified in this 

study on mRNA splicing, using three different splicing prediction programs (GeneSplicer, 

SpliceSiteFinder and NNSPLICE). According to Table 2, in silico analyses demonstrate 

that C.79+350T, c.80-96A>G and c.253+109insTCTTA sequence variations could have a 

weak effect on the strength of different pseudo splice sites, while c.l026+32T>G could 

create an additional splice site 31bp further from the existing junction of exon 8, which 

could result in a putative truncated protein lacking two important domains (PEST and 

PDZ), both being closely involved in protein stability and protein-protein interactions. 

Since the three splicing prediction programs do not use the same splicing score scale, it is 

not possible to directly compare between the different splicing scores for a given 

polymorphism, nor for a difference between splice sites predictions. Interestingly, the 

GeneSplicer program failed to identify WT splice sites in all four instances. These 

preliminary analyses (splicing scores and sequence homology) prompted us to investigate 

the potential effect of the two relevant variants (c.79+35C>T and C.1026+32T>G) on 

splicing at the RNA and protein levels. 

Ribonuclease Protection Assay (RPA) and Western Analysis 

Although some studies have identified polymorphisms or loss of PTEN expression by 

immunohistochemistry in certain malignancies [7, 18 28-33], the effect of sequence 

variations potentially leading to an alteration in PTEN expression remains to be established 

for the variants identified in the present study. Therefore a cRNA probe of 224 bp, covering 

exons 1 and 2 of PTEN mRNA, was synthesized (Figure 2, panel a). This cRNA probe, 

hybridized to the only c.79+35C>T carrier identified in our cohort (lane 4) and to carriers 

of the other variant identified in this region (c.80-96A>G), under both the heterozygous 

(lane 5) and homozygous (lane 6) states revealed a band of 224 bp, which represents the 

expected full protected fragment (lane 3). This cRNA fragment is observed in all tested 

breast cancer high-risk individuals, including the WT subject, confirming the non-effect of 
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these variants on mRNA splicing. This observation is in agreement with a recent study 

performed on PTEN mutation-positive patients and patients with no mutation but 

presenting with classic features associated with CD and BRRS [34]. A much weaker 

additional band of 165 bp, likely corresponding to the protected fragment of exon 1 alone, 

was also observed for all tested individuals, including the WT sample (Figure 2, panel A). 

This could be explained either by inefficient splicing, or by the weak expression of ESTs 

comprising the sequence corresponding to the beginning of intron 1, as reported in UCSC 

database (AI378794.1). 

Similarly, in order to evaluate the effect of c.l026+32T>G on splicing, a cRNA probe of 

239 bp covering the junction of exons 8 and 9 was used (Figure 2, panel b). Alternative 

splicing of exon 8 of PTEN mRNA, as predicted by the SpliceSiteFinder program, would 

theoretically lead to protection of either mRNA sequence of exon eight or nine, resulting in 

the detection of 190 bp and 49 bp fragments, respectively. No aberrant pattern of digestion 

for either a WT (lane 3), heterozygous (lane 4) or homozygous (lane 5) individual for this 

genetic variant was detected, thus ruling out c.l026+32T>G as being responsible for 

alternative splicing, despite suggestive evidence from in silico analysis. 

Western blot analysis, using both C-terminal and N-terminal antibodies, was conducted to 

determine the level of WT PTEN protein (using the C-terminal antibody) or to detect the 

presence of putative aberrant spliced proteins (using the N-terminal antibody). The effect of 

a given variant, alone or in combination with other variant(s), was evaluated in six selected 

individuals bearing different genotype combinations. As shown in Figure 2 (panel c), none 

of the genotype combinations examined seem neither to affect the level of PTEN protein, 

nor to produce any alternative protein product, as indicated when using the N-terminal 

antibody (data not shown). Moreover, in comparison to the WT genotype (lane 1), the level 

of proteins expressed by any ofthe variant-containing individuals seems unaffected, further 

confirming the absence of effect of the identified variants on protein expression. Using the 

same C-terminal antibody, Western blot analysis was also performed on all but one -due to 

material availability- breast cancer individuals in order to evaluate loss or altered level of 

PTEN expression that might occur following major deletion in the PTEN gene. No such 

deletion seems to be present in our cohort (data not shown). 
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Among the series of 98 breast cancer cases selected from high-risk non-BRCAl/2 French 

Canadian families, no deleterious mutation or amino acid change was identified in the 

coding region of the PTEN gene. However, we found four intronic variants, two of which 

potentially affecting splice sites. The data presented here clearly demonstrate that none of 

the intronic variants identified in this study leads to any alternative splicing or significant 

modification of PTEN protein expression. Therefore, we can conclude that germline 

mutations in the PTEN gene, if present, are rare and do not contribute substantially to breast 

cancer susceptibility in high-risk French Canadian breast cancer families. Indeed, assuming 

a Poisson distribution of the probability of finding a deleterious mutation in our cohort, if 

the frequency of such deleterious mutation was 2%, we would have had 90% or greater 

chance of observing at least one such mutation. Therefore, these high-risk families are yet 

to be explained by other gene(s). 
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Abbreviations 

BRRS Bannayan-Riley-Ruvalcaba Syndrome 

CD Cowden disease 

Dr Dario rerio 

EBV Epstein-Barr virus 

EST Expressed sequence tag 

Gg Gallus gallus 

Hs Homo sapiens 

MAF Minor allele frequency 

Md Monodelphis doméstica 

Mm Mus musculus 

PDZ PSD-95/Dlg/ZO-l domain 

PEST proline, glutamic acid, serine, and threonine domain 

Pt Pan troglodytes 

RPA Ribonuclease protection assay 

Tr Takifugus rubipes 

WT Wild type 
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Legends to Figures 

Figure 1. Homology analysis of PTEN gene between relevant species. The location of 

identified variants is indicated by an arrow above the nucleotide sequences while the high 

homology region for the c.79+35C>T variant is shaded. The location of the 

c.253+109insTCTTA variant is indicated by an arrow and a parenthesis above the 

nucleotide sequence. Hs: Homo sapiens; Pt: Pan troglodytes; Ms: Mus musculus; Md: 

Monodelphis doméstica; Gg: Gallus gallus; Tr: Takifugus rubipes; Dr: Dario rerio. 

Figure 2. RPA and Western analyses of identified variants in carriers. Panel a. 

Schematic representation and localization of exons 1-2 cRNA probe for c.79+35C>T and 

c.80-96A>G polymorphisms carriers. Lane 1, undigested cRNA probe; lane 2, tRNA 

(negative control); lane 3, WT individual; lane 4, heterozygous c.79+35C>T carrier; lane 5, 

heterozygous c.80-96A>G carrier; lane 6, homozygous c.80-96A>G carrier. Panel b. 

Schematic representation and localization of exons 8-9 cRNA probe for the c.l026+32T>G 

polymorphism carriers. Lane 1, undigested cRNA probe; lane 2, tRNA (negative control); 

lane 3, WT individual; lane 4, heterozygous C.1026+32T>G carrier; lane 5, homozygous 

C.1026+32T>G carrier. Panel c. Western blot analysis of samples representing different 

alleles variant combinations using a C-terminal PTEN antibody (6H2.1). Order of 

genotypes is c.79+35C>T; c.80-96A>G; c.253+109insTCTTA; C.1026+32T>G. Lane 1 : 

wt;wt;wt;wt. Lane 2 : het;wt;wt;wt. Lane 3 : wt;hom;wt;hom. Lane 4 : wt;het;hom;het. 

Lane 5 : wt;wt;het;wt. Lane 6 : wt;het;wt;het. Lane 7 : wt;hom;wt;wt. Abbreviations: wt : 

wild type alleles, het : heterozygous alleles, horn : homozygote alleles, MW : molecular 

weight, kDa : kiloDaltons. 



91 

Table 1 

Observed intronic sec] uence variants and genotype frequencies in familial breast cancer cases 

SNP Designation 

Location 

Genotype Frequency Minor Allele Frequency (MAF) 

SNP ID" dbSNP ID Location 

Common 
homozygote 
(expected )h 

Hétérozygote 
(expected)k 

Rare 
homozygote 
(expected )fc 

French 
Canadian 

HapMap 
CEU Other studies 

C.79+350T N/A Intron 1 0.99 (0.99) 0.01(0.01) 0.00 (0.00) 0.005 N/A N/A 

c.80-96A>G rsl 903858 Intron 1 0.52 (0.48) 0.35 (0.42) 0.13(0.09) 0.306 0.350 0.360 [32] 

0.400e [35] 

c.253+109insTCTTA rs3830675 Intron 4 0.51 (0.48) 0.37(0.42) 0.12(0.09) 0.306 N/A 0.370 [13] 

0.400 [32] 

0.640e [35] 

0.540 [36] 

0.530 [37] 

c.l026+32T>G rs555895 Intron 8 0.51 (0.49) 0.38(0.42) 0.11 (0.09) 0.301 0.650 0.370e [35] 
* According to the nomenclature ofthe Human Genome Variation Society 

As expected under Hardy-Weinberg equilibrium 
c Heterozygosity value 
N/A: Information not available for this SNP (not reported in dbSNP) 
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Table 2 

Splicing scores observed for the WT and the putative splicing sites in the PTEN gene 

Alternative Splice 
site affected bv Distance from WT Score change 

Variants Program WT splice site Score variant junction (bp) WT / variant 
C.79+350T GeneSplicer DSI ND DSI 

pDSl 
0 NA 

4.45/4.74 
SpliceSiteFinder DS1 47.6 DSI 

pDSl 
0 

-36 
47.6/47.6 
54.8/55.1 

NNSPLICE DSI ND DSI 0 NA 
c.80-96A>G GeneSplicer AS2 ND AS2 

pAS2 
0 

+29 
NA 

1.75/1.73 
SpliceSiteFinder AS2 ND AS2 0 NA 
NNSPLICE AS2 ND AS2 

pAS2 
0 

-111 
NA 

0.89/0.85 
c.253+109 insTCTTA GeneSplicer DS4 ND DS4 

pAS5 
0 

+367 
NA 

3.73/4.08 
SpliceSiteFinder DS4 89.2 DS4 0 89.2/89.2 
NNSPLICE DS4 0.98 DS4 0 0.98/0.98 

c.l026+32T>G GeneSplicer DS8 ND DS8 
pDS8 

0 
+229 

NA 
1.83/2.18 

SpliceSiteFinder DS8 90.0 DS8 
pDS8a 
pDS8b 

0 
+27 
+31 

90.0/90.0 
56.9/71.4 
—/74.6 

NNSPLICE DS8 0.90 DS8 
pDS8 

0 
+38 

0.90/0.90 
0.32/0.17 

AS: Acceptor Site 
DS: Donor Site 
pAS: putative Acceptor Site 
pDS: putative Donor Site 
NA: Information not Available 
ND: Splicing site not Detected 
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Figure 1 

C.79+350T I ^ ^ ^ 
H s TTT-CTGCG-GCTGCTCCTCTTTACCTTTCTGTCACTCTC-TTAGAACGTGGGAGTAGACG 
P t TTT-C-GCG-GCTGCTC TTTACCTTTCTGTCACTCTC-TTAGAACGTGGGAGTAGACG 
Afin TTT-CTGCG-GCTGTTCCTCTTTGCTTTTCTGTCACTCTG-AT—AACGTGGGAGTAGACG 
Md TCC-TGGTC-GCCACCCCTCCCC-CCGGGCCGGGGTCACG-GCCGCCCCCGCCCGCTGCCC 
Gg CTTCCTTTGTAAAAAAGGAAACTCTTATTTTATTCTGCTT-TCAGCTTTAAGGCAAAGATC 
Tr TGTGTAGCA-GAGTCCCCCCCCCCCCCCTCGCTCGTCCTC-TCCGCTCACACTTGGCTGTC 
D r CCAGTGCCCGACTGACACATGGTGGCCTTCCAGCAGCATGAGGAGAGTTTCACAGTAGGTA 

c.80-96A>G \ 
H s TTATTA—CTCCA-GCTATAGTGGGGAAAACTTTCTTTTCATAACTAGCTAATGTTTTAAA 
P t TTATTA—CTCCA-GCTATAGTGGGGAAAGCTTTCTTTTCATAACTAGCTAATGTTTTAAA 
Mm TCCCTAGGCTCCATGCCCATCTAGCTACAGGCTTTTGGCCTCATTTTGACAATGTT AG 
Md GCCTTCAATGTTGGTCATTTCTTAATAGAACAGTAATATTCCATCCTATTTGTGTCCTATT 
Gg TGCCATTTCTACAAGTCAGGCCGCACAGCCTTTCCTAAGCAGGACATAAAAAGGTGCAGGA 
Tr ACTTTTCACCTAACTTCAAGGTAAAAAAAAAAACAAAAAAAAAACATGAGCTGGGGGAAAA 
D r AGATCGGTCGTCAGAGCCCCGCTCGCACTCAGCTCGCGCTCCGTCTAGCCTCAACGGC-TA 

c.253+109insTCTTA 
H s TATCGAGTGA GATACATATTTA— —AGAATTA—TCTTTAAAAATTTCAAAAAT 
P t TATCGAGTGA GATACATATTTATCTTAAGAATTA—TCTTTAAAAATTTCAAAAAT 
Mm TCACAAAAGGTTTTGGAAACAATTTCATGAAGAAAGTCGG-TCACTGGAGAACACATGCAG 
Md TCCCAGCCTGTGC—CTTTTGCCTCGACTGCCCTCCTTACTTCCCTGACCACGGCTTCCTC 
Gg TAGTGTCTCCTTACCACCTCAGCTGCTTAAAAATTACAATTAAGCAAAAGACTTCTCCCAG 
Tr TAAAGAGTGG GATGCGTTTAAGGGCGATCGGCTG—TCTCTCTTCACTGTCTTTCG 
D r TAACAAACAAAATAAAACCTAAATTAAAAAAGATTTTTTG-TGTTAATACATGATAAAAAT 

c.l026+32T>G 4 
HS GTTAAATTAAACATTTTGTGG-GGGTT-GTTGACTTGTATGTATGTGATGTGTGTTTAATT 
P t GTTAAATTAAACATTTTGTGG-GGGTT-GGTGACTTGTATGTATGTGATGTGTGTTTAATT 
Mm GTTAAA ACCATTTGGGGGTGGGAG-GGTGTGTTTTATTCTGATTGTGAA-GCTAAGAG 
Md AGAGATACTAATAGAATTCCTTGGCTC-CTCCCTTAGCTTAGTAAAAGTTGATGAAAAGTG 
Gg GAAAACCAGGACCTGTTCTTCAACATCCGCTGACATTACAAAATCACTTTTACAAATAAAA 
Tr AAAAAA—AAACAAAAAAAAA-ACATG-AGCTGGGGGAAAAAAGAGACTGATCGCTAATTA 
D r AAAGAAAACTGCACTGAATGAAGCAACCATTGTACCCTACACTAGCCACA-ACAGATATGG 
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Figure 2 
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S u p p l e m e n t a l T a b i c 1 

O l i g o n u c l e o t i d e p r i n t e r s u s e d f o r a m p l i f i c a t i o n o f t he P T E X g e n e . 

Exon Forward primer Reverse primer 
A n n r i i n t 

I t m p m t u r r 
CC) 

PCR 
product 

Icnj lh (bp) 

1 5-CCAGTCGCTGCAACCATCCA-3 -* 5 -CTAGCCAAACACACCCTAGGTrGA-3 - 60 451 

2 3 -CTTGTt 111 ICAGGCAGGTGTCA-3 - 4 5 ' -CCCTG A AGTCCATTAGGTACGGT-3 60 574 

3 5-CCCATAGAAGGGGTATTTGTTGGA-3" 5 -CAAGTAACATGAATCTGTGCCAACA-3 * 60 42* 

4 5-CCTtt_TCTCATCCATCAGACTCCT-3" 60 723 4 5"-GTGGCATCACAAGTTTTTAAGCAA-3" * 5-CCTtt_TCTCATCCATCAGACTCCT-3" 60 723 

5 5-GTCCGTATAGCGTAAATTCCCAGA-3" 5 ' -GGGAGGAACACAAGATGAACAAGA-3 - * 60 871 

6 5- -GGTCAG AGCGCTGTTGTG ACCT-3 " * 5-GGC 1 I C I 1 IAGCCCAATGAGTTGA-3 ' 60 588 

7 î -TCTrTGCCGCATGCTAGAGACT-3- * 5 -CAATGCCATAAGGCCTtTrCCT-3- 60 864 

8 5-TCATGTG A A T G A A A A T G C A A C A G A-3 - 5 - C C A G A T I T C A G C A A A C A A C G A A - 3 ' • 60 673 

9.1" 5-GGCCTCTTAAAGATCATGTrTGTTACA-3 - ' J -TCGGAAACCTCTCTTAGCCAACT-3 - * 60 798 

9 y 5-GGCACTTTCCCGTTTTATTCTA-3 - * 5 -TGGAACGGCTGACAGCTATTGA.3 - * 60 908 

* Used as sequencing primers 
* Exon 9 has been amplified in two PCR fragments. 



CHAPITRE III 
Mutational analysis of the breast cancer susceptibility gene BRIP1/BACH1/FANCJ in 

high-risk non-BRCA 1/BRCA2 Breast Cancer Families 

1. Résumé 

Le gène BRIP1 encode une hélicase interagissant avec BRCA1 et contribuant à sa fonction 

de réparation de l'ADN. Des mutations germinales de BRIP1/FANCJ ont été identifiées 

chez des patientes atteintes du cancer de sein et chez certains patients atteints de l'anémie 

de Fanconi (AF). Nous avons cherché à évaluer la contribution des altérations du gène 

FANCJ dans la susceptibilité au cancer du sein dans notre cohorte d'individus provenant de 

familles canadiennes-françaises. Aucune mutation délétère, de deletion d'exon ou de 

rétention de séquences introniques n'a pu être identifiée. Notre analyse a révélé 42 variants, 

dont 24 variants introniques, 13 exoniques et cinq localisés dans la région promotrice. Une 

analyse des facteurs de transcription a identifié un effet potentiel des variants du promoteur 

sur l'expression, ce qui a été vérifié à l'aide d'essais de gène rapporteur. Bien que la 

présente étude n'implique pas FANCJ à titre de gène de susceptibilité au cancer du sein à 

forte penetrance chez les familles canadiennes-françaises, il n'est pas exclu que les variants 

faux-sens de FANCJ puissent être associés avec des phénotypes de l'AF, tel les cancers 

chez l'enfant. 

Guénard F, Labrie Y, Ouellette G et al. Mutational analysis of the breast cancer 

susceptibility gene BRIP1/BACH1/FANCJ in high-risk non-BRCA 1/BRCA2 breast cancer 

families. J Hum Genet. 2008;53(7):579-91. 

2. Manuscrit 



97 

Mutational analysis of the breast cancer susceptibility gene 

BRIP1/BACH1/FANCJ in high-risk non-BRCAl/BRCA2 Breast Cancer 

Families 

Frédéric Guénard1, Yvan Labrie1, Geneviève Ouellette1, Charles Joly Beauparlant1, Jacques 

Simard1'2, INHERIT BRCAs3, Francine Durocher1* 

'Cancer Genomics Laboratory, Oncology and Molecular Endocrinology Research Centre, 

Centre Hospitalier Universitaire de Québec and Laval University, Québec, G1V 4G2, 

Canada; 
■y B 

Canada Research Chair in Oncogenetics 
3Other members of INHERIT BRCAs involved clinical aspects of this study are listed in 

Appendix 

* Corresponding author: 

Dr Francine Durocher 

Cancer Genomics Laboratory, Oncology and Molecular Endocrinology Research Centre, 

Centre Hospitalier Universitaire de Québec and Laval University 

2705 Laurier Boulevard 

Québec city, Québec, 

Canada, GI V 4G2 

Tel: (418)-654-2296 

Fax: (418)-654-2278 

e.mail: francine.durocher(q)crchul.ulaval.ca 



98 

Abstract 

The BRIP1 gene encodes a hélicase interacting with BRCA1, which contributes to BRCA1-

associated DNA repair function. Germline BRIP1 mutations affecting the hélicase domain 

activity have been identified in early onset breast cancer patients. In addition, BR1P1 was 

recently identified as deficient in Fanconi Anemia (FA) complementation group J. Given 

the growing number of evidence now linking BRCA1, BRCA2, and the FA pathway, as 

well as the involvement of FA proteins (BRCA2/FANCD1 and PALB2/FANCN) in breast 

cancer susceptibility, we sought to evaluate the contribution of FANCJ gene alterations 

regarding breast cancer susceptibility among our cohort of 96 breast cancer individuals 

from high-risk non-BRCAl/2 French Canadian families. No deleterious mutation, exon 

deletion or retention of intronic portions could be identified. However, extensive analysis 

of the promoter and whole exonic and flanking intronic regions of FANCJ led to the 

identification of 42 variants, including 22 novel variants not previously reported, four of 

which located in the promoter region. Transcription factors analysis revealed a potential 

involvement of FANCJ promoter variants in regulation of FANCJ expression, and reporter 

gene assays were performed. The allelic frequency was assessed in a cohort of 73 

unaffected French Canadian individuals, and haplotype analysis and tagging SNPs 

identification were also performed. Although our current study unlikely involves FANCJ as 

a high-risk predisposition gene in non-BRCAl/2 high-risk French Canadian families, the 

possible association of FANCJ missense variants with phénotypes associated with FA, such 

as childhood cancer, cannot be excluded. 

Keywords: BRIP1IFANCJ gene, Breast cancer, Sequence analysis, Haplotype, Tagging 

SNP 
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Introduction 

In developed countries, breast cancer incidence has been estimated to 7.8% at 80 years of 

age (Collaborative Group on Hormonal Factors in Breast Cancer 2001). Mutations in the 

two most important breast cancer susceptibility genes, BRCA1 and BRCA2, account for 

only 25% of families with hereditary breast cancer (Easton 1999; Ponder 2001). A lower 

proportion of hereditary breast cancers is explained by mutations in TP53 (Lalloo et al. 

2003; Gasco et al. 2003), PTEN (Ueda et al. 1998; Ball et al. 2001; Guenard et al. 2007), 

STK11 (Giardiello et al. 2000), ^rM(Stankovic et al. 1998; Chenevix-Trench et al. 2002; 

Szabo et al. 2004; Renwick et al. 2006), CHEK2 (CHEK2 Breast Cancer Case-Control 

Consortium 2004) and more recently, specific FANC genes have also been associated with 

breast cancer susceptibility, namely FANCD1 subsequently identified as BRCA2, 

FANCN/PALB2 and FANCJ/BRIP1 (Durocher et al. 2005; Seal et al. 2006; Rahman et al. 

2007; Erkko et al. 2007; Tischkowitz et al. 2007). 

FANCJ, also called BRIP 1/BACH 1, has been identified as deficient in Fanconi Anemia 

(FA) complementation group J (Levitus et al. 2005). Many of the proteins encoded by FA 

genes, including the more recently identified FANCI (Smogorzewska et al. 2007), interact 

directly with each other to form a multi-subunit nuclear complex and are involved in DNA 

repair processes (Medhurst et al. 2001). An increased risk to develop cancer has been 

reported for homozygous FA patients (Alter et al. 2003). 

The BRIP 1/BACH 1/FANCJ gene is located at 17q22-q24 and encodes a hélicase in which 

the C-terminal part is known to interact with BRCA1 via its BRCA1 C-terminal (BRCT) 

repeats (Cantor et al. 2001). The corresponding protein contributes to BRCA 1-associated 

DNA repair function, and mutation of an essential catalytic residue (Pro47) found in most 

members of the DEAH family interferes with normal double-strand break (DSB) repair in a 

manner that was dependent on FANCJ binding to BRCA1 (Cantor et al. 2001). In addition, 

phosphorylation of the Ser990 residue triggers FANCJ interaction with BRCT domains of 

BRCA1, which is required for establishment ofthe G2 cell cycle checkpoint response to 

DNA damage (Yu et al. 2003). Proper localization of FANCJ to the nucleus is impaired by 

the c.517C>T variant (p.Argl73Cys) (Lei et al. 2003) which has been suggested to have an 

effect on breast cancer susceptibility. Furthermore, enzymatic activity of FANCJ was found 

defective in two patients with germline FANCJ coding sequence mutations who 
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experienced early-onset breast cancer (Cantor et al. 2004). Germline mutations affecting 

domain activity or mRNA expression were also identified in early-onset breast cancer 

patients thus suggesting an implication for FANCJ in breast cancer susceptibility (Cantor et 

al. 2001; Cantor et al. 2004). Given the close relationship between BRCA1 and FANCJ and 

the observation that other helicases belonging to the RecQ family are implicated in cancer-

predisposing syndromes, namely the Bloom (.BIM gene), the Werner (WRN gene), and the 

Rothmund-Thomson syndromes (RecQL4 gene) (Ellis et al. 1995; Yu et al. 1996; Kitao et 

al. 1998; Kitao et al. 1999), this reinforces the rational basis for a potential implication of 

FANCJ in breast cancer predisposition. 

In recent years, a number of studies have been conducted to evaluate the possible 

implication oi FANCJ gene with regard to breast cancer susceptibility (Rutter et al. 2003; 

Sigurdson et al. 2004; Lewis et al. 2005; Garcia-Closas et al. 2006; Vahteristo et al. 2006; 

Seal et al. 2006; Song et al. 2007; Frank et al. 2007). However, the great majority was 

performed either on specific variants (such as P919S and -64G>A) (Sigurdson et al. 2004; 

Frank et al. 2007), on breast cancer cases not selected on the basis of a family history 

(Garcia-Closas et al. 2006; Song et al. 2007), or on a limited number of cases from 

BRCA1/2-negative breast cancer families (Rutter et al. 2003; Vahteristo et al. 2006). 

Recently published results have clearly shown that inactivating truncating mutations of 

FANCJ confer susceptibility to breast cancer in high-risk non-BRCAl/BRCA2 families 

(Seal et al. 2006). 

In this regard, given that deleterious mutations in BRCA 1/BRCA 2 were identified in only 

24% of 256 high-risk French Canadian breast/ovarian cancer families (Simard et al. 2007), 

and that germline mutations in other genes are rare and do not seem to contribute 

substantially to breast cancer susceptibility in high-risk French Canadian breast cancer 

families (Durocher et al. 2006, 2007; Guenard et al. 2007; Desjardins et al. 2008), 

evaluation of the FANCJ contribution to breast cancer in these families is imperative. 

Therefore, the complete coding, promoter and flanking intronic regions of FANCJ were 

analyzed in 96 breast cancer cases drawn from nonrelated BRCAl/BRCA2-negati\e French 

Canadian families with high risk of breast cancer. 
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Material and Methods 

Ascertainment of families: Recruitment of high-risk French Canadian breast and/or 

ovarian cancer families from Canada was part of a large ongoing interdisciplinary research 

program INterdisciplinary HEalth Research International Team on BReast CAncer 

(INHERIT BRCAs). More details regarding ascertainment criteria, experimental 

procedures as well as the INHERIT BRCAs research program have been described 

elsewhere (Vezina et al. 2005; Antoniou et al. 2006; Simard et al. 2007). Briefly, all 

patients were referred by physicians from the Québec province, and they were also 

responsible for BRCA 1/2 test results disclosure to participants. Ethics committees approved 

the study and patients signed an informed consent. Patients were screened for mutations 

and large genomic rearrangements ofthe BRCA1 and BRCA2 genes (Moisan et al. 2006). 

Subsequently, another component was designed for the "localization and identification of 

new breast cancer susceptibility loci/genes." Ethics approval for this latter study was also 

obtained from the different institutions participating in this research project and each 

participant knowing their inconclusive BRCA 1/2 test results status had to sign a specific 

informed consent for their participation in this component. All participants had to be at 

least 18 years of age and mentally capable. A subset of 96 high-risk French Canadian 

breast/ovarian cancer families were recruited in the present study according to the 

ascertainment criteria described previously (Durocher et al. 2006, 2007; Guenard et al. 

2007; Desjardins et al. 2007). The mean age at diagnosis of these 96 individuals affected 

with breast cancer was 48.5 years old (32-74). Genomic DNA extraction of the 96 French 

Canadian breast cancer cases as well as 73 healthy unrelated French Canadian individuals 

has been performed as previously described (Durocher et al. 2006, 2007; Guenard et al. 

2007; Desjardins et al. 2007). These control individual samples were recruited on a non-

nominative basis, as part of a long-term study aiming at the characterization of the genetic 

variability in human populations approved by Institutional Ethics Review Board. 

DNA/RNA isolation from immortalized cell lines and cDNA synthesis: Lymphocytes 

were isolated and immortalized from blood samples using the Epstein-Barr Virus (EBV) in 

15% RPMI media as previously described (Boukamp et al. 1988, 1990). Total RNA was 

extracted from EBV-transformed (3-lymphoblastoid cell lines using TRI REAGENT® 

(Molecular Research Center inc., Cincinnati, OH, USA) according to the manufacturer's 
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instructions. Following RNA extraction, reverse transcription of 5 pg of RNA was 

performed as previously described (Durocher et al. 2006). Genomic DNA from 96 high-

risk French Canadian breast cancer individuals and 73 controls was extracted from 

peripheral blood using standard methods either phenol-chloroform, Gentra kits 

(Minneapolis, MN, USA) or the QIAamp DNA Blood MAXI Kit (QIAGEN inc., 

Mississauga, ON, Canada) following supplier instructions while genomic DNA from 

immortalized cell lines was extracted using the CTAB method (Sambrook et al. 2001). 

PCR amplification, sequence analysis and variant characterization: Amplification and 

direct sequencing of complementary DNA (cDNA) and genomic DNA of the FANCJ gene 

were conducted using primers selected with the Primer Express 2.0 software (Applied 

Biosystems, Foster City, CA, USA). These primers, listed in Supplemental Table 1, were 

chosen in order to amplify exonic, promoter and flanking intronic regions of the FANCJ 

gene. A fluorescence-based direct sequencing method using BigDye® Terminator v3.1 

Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) was performed to 

analyze both cDNA and genomic sequences. Sequence reactions were run on an Applied 

Biosystems 3730x1 DNA Analyzer and sequence data were analyzed using the Staden 

Pregap4 and Gap4 programs (Bonfield et al. 1998). 

Each SNP was tested for departure from Hardy-Weinberg equilibrium (HWE) by means of 

a Chi2 test. All p-values were two-sided with 1 degree of freedom. Allelic distribution in 

both series was tested using a Chi2 test. P-values less than 0.05 were considered as 

significant. 

Computational analysis: In order to identify potential effects of variants located in the 

promoter region, transcription factor search was performed using the program Matlnspector 

from the GenomatixSuite (Quandt et al. 1995; Cartharius et al. 2005). 

The ESE finder web-based program (Cartegni et et al. 2003) was used to determine the 

potential effect of variants found in the coding region of the FANCJ gene on pre-mRNA 

splicing. All tests were run under default threshold values. The NNSPLICE 0.9 program 

(Reese et al. 1997) was used to evaluate the potential effect of intronic variants identified in 

this study on the strength of potential splice sites leading to the splicing of pre-messenger 

RNA, while the SIFT and PolyPhen web-based softwares were used to predict the effect of 
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amino acid substitution on protein structure. 

Reporter gene assay: FANCJ promoter constructs were amplified from genomic DNA 

using either a 1068 bp (long) or a 633 bp (short) fragment with primers introducing 5' Kpnl 

and 3' Xhol sites (Supplemental Table 2), and these amplicons were thereafter sub-cloned 

into pGL3 basic vector (Promega, Madison, WI). Variant constructs were produced by site-

directed mutagenesis (QuikChange Site-Directed Mutagenesis Kit; Stratagene, La Jolla, 

CA) or obtained by PCR amplification and sub-cloning. Transient transfection assays of 

MCF-7 cells and dual-luciferase reporter assays were conducted as previously described 

(Duguay et al. 2004). Cells were harvested 48 hours after transfection, which were 

performed in triplicate. Reporter gene activity was corrected both by substracting 

background signal and by normalizing firefly activity against renilla activity obtained from 

the same sample. Results are expressed as means ± SD for each triplicate and luciferase 

activity was compared between the variant and its respective wild-type (WT) construct, 

with a 2-tailed unpaired Student t test. P-values less than 0.05 were considered significant. 

Linkage Disequilibrium and haplotype analyses: The LDA program (Ding et al. 2003) 

was used to calculate pairwise linkage disequilibrium (LD; Lewontin's |D'| and r values) 

for each SNP pair identified in our breast cancer series (Lewontin 1964; Devlin and Risch 

1995). The PHASE 2.1.1 software (Stephens et al. 2001; Stephens and Donnelly 2003) was 

used to estimate haplotype frequencies. SNPs having a minor allele frequency (MAF) >5% 

identified in both sample sets were used to perform this haplotype analysis. The algorithm 

was run five times, with a minimum of 100 permutations, under default conditions. 

Genotyping data from both series, and from the CEPH cohort (HapMap database) were 

used to identify LD blocks within the FANCJ gene using the Haploview software. 

Identification of tagging SNPs (tSNPs) within each LD block was conducted using the 

same software. 

Electronic databases 

ESE finder: http://rulai.cshl.edu/cgi-bin/tools/ESE3/ese finder.cgi?process=home 

Haploview: http://www.broad.mit.edu/mpg/haploview 

HapMap: http://www.hapmap.org 

Matinspector : http://www.genomatix.de/matinspector.html 

http://rulai.cshl.edu/cgi-bin/tools/ESE3/ese
http://www.broad.mit.edu/mpg/haploview
http://www.hapmap.org
http://www.genomatix.de/matinspector.html
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NCBI: http://www.ncbi.nlm.nih.gov 

PHASE: http://www.stat.washington.edu/stephens/software.htrnl 

PolyPhen: http://genetics.bwh.harvard.edu/pph/ 

SIFT: http://blocks.thcrc.org/sift/SIFT.html 

Splice Site Prediction Program using Neural Networks (NNSPLICE; SSPNN): 

http://www.fruitfly.org/seq_tools/splice.html 

TFSEARCH: http://www.cbrc.jp/research/db/TFSEARCH.html 

Transcription Element Search System (TESS): http://www.cbil.upenn.edu/tess 

UCSC Genome Bioinformatics: http://genome.ucsc.edu/ 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov
http://www.stat.washington.edu/stephens/software.htrnl
http://genetics.bwh.harvard.edu/pph/
http://blocks.thcrc.org/sift/SIFT.html
http://www.fruitfly.org/seq_tools/splice.html
http://www.cbrc.jp/research/db/TFSEARCH.html
http://www.cbil.upenn.edu/tess
http://genome.ucsc.edu/
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Results 

FANCJ sequence analysis: Analysis of the promoter, whole exonic and intronic flanking 

sequences ofthe FANCJ gene in our 96 breast cancer individuals led to the identification of 

42 variants, of which 17 display a MAF >5% (Table 1). These sequence variations are 

composed of 37 nucleotide substitutions, three deletions and two insertions. Among these 

42 variants, 13 are exonic, five and 24 are located in promoter and intronic regions, 

respectively, while 22 are novel, the remaining 20 being reported in the SNP database 

(dbSNP build 127). Analysis ofthe promoter region, consisting of approximately 1400 bp 

upstream of exon 1, led to the identification of five additional variants, including four not 

reported in databases. 

Sequence variations displaying a MAF >5% in breast cancer cases were further assessed in 

a series of 73 unaffected individuals, also of French Canadian origin. Rare changes (MAF 

<5%) located in the proximal region of these common variants (MAF _>5%) were also 

analyzed, yielding a total of 38 nucleotide variants characterized in both sample sets. Of 

these, 14 were not observed in control individuals. Corresponding frequencies are denoted 

in Table 1. No deviation from HWE is observed for any of the nucleotide changes 

identified, nor a significant difference in terms of allelic frequency was observed between 

both series based on single-marker analysis. The segregation of the variants identified was 

examined in families for which DNA material was available from multiple individuals (34 

of the 42 variants), but no clear segregation between the identified variants and breast 

cancer was observed (data not shown). 

Conservation of human FANCJ residues: Among the five amino acid substitutions found 

in our breast cancer cases, the common c.2755T>C variant (p.Pro919Ser) is located within 

the BRCA 1-binding domain (Cantor et al. 2001) while the 4 remaining variants (c.415T>G, 

c.517C>T, c.577G>A, c.823A>G) are situated within the Rad3-related DNA hélicase 

domain of FANCJ (residues 1 to 888) (Cantor et al. 2001). As illustrated in Table 2, 

comparison of these amino acid changes was performed across relevant species using data 

extracted from the UCSC database. Alignment of FANCJ orthologue sequences revealed 

that p.Serl39, p.Argl73, and p.Ile275 are strongly conserved in higher species, with 

p.Ile275 also found in more distant species such as Xenopus tropicalis and Tetraodon 

nigroviridis. The p.Val!93 residue is poorly conserved while the p.Pro919 residue is highly 
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variable and not conserved in other species. Taken together, the comparison of these 

orthologues indicate that 3 variants, namely c.415T>G (p.Serl39Ala), c.517C>T 

(p.Argl73Cys) and c.823A>G (p.Ile275Val), are under strong functional constraint. Of 

these five amino acid substitutions, only p.Argl73Cys is predicted as damaging or not 

tolerated for protein folding. The remaining four, which include 2 unreported amino acid 

changes, are considered as tolerated or benign. 

In silico analysis: Variants located in the promoter region were evaluated for their potential 

effect on transcription factor binding sites (TFBS). As illustrated in Table 3, while two 

variants (c.-141-331T>C and c.-141-280G>T) seem to have a limited effect, the c-141-

785delCTTTT, c.-141-64G>A and c.-141-55A>G changes demonstrate a stronger potential 

impact on several promoter binding sites (BS), involving particularly Androgen Receptor 

(AR), Myogenic Factor 4 (MF4), KLF4, ras-responsive element binding 1 (RREB1) and 

aryl hydrocarbon receptor (AHR) BS. 

Regarding the possible effect of exonic variants on exonic splicing enhancer (ESE), 

analysis of the scores obtained reveals that certain exonic variants markedly alter the 

binding capacity of putative ESE elements, either by reducing their values or by creating 

new binding sites for SR proteins. As illustrated in Table 4, binding site scores affecting 

binding of SC35, SRp55 and SRp40 proteins are mainly disturbed by 4 variants, namely 

C.5170T (SRp55), c.2637G>A (SC35), c.2755T>C (SC35, SRp40 and SRp55) and the 3'-

UTR c.3750+396delCT variation, which seems to reduce the binding ofthe SC35 protein. 

All these variations could result in promotion or repression of splicing, or more particularly 

on alternative splicing. 

The potential effect of the 24 intronic variants on the strength of splice sites leading to the 

splicing of pre-mRNA was also evaluated by in silico analyses. The results obtained 

indicate that few sequence variations could affect pre-mRNA splicing, the score variations 

unlikely causing any marked changes in alternative splicing (data not shown). To further 

assess the possible effect of exonic and intronic variants on splicing at the mRNA level, 

cDNA material from our 96 high-risk breast cancer individuals was also analyzed. This 

analysis allowed to confirm the presence of all exonic variants previously identified on 

genomic DNA, with the exception of c.-138T>C which could not be detected due to 5'-end 
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localization of this variant on mRNA. In agreement with in silico studies, analysis of cDNA 

material revealed no aberrant splicing, even in carriers of variants that were suggestive to 

alter splicing. In addition, analysis of cDNA material from immortalized lymphocytes of a 

number of these breast cancer individuals treated with puromycin, an inhibitor of nonsense-

mediated decay, confirmed these results (data not shown). 

Luciferase assay: As illustrated in Figure 1, transient transfection of FANCJ promoter 

constructs revealed a slight significant reduction for the c.-141-280G>T variant in reporter 

activity relative to the WT FANCJ promoter construct, showing a 15% reduced ability to 

drive the firefly luciferase reporter gene. As for the four other promoter variants examined, 

no significant effect was observed on transcriptional activation. 

LD and haplotype analyses: Pairwise LD between all 42 SNPs identified in the case series 

was calculated using LDA program (data not shown). Complete LD was found between 

SNPs 1 (c.-141-785delCTTTT) and 42 (c.3750+483T>C), which are located -181 kb apart 

(|D'|=1.0), indicating that LD at the FANCJ locus does not decline significantly with 

distance. However, regarding specific association involving SNPs 16 (c.508-281A>G) and 

17 (c.508-31C>G), lower LD values are observed, mainly with variants located within the 

3'UTR region of the gene. As expected, r2 coefficient calculated for FANCJ gene region 

displays lower values, as this measure is dependent on allelic frequency, which is well 

represented by the large spectrum of r2 values ranging from 0 to 1.0. Indeed the majority of 
*y 

lowest r values are observed for 19 ofthe 25 SNPs displaying a MAF below 5%. 

PHASE program estimation of FANCJ haplotypes reconstructed from the 17 SNPs having 

a MAF >5% in both sample sets identified 17 haplotypes exhibiting a frequency >1% 

(Figure 2a). These 17 haplotypes represent >80% of all haplotypes estimated in both series. 

The permutation test of these 17 SNP-haplotypes indicates no significant difference in the 

estimated haplotype frequency distributions between both groups (p=0.327, data not 

shown). 

Given that no significant difference was observed between cases and controls following 

PHASE analyses, that no deviation from HWE for all SNPs in both series was observed, 

and that no significant difference in haplotype frequencies was identified, these 

observations support the use of individuals from both series as one population in order to 
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identify LD blocks and tSNPs of FANCJ gene in the French Canadian population. 

LD block assignment was conducted using the Haploview software, and led to the 

identification of 3 LD blocks in the FANCJ gene (Figure 2b). The 5'-block identified 

(promoter region to intron 5) encompasses approximately 16 kb while LD blocks two 

(intron 8 to intron 16) and three (exon 19 to exon 20) cover 59 kb and 3 kb, respectively. 

Following LD-block partition, tSNPs have been identified within each block. When 

considering haplotypes having a frequency >5%, eight tSNPs were identified in the French 

Canadian population, which represent >95% of all haplotypes. SNPs 4 (rs2048718), 7 

(rs4988340) and 12 were identified as tSNPs within the first block, while SNPs 22 and 25 

(rsl 1390869, rs2191248) represent the middle block, the third block being defined by SNPs 

34, 35 and 36 (rs4986765, rs4986764 and rs4988357). 

Using HapMap data from the CEPH/CEU cohort, 3 LD blocks were also identified (Figure 

2b). Out of 17 SNPs used in our haplotype blocks analysis in French Canadian individuals, 

11 were part of the CEPH/CEU sample set, with 9 present at a MAF >5% in the 

CEPH/CEU sample set. Despite using a different panel of SNPs, the composition of the 

three blocks is relatively the same between French Canadian and CEPH/CEU data sets. 

Indeed similar regions of LD breakage are observed following both analyses. 
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Discussion 

To increase the power of our study aiming at finding genetic variants involved in breast 

cancer susceptibility, we selected individuals from our cohort of French Canadian non-

BRCA1/2 high-risk breast cancer families (one individual per family). Given that this 

population is considered as a founder population, this allowed us to increase the likelihood 

of potentially identifying genetic variants associated with breast cancer (Antoniou and 

Easton 2003). 

The previous identification of BRCA2/FANCD1 and PALB2/FANCN (Rahman et al. 2007; 

Erkko et al. 2007) as breast cancer susceptibility genes further strengthens the implication 

of FA genes in breast cancer susceptibility. Inactivating truncating mutations of FANCJ 

have been demonstrated to confer susceptibility to breast cancer in high-risk non-

BRCA1/BRCA2 families from the UK (Seal et al. 2006). Although no deleterious germline 

mutation leading to a premature termination of the protein was identified in our study, 42 

nucleotide variations were found, including 22 novel variants not previously reported in 

nucleotide databases (dbSNP and UCSC databases). 

A number of case-control studies investigated the potential association of FANCJ germline 

mutations with breast cancer susceptibility. Among the few polymorphisms/mutations not 

identified in our study, and for which a significant association has been demonstrated, 

P47A and M299I were originally described by Cantor and al. (2001). However these breast 

cancer associations were not subsequently confirmed in large breast cancer cohorts (Rutter 

et al. 2003; Lewis et al. 2005; Seal et al. 2006). Two silent variants observed in our French 

Canadian cohort (c.2637G>A: p.Glu879Glu and C.34HOT: p.Tyrll37Tyr) have been 

investigated in several breast cancer case-control studies regarding their implication with 

breast cancer susceptibility but none of these studies reported a significant association with 

breast cancer for both nucleotide alterations (Cantor et al. 2001; Luo et al. 2002; Karppinen 

et al. 2003; Rutter et al. 2003; Lewis et al. 2005; Vahteristo et al. 2006). 

Whereas the c.517C>T (p.Argl73Cys) variant has been reported to impair nuclear 

translocation (Yu et al. 2003), this nucleotide change, together with another rare missense 

variant (c.577G>A: p.Vall93Ile), do not seem to be associated with breast cancer in other 

studies (Luo et al. 2002; Rutter et al. 2003; Lewis et al. 2005; Vahteristo et al. 2006; Seal et 
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al. 2006). As for the common c.2755T>C variant (p.Pro919Ser) located in the BRCA1-

binding domain spanning residues 888-1063 (Cantor et al. 2001) and which has been 

previously reported to be associated with an increased risk of breast cancer to age 50 

(Sigurdson et al. 2004), we and others did not highlight any significant association with 

breast cancer risk (Cantor et al. 2001; Luo et al. 2002; Karppinen et al. 2003; Rutter et al. 

2003; Vahteristo et al. 2006; Garcia-Closas et al. 2006; Seal et al. 2006; Frank et al. 2007). 

Of the five variations identified in the promoter region, the sole variant assessed in previous 

studies (c.-141-64G>A) demonstrated no association with either breast cancer (Rutter et al. 

2003; Sigurdson et al. 2004; Song et al. 2007; Pharoah et al. 2007; Frank et al. 2007) or 

with bladder cancer risk (Figueroa et al. 2007). In concordance with these findings, we 

found this sequence variation to be more frequent in the control series, further supporting 

its nonassociation with breast cancer risk. With the exception of c.205+162T>C and 

c.l281+91insT, all reported intronic variants were evaluated in the context of breast cancer 

(Karppinen et al. 2003; Rutter et al. 2003; Lewis et al. 2005; Vahteristo et al. 2006; Garcia-

Closas et al. 2006; Song et al. 2007; Pharoah et al. 2007), and none were shown to be 

associated with an increased risk. 

In agreement with our results, two recent studies, performed on large cohorts of breast 

cancer cases, included four variants identified in the present study (C.1340+109G>A, c-

141-64G>A, C.508-31OG, c.508-281A>G) and came to the conclusion that none were 

associated significantly with breast cancer risk (Pharoah et al., 2007; Song et al., 2007), 

although rs4988344 (c.508-31C>G) seemed to be associated with an increased risk of 

ovarian cancer (Song et al., 2007). Although eight variants could not be evaluated further 

due to material availability from other family members, none of the variations examined 

clearly displayed a segregation with the disease. However, partial or incomplete 

segregation patterns were recently identified for susceptibility alleles that confer modest 

increase in breast cancer risk (Rahman et al. 2007), thus reinforcing the need for extensive 

analysis of the variants identified in our study. 

Three of the five promoter variants reported here are predicted to impact TFBS affinity, 

which is consistent with other results obtained in 16 cell-cycle checkpoint genes (Bélanger 

et al. 2005). The identification of RREB1 and KLF4 BS in the FANCJ promoter, involved 
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in the regulation of the cell-cycle checkpoint regulator pl6, and in Gl/S and G2/M 

transitions of the cell-cycle, respectively, points toward a possible cell-cycle-dependent 

regulation of FANCJ which is concordant with the known cell-cycle-dependent 

phosphorylation and interaction of FANCJ with BRCA1 (Yu et al. 2003). The promoter 

variants identified could also be involved in hormone activation or hormone response. 

Indeed, the c.-141-785delCTTTT variant seems to abolish the sole AR BS present in the 

promoter region analyzed, while the c.-141-64G>A variant creates a potential AHR BS, the 

latter known to be implicated in repression of E2F interaction with promoter of cell-cycle 

genes (Marlowe et al. 2004), and of estrogen-receptor (ER) binding to estrogen-responsive 

elements (Kharat and Saatcioglu 1996), resulting in inhibition of proliferation. Moreover, a 

BS for the Sp2 transcription factor, disrupted by both c.-141-64G>A and c.-141-55A>G 

variants, is known to interact with the Gl/S phase transition-associated E2F1 transcription 

factor, and to regulate luteinizing hormone (LH) receptor at the transcription level. 

With the exception ofthe c.-141-280G>T variant for which a slight significative difference 

in the ability to drive the firefly luciferase reporter gene was identified, no other variant 

identified in this study seems to cause a change in the basal transcriptional activity of the 

FANCJ gene. Further investigations would be required to determine the potential impact of 

this promoter variant on binding of transcription factors to the FANCJ promoter region. 

Regarding alternative splicing of the FANCJ gene, our findings are consistent with results 

from Cantor et al. (2001), where no aberrant spliced mRNA species was identified in 

individuals from breast cancer families. Altered splicing has, however, been reported in 

individuals from FA complementation group J (Levran et al. 2005; Levitus et al. 2005), and 

has also been observed in an individual affected with breast cancer from a BRCA 1/2-

negative family (Seal et al. 2006). 

Haplotypes reconstruction from the 17 SNPs having a MAF >5% in both sample sets led to 

the identification of 11 haplotypes (frequency >2%) (Figure 2a). The only other haplotype 

analysis identified 9 haplotypes with a frequency >2% (Rutter et al, 2003). Although 

similar, the greater diversity obtained here is a reflection of the number of SNPs used for 

haplotype analysis: 17 in the present study, as opposed to 9 (all included in our set) in 

Rutter et al. (2003). 
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Analysis conducted with the Haploview software identified three distinct blocks (Figure 

2b). A previous study identified two haplotype blocks located at the 5' and 3' ends with a 

large region of LD breakage comprising exons 1 to 12 (Rutter et al. 2003), while another 

investigation performed by Song et al. (2007) also identified two haplotype blocks, but with 

LD breakage between intron 6 and intron 9. We identified three haplotype blocks, which is 

concordant with results obtained from HapMap data, where three haplotype blocks were 

also identified. Another study including 9kb upstream and 9kb downstream of the FANCJ 

gene identified 12 tSNPs (Song et al. 2007) whereas eight tSNPs were identified among our 

French Canadian individuals. This number of tSNP is consistent with the number of tSNPs 

normally required at other gene loci and in other populations (Johnson et al. 2001 ; Weale et 

al. 2003), including the French Canadian population (Durocher et al. 2006, 2007). Although 

only two tSNPs (rs2191248 and rs4986765) have been tagged in both sample sets, this 

could be explained by the fact that several equivalent SNPs may represent a given LD 

block. 

Analysis of promoter, exonic and flanking intronic regions of FANCJ in 96 high-risk 

individuals from non-BRCAl/BRCA2 French Canadian families did not lead to the 

identification of deleterious truncating mutation, exon deletion or retention of an intronic 

portion. However, this analysis led to the identification of 42 variants, 22 of which are 

novel, including two common variants displaying a frequency of 43% and 38%. Moreover, 

this study reports four novel variations in the promoter region of FANCJ potentially 

affecting TFBS, one of these significantly altering the promoter activity in a reporter gene 

assay. Further studies are therefore warranted to fully establish the functional contribution 

of these sequence changes on FANCJ gene expression. 
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Legends to Figures 

Figure 1 

Promoter activity of long (1068 bp) and short (633 bp) constructs carrying variations 

present in the promoter. An asterisk (*) indicates P < 0.05 (Student t test) relative to its 

respective WT construct. 

Figure 2 

Panel a. Haplotype frequencies and combined frequencies of haplotypes exhibiting a MAF 

>1% in cases and controls, as reconstructed by the PHASE program. SNPs denoted with an 

asterisk (*) are insertions and are represented by the I letter in haplotypes. 

Panel b. Haplotype blocks and tSNPs identified using SNPs showing a MAF higher than 

5% (17 SNPs). Tagging SNPs identified on a block-by-block basis using haplotypes 

showing a frequency higher than 5% are denoted with an asterisk (*). Haplotype 

frequencies are displayed on the right of each haplotype combination while the level of 

recombination is displayed above the connections between two blocks. Thin connections 

represent haplotypes with frequencies between 1 and 10% while haplotypes with 

frequencies higher than 10% are represented by thick lines. 
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Table 1 
Observed coding and intronic sequence variants and geneotvpe frequencies in familial breast :ancer cases and controls 

Amino acid 
Cases (N=96) Controls 

Amino acid Common Rare Common Rare M A F 
SNP SNP ID1 dbSNPID change LlV-l-lO.. Homo/ Helen./ Homo/. M A F Homo/. Hctero/. Homo/. <N=) 

1 c.-l4l-785dclCTTTT N/A - Promoter 44 2 0 0.010 62 0 0 0.000(62) 
2 C.-I4I-33IT>C N/A - Promoter »3 3 0 0.016 59 2 0 0.016(61) 

3 C.-I41-280G>T S A - Promoter 93 1 0 0.005 61 0 0 0.000(61) 

4 C.-I4I-64G>A IS20487I8 - Promoter 31 41 n 0.391 23 32 15 0.443 (70) 

5 C.-I4I-55A>G N A - Promoter 95 1 0 0.005 71) 0 0 0.000 (70) 

6 c.-138T>C \ A - 5 -UTR 95 1 « 0.005 71) 0 0 0.000(70) 
7 C.-3I + I2G>A re4988340 - Intron 1 52 4(1 4 0.250 36 23 11) 0.312(69) 

8 c.-3l+22G>C rs4988341 - Intron 1 45 1 I) 0.005 61 1 I) 0.007 (69) 

9 c.205+l62T>C S A - Intron 3 44 2 0 0.010 S A N A N A N A 

10 c.249A>G N A p.Gln83Gln Exon 4 93 1 0 0.005 72 0 0 0.000(72) 

I I c.3 79+76 A>G N/A - Intron 4 95 1 0 0.005 72 0 0 0.000(72) 

12 c.380-226insA N A - Intron 4 31 4S 17 0.427 33 2S 11 0.347 (72) 

13 c.380-223A>T N A - Intron 4 95 1 I) 0.005 72 0 0 0.000(72) 

14 C.380-28OA rs4988343 - Intron 4 91 5 0 0.026 7(1 2 0 0.014(72) 

15 C.4I5TK] V A p.Ser!39Ala Exon 5 93 1 0 0.005 71 0 0 0.000(71) 
16 c.508-28IA>G rs9908659 - Intron 5 31 4S 17 0.427 29 2S I I 0.368 (68) 
17 C.508-3IOG re4988344 - Intron 5 75 IS 3 0.125 53 15 I) 0.110(68) 

IS C.5I7C>T rs4988345 p.Argl73Cys Exon 6 95 1 (1 0.005 6S I) 0 0.000(68) 

19 c.577G>A rs4988346 p.Vall93lle Exon 6 94 2 0 0.010 67 1 0 0.007 (68) 

20 c.823A>G N A p.llc275VaI Exon 7 95 1 (1 0.005 66 0 0 0.000(66) 

21 c l 140+1 IG>A N A - Intron 8 93 1 0 0.005 64 0 0 0.000 (69) 

: : c l 140+9 linsT rsl 1390869 - Intron 8 3 33 60 0.797 2 26 41 0.783 (69) 

23 C.II40+I98C>G N'A - Intron 8 35 49 12 0.380 27 31 4 0.366(67) 

24 C.1340+53G>A N A - Intron 9 95 1 0 0.005 72 0 0 0.000(72) 

25 C.I340+I09G>A rs2191248 - Intron 9 36 47 13 0.380 32 3! 4 0.340(72) 

26 c.l474-196delCCT N A - Intron 10 ss 8 (1 0.042 N/A N/A N A N / A 

27 C.I628+99G>A N/A - Intron 11 93 3 » 0.016 N/A N/A S A N.A 

2S C.I628+I63G>A N/A - Intron 11 95 1 0 0.005 N/A N A N/A N.A 

29 c.l795-47C>G rs498835l - Intron 12 5S 30 8 0.240 44 22 3 0.203 (69) 

30 c.2097+7G>A rs4988352 - Intron 14 94 2 D 0.010 70 0 0 0.000(70) 

31 c.2379+204T>G rsl 2937232 - Intron 16 62 31 3 0.193 33 15 5 0.190(50) 

32 C.2379+2I8G>A N/A - Intron 16 92 4 0 0.021 50 1 0 0.010(51) 

33 C.2379+306TXT rs9904294 - Intron 16 62 31 3 0.193 32 16 3 0.216(51) 

34 c.2637G>A rs498676S p.Glu879Glu Exon 19 36 49 11 0.370 35 29 7 0.303(71) 

15 C.2755TH2 1*4986764 p.Pro9l9Ser Exon 19 IS 4S 30 0.563 12 32 26 0.600(70) 

36 c.2905+83T>A rs4988357 - Intron 19 45 41) I I 0.323 27 24 1 1 0.375 (67) 

37 c.2906-86G>A N A - Intron 19 95 1 0 0.005 61 0 0 0.000(61) 

38 c.341IC>T rs4986763 p.Tyrll37Tyr Exon 20 27 49 21) 0.464 25 34 12 0.408(71) 

39 c.3750+l28A>G N/A - 3'UTR 93 3 0 0.016 5K 2 0 0.017(60) 

41) C.3750+158OT rs l978 l l l - .V UTR 2 " 49 21) 0.464 27 32 12 0.394(71) 

41 c.3750+396delCT S A - 3'UTR 95 1 () 0.005 61 2 0 0.016(63) 

42 c.3750+483T>C rs7213430 - V l ! IR 28 49 19 0.453 23 29 10 0.395(62) 

1 According to the nomenclature ofthe Human Genome Variation Society 
N/A : Information not available for this SNP or not reported in dbSNP 
MAF : Minor Allele Frequency 
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Figure 1 
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Supplemental table 1 
Oligonucleotides used to amplify and sequence promoter, exons and flanking intronic regions ofthe FANCJ gene. 

Annealing 
Fragment Material Forward primer Reverse primer Sequence primer temperature 

ro 

Fragmei 
length 
(bp) 

PCR I cDNA GGGCTCCGCTTTATTTGCTCT GC-CTGTGTAATATGGACAGGCCT 

PCR 2 cDNA GCACACAAGCAGATTGCTCA CTCCTCCCTGTGGTTCTACAATGA 

PCR 3 cDNA CAAGGGTCGGAATCTCTGTGCT GGCACTATTCTCTGATGACCCGA 

PCR 4 cDNA CAGTATTCCTGGAAGAAGCAGGGA CGTGAAACTAGAAGTGCCCTAGGA 

CGGTTTCCCTCCAGACAGTTAGGA, 
GGCTGTGTAATATGGACAGGCCT and 
CTTAGCAGATAACTTTGCAGCCAGA 

GCACACAAGCAGATTGCTCA, 
CTCCTCCCTGTGGTTCTACAATGA and 

TGATATGATTAGCCTCCAGCTGG 
CAAGGGTCGGAATCTCTGTGCT and 
GGCACTATTCTCTGATGACCCGA 

CAGTATTCCTGGAAGAAGCAGGGA. 
CGTGAAACTAGAAGTGCCCTAGGA and 

GGATAAATGAACTGGAACTGGGAA 

a 
04 

197 

1441 

1126 

1458 

Promoter gDNA 

Exon 1 gDNA 

Exon 2 gDNA 

Exon 3 gDNA 

Exon 4 gDNA 

Exon 5 gDNA 

Exon 6 gDNA 

Exon 7 gDNA 

Exon 8 gDNA 

Exon 9 gDNA 

Exon 10 gDNA 

Exon 11 gDNA 

Exon 12 gDNA 

Exon 13 gDNA 

Exon 14 gDNA 

Exon 15 gDNA 

Exon 16 gDNA 

Exon 17 gDNA 

Exon 18 gDNA 

Exon 19 gDNA 

Exon 20' gDNA 

Exon 20* gDNA 

Exon 20' gDNA 

* Exon 20 

CCCGGCCAAGAGTTGATGTT 

GACTTCCATTGGATGCCGAAGT 

CATGCTCTTGACCGCTGTGA 

GATGCTTGCATAATTCTGGCACA 

GATGCTGCAGATAAAGTGACCAGCT 

GGTTTTGCTCTAAAGAACGTGGAGA 

GCATGTCATCAGGTAGGGCTCA 

GATTCCATGTGAGGTTTGATAACGT 

GGGTATTTGGAGCTCTTCCGAT 

GTTGCTGTCGATAGGTTTGCAAAGT 

GACCTGGCTCTCAGTTGAAGAGACA 

ACAGAGCACTAACTCACCCCCTCT 

GAGCATGCAGAGAGCTCTGGACT 

CTAGACTCAAGCGATCTTCCTGCTT 

CTATGGCAAATTATACTGGCCTTCA 

CAGCAGCTAACTGTGCCAGCA 

TGCAGAGTTTGTAAATTGGTTTGCT 

AACTGCTTGAGATCACACAGCTGAT 

AATGCAAGGATGATTCAGTGTTTGA 

CATCTCTGCCCTACTTCTACTGCCT 

TTGGGCTAGGAAACATTAGAGACCT 

CAGTATTCCTGGAAGAAGCAGGGA 

ACTGCAACCTTCACCTCCAGGTT 

TACCTTTCCTCGACCCACCAGA 

TCCCGCCAAGAATTAACGCA 

CTGCAATCAGTAGTTTCCCAGAGGT 

TGCCAAGTCTTTATGTACTTTCCGA 

GCCAGGCAAACTTATCAAGAATGA 

ATGCAGTTTCACTTGAACGACATGT 

CTCCTTGAGAACTGTTGCCCTAAGA 

CCAAGCTTTAAGACCAAATCCCAT 

CCTGCTGTAATCCCACTTCAGTCA 

GGGGCTATTATGTTATCCTGCCA 

CCCACAATTTACCCATGCCAT 

CAGGTGATGAGGGGAAAGACTCTA 

TCTTTAGAAGAGGCTGGGCAAAGT 

GCTTAAACACGAGTGAGCCAAGA 

ACGTCCAGCCTTGCTCTTTCA 

AGACTGTGAGATGATGGCATCGT 

GGGAAGGGTAGTCAGTGGAGCA 

CTGAGCTTTGATGTTCACAAGACAA 

GGGCATTGCTGTTCAGTTGGT 

GACAAATGACTTGCTCATGATCACA 

CTTCAGAACAGAGCGGATGTTCA 

CGTGAAACTAGAAGTGCCCTAGGA 

CAGAGGGGATAAATTGTTTCACCCT 

CCCGGCCAAGAGTTGATGTT, 
TACCTTTCCTCGACCCACCAGA and 
GATTTGGCAAGATCATGATGAACCT 
GACTTCCATTGGATGCCGAAGT 

CTGCAATCAGTAGTTTCCCAGAGGT 

GATGCTTGCATAATTCTGGCACA 

GATGCTGCAGATAAAGTGACCAGCT 

ATGCAGTTTCACTTGAACGACATGT and 
GGTTTTGCTCTAAAGAACGTGGAGA 
CTCCTTGAGAACTGTTGCCCTAAGA 

CCAAGCTTTAAGACCAAATCCCAT 

GGGTATTTGGAGCTCTTCCGAT and 
CACTTCTCAAAGCTCACAAGGCA 
GGGGCTATTATGTTATCCTGCCA 

GACCTGGCTCTCAGTTGAAGAGACA 

ACAGAGCACTAACTCACCCCCTCT 

GAGCATGCAGAGAGCTCTGGACT 

ACTTTGCCCAGCCTCTTCTAAAGA, 
GCTTAAACACGAGTGAGCCAAGA and 

TGATATGATTAGCCTCCAGCTGG 

ACGTCCAGCCTTGCTCTTTCA 

AGACTGTGAGATGATGGCATCGT 

GGGAAGGGTAGTCAGTGGAGCA 

AACTGCTTGAGATCACACAGCTGAT 

GGGCATTGCTGTTCAGTTGGT 

GACAAATGACTTGCTCATGATCACA 

CTTCAGAACAGAGCGGATGTTCA 
GGTAAAATACCGAAGGCAACACCT, 
GCAGAGAAGGGCAGATCACGA and 
GGATAAATGAACTGGAACTGGGAA 
ACTGCAACCTTCACCTCCAGGTT 

62 5*3 

64 51)6 

H 615 

62 745 

(,() 732 

61 1151 

62 545 

60 701 

60 705 

60 617 

64 1321 

62 418 

No 64') 
annealing 

60 788 

64 61') 

60 716 

60 669 

60 7X7 

62 843 

62 589 

62 1398 

837 

has been amplified in three fragments from 5' position to 3' position. 
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CHAPITRE IV 
Evaluation of the contribution of the three breast cancer susceptibility genes CHEK2, 

STK11 and PALB2 in non-BRCAl/2 French Canadian families with high risk of breast 

cancer 

1. Résumé 

Des mutations inactivatrices de CHEK2 et STK11 sont responsables des syndromes de Li-

Fraumeni et de Peutz-Jeghers, deux syndromes autosomiques dominants associés à un 

risque accru de cancer du sein. Des mutations tronquantes monoalléliques de PALB2 ont 

aussi été associées à un risque accru de cancer du sein. Nous avons analysé la région 

codante et les régions introniques flanquantes de ces gènes dans notre cohorte de cas de 

cancer du sein. Cette étude a révélé une mutation de CHEK2 (c l lOOdelC) et une mutation 

de STK11 rapportée chez une famille atteinte du syndrome de Peutz-Jeghers. Un total de 

17, 25 et 27 variants dans les gènes CHEK2, STK11 et PALB2 respectivement ont été 

identifiés. L'analyse de la fréquence de ces variants chez 96 femmes non-atteintes a 

suggéré une différence de fréquence entre les individus atteints et non-atteints pour deux 

variants introniques de STK11. Des mutations de ces gènes seraient donc rares et ne 

contribueraient pas à une proportion substantielle de la susceptibilité au cancer du sein chez 

les familles canadiennes-françaises à risque élevé. 

Guénard F, St-Laurent Pedneault C, Ouellette G et al. Evaluation of the contribution of the 

three breast cancer susceptibility genes CHEK2, STK11 and PALB2 in non-BRCAl/2 

French Canadian families with high risk of breast cancer. Genet Test Mol Biomarkers 2010 

Soumis 

2. Manuscrit 
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Abstract 

Inactivating mutations of the CHEK2 and STK11 genes are responsible for Li-Fraumeni 

and Peutz-Jeghers syndrome, respectively, both autosomal dominant syndromes associated 

with an increased risk of breast cancer. The PALB2/FANCN gene encodes a nuclear partner 

of BRCA2 and acts as a linker between BRCA1 and BRCA2. Monoallelic PALB2 

truncating mutations were shown to confer higher risk of breast cancer. In order to evaluate 

the proportion of French Canadian non-BRCAl/BRCA2 families with high risk of breast 

cancer potentially harboring alterations in these three breast cancer susceptibility genes, the 

whole coding and flanking intronic sequences were analyzed in a series of 96 high risk 

breast cancer individuals. Despite no PALB2 deleterious truncating mutations being 

identified, the c l lOOdelC breast cancer-associated CHEK2 mutation and a STK11 mutation 

reported to be the causative mutation in a Peutz-Jeghers family were identified. This 

extensive analysis also led to the identification of a total of 17, 25 and 27 variants in the 

CHEK2, STK11 and PALB2 genes, respectively. Ascertainment of allele frequency of these 

variants in a cohort of 96 healthy unrelated women suggests a difference in allele frequency 

for two STK11 intronic variants. In addition, large genomic rearrangements in both STK11 

and PALB2 were also examined. Our analysis led to the conclusion that CHEK2, STK11 

and PALB2 mutations or large genomic rearrangements of either STK11 or PALB2 are rare, 

and do not contribute to a substantial fraction of breast cancer susceptibility in high-risk 

French Canadian breast cancer families. 
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Introduction 

In developed countries, breast cancer incidence has been estimated to 7.8% at 80 years old. 

Mutations in the two most important breast cancer susceptibility genes in high-risk 

families, BRCA1 and BRCA2, confer an estimated risk of breast cancer by age 70 of 65% 

and 45%, respectively (Antoniou et al., 2003). A lower proportion of hereditary breast 

cancers is explained by mutations in TP53, ATM, PTEN, BRIP1, CHEK2, STK11 and 

PALB2 (Stratton and Rahman, 2008). 

Maintenance of genome integrity depends on the coordination of cell cycle chekpoints, 

DNA repair systems, and apoptosis. DNA damage checkpoints are associated with delay or 

arrest of cell cycle progression. The checkpoint kinase 2 (CHEK2ICHK2) gene encodes a 

serine/threonine (ser/thr) kinase involved in cell cycle regulation following DNA damage 

(Ahn et al., 2004). CHEK2 is a major downstream effector of ATM (ataxia telangiectasia-

mutated) in response to double-strand breaks (DSBs). BRCA1, BRCA2 and p53 are known 

substrates of CHEK2 and are implicated in several intracellular processes to maintain 

genomic stability (Ahn et al., 2004; Bahassi et al., 2008). 

Heterozygous germline mutations in CHEK2 occur in Li-Fraumeni syndrome (LFS) (Bell 

et al., 1999), a rare familial cancer phénotype usually associated with inherited mutations in 

the TP53 gene. LFS is characterized by the occurrence of sarcomas, breast cancer, brain 

tumors, leukemia, and adrenal cortical tumors in multiple relatives (Li and Fraumeni, 

1969). Germline mutations or variants in the CHEK2 gene have been reported in non-

BRCA1/2 breast cancer families (Bell et al., 1999; Vahteristo et al., 2002). Most notably, 

the c.HOOdelC mutation was originally found in cases of the cancer-predisposing LFS 

(Bell et al., 1999) and this protein truncating mutation located within the kinase domain 

was reported to abolish the kinase activity of CHEK2 (Wu et al., 2001). In 2002, a 

population-based cohort revealed an association ofthe CHEK2 c l lOOdelC mutation among 

patients with a positive family history (Vahteristo et al., 2002). In the same year, the 

CHEK2-Breast Cancer Consortium observed a significant difference between breast cancer 

individuals from non-BRCAHBRCA2 families and healthy controls, which led to the 

estimation that the CHEK2 c l lOOdelC mutation shared an approximately two-fold increase 

of breast cancer risk in women while there is a ten-fold increased risk in men (Meijers-

Heijboer et al., 2002). Later study confirmed that CHEK2 c l lOOdelC confers an increased 
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risk of breast cancer and that risk was apparent in women unselected for family history 

(CHEK2 Breast Cancer Case-Control Consortium, 2004). It was thereafter suggested that 

CHEK2 c.HOOdelC is an important breast cancer-predisposing gene, which increases the 

risk three- to five-fold (Weischer et al., 2008). 

The STK11 gene encodes a ser/thr kinase that inhibits cellular proliferation, controls cell 

polarity and interacts with the mTOR pathway (Alessi et al., 2006). Inactivating mutations 

of this gene are responsible for Peutz-Jeghers syndrome (PJS), an autosomal dominant 

syndrome characterized by multiple hamartomatous polyps in the gastrointestinal tract 

which is associated with an increased risk of gastrointestinal and extraintestinal cancers, 

including breast cancer. Indeed, the cumulative risk of breast cancer in patients with PJS, 

which is associated with mutations in the STK11 gene, has been estimated to be 45-54% 

(Giardiello et al., 2000; Hearle et al., 2006). Despite the high cumulative risk of breast 

cancer reported in PJS patients, few studies evaluated the STK11 gene in the context of 

breast cancer. No somatic mutations were identified in sporadic breast cancers (Bignell et 

al., 1998; Forster et al., 2000), nor in 14 breast cancer families with at least one tumor 

showing loss of heterozygosity at 19p, the location of the STK11 gene (Chen and 

Lindblom, 2000). 

The PALB2 protein was identified as a nuclear partner of BRCA2 (Xia et al., 2006), by 

promoting its localization and stability in key nuclear structures, which in turn facilitates 

BRCA2 functions in DNA repair. Like BRCA2, PALB2 appears to participate in DNA 

damage response and is recruited to a subset of DNA DSBs (Xia et al., 2006). It was 

recently demonstrated that PALB2 also binds BRCA1 (Sy et al., 2009a; Zhang et al., 2009). 

Moreover, PALB2 is an integral component of the BRCA complex and acts as a linker 

between BRCA1 and BRCA2 (Sy et al., 2009a). While biallelic PALB2 mutations were 

associated with a new subtype of Fanconi anemia, FA-N (Reid et al., 2007; Xia et al., 

2007), monoallelic truncating PALB2 mutations were identified in both familial and 

unselected breast cancer individuals and were reported to confer a 2.3- to 6-fold higher risk 

of breast cancer (Rahman et al., 2007; Erkko et al., 2008). It has been shown that disease-

associated variants in PALB2 are rare in the UK population, and only one pathogenic 

sequence variant accounting for a frequency of 1% was identified in Spanish BRCA 1/2-

negative breast cancer families (Garcia et al., 2009). However, a single PALB2 mutation 
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accounts for 1% of all breast cancers in Finland (Erkko et al., 2007), and a founder 

truncating mutation (Gln775X) has been identified in the French Canadian population 

(Foulkes et al., 2007). These two founder populations were also analyzed for PALB2 large 

genomic rearrangements but such alterations were not found (Foulkes et al., 2007; Pylkâs et 

al., 2008). 

In our cohort of high-risk French Canadian breast/ovarian cancer families, deleterious 

mutations in BRCA1/BRCA2 were identified in only 24% of 256 families (Simard et al., 

2007) without any evidence of large genomic rearrangements (Moisan et al., 2006). The 

high proportion of high-risk French Canadian breast/ovarian families not due to BRCA 1/2 

mutations prompted us to evaluate the contribution of the breast cancer susceptibility genes 

CHEK2, STK11 and PALB2 in these families. Therefore, in order to evaluate the extent of 

germline mutations in these genes, all coding exons and their flanking intronic regions were 

analyzed in distinct BRCA 1/BRCA2'-negative high-risk French Canadian breast/ovarian 

families. In addition to evaluating deleterious truncating mutations, the potential effect of 

sequence variants identified was investigated both by assessing their frequency in healthy 

unrelated French Canadian individuals and by evaluating their potential effect on protein 

function. The use of individuals from families with high risk of breast cancer is recognized 

to increase the power of a study in comparison with unselected breast cancer cases 

(Antoniou and Easton, 2003). However, the identification of an association between a 

variant and breast cancer risk requires thousands of individuals. 
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Materials and methods 

Ascertainment of high-risk families 

High-risk French Canadian breast and/or ovarian families were recruited through a large 

ongoing interdisciplinary research program designated INHERIT BRCAs. Clinicians from 

seven participating hospitals were directly involved in this translational research program 

and approval was obtained from ethics committees corresponding to the different 

institutions participating in the INHERIT BRCAs program. More details regarding 

ascertainment criteria, experimental and clinical procedures, as well as the INHERIT 

BRCAs research program have been described elsewhere (Durocher et al., 2006; Simard et 

al., 2007). Patients were screened for mutations of the BRCA1 and BRCA2 genes and 

BRCA1/BRCA2 deletions or large genomic rearrangements were excluded in these 

individuals (Moisan et al., 2006; Simard et al., 2007). Subsequently, another component 

was designed for the "Localization and identification of new breast cancer susceptibility 

loci/genes". Ethics approval for this latter study was also obtained from the different 

institutions participating in this research project and each participant knowing their 

inconclusive BRCA 1/2 test results status had to sign a specific informed consent for their 

participation in this component. All patients were referred by a physician from the Québec 

province and had to be at least 18 years of age and mentally capable. From these BRCA 1/2-

negative families, a subset of 96 high-risk French Canadian breast cancer individuals were 

selected from 96 families according to the following ascertainment criteria 1) three or more 

breast cancer cases diagnosed before the age of 65, 2) two or more breast cancer cases 

(<65) if one breast cancer was diagnosed before 45 years, 3) or when there was a strong 

family history of breast/ovarian cancer (e.g. daughter-mother-grand-mother) (Guénard et 

al., 2007). When two or more subjects were available within a family, the youngest subject 

was systematically chosen for this study. The mean age at diagnosis of these 96 subjects 

affected with breast cancer was 48.5 years old (31-74 years). Of these, 59 have been 

diagnosed before the age of 50. 

The recruitment of 96 healthy unrelated French Canadian individuals was also conducted 

on a non-nominative basis as part of a long term study aiming at the characterization of the 

genetic variability in human population and approved by the Institutional Ethics Review 

Board of the Hôpital Sainte-Justine. Few information is available for these anonymized 
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individuals. Age was available for nearly 70 of them, the mean age calculated from these 

individuals was 48.5 years old (30-72 years). 

DNA extraction, RNA isolation from immortalized cell lines and cDNA synthesis 

Lymphocytes from breast cancer individuals were isolated and immortalized from 7 to 9 

mL of blood samples using the Epstein-Barr Virus in 15% RPMI media as previously 

described (Durocher et al., 2006). Subsequent extraction, storage and reverse transcription 

of total RNA, as well as genomic DNA extraction were performed as previously described 

(Durocher et al., 2006). Genomic DNA from 96 controls was extracted from peripheral 

blood using standard methods, either phenol-chloroform, Gentra kits (Minneapolis, MN, 

USA), or the QIAamp DNA Blood MAXI Kit (QIAGEN Inc., Mississauga, ON, Canada) 

following supplier's instructions. These DNA samples were thereafter subjected to whole-

genome amplification using Illustra GenomiPhi V2 DNA amplification kit (GE Healthcare, 

NJ, USA) according to the manufacturer's instructions. 

PCR amplification and mutation analysis 

Amplification and direct sequencing of genomic coding sequence ofthe PALB2 and STK11 

genes were conducted using primers chosen in order to amplify and sequence exonic and 

flanking intronic regions of these genes. cDNA amplicons covering the entire mRNA-

encoding sequences ofthe STK11 gene (GenBank mRNA record NM000455.4) were also 

obtained by PCR amplification from cDNA of breast cancer cases. Primers used to amplify 

and sequence the PALB2 and STK11 genes are listed in Supplemental Table 1. All exons of 

PALB2 were amplified and sequenced. An average of 176 bp of intronic sequence was 

obtained on each side of each exon while 200 bp and 300 bp were sequenced in the 5'UTR 

and 3'UTR regions, respectively (Supplemental Table 2). As for the STK11 gene, all 

coding exons were amplified and sequenced (exons 1 to 9). 

Regarding CHEK2, a long range PCR using primers described previously (Sodha et al., 

2002) was used to amplify exons 11 to 15. The amplification was performed with the 

Expand Long Template PCR system (Roche Diagnostics, IN, USA) following the 

manufacturer's instructions. The PCR product was then used as a template to amplify each 

individual exons (11-15). Only 95 breast cancer individuals were analysed for the CHEK2 

gene due to material availability. Intronic primers used for amplification of exons 2 to 10 

were listed in Dufault and coll. (Dufault et al., 2004), while amplification ofthe non-coding 
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exon 1 was carried using these intronic primers : F5'-CTCAACGTTGCTTCCCTCAG-3' 

and F5'-GACACGCAGAACATCCTCCT-3'. More information on the regions analyzed 

here is available in Supplemental Table 2. Amplification of variant-containing amplicons of 

CHEK2, STK11 and PALB2 from healthy unrelated French Canadian individuals was also 

conducted to assess the frequency of variants identified in breast cancer individuals. 

A fluorescence-based direct sequencing method using BigDye® Terminator v3.1 Cycle 

Sequencing Kit (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) was used to analyze cDNA 

and genomic DNA from breast cancer individuals as well as genomic DNA from healthy 

individuals. Sequences were run on an Applied Biosystems 3730x1 DNA Analyzer and 

sequence data were analyzed using the Staden Pregap4 and Gap4 programs. The 

segregation of deleterious CHEK2 and STK11 variants identified in breast cancer 

individuals was also analyzed in carrier's relatives for which DNA material was available. 

Hardy-Weinberg equilibrium (HWE) was used as genotyping quality-control check. Each 

single nucleotide polymorphism (SNP) was tested for HWE deviation by means of a Chi2 

test. All p-values were two-sided with 1 degree of freedom. In order to estimate the genetic 

association of each SNP with breast cancer, differences in allele frequencies between both 

sample sets were tested using a Chi2 test. P-values less than 0.05 were initially considered 

as significant. However, to address the issue of multiple comparison, Bonferroni correction 

was applied for each estimate of genetic association (corrected P-value threshold: P < 7.25 

x IO"4). 

Exon deletion analysis 

Multiplex ligation-dependent probe amplification (MLPA) was performed with genomic 

DNA samples from breast cancer individuals using the SALSA MLPA kit P101 STK11 and 

SALSA MLPA kit P057 FANCD2-PALB2 kits (MRC-Holland b.v., Amsterdam, The 

Netherlands) following manufacturer's recommendations. These MLPA kits cover all 

STK11 and PALB2 exons. Samples were analyzed using a capillary electrophoresis (ABI 

3100 genetic analyzer; Applied Biosystems) and fragment analysis tools. 

Conservation in other species and computational analyses 

Protein alignment was performed using data extracted from the UCSC database, and both 

the SIFT and PolyPhen web-based softwares were used to predict the effect of amino acid 

substitutions. All tests were run under default threshold values. 
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Results 

The entire coding sequence ofthe breast cancer susceptibility genes CHEK2, STK11 and 

PALB2 was analyzed in almost 100 breast cancer individuals, each coming from a distinct 

family with high risk of breast cancer. This analysis led to the identification of a total of 17, 

25 and 27 variants detected in the CHEK2, STK11 and PALB2 genes, respectively (Table 

1). CHEK2 analysis led to the identification ofthe deleterious c l lOOdelC mutation in two 

high-risk individuals. The Phe354Leu STK11 mutation reported to be the causative 

mutation in a PJS family was also identified. MLPA analysis was also successfully 

conducted for 90 and 95 breast cancer individuals for the STK11 and PALB2 genes, 

respectively, and did not reveal any genomic rearrangements in these two genes. 

CHEK2 sequence analysis 

A total of 17 variants were identified in the CHEK2 gene (Table 1). Among these changes, 

four variants are located in the coding region and 5 in the introns while 6 and 2 are located 

in the 3' and 5'UTR regions, respectively. Nine unreported variations were identified in 

this study, five of them located in the 3'UTR region, three in the introns and the other being 

a conservative substitution located in exon 15. With the exception of the c.HOOdelC 

variant, exonic variants located in the coding region (c.252A>G, cl556C>T and 

C.1608A>G) do not result in amino acid change. The c.HOOdelC mutation, located in the 

kinase domain, creates a frameshift in exon 11 that leads to a premature stop at codon 381. 

We found the c.HOOdelC mutation in 2/95 (2%) cases from non-BRCAl/2 breast cancer 

families while this mutation was not observed among healthy control individuals. From 

these two c l lOOdelC carriers, one was diagnosed with breast cancer at the early age of 39. 

Analysis of other family members for which material was available revealed that another 

c.HOOdelC carrier was affected with breast cancer while the two non-carriers were 

unaffected (Figure 1 panel A). The second individual from our cohort for which c l lOOdelC 

mutation was identified was diagnosed with a bilateral breast cancer, both before 50 years. 

Another individual from this family was available and found to be an unaffected carrier of 

the c.HOOdelC mutation (Figure 1 panel B). In terms of allele frequency, none ofthe 17 

variants identified in the CHEK2 gene shows a significant difference between breast cancer 

and unaffected individuals. Of these, six display a significant deviation from HWE either in 

the cases and/or unaffected groups, with an overrepresentation of rare homozygote 
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genotypes, which can be expected with relatively small sample sets and rare variants. 

STK11 sequence analysis 

Analysis of the STK11 gene in 96 unrelated breast cancer individuals led to the 

identification of 25 variants (Table 1). Twelve variants are novel and not reported in dbSNP 

database (Build 130). Despite the fact that this analysis did not lead to the identification of 

germline deleterious truncating mutations, 21 intronic variants and 4 rare exonic variants 

could be identified (Table 1). Among the 21 intronic variants, five are located within 50 bp 

from the nearest exon/intron junction, one being 7 bp from the junction (c.2035+7G>C). 

While the two first exonic variants are located in the 5'UTR region (c-311C>T and c-

127T>C), the other two (cl062C>T and c.H85A>G) are located in the coding region, 

including one resulting in an amino acid change (cl062C>T, Phe354Leu). The segregation 

ofthe C.1062C>T variant with breast cancer was thus analyzed in the sole carrier's family 

(Figure 1 panel C). An affected sister diagnosed at 51 years could be genotyped and was 

found non-carrier ofthe variant allele. Analysis of variants identified in STK11 in a series 

of unaffected individuals suggested a difference in allele frequency for the c.375-49G>A 

(rs34928889; P = 0.032) and the c.464+32insGGGGCC (rs58579265; P - 0.018) intronic 

variants located within introns 2 and 3, respectively. However, these associations do not 

reach statistical significance following Bonferroni correction. Regarding the distribution of 

STK11 genotypes, deviation from HWE is observed in both the breast cancer cases and 

unaffected individuals for the common variants 11, 12 and 13 showing overrepresentation 

of the homozygote variant genotypes. Significant deviation from HWE is also observed in 

unaffected individuals for variant 15, with a lower number of homozygote variant 

genotypes than expected while genotype distribution for this variant follows HWE in the 

breast cancer sample set. 

Many alternatively spliced mRNA species have been reported in the STK11 gene (Aretz et 

al., 2005; Hearle et al., 2006; Mehenni et al., 2006). As several intronic variants have been 

identified in this study, cDNA from breast cancer individuals was sequenced in order to 

verify for the presence of aberrantly spliced mRNA isoforms. Both sequencing 

chromatograms and gel electrophoresis did not reveal any major aberrantly spliced mRNA, 

indicating that none ofthe STK11 variants predicted to potentially alter SR proteins binding 
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sites or strength of potential splice sites seem to have an impact on mRNA splicing (data 

not shown). 

The functionality and potential importance of the Phe354Leu sequence variant identified 

was evaluated by aligning the STK11 amino acid sequences of relevant species. As shown 

in Table 2, alignment of the respective sequences showed that the common allele (Phe) of 

this variant seems to be highly conserved, with the exception of Ornithorhynchus anatinus 

and Gallus gallus. Further evaluation of the potential effect of this amino acid change, 

located outside the catalytic domain ofthe STK11 protein, reveals that it is predicted to be 

tolerated by the SIFT program while the PolyPhen program predicts that the Phe354Leu 

variant could be possibly damaging (Table 3). 

PALB2 sequence analysis 

Out of the 27 variants identified in the PALB2 gene, twelve are coding substitutions while 

one variant is located in the 5'UTR region, the remaining 14 nucleotide changes being 

located within introns (Table 1). Among the 14 intronic variants, one rare novel variant is 

located 8 bp from exon 12 (c.3202-8G>T). Twelve of the 27 PALB2 variants are not 

reported in dbSNP database (Build 130). No significant difference was observed between 

both sample sets based on allele frequencies. In terms of HWE, 5 of the 27 variations show 

a deviation in the healthy individuals, with overrepresentation of the rare homozygous 

genotype. Similarly, the deep intronic c.2587-190A>C variant and the exonic c.2590C>T 

variant (rs45568339) show overrepresentation ofthe rare homozygote genotype in breast 

cancer individuals. 

Within the PALB2 gene, 8 variants result in an amino acid change. Two residues (Leu939 

and Gly998) are completely conserved in distant species suggesting that these residues are 

under strong functional constraint or may affect the protein conformation (Table 2). For the 

Glu672 and Pro864 residues, modest level of conservation is observed while either a Val or 

Ile residue is found for the Val932Met variant. Interestingly, the human Val425 residue 

seems to be relatively highly conserved with a Leu residue found at the corresponding 

position for all other orthologues (Table 2). Evaluation of the potential effect of PALB2 

amino acid changes on protein function reveals that Leu939Trp and Glu998Gly are 

predicted to be deleterious by both programs (SIFT and PolyPhen), while the Asp219Gly, 

Glu672Gln and Pro864Ser amino acid changes are predicted to affect the protein function 
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by at least one ofthe two programs (Table 3). Albeit none ofthe variants identified in this 

study is located within a domain, the Gly998Glu variant is located near the second WD40 

repeat (residues 1008-1050) (Erkko et al., 2007) known to be a common protein-protein 

interaction domain. 
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Discussion 

Residual familial risk of breast cancer not caused by BRCA1 or BRCA2 genes is recognized 

to be explained by a polygenic or high-risk heterogeneity model. Recent studies on new 

breast cancer susceptibility genes tend to demonstrate that multiple rare alleles are 

responsible for a proportion of breast cancer susceptibility. Evaluation of the contribution 

of known breast cancer susceptibility genes is imperative, especially in a founder 

population. Specific genetic alterations in a given gene can be more frequent in an isolated 

and small founder populations, such as the French Canadian population (Vézina et al., 

2005; Fackenthal et al., 2007; Simard et al., 2007). Although no deleterious truncating 

mutation was identified in the PALB2 gene, this analysis led to the identification of the 

previously reported breast cancer-associated CHEK2 c l lOOdelC mutation in two high-risk 

breast cancer individuals, and the Phe354Leu STK11 mutation reported to be the causative 

mutation in a PJS family (Amos et al., 2004) was also identified in another family. 

As alternative spliced mRNA species were reported in STK11 (Aretz et al., 2005; Hearle et 

al., 2006; Mehenni et al., 2006), cDNA analysis was also conducted for this gene. Both 

sequencing chromatograms and gel electrophoresis were thoroughly analyzed to detect any 

aberrant spliced forms, leading us to conclude that no major spliced STK11 mRNAs are 

highly expressed in the cDNA material analyzed. As demonstrated previously by our 

group, alternative transcripts expressed at low levels (-10% compared to the WT form) can 

be detected by sequencing chromatogram analysis (Durocher et al., 2006). However, we 

cannot exclude the presence of minor, weakly expressed forms which could have not been 

detected here. In addition, both the PALB2 and STK11 genes were also analyzed for large 

genomic deletions/rearrangements and no such alteration was identified. We can state that 

such large deletions must be rare in the French Canadian population, our study having 

nearly 90% chance of observing at least one such deletion or rearrangement if the 

frequency of these alterations was 2% in high-risk French Canadian breast cancer families. 

This is concordant with other studies in which no PALB2 deletions in French Canadian 

(Foulkes et al., 2007), Finnish (Pylkâs et al., 2008) and Dutch (Ameziane et al., 2009) 

breast cancer individuals were identified. As for the STK11 gene, large genomic deletions 

were found exclusively in PJS patients (Aretz et al., 2005; Hearle et al., 2006; Volikos et 

al., 2006). 



144 

Germline CHEK2 mutations are responsible for LFS (Bell et al., 1999). High penetrance of 

cancer was reported in LFS females and particularly in the 16-45 age-class, for which 

breast cancer represents 80% of all cancer cases in this group (Chompret et al., 2000). The 

c.252A>G (Glu84Glu) variant identified in our study was previously reported as a neutral 

variant in LFS patient (Bell et al., 1999), in unselected breast cancer (Kilpivaara et al., 

2004), in breast cancer families (Schutte et al., 2003) as well as in French Canadian breast 

cancer families (Novak et al., 2008). Our study led to the identification ofthe c.HOOdelC 

mutation in two high-risk breast cancer individuals. This mutation initially associated with 

a two-fold increase of breast cancer risk (Vahteristo et al., 2002; CHEK2 Breast Cancer 

Case-Control Consortium, 2004) was thereafter suggested to increase the risk of breast 

cancer three- to five-fold (Weischer et al., 2008). Results obtained from segregation in our 

breast cancer individuals are in concordance with the reported increased risk of breast 

cancer and the incomplete penetrance ofthe c l lOOdelC mutation, an unaffected mutation 

carrier being identified. This protein truncating mutation was shown to abolish the kinase 

activity of CHEK2 (Wu et al., 2001), and a lower level of CHEK2 expression was reported 

in tumors of c l lOOdelC carriers (Vahteristo et al., 2002). Our results are in agreement with 

those reported from the New York Cancer Projet where a low prevalence ofthe c l lOOdelC 

has been reported in breast cancer cases (1.0%) and in controls (0.3%) (Offit et al., 2003), 

as well as with results from other studies conducted in early onset breast cancer (Ghadirian 

et al., 2009) and in non-BRCAl/2 breast cancer families (Novak et al., 2008) from the 

French Canadian population. 

Mutations in the STK11 gene are responsible for PJS, a cancer predisposing syndrome 

associated with an increased risk of breast cancer. Cumulative risk of breast cancer in PJS 

patients associated with mutations in the STK11 gene has been estimated to be 45-54% 

(Giardiello et al., 2000; Hearle et al., 2006). Our analysis of the STK11 breast cancer 

susceptibility gene in individuals from French Canadian families with high risk of breast 

cancer led to the identification of one missense variation (Phe354Leu) and a novel silent 

variant located in exon 9 (c l 185A>G; Thr395Thr). Missense mutations are believed to be 

responsible for approximately one fifth ofthe STK11 mutations found in PJS (Launonen, 

2005). Conflicting results were published on the functional implication ofthe Phe354Leu 

variant. This variation was first identified in a colorectal adenocarcinoma tumor (Dong et 
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al., 1998). It was thereafter suggested to be a rare polymorphism on the basis that this 

variation has been found in Korean left-sited colorectal cancers (6.3%) as well as in cancer-

free controls (5.6%) from the same population (Launonen et al., 2000). Nonetheless, 

Phe354Leu was reported to cosegregate with the disease in one PJS family (Amos et al., 

2004). 

Our results suggest a possible association of two STK11 intronic variants with breast 

cancer. However, following Bonferroni correction, these associations do not reach 

statistical significance. Furthermore, as association of these variants could be indirect, we 

should keep in mind that these variants may be in LD with the causal variant, and the 

organization of variations in STK11 as well as in the CHEK2 and PALB2 genes might be 

useful to detect such indirect association (Supplemental Figure 1). Intronic variants located 

within 50 bp from exon-intron junctions, as well as other variants identified in this study, 

could affect mRNA splicing. Analysis of cDNA from breast cancer individuals did not 

identify such alteration, thus indicating that the STK11 variants identified in this study do 

not have a significant impact on mRNA splicing. Our results are in agreement with those 

obtained in other studies conducted on the STKU gene where mRNA splicing defects were 

reported in PJS cases (Launonen, 2005) but not in breast cancer individuals (Forster et al., 

2000). 

The PALB2 protein is an integral component of the BRCA complex which acts as a linker 

between BRCA1 and BRCA2 (Sy et al., 2009a). Biallelic PALB2 mutations were 

associated with the FA-N subtype (Reid et al., 2007; Xia et al., 2007) and monoallelic 

truncating PALB2 mutations were reported to confer higher risk of breast cancer (Rahman 

et al., 2007; Erkko et al., 2008). From the twelve coding variants identified in our study, 

eleven have been evaluated in a breast cancer context, and none was reported to be 

associated with breast cancer (Erkko et al., 2007; Rahman et al., 2007; Tischkowitz et al., 

2007; Cao et al., 2009; Garcia et al., 2009; Sluiter et al., 2009). Among the missense 

variants identified in this study, Pro864Ser, Val932Met, Leu939Trp and Gly998Glu are 

located within the region required for BRCA2 interaction (résidus 850-1186) but outside 

the WD40 repeats (Erkko et al., 2007; Sy et al., 2009b). It is noteworthy that we did not 

identify the Gln775X French Canadian founder mutation previously reported and found in 

approximately 0.5% of unselected early-onset breast cancers from this population (Foulkes 
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et al., 2007; Ghadirian et al., 2009). 

A recent analysis conducted on randomly selected breast cancer cases from China 

suggested that the c.2586+58C>T variant (rs249954) was associated with a 36% increase of 

breast cancer risk (Chen et al., 2008). However, data from our study do not support the 

increased risk associated with this intronic variant. Intronic variants located in the vicinity 

of exon boundaries (4 and 5 nt from exons), resulting in splicing defect, frame shift and 

premature termination ofthe protein, were identified in FANCN patients (Reid et al., 2007). 

However, few intronic variants were identified in individuals from Spanish breast cancer 

families, and are predicted to be most unlikely pathogenic (Garcia et al., 2009). In 

agreement with this observation, the in silico analysis performed in our study favors the 

classification of PALB2 intronic variants as neutral (Splice Site Prediction by Neural 

Network; data not shown). Difference in allele frequency and associations found between 

populations for PALB2 mutations, namely for the Finnish, Chinese and French Canadian 

populations could be attributable to the founder effect found in some of these populations, 

to the type of breast cancer evaluated in different studies (sporadic cases vs breast cancer 

cases from high-risk families) or to experimental variations. 

We report here the identification ofthe CHEK2 c.HOOdelC mutation in 2 of our breast 

cancer individuals (MAF = 0.011). Moreover, the Phe354Leu variant, reported to 

cosegregate with the disease in a PJS family, was also found once in our cohort of high-risk 

individuals drawn from non-BRCAHBRCA2 French Canadian families. Our analysis did 

not reveal any deleterious truncating mutation in the PALB2 gene, nor a significant 

difference in allele frequency between breast cancer and unaffected individuals. Splicing 

defects being reported in PJS patients, and our results suggesting a possible association of 

two intronic variants with breast cancer, further analysis was conducted on cDNA for the 

STK11 gene. However, no aberrant mRNA species in breast cancer individuals was 

identified. In addition, MLPA analysis performed on both STK11 and PALB2 genes did not 

demonstrate any large genomic deletions or rearrangements. Therefore, we can conclude 

that deleterious germline mutations in these three genes are rare and do not contribute to a 

substantial proportion of the families with high risk of breast cancer from the French 

Canadian population. Indeed, assuming a Poisson distribution of the probability of finding 

a deleterious mutation in our cohort, if the frequency of such deleterious mutation was 2%, 
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we would have had 90% or greater chance of observing at least one such mutation. Much 

larger cohorts will be required to define a possible association of STK11 intronic variants 

and PALB2 missense variants with a modest or weak impact on breast cancer susceptibility. 



148 

Discussion 

Residual familial risk of breast cancer not caused by BRCA1 or BRCA 2 genes is recognized 

to be explained by a polygenic or high-risk heterogeneity model. Recent studies on new 

breast cancer susceptibility genes tend to demonstrate that multiple rare alleles are 

responsible for a proportion of breast cancer susceptibility. Evaluation of the contribution 

of known breast cancer susceptibility genes is imperative, especially in a founder 

population. Specific genetic alterations in a given gene can be more frequent in an isolated 

and small founder populations, such as the French Canadian population. ' ' Although no 

deleterious truncating mutation was identified in the PALB2 gene, this analysis led to the 

identification of the previously reported breast cancer-associated CHEK2 c.HOOdelC 

mutation in two high-risk breast cancer individuals, and the Phe354Leu STK11 mutation 

reported to be the causative mutation in a PJS family40 was also identified in another 

family. HWE was used mainly as genotyping quality-control check and to detect potential 

deleterious effect of homozygote variant genotypes. However, a deviation from HWE in 

either breast cancer or unaffected individuals could also be due to the recent emergence of a 

variant in a population, and this does not necessarily reflect a potential effect of a variant, 

especially with relatively small sample sets and rare variants. The occurence of a 

homozygote variant genotype might explain the deviation from HWE for most deviations 

seen in this study, especially for rare variants. Otherwise, in some instances the occurence 

of hétérozygote genotypes in amplicons bearing variants showing deviation from HWE 

allow to exclude the amplification of a single allele as a cause for these deviations. 

As alternative spliced mRNA species were reported in STK115
14>36'37 cDNA analysis was 

also conducted for this gene. Both sequencing chromatograms and gel electrophoresis were 

thoroughly analyzed to detect any aberrant spliced forms, leading us to conclude that no 

major spliced STK11 mRNAs are highly expressed in the cDNA material analyzed. As 

demonstrated previously by our group, alternative transcripts expressed at low levels 

(-10% compared to the WT form) can be detected by sequencing chromatogram analysis.32 

However, we cannot exclude the presence of minor, weakly expressed forms which could 

have not been detected here. In addition, both the PALB2 and STK11 genes were also 

analyzed for large genomic deletions/rearrangements and no such alteration was identified. 

We can state that such large deletions must be rare in the French Canadian population, our 
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study having nearly 90% chance of observing at least one such deletion or rearrangement if 

the frequency of these alterations was 2% in high-risk French Canadian breast cancer 

families. This is concordant with two other studies in which no PALB2 deletions in French 

Canadian27 and Finnish28 breast cancer individuals were identified. As for the STK11 gene, 

large genomic deletions were found exclusively in PJS patients.14'36'41 

Germline CHEK2 mutations are responsible for LFS.5 High penetrance of cancer was 

reported in LFS females and particularly in the 16-45 age-class, for which breast cancer 

represents 80% of all cancer cases in this group.42 The c.252A>G (Glu84Glu) variant 

identified in our study was previously reported as a neutral variant in LFS patient,5 in 

unselected breast cancer,43 in breast cancer families44 as well as in French Canadian breast 

cancer families.45 Our study led to the identification of the c.HOOdelC mutation in two 

high-risk breast cancer individuals. This mutation initially associated with a two-fold 

increase of breast cancer risk710 was thereafter suggested to increase the risk of breast 

cancer three- to five-fold.11 Results obtained from segregation in our breast cancer 

individuals are in concordance with the reported increased risk of breast cancer and the 

incomplete penetrance ofthe c.HOOdelC mutation, an unaffected mutation carrier being 

identified. This protein truncating mutation was shown to abolish the kinase activity of 

CHEK2,8 and a lower level of CHEK2 expression was reported in tumors of c.HOOdelC 

carriers. Our results are in agreement with those reported from the New York Cancer 

Projet where a low prevalence ofthe c.HOOdelC has been reported in breast cancer cases 

(1.0%) and in controls (0.3%),4 as well as with results from another study conducted in 

non-BRCAl/2 French Canadian breast cancer families.45 

Mutations in the STK11 gene are responsible for PJS, a cancer predisposing syndrome 

associated with an increased risk of breast cancer. Cumulative risk of breast cancer in PJS 

patients associated with mutations in the STK11 gene has been estimated to be 45-54%.13'14 

Our analysis of the STK11 breast cancer susceptibility gene in individuals from French 

Canadian families with high risk of breast cancer led to the identification of one missense 

variation (Phe354Leu) and a novel silent variant located in exon 9 (c.H85A>G; 

Thr395Thr). Missense mutations are believed to be responsible for approximately one fifth 

ofthe STK11 mutations found in PJS.47 Conflicting results were published on the functional 

implication of the Phe354Leu variant. This variation was first identified in a colorectal 
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adenocarcinoma tumor.48 It was thereafter suggested to be a rare polymorphism on the 

basis that this variation has been found in Korean left-sited colorectal cancers (6.3%) as 

well as in cancer-free controls (5.6%) from the same population.49 Nonetheless, Phe354Leu 

was reported to cosegregate with the disease in one PJS family.40 

Our results suggest a possible association of two STK11 intronic variants with breast 

cancer. However, following Bonferroni correction, these associations do not reach 

statistical significance. Furthermore, as association of these variants could be indirect, we 

should keep in mind that these variants may be in LD with the causal variant, and the 

organization of variations in STK11 as well as in the CHEK2 and PALB2 genes might be 

useful to detect such indirect association (Supplemental Figure 1). Intronic variants located 

within 50 bp from exon-intron junctions, as well as other variants identified in this study, 

could affect mRNA splicing. Analysis of cDNA from breast cancer individuals did not 

identify such alteration, thus indicating that the STK11 variants identified in this study do 

not have a significant impact on mRNA splicing. Our results are in agreement with those 

obtained in other studies conducted on the STK11 gene where mRNA splicing defects were 

reported in PJS cases47 but not in breast cancer individuals.16 

The PALB2 protein is an integral component of the BRCA complex which acts as a linker 

between BRCA1 and BRCA2.19 Biallelic PALB2 mutations were associated with the FA-N 
7 1 77 

subtype ' and monoallelic truncating PALB2 mutations were reported to confer higher 

risk of breast cancer.23'24 From the twelve coding variants identified in our study, eleven 

have been evaluated in a breast cancer context, and none was reported to be associated with 
7 1 7S 7A Sfl S7 

breast cancer. ' ' ' Among the missense variants identified in this study, Pro864Ser, 

Val932Met, Leu939Trp and Gly998Glu are located within the region required for BRCA2 

interaction (résidus 850-1186) but outside the WD40 repeats.26'53 It is noteworthy that we 

did not identify the Gln775X French Canadian founder mutation previously reported and 

found in approximately 0.5% of unselected early-onset breast cancers from this 

population.27 

A recent analysis conducted on randomly selected breast cancer cases from China 

suggested that the c.2586+58C>T variant (rs249954) was associated with a 36% increase of 

breast cancer risk.54 However, data from our study do not support the increased risk 
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associated with this intronic variant. Intronic variants located in the vicinity of exon 

boundaries (4 and 5 nt from exons), resulting in splicing defect, frame shift and premature 
77 

termination of the protein, were identified in FANCN patients. However, few intronic 

variants were identified in individuals from Spanish breast cancer families, and are 

predicted to be most unlikely pathogenic25 In agreement with this observation, the in silico 

analysis performed in our study favors the classification of PALB2 intronic variants as 

neutral (Splice Site Prediction by Neural Network; data not shown). Difference in allele 

frequency and associations found between populations for PALB2 mutations, namely for 

the Finnish, Chinese and French Canadian populations could be attributable to the founder 

effect found in some of these populations, to the type of breast cancer evaluated in different 

studies (sporadic cases vs breast cancer cases from high-risk families) or to experimental 

variations. 

We report here the identification ofthe CHEK2 c.HOOdelC mutation in 2 of our breast 

cancer individuals (MAF = 0.011). Moreover, the Phe354Leu variant, reported to 

cosegregate with the disease in a PJS family, was also found once in our cohort of high-risk 

individuals drawn from non-BRCAl/BRCA2 French Canadian families. Our analysis did 

not reveal any deleterious truncating mutation in the PALB2 gene, nor a significant 

difference in allele frequency between breast cancer and unaffected individuals. Splicing 

defects being reported in PJS patients, and our results suggesting a possible association of 

two intronic variants with breast cancer, further analysis was conducted on cDNA for the 

STK11 gene. However, no aberrant mRNA species in breast cancer individuals was 

identified. In addition, MLPA analysis performed on both STK11 and PALB2 genes did not 

demonstrate any large genomic deletions or rearrangements. Therefore, we can conclude 

that deleterious germline mutations in these three genes are rare and do not contribute to a 

substantial proportion of the families with high risk of breast cancer from the French 

Canadian population. Indeed, assuming a Poisson distribution of the probability of finding 

a deleterious mutation in our cohort, if the frequency of such deleterious mutation was 2%, 

we would have had 90% or greater chance of observing at least one such mutation. 

However, we cannot discard the fact that a small proportion of hereditary, family-positive 

breast cancers could be assigned to CHEK2. Much larger cohorts will be required to 

determine the prevalence of the CHEK2 c.HOOdelC mutation in the French Canadian 
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population as well as to define a possible association oiSTKll intronic variants and PALB2 

missense variants with a modest or weak impact on breast cancer susceptibility. 
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Legend to Figure 

Figure 1. Pedigrees of CHEK2 c.HOOdelC carriers' families (panels A and B) and STK11 

Phe354Leu carrier's family (panel C). The age at onset of cancer, age of death or current 

age are indicated below family members. The affected case that was sequenced first is 

designated by an arrow. 

Legend to Supplemental figure 

Supplemental figure 1. Graphical overview of pairwise linkage disequilibrium (LD) 

measures of | D' | (lower left part) and r2 (higher right part) for each SNPs pair identified in 

breast cancer cases and unaffected individuals. All SNPs are denoted numerically with 

reference to Table 1. Distance between first and last SNPs for each gene is indicated on 

each LD representation. The LDA program was used to calculate pairwise LD (D' and r2) 

values. 
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Table 2 
Allele frequencies of variations of PALB2, STK11 
control individuals. 

and PALB2 in breast cancer and unaffected 

Gene SNP SNP ID 
MAF cases 

(# of alleles) 
MAF controls 
(# of alleles) P-value 

CHEK2 1 c.-72-136G>C 0.353 (190) 0.365 (178) 0.802 
2 c.-72-48G>A 0.158(190) 0.194(180) 0.356 
3 c.-7+59delT 0.011(190) 0.011(182) 0.966 
4 c.252A>G 0.026(190) 0.021 (190) 0.736 
5 C.444+240T 0.005 (190) 0.000 (190) 0.317 
6 c.684-74G>C 0.005 (190) 0.000(180) 0.330 
7 c.846+384A>G 0.353 (190) 0.271 (188) 0.088 
8 c.846+436T>C 0.205(190) 0.197(188) 0.838 
9 c.HOOdelC 0.011(190) 0.000(190) 0.156 
10 C.15660T 0.011(188) 0.027(184) 0.241 
11 C.1608A>G 0.011 (190) 0.037(188) 0.089 
12 c.*6G>A 0.005 (190) 0.011(188) 0.556 
13 c.*18C>T 0.011(190) 0.037(188) 0.089 
14 c*76delT 0.005 (190) 0.022(186) 0.169 
15 c.*85T>C 0.011(188) 0.000(186) 0.158 
16 c.*88T>A 0.005 (188) 0.000(186) 0.320 
17 c.*99G>A 0.021 (188) 0.005 (186) 0.181 

STK11 1 C.-3HOT 0.005 (192) 0.011(176) 0.544 
2 c.-127T>C 0.021 (192) 0.005(182) 0.197 
3 c.290+36G>T 0.240 (192) 0.261 (186) 0.678 
4 C.290+78OT 0.161 (192) 0.113(186) 0.171 
5 c.290+84C>T 0.005 (192) 0.000(186) 0.324 
6 c.290+177G>C 0.010(192) 0.000(186) 0.163 
7 c.374+24G>T 0.172(192) 0.112(188) 0.093 
8 c.374+141G>A 0.005 (192) 0.000(188) 0.322 
9 c.374+200delC 0.010(192) 0.011(188) 0.983 
10 c.374+272G>A 0.010(192) 0.011(188) 0.983 
11 c.375-132A>G 0.057 (192) 0.086(186) 0.278 
12 c.375-49G>A 0.354 (192) 0.462(186) 0.032 
13 c.464+32insGGGGGCC 0.094 (192) 0.033 (180) 0.018 
14 c.465-194G>A 0.005 (192) 0.000(188) 0.322 
15 c.465-51T>C 0.271 (192) 0.351 (188) 0.091 
16 c.735-51C>T 0.052(192) 0.024(170) 0.160 
17 C.863-2240T 0.010(192) 0.017(178) 0.583 
18 c.920+7G>C 0.214(192) 0.250(180) 0.405 
19 c.920+32G>A 0.005 (192) 0.011(178) 0.518 
20 c.920+263A>G 0.516(192) 0.532(186) 0.746 
21 C.920+311OT 0.203(192) 0.250(188) 0.275 
22 C.1062OG 0.005 (192) 0.006(178) 0.957 
23 c.H85A>G 0.005 (192) 0.000(172) 0.343 
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24 c.*16+110OT 0.250 (192) 0.227(176) 0.610 
25 c.*16+113G>A 0.010(192) 0.017(180) 0.601 

PALB2 1 c.-47G>A 0.021 (192) 0.027(184) 0.163 
2 c.49-352delGA 0.042 (192) 0.042 (190) 0.600 
3 c.656A>G 0.005 (192) 0.000 (176) 0.338 
4 c.H94G>A 0.005 (192) 0.000(190) 0.319 
5 C.1273G>A 0.016(192) 0.005(186) 0.330 
6 C.1572A>G 0.010(192) 0.021 (190) 0.403 
7 c.l676A>G 0.094 (192) 0.048 (188) 0.082 
8 c l 684+4 ldupTGA 0.010(192) 0.005(186) 0.581 
9 c.2014G>C 0.042 (192) 0.021 (188) 0.256 
10 c.2442G>A 0.005 (192) 0.000(188) 0.332 
11 c.2514+136T>C 0.005 (192) 0.000 (168) 0.349 
12 C.2586+580T 0.229 (192) 0.192(172) 0.384 
13 c.2587-404A>G 0.130(192) 0.152(184) 0.541 
14 c.2587-190A>C 0.026 (192) 0.000(188) 0.061 
15 C.2590OT 0.026 (192) 0.000(182) 0.061 
16 C.2748+150T 0.005 (192) 0.005 (188) 0.982 
17 c.2794G>A 0.005 (192) 0.000 (168) 0.349 
18 c.2816T>G 0.005 (192) 0.000 (168) 0.349 
19 C.2834+3280T 0.016(192) 0.000 (176) 0.100 
20 c.2835-27C>T 0.005 (192) 0.000 (160) 0.360 
21 c.2993G>A 0.026 (192) 0.017(178) 0.639 
22 c.2997-108insT 0.042 (192) 0.018(166) 0.197 
23 c.3113+196A>G 0.031 (192) 0.022(184) 0.544 
24 c.3113+204G>A 0.141 (192) 0.147(184) 0.866 
25 c.3113+325A>G 0.188(192) 0.190(184) 0.866 
26 c.3202-8G>T 0.005 (192) 0.000 (192) 0.317 
27 c.3300T>G 0.042 (192) 0.021 (190) 0.248 

Bonferroni correction, P < 7.25 x 10"4 (0.05/69) 
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Supplemental table 2 
Description ofthe regions re-sequenced for the CHEK2, STK11 and PALB2 genes. 

Gene Material 

Number 
of exons 
analyzed 

Total length 
sequenced 

(kb) 

Average intronic 
bp analyzed 

(range) 

5'UTR 
analyzed 

(bp) 

3'UTR 
analyzed 

(bp) 
CHEK2 gDNA 15 5,4 102 (34-470) 72 125 
STK111 gDNA 9 6,0 207 (38-330) 360 162 

cDNA — 1,6 — 80 227 
PALB2 gDNA 13 11,2 176(60-450) 200 300 

3'UTR region sequenced is located in exon 9 
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CHAPITRE V 
Genetic sequence variations of BRCAl-interacting genes AUJRSKA, BAP1, BARD1 and 

DHX9 in French Canadian Families with high risk of breast cancer 

1. Résumé 

Les gènes de susceptibilité au cancer du sein représentent environ 20-25% de l'agrégation 

familiale. Une proportion significative demeure donc à être expliquée par d'autres gènes. 

En raison de la susceptibilité conférée par BRC Al et de son implication dans plusieurs 

processus cellulaires, il est justifié d'évaluer les gènes encodant des protéines interagissant 

avec BRCA1 à titre de gènes candidats du cancer du sein. Quatre gènes encodant des 

protéines interagissant avec BRCA1 ont ainsi été analysés. Un total de 10, 4, 11 et 6 

variants ont été identifiés respectivement dans les gènes A URKA, BAP1, BARD1 et DHX9. 

L'analyse de ces variants dans une cohorte de 98 Canadiennes françaises non-atteintes du 

cancer du sein a suggéré une différence de fréquence allélique pour un variant de BARD1. 

L'estimation d'haplotypes, l'identification de blocs d'haplotypes et de SNPs marqueurs ont 

été effectuées pour ces gènes, fournissant ainsi des outils efficaces et utiles pour 

l'identification d'allèles de susceptibilité au cancer du sein à penetrance faible ou modérée 

dans ces gènes, et ce, dans de plus grandes cohortes. 

Guénard F, Labrie Y, Ouellette G et al. Genetic sequence variations of BRCAl-interacting 

genes AURKA, BAP1, BARD1 and DHX9 in French Canadian families with high risk of 

breast cancer. J Hum Genet. 2009 Mar;54(3): 152-61. 

2. Manuscrit 
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Abstract 

Breast cancer is a heterogeneous disease displaying some degree of familial clustering. 

Highly penetrant breast cancer susceptibility genes represent approximately 20-25% of the 

familial aggregation of breast cancer. A significant proportion of this familial aggregation 

of breast cancer is thus yet to be explained by other breast cancer susceptibility genes. 

Given the high susceptibility conferred by the two major breast cancer predisposition 

genes, BRCA1 and BRCA2, and the implication of these genes in many key cellular 

processes, assessment of genes encoding BRCAl-interacting proteins as plausible breast 

cancer candidate genes is thus attractive. In this study, four genes encoding BRCAl-

interacting proteins were analyzed in a cohort of 96 breast cancer individuals from high-

risk non-BRCAl/BRCA2 French Canadian families. Although no deleterious truncating 

germline mutations or aberrant spliced mRNA species were identified, a total of 10, 4, 11 

and 6 variants were found in the AURKA, BAP1, BARD1 and DHX9 genes, respectively. 

The allele frequency of each variant was further ascertained in a cohort of 98 healthy 

French Canadian unrelated women and a difference in allele frequency was observed for 

one BARD1 variant based on single-marker analysis. Haplotype estimation, haplotype 

blocks and tagging SNPs identification were then performed for each gene, providing a 

valuable tool for further searches of common disease-associated variants in these genes and 

therefore further analyses on these genes in larger cohorts is warranted in the search of low-

to-moderate penetrance breast cancer susceptibility alleles. 

Keywords: BRCAl-interacting genes; breast cancer; haplotypes; tagging SNPs; variants 
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Introduction 

Breast cancer is the most common malignant form of cancer among occidental women, 

with hereditary cases representing approximately 5-10%.' Mutations in high penetrance 

BRCA1 and BRCA2 genes account for only -25% of families with hereditary breast cancer2 

while other lower penetrance genes such as ATM, CHEK2, TP53, PTEN, STK11, CDH1, 

PALB2/FANCN and BRIPl/FANCf explain a much smaller proportion of families with 

hereditary breast cancer. Deleterious mutations in BRCA1/BRCA2 were identified in 24% 

of our 256 high-risk French Canadian breast/ovarian cancer families,4 supporting that a 

significant proportion of high-risk breast cancer families still remains unexplained by either 

germline mutations in high penetrance BRCA 1/2 alleles or other lower penetrance genes.5"10 

Several structural motifs allow the BRCA1 protein to interact with cellular proteins to 

regulate diverse biological functions such as control of transcription11 and DNA damage 

repair. Therefore, BRCAl-interacting proteins implicated in these cellular pathways 

represent attractive candidates with regard to breast cancer susceptibility. Based on a 

candidate gene strategy, four genes encoding BRCAl-interacting proteins, namely AURKA, 

BAP1, BARD1 and DHX9, were thoroughly investigated in an attempt to identify germline 

deleterious mutations and/or aberrant splicing events which could potentially be associated 

with an increase in breast cancer risk. In the present study, familial breast cancer cases were 

purposely selected. Indeed, such a study design has been demonstrated to substantially 

decrease the number of cases and controls to achieve the same power, as compared with 

studies where cases are unselected for family history.13 

The AURKA protein is a centrosome-associated Ser/Thr kinase which localizes to the 

centrosome and could be involved in centrosome duplication,14 maturation and separation, 

as well as in the control of bipolar spindle assembly.15 AURKA binds and phosphorylates 

BRCA1, and it was suggested that this BRCA1 phosphorylation plays a role in G2/M 

transition.16 The AURKA gene has been recently identified as a low-penetrance tumor 

susceptibility gene, and was subsequently analyzed for its implication with breast cancer 

albeit leading conflicting results. 8'27 

BAP1 is an ubiquitin carboxy-terminal hydrolase which binds to the BRCA1 RING finger 

domain and enhances BRCA1 growth suppression properties.28 BAP1 was suggested to 
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regulate the BRCA 1/BRCA2-RAD51 DNA repair complex.29 Given the known implication 

of BRCA1 in DNA repair12 and its interaction with RNA pol II, which is linked to 

transcription-coupled repair (TCR) processes, a role for BAP1 in TCR has been 

suggested.30 It has been reported that mutation of an amino acid of BAP1 in its BRCA1-

binding domain (L691P) abolishes the BAP 1-BRCA 1 interaction.28 On the other hand, a 

study on 47 non-BRCAl/BRCA2 familial breast cancer cases from the French population 

did not reveal any association with breast cancer predisposition.31 

The BARD1 protein interacts with BRCA1 and both proteins form a complex which 

possesses a dual E3 ubiquitin ligase activity.32 The heterodimer BRCA1/BARD1 promotes 

its own ubiquitination33 and ubiquitinates RNA pol II subunit A.34 The interaction of 

BRCA1 with RNA pol II11 and DHX935 suggested a role for BARD1 in TCR. The BARD1 

gene has been reported to be targeted by somatic36 and germline37"39 mutations in breast and 

in ovarian36'40 cancer cohorts. BARD1 mutations have been identified in hereditary 

breast/ovarian cancers from BRCAl/2-negative patients37'41 and it was suggested that the 

Cys557Ser variant may represent a low penetrance breast cancer susceptibility allele.39'42'43 

However, a recent study did not identify any increased risk of breast cancer associated with 

specific BARD1 variations,44 while another study reported an association of BARD1 

haplotypes with either an increased or decreased risk of breast cancer. 5 

As for the DHX9 hélicase, a member of the DEAH hélicase family,46 it binds directly to 

both CBP and pol II and is required for complex formation between both proteins.47 The 

DHX9 protein (aa 230-325) binds the full-length BRCA1 protein through a sub-region of 

the BRCT domain of BRCA1 (Anderson et al. 1998). DHX9 truncating mutations were 

reported to affect the interaction of both proteins (BRCA1 and RNA pol II) and to result in 

decreased transcriptional activity of BRCA1,35 thus possibly affecting its function in 

transcription and TCR. Despite an interaction with BRCA1 and a role in transcriptional 

activity of BRCA1, DHX9 mutations have not been assessed thus far in non-

BRCA1/BRCA2 breast cancer families. 

Based on the multiple functions of these BRCAl-interacting genes, they obviously 

represent attractive candidates that might explain a proportion of the remaining inherited 

breast cancer cases. The goal of this study being the identification of deleterious mutation, 
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and given that such deleterious disease-causing mutations producing a premature truncation 

of the protein occur mostly within the coding region, complementary DNA (cDNA) 

mutation screening was therefore performed. In addition, since alternative splicing is now 

recognized as the primary source of human proteomic diversity and gene regulation and 

that an increasing number of disease-causing mutations affecting the correct splicing of 

genes are identified,48 cDNA material definitively represents a resource of choice as 

alternative splice forms could not be detected when extensive re-sequencing is performed 

on genomic DNA. 

Thus the goal of this study was to evaluate the possible involvement oi AURKA, BAP I, 

BARD1 and DHX9 germline deleterious mutations or on breast cancer susceptibility by 

analyzing all mRNA-encoding sequences as well as alternative splicing in cDNA samples 

from 96 breast cancer cases, in which no BRCA 1/2 mutations were detected. 
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Material and methods 

Ascertainment of families and DNA extraction 

High-risk French Canadian breast and/or ovarian families were recruited through a large 

ongoing interdisciplinary research program designated INHERIT BRCAs. Clinicians (listed 

in Appendix) were directly involved in this translational research program and were 

responsible for BRCA 1/2 test result disclosure to participants. Approval was obtained from 

ethics committees corresponding to the different participating institutions. More details 

regarding ascertainment criteria, experimental and clinical procedures, as well as the 

INHERIT BRCAs research program have been described elsewhere.4'5 Subsequently, 

another component was designed for the "Localization and identification of novel breast 

cancer susceptibility loci/genes". Ethics approval for this latter study was also obtained and 

each participant knowing their inconclusive BRCA 1/2 test results status had to sign a 

specific informed consent for their participation in this component. A subset of 96 high-risk 

French Canadian breast/ovarian cancer families were recruited in the present study 

according to the ascertainment criteria described previously.5'7'9 Recruitment of 98 healthy 

unrelated French Canadian individuals was conducted on a non-nominative basis, as part of 

a long term study aiming at the characterization of the genetic variability in human 

population, and approved by the Institutional Ethics Review Board of the Hôpital Sainte-

Justine. 

DNA extraction, RNA isolation from immortalized cell lines and cDNA synthesis 

Lymphocytes from breast cancer individuals were isolated and immortalized as previously 

described.5 Total RNA extraction, storage and reverse transcription of RNA, as well as 

genomic DNA extraction from healthy unrelated French Canadian individuals were also 

performed as previously described.5'6'8"10 

PCR amplification and mutation analysis 

cDNA amplicons covering the entire mRNA-encoding sequences of the GenBank mRNA 

records (AURKA: NMJ98436.1; BAPT. NM_004656.2; BARD1: NM_000465.1; DHX9: 

NM_001357.3) were obtained by PCR amplification from cDNA of breast cancer cases 

using the primer pairs listed in Supplemental Table 1. Direct sequencing and sequence data 

analysis were performed as previously described.5 Genomic DNA sequences from healthy 

unrelated French Canadian individuals were obtained using the same direct sequencing 
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method, but with amplification of relevant variant-containing exons from amplicons 

obtained using intronic primers (Supplemental Table 1). The segregation of rare missense 

and deletion variants (minor allele frequency; MAF <5%), and variants demonstrating a 

suggestive difference in genotype frequency between breast cancer cases and unaffected 

individuals were also analyzed in families for which DNA material was available from 

multiple individuals. 
*y 

Each variant was tested for deviation from HWE by means of a Chi test. All p-values were 

two-sided with 1 degree of freedom. In order to estimate the genetic association of each 

variation or haplotype with breast cancer, differences in genotype distributions between the 

case and control groups were tested using a Chi2 test. P-values less than 0.05 are considered 

as significant. However, to address the issue of multiple comparison, Bonferroni correction 

was applied for each estimate of genetic association. 

Conservation in other species and computational analyses 

Protein alignment was performed using data extracted from the UCSC database, and both 

the SIFT and PolyPhen web-based softwares were used to predict the effect of amino acid 

substitutions. All tests were run under default threshold values. 

LD analysis and haplotype estimation 

To estimate the pattern of LD, the LDA program was used to calculate pairwise LD (D' and 

r2) values. Haplotype analysis was performed with the PHASE 2.1.1 software. Haplotype 

frequencies were estimated using all variants genotyped in both sample series (cases and 

controls) and a permutation test was conducted in order to determine the significance of 

differences in the distribution of inferred haplotypes between both groups. All association 

tests were run under default conditions, with 1000 permutations. Haplotype blocks were 

identified using genotyping data from both series using the Haploview software. tSNPs 

from each LD block were thereafter identified using the same software, and haplotype 

frequencies were also estimated using only the tSNPs identified. 
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Results 

The entire coding sequence of A URKA, BAP1, BARD1 and DHX9 genes were analyzed 

using cDNA from 96 high-risk breast cancer individuals, each coming from a distinct high-

risk family. No deleterious truncating germline mutations were found. In addition, based on 

gel electrophoresis and sequence chromatogram analysis, no major alternative splice forms 

have been detected for any of the genes analyzed, unlikely involving this kind of alterations 

with breast cancer risk. However, a number of sequence variations were identified within 

each of these four genes, as described below. 

AURKA gene analysis 

Five ofthe 10 variants identified in the AURKA gene are coding substitutions, whereas the 

remaining five are located within the 3'UTR region (Table 1). Four of the A URKA variants 

are novel, being not reported in dbSNP database (Build 127). Albeit no significant 

difference was observed between both sample sets based on single-marker analysis, the 

novel c.H30T>A variation is present exclusively among three breast cancer cases at the 

heterozygous state. As for the c.H17A>G (Met373Val) variant present in four breast 

cancer individuals at the heterozygous state, segregation analysis suggests a possible 

association with breast cancer. Indeed as illustrated in the pedigree from one of the four 

carrier's families (Figure 1), all heterozygous carriers are affected with breast cancer while 

among the two non-carriers, one is affected (diagnosed at 45 years) and the other is 

unaffected (55 years). A DNA sample from an additional family member was also available 

for two other families. An unaffected first-degree relative (59 years) could be genotyped 

and was found non-carrier of the Met373Val variant in one family, whereas an affected 

third-degree relative diagnosed with breast cancer at 74 years was found hétérozygote 

carrier for this variant in the other family (data not shown). No additional family member 

was available for the remaining family. With the exception ofthe c.l212+423G>C variant 

which displays a slight excess of homozygotes (HWE P=0.03) among the breast cancer 

cases, no variants display a significant deviation from HWE. 

As shown in Table 2, all variants located in the coding sequence result in an amino acid 

change. Of these, three residues (Val57, Ala213 and Val377) are completely conserved in 

distant species (apart from Leu377 in Md), suggesting that they are under strong functional 

constraint or may have a specific role on protein conformation. The three variants 
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(Ala213Val, Met373Val and Val377Glu) located within the Ser/Thr protein kinase domain 

are predicted to be not tolerated by SIFT, with Val377Glu also evaluated as probably 

damaging by the PolyPhen program (Table 3). 

A graphical representation of LD with both r2 and Lewontin's |D'| and using data from both 

series is shown in Figure 2. Most single nucleotide polymorphism (SNP) pairs display 

strong LD (0.8 < D' < 1), while lower LD is observed for combination involving SNPs 1, 2, 

4 and 6. The r2 coefficient calculated displays a large spectrum of values ranging from 0 to 
•y 

0.6, given the high dépendance of r on allele frequency. Analysis of haplotypes estimated 

with the PHASE program led to 6 haplotypes exhibiting a frequency >1% (Table 4). Based 

on solid block algorithm, two LD blocks were identified at the AURKA locus, with LD 

breakage being located in the region of exon 9 (Figure 3). However, when performing a 

similar analysis using CEPH/CEU data, three LD blocks are obtained, including two 

relatively small blocks (0.5 and 1.2 kb) in the 5' region and a larger block covering intron 1 

to intron 7 (17 kb) (data not shown). As indicated in Figure 3, three tagging SNPs (tSNPs) 

(rs2273535, rsl047972 and rs34189236) have been identified, representing 95% of our 

estimated haplotypes. 

BAP1 gene analysis 

Analysis of BAP I sequence in our breast cancer individuals led to the identification of only 

three variants (Table 1). Two are novel synonymous variants, c.294C>T being detected 

only once among our 96 breast cancer individuals, whereas c.l026C>T was present 

exclusively in two unaffected individuals at the heterozygous state. No significant 

difference in allele frequency was obtained between both series for any of these nucleotide 

substitutions based on single-marker analysis. 

All BAP1 variations are comprised within one block of strong LD (Figure 3), which is 

confirmed by the perfect LD (D'=l) observed between the two most distant intragenic 

SNPs (SNP1 and SNP4) (Figure 2). As displayed in Table 4, PHASE analysis estimated 

two major haplotypes which are represented by only one tSNP (rsl23598; SNP4) (Figure 

3), and both haplotypes display a similar frequency in both sample sets. Given that only 

three SNPs, all located in intron 3, are available from HapMap data, it was not relevant to 

perform haplotype and tSNP identification using the CEU population. 
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BARD1 gene analysis 

Among the BARD1 sequence variations identified in this study, six are missense variants, 

while another consists of an in frame 21 bp deletion (seven amino acids) in exon 4 

(c.l075del21). Three (c.820A>G, c.l203T>C and c.2212A>G) are considered as novel, 

being not reported in dbSNP database (Table 1). All variants follow HWE, with the 

exception of the c. 1670G>C variant, where a significant deviation is observed due to the 

occurrence of one rare homozygote. A significant difference is also observed for the 

C.1518C>T substitution, which is slightly more frequent within cases (P=0.013, data not 

shown). However, this association does not reach statistical significance following 

Bonferroni correction, and segregation of this variant in a large informative family does not 

reveal any obvious association with breast cancer (data not shown). Of the seven amino 

acid changes identified, only the Ile738Val residue displays a certain level of conservation 

in higher species, with the alternative Val residue being observed in rodents and Tetraodon 

nigroviridis (Table 2). Apart from the deletion of 7 amino acids, in silico evaluation of the 

potential effect of amino acid changes on the protein function (Table 3) revealed that four 

amino acid changes are predicted to affect the protein function by at least one of the two 

programs used, including the Arg378Ser change which is predicted to potentially affect the 

protein function by both SIFT and PolyPhen softwares. 

The graphical representation of the pairwise LD between the 11 variants identified in both 

series combined is shown in Figure 2. The low pairwise D' values observed involve mainly 

SNP8, while moderate pairwise values are observed for SNP1. A large spectrum of r2 

values ranging from 0 to 1.0 is observed for BARD1. The Haploview software (Figure 3) 

determined two LD blocks, with breakage of LD located between SNP3 and SNP4 in the 

region of exon 4. Within these two LD blocks, 2 and 6 tSNPs were identified, block 1 being 

defined by SNPs 1 and 2, while SNPs 4, 6, 8, 9, 10 and 11 represent the second block. 

Similar analyses using CEPH/CEU data set led to the identification of 7 LD blocks (data 

not shown). The discordance obtained is present mainly in the 5'-region of the BARD1 

gene, in which the four haplotype blocks identified from HapMap data are represented by a 

single block in the French Canadian population. Regarding haplotypes estimation, the 

analysis led to the identification of 11 haplotypes, all exhibiting a frequency >1% (Table 4). 

No significant difference in single or global haplotype distribution was identified between 
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both groups. 

DHX9 gene analysis 

The analysis of DHX9 in our breast cancer individuals led to the identification of five 

variants, with an additional nucleotide substitution present exclusively among unaffected 

individuals (Table 1). Out of these variations, two involve an amino acid change, among 

which C.1873C>G is located in the proximity ofthe hélicase C-terminal domain (aa 631-

776). The C.1745C>T (rs2275177) sequence variation demonstrates a significant deviation 

from HWE in breast cancer cases, where an excess of rare homozygous genotypes is 

observed. Single-marker analysis did not reveal a significant difference in MAF for any of 

the nucleotide changes identified. Regarding the amino acid conservation of the Pro89Ala 

variant in other orthologues, the Pro allele is conserved in the three species in which this 

residue is available (Canis and rodents, Table 2). The two DHX9 amino acid changes 

identified are predicted to be possibly damaging by the PolyPhen program. In addition, the 

Ser625Cys located within the RNA pol II binding domain (aa 230-650) is predicted to be 

not tolerated according to SIFT (Table 3). 

Most pairs of adjacent SNPs display strong LD (0.8<D'< 1) following LDA analysis. As 

displayed in Figure 2, r2 values under 0.3 are obtained for all pairwise comparisons. The 

perfect D' value associated with the two most distant variations identified is confirmed by 

Haploview analysis (Figure 3). Three tSNPs were highlighted for DHX9, namely 

c.915T>G, C.1745C>T and C.1976C>T (Figure 3). Four haplotypes exhibiting a frequency 

>1% have been estimated with the PHASE program (Table 4). 
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Discussion 

Given that deleterious mutations in BRCA1/BRCA2 were identified in only 24% ofthe 256 

high-risk French Canadian breast/ovarian cancer families,4 the analysis of the coding region 

of four genes encoding BRCAl-interacting proteins was undertaken in 96 high-risk 

individuals drawn from non-BRCAl/BRCA2 French Canadian families. To our knowledge, 

this is the first study to investigate the potential association of DHX9 germline mutations 

with breast cancer susceptibility in high-risk non-BRCA 1/BRCA 2 breast cancer families. 

Although AURKA and BARD1 genes have been investigated either in tumor samples, 

population-based studies or high-risk families, only one investigation assessed the 

involvement oiBAPl in breast cancer susceptibility.31 

The Phe31Ile variant was reported to confer an increased risk of breast cancer, either alone 

or in combination with Val57Ile. " ' ' However our study and others did not replicate 

this association.22'24"26 With the exception of C.1212+423G>C (rs8173), evaluated in both 

breast44 and ovarian49 cancer, none ofthe 3'UTR AURKA variants identified in our study 

were assessed in other studies. As for the Met373Val variant, we report here a possible 

implication of this variant with breast cancer susceptibility, segregation analysis indicating 

that all heterozygous carriers are affected with breast cancer. However, this rare variant is 

observed at a similar frequency in affected and unaffected individuals from our study, thus 

requiring further analyses. 

Many BARD1 variants identified in this study have been evaluated in the context of breast 

cancer. The C.1670G>C variant was associated with an increased risk of breast cancer 

either in high-risk families or in population-based studies, ' whereas our results and 

others43'50 do not support these findings. None of the other variants identified here (i.e. 

c.609A>C, C.1053G>C, c.l075del21 and C.15180T) was previously associated with an 

increased risk of breast cancer,38'41 despite our results suggesting an association of the 

C.1518C>T (His506His) with an increased risk of breast cancer (P=0.013), which is 

however not significant following Bonferroni correction. This finding would nonetheless 

have to be confirmed in much bigger cohorts. 

The BAP1 analysis led to the identification ofthe C.1026OT (Ser342Ser) variant, which 

was reported once in a cohort of 47 French familial breast cancer cases negative for 

BRCA1/BRCA2 mutations.31 Interestingly the common c.2190+444C>T sequence variation 
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localized in the 3'UTR region was identified in our population with a MAF>5% in both 

series but was not analyzed in the French cohort.31 

As for DHX9 sequence variations, we report here the first assessment of its implication in 

breast cancer. Of the six sequence variants identified, four are rare, novel variants, two of 

which being missense variants. The Ser625Cys variation is located within the RNA pol II 

binding domain (aa 230-650) close to the C-terminal hélicase domain (aa 631-776), while 

the Pro89Ala is situated in the N-terminal basic region capable of binding efficiently the 

C/H3 region of CBP transcription coactivator (aa 1-250).47 

In addition to establishing the allele frequency of each variant in a series of unaffected 

controls, the effect of the variants identified were also assessed using conservation analysis 

and web-based programs. Both sequencing chromatograms and gel electrophoresis were 

thoroughly analyzed to detect any aberrant spliced forms, and we were able to conclude 

that no major spliced mRNAs are highly expressed in the cDNA material from our high-

risk breast cancer individuals. Despite the fact that alternative transcripts expressed at low 

levels (-10% compared to the wild type form) can be detected by sequencing 

chromatogram analysis,5'51 we cannot exclude the presence of minor, weakly expressed 

forms which could not have been detected here. The identification of alternative spliced 

forms of BARD140'52'53 and A URKA54 mRNA have been reported, which is in accordance 

with UCSC database data and other alternative transcript databases such as ASAP II and 

Fast DB. As for BAP1, a splice variant was reported in a small cell lung cancer cell line.28 

However discordant results are presented in different databases, UCSC identifying many 

alternative spliced mRNA species for both BAP1 and DHX9 genes, while the database Fast 

DB identified only few alternative spliced mRNA species for BAP1, and none for DHX9. 

In terms of linkage disequilibrium, relatively strong LD (0.8 < D' < 1) is observed for the 

four genes when using the D' measure (Figure 2), and the D' values obtained here are 

concordant with data from the sole study reporting LD values (D') for the AURKA gene.22 

Using the r2 correlation coefficient, much lower LD values were obtained. Indeed 

differences between D' and r2 values are likely to be explained by the fact that r2 is more 

stringent and sensitive to frequency than D'.55 

To our knowledge, the current study is the first to report haplotype estimation for the BAP1 
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and DHX9 genes. The sole other study assessing BARD1 haplotypes45 reported a significant 

difference in haplotype distribution between cases and controls for two different 

haplotypes. Although both haplotypes have indeed been estimated in our analysis (BARD1-

hl and BARDl-h6), this association was not observed. The current study is also the most 

extensive investigation conducted on AURKA haplotypes, which includes 11 variations 

encompassing exons 3 to 9. Our results do not confirm any association of AURKA 

haplotypes with an increased risk of breast cancer, as previously demonstrated in other 

studies.19'22'23 

The identification of haplotype blocks was thereafter conducted for the AURKA, BAP1, 

BARD1 and DHX9 genes. With the exception of the A URKA gene, for which the 5'-end can 
•yy 

be roughly separated into two clusters, this analysis was not previously performed or 

reported for the BAP I, BARD1 and DHX9 genes. The haplotype block identification for 

BAP1 is concordant with results obtained from HapMap data, whereas similar analyses 

using French Canadian data for the AURKA, BARD1 and DHX9 genes revealed slight 

differences when compared with HapMap data (data not shown). However, we have to 

keep in mind that the greater extent of LD generally found in the French Canadian 

population can be responsible for a lower number of haplotype blocks.56 In addition such a 

difference between HapMap and this study may be due to the higher coverage of the gene 

regions in the HapMap data set which include both exonic and intronic SNPs, the latter not 

assessed in our study. 

The analysis of the coding region of the AURKA, BAP1, BARD1 and DHX9 genes did not 

identify any deleterious truncating mutation or aberrant splicing mRNAs. We report here a 

possible association of the BARD1 C.1518C>T variant with an increased risk of breast 

cancer. Further studies on much bigger cohorts are however needed to fully evaluate the 

association of this variant with breast cancer risk and to assess the functional contribution 

of this variant on mRNA stability and protein expression. Haplotype analysis, LD block 

and tSNPs identification were also conducted for all four genes, and permitted to state that 

haplotypes displaying a frequency >1% represent more than 94% of all haplotypes 

estimated for each gene in our population. This first haplotype-based analysis to establish 

tSNPs for both the BAP I and DHX9 genes will provide a valuable tool for further large 

association studies. 
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Titles and legends to figures 

Figure 1 

Pedigree of AURKA:Met373Val carrier's family. The age of onset of cancer, age of death 

or current age are indicated below family members. The affected case that was sequenced 

first is designated by an arrow. The genotype call is indicated below the respective 

individual analyzed, d, deceased. 

Figure 2 

Graphical overview of pairwise linkage disequilibrium (LD) measures of | D' | (lower left 

part) and r2 (higher right part) for each SNPs pair identified in breast cancer cases and 

healthy individuals. All SNPs are denoted numerically with reference to Table 1. Distance 

between first and last SNPs for each gene is indicated on the left end on each LD 

representation. 

Figure 3 

Haplotype blocks and tSNPs identified for the AURKA (A), BAP1 (B), BARD1 (C) and 

DHX9 (D) genes. Tagging SNPs identified on a block-by-block basis using haplotypes 

showing a frequency higher than 1% are denoted with an asterisk (*). Haplotype 

frequencies are displayed on the right of each haplotype combination while the level of 

recombination is displayed above the connections between two blocks. Thin connections 

represent haplotypes with frequencies between 1 and 10% while haplotypes with 

frequencies higher than 10% are represented by thick lines. 
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Figure 2 
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Figure 3 
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DISCUSSION 
Le cancer est une maladie qui atteint une proportion importante des Canadiennes et des 

Canadiens. Chaque année, un nombre grandissant de nouveaux cas sont diagnostiqués. Le 

cancer du sein est celui qui a la plus forte incidence chez les Canadiennes1. Il en est de 

même aux États-Unis3 et à l'échelle mondiale2. 

Des facteurs génétiques et environnementaux sont impliqués dans l'étiologie du cancer du 

sein, conférant à cette maladie le titre de maladie multifactorielle9. Tel que présenté dans la 

section 2.1.2, plusieurs facteurs environnementaux conférant un risque accru de cancer du 

sein sont liés de près ou de loin avec l'exposition aux estrogènes. D'autres facteurs 

environnementaux, notamment de nature démographique ou liés aux habitudes de vie ou de 

nutrition, sont aussi impliqués dans le cancer du sein. La démonstration de liaison 

génétique chez des familles présentant plusieurs cas de cancer du sein 9, le risque accru de 

cancer chez les femmes ayant une apparentée de premier degré atteinte du cancer du sein16, 

les études menées chez des jumeaux40 et la distribution de l'héritabilité chez certaines 

familles44 ont démontré que les facteurs génétiques jouent un rôle prépondérant dans 

l'étiologie de cette maladie. Il a été proposé que plusieurs gènes seraient responsables de la 

susceptibilité génétique au cancer du sein, que ces gènes conféreraient un large éventail de 

risque388, et qu'ils pourraient agir entre eux d'une manière multiplicative44. 

Les gènes majeurs de susceptibilité au cancer du sein BRCA1 et BRCA2 sont responsables 

d'environ 24% des familles à risque élevé de cancer du sein provenant de la population 

canadienne-française494. Des mutations fondatrices de BRCA1 et BRCA2 ont d'ailleurs été 

identifiées dans cette population494'496. Dans le cadre de mes études doctorales, j 'ai évalué 

la contribution des gènes de susceptibilité au cancer du sein à forte penetrance PTEN et 

STK11 dans notre cohorte de cas familiaux de cancer du sein provenant de la population 

canadienne-française. Alors qu'aucune mutation de PTEN n'a été identifiée, une mutation 

de STK11 rapportée comme étant une mutation responsable du syndrome de Peutz-

Jeghers236 a été identifiée. Cette mutation pourrait potentiellement expliquer l'agrégation de 

cancer du sein chez une famille de notre cohorte. Néanmoins, l'analyse des gènes de 

susceptibilité au cancer du sein PTEN et STK11 nous permet d'affirmer que ces gènes de 

forte penetrance ne semblent pas responsables d'une proportion significative des cas de 
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cancer familiaux chez les femmes exemptes de mutations dans les gènes BRCA1 et BRCA2. 

Toutefois, certains des résultats obtenus pour le gène STK11 laissent présager une 

implication possible des variations introniques communes de ce gène dans la susceptibilité 

au cancer du sein. Cela demande par contre confirmation dans de plus grandes cohortes. Par 

exemple, pour confirmer l'association d'un variant retrouvé à une fréquence de 0,30 et 

conférant un risque relatif de 2,0, il faudrait mettre sur pied une étude d'association 

contenant 400 cas et 400 contrôles (puissance statistique de 90%; seuil statistique de P < 

IO"4)495. 

L'analyse des gènes de susceptibilité à penetrance modérée CHEK2, BRIP1 et PALB2 a 

aussi été effectuée dans le cadre de mon projet. La mutation c.HOOdelC de CHEK2 a été 

identifiée chez deux familles. La fréquence à laquelle cette mutation a été retrouvée dans 

notre cohorte de cas de cancers du sein semble écarter la présence d'un effet fondateur de 

ce gène dans la population canadienne-française, bien que cette mutation puisse contribuer 

à une faible proportion des cas de cancer du sein familiaux dans cette population497'498. 

L'analyse des gènes BRIP1 et PALB2 n'a pas permis d'identifier de mutation tronquante de 

ces gènes. Des analyses de gène rapporteur ont toutefois suggéré qu'un variant situé dans le 

promoteur de BRIP1 pourrait être associé à une activité de transactivation diminuée4 . 

Bien que notre cohorte n'ait pas permis de détecter la présence de la mutation fondatrice 

canadienne-française de PALB2 (Q775X) pour laquelle la fréquence des porteurs a été 

estimée à 0,56% chez des cas de cancer du sein à développement précoce373, nos analyses 

viennent confirmer l'absence de grands réarrangements génomiques du gène PALB2 chez 

des cas de cancer du sein provenant de cette population373. Notre analyse n'a toutefois pas 

permis de révéler la présence de la mutation fondatrice de PALB2. Ce volet de mon projet 

de doctorat a donc permis d'éliminer la possibilité d'une contribution substantielle des 

gènes PTEN, STK11, CHEK2, BRIP1 et PALB2 dans la susceptibilité au cancer du sein 

chez les familles à risque élevé provenant de notre population. 

L'acquisition de connaissances plus approfondies de la pathogenèse du cancer du sein et de 

la susceptibilité génétique au cancer du sein a mené à l'identification de cibles plausibles 

comme étant des gènes candidats du cancer du sein. Tel que présenté dans la section 3.3, 

les gènes de susceptibilités au cancer du sein sont interreliés et sont impliqués dans le 
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contrôle du cycle cellulaire, l'apoptose et la réparation de l'ADN. En réponse aux 

dommages à l'ADN, ATM phosphoryle une panoplie de substrats. Les protéines BRCA1, 

p53 et CHEK2288 sont parmi les cibles d'ATM. CHEK2, une autre kinase, phosphoryle 

aussi BRCA1220 et p53. De plus, CHEK2 phosphoryle BRCA2, régulant ainsi son 

interaction avec la recombinase RAD51. Il existe une rétroaction entre plusieurs gènes de 

susceptibilité au cancer du sein. BRCA1 augmente la transcription par p53, alors que p53 

réprime la transcription de BRCA1. PTEN accroît la stabilité et l'activité de liaison à l'ADN 

de p53 en s'y associant physiquement, alors que p53 active l'expression de PTEN209. 

STK11 lie aussi p53 et le phosphoryle253'255. La liaison de STK11 à PTEN affecte sa 

localisation cellulaire, possiblement en le retenant au cytoplasme212. De plus, trois gènes de 

susceptibilité au cancer du sein encodent des protéines faisant partie de la voie de l'anémie 

de Fanconi. BRIP1/FANCJ interagit avec la protéine BRCA197. La protéine 

PALB2/FANCN, quant à elle, sert de protéine d'échafaudage entre BRCA1 et 

BRCA2/FANCD1 dans la formation du complexe BRCA nécessaire à la réparation par 

recombinaison homologue335'336. 

Les gènes de susceptibilité faisant partie d'un réseau de protéines interconnectées, il est 

donc raisonnable de penser que des gènes encodant des protéines faisant partie de ce réseau 

pourraient aussi être des gènes de susceptibilité au cancer du sein. Ainsi, afin d'identifier 

des mutations délétères pouvant potentiellement être associées à une susceptibilité au 

cancer du sein, l'analyse des gènes candidats AURKA, BAP1, BARD1 et DHX9 a été 

effectuée. En dépit du fait que le choix des gènes candidats analysés soit dépendant des 

connaissances que nous avons de ceux-ci501, les évidences présentées précédemment nous 

ont poussé à étudier ces quatre gènes encodant des protéines interagissant avec BRCA1. 

Nous avons priorise l'approche du re-séquençage de gènes candidats puisque cette méthode 

permet l'identification de gènes de susceptibilité à forte penetrance et à penetrance modérée 

pour lesquels les mutations sont rares. Sachant que les gènes étudiés font partie de voies 

biologique reliées et qu'ils pourraient agir d'une manière synergique, nous n'avons 

délibérément décidé de ne pas procéder à des analyses d'interaction gène-gène. De telles 

analyses sont fortement dépendantes de la fréquence des variants identifiés et nécessitent de 

grandes cohortes. Nos analyses se sont limitées principalement aux séquences codantes de 

ces gènes candidats puisque le but premier de notre étude était d'identifier des mutations 
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clairement délétères et des événements d'épissage alternatif. Nous sommes toutefois 

conscients que des variations situées dans la région promotrice de ces gènes pourraient 

affecter leur niveau d'expression et que de tels effets ne peuvent pas être détectés dans le 

cadre de notre étude. Bien que les analyses effectuées n'aient pas mené à l'identification 

claire d'une association de l'un de ces gènes avec une susceptibilité au cancer du sein, elles 

ont permis de dégager une association possible d'un variant de BARD1 avec un risque accru 

de cancer du sein. L'identification d'haplotypes, la détermination de blocs d'haplotypes et 

l'identification de tSNPs dans ces gènes s'avèrent des informations très utiles afin de 

permettre leur analyse dans de plus grandes cohortes. Ainsi, ce volet de mes études 

doctorales a permis de dégager une association potentielle d'un variant de BARD1 avec une 

susceptibilité accrue au cancer du sein et de fournir les outils nécessaires à l'étude de ces 

quatre gènes candidats à plus grande échelle. 

Gènes de susceptibilité à identifier 

Jusqu'à présent, une stratification des gènes de susceptibilité a pu être effectuée en fonction 

du risque associé. Alors que les gènes de forte penetrance confèrent un risque de l'ordre de 

plus de 10 fois, les gènes de penetrance modérée augmentent le risque de 2 à 3 fois et les 

gènes de faible penetrance d'environ 1,5 fois. Puisque plus de 70% de la prédisposition 

génétique au cancer du sein est inexpliquée, il demeure assurément certains gènes de 

prédisposition à découvrir. De plus, au fur et à mesure que d'autres gènes de prédisposition 

au cancer du sein seront identifiés, il est probable que de nouvelles catégories de gènes de 

susceptibilité soient identifiées ou que les limites des différentes classes, tel que nous les 

connaissons présentement, deviennent de moins en moins définies. 

Les gènes de susceptibilité au cancer du sein à forte penetrance jusqu'ici identifiés sont des 

gènes pour lesquels les mutations sont rares et dominantes. Ils ont été identifiés par des 

analyses de liaison ou par des analyses de ségrégation. L'existence d'autres gènes de 

susceptibilité à forte penetrance et l'identification de ceux-ci par des analyses de même 

type que celles qui ont permis l'identification des premiers gènes de susceptibilité au cancer 

du sein n'est pas à exclure. Toutefois, les gènes de forte penetrance restant à découvrir 

seront responsables d'un nombre limité de cas de cancer du sein et n'expliqueront qu'une 

très faible partie des cas. 
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Il est fort probable qu'il existe d'autres gènes de susceptibilité au cancer du sein à 

penetrance modérée. Il est toutefois difficile de prédire le nombre exact de gènes qui seront 

de ce type. Les gènes de susceptibilité à penetrance modérée identifiés à ce jour sont 

impliqués dans la réparation des bris d'ADN et sont liés de près ou de loin à BRCA1 et 

BRCA2. Il est donc justifié d'étudier les partenaires d'interactions de BRCA1 et BRCA2 à 

titre de gènes candidats dans le but d'identifier de nouveaux gènes de susceptibilité au 

cancer du sein. L'implication de gènes faisant partie d'autres mécanismes cellulaires et 

n'interagissant pas avec BRCA1 ou BRCA2 n'est toutefois pas à exclure. 

Les mutations associées au cancer du sein dans ce type de gène ne résultent généralement 

pas en de grands « pedigrees » présentant de multiples cas de cancer du sein, ce qui fait en 

sorte que ce type de gènes est plutôt difficile à identifier à l'aide d'études de liaison. De 

plus, comme ces alleles sont peu communs, il est peu probable de les identifier à l'aide 

d'études d'association. Le re-séquençage de gènes candidats chez des patientes atteintes et 

chez des individus sains provenant de la même population semble donc être la méthode la 

plus efficace afin d'identifier de nouveaux gènes de susceptibilité au cancer du sein à 

penetrance modérée. En raison du fait que le risque associé à des mutations dans de tels 

gènes n'est seulement que de 2 à 4 fois, et que la fréquence de ces mutations est faible, le 

nombre d'individus requis dans de telles études doit être relativement élevé, ce qui 

complique significativement les analyses. L'utilisation d'individus provenant de familles à 

risque élevé de cancer du sein, en comparaison à des cas sélectionnés sur la base d'études 

populationnelles, pourrait permettre de pallier aux problèmes associés au re-séquençage 

d'un grand nombre d'individus. Des alleles de plus faible susceptibilité au cancer du sein 

sont généralement enrichis chez des cas familiaux de cancer du sein en comparaison avec 

des cas non-familiaux137. 

Des analyses d'association menées sur l'ensemble du génome ont permis l'identification de 

variants communs à faible penetrance conférant un risque accru de cancer du sein. Ces 

tours du génome ont principalement été effectués chez des individus de descendance 

européenne. Il est probable que dans d'autres populations, de telles analyses mènent à la 

découverte d'autres alleles de susceptibilité au cancer du sein à faible penetrance ou bien 

que les alleles présentement identifiés soient associés à d'autres maladies ou d'autres 
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phénotypes. De plus, les variants ayant été identifiés comme tSNPs pourraient maintenant 

être utilisés afin d'estimer le risque associé à la présence de ces alleles et dans le cadre 

d'analyses épidémiologiques. 

Étude de familles à risque élevé provenant de la population canadienne-française : 

recherche de gènes de susceptibilité 

Dans une population fondatrice dérivée d'un petit nombre d'individus, l'hétérogénéité 

génétique est réduite. L'utilisation d'une telle population est utile pour l'identification et la 

localisation de marqueurs ou de gènes liés à des traits complexes. Une plus grande 

proportion des individus atteints d'une maladie sera potentiellement porteuse d'une même 

mutation et il y aura un plus fort LD entre la mutation et les marqueurs environnants, 

facilitant ainsi l'identification de la région porteuse de la mutation391. 

L'utilisation de cas présentant une prédisposition génétique permet d'augmenter la 

puissance d'une étude sans toutefois avoir à augmenter de façon significative le nombre 

d'individus participant à cette étude. Par le fait même, l'utilisation de cas présentant une 

prédisposition génétique permet d'augmenter la puissance d'une étude sans en augmenter 

les coûts. Parmi les facteurs permettant un enrichissement pour une prédisposition 

génétique, on peut nommer une histoire familiale, des cas de cancer du sein bilatéraux et un 

jeune âge au diagnostic. L'utilisation d'une cohorte composée de cas de cancer du sein avec 

un apparenté du premier degré ayant aussi été diagnostiqué avec un cancer du sein permet, 

pour une même puissance statistique, de diminuer considérablement la taille de la cohorte 

en comparaison à une cohorte composée d'individus n'ayant aucun apparenté de premier 

degré atteint d'un cancer du sein. Par le fait même, une cohorte composée d'individus 

possédant deux apparentés de premier degré ayant été atteints d'un cancer du sein permet 

d'obtenir la même puissance qu'une cohorte quatre fois plus grande composée d'individus 

atteints d'un cancer du sein, mais n'ayant aucun apparenté de premier degré atteint d'un 

cancer du sein. L'utilisation de cas de cancer du sein ayant un cancer du sein bilatéral 

permet une réduction de la taille de la cohorte du même ordre que l'utilisation d'individus 

ayant deux apparentés de premier degrés atteints49. La réduction de la taille de l'échantillon 

obtenue de par l'utilisation d'individus diagnostiqués à un âge précoce (35-40 ans) n'est 

pas aussi avantageuse. La conception d'une cohorte composée de cas atteints à un âge 
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précoce permet, pour une même puissance, une réduction de la taille de moins de 40% en 

comparaison avec une cohorte de cas diagnostiqués à 65 ans . Nous avons donc étudié une 

cohorte d'individus provenant de familles présentant plusieurs cas de cancer du sein, nous 

permettant ainsi d'obtenir une meilleure puissance pour notre étude. 



CONCLUSION 
Implications cliniques 

Le risque accru de cancer du sein associé aux mutations dans les gènes de penetrance faible 

ou modérée n'est aucunement à remettre en doute. L'importance clinique de ces mutations 

chez les femmes porteuses est toutefois plus difficilement interprétable. Selon le modèle 

polygénique multiplicatif, le risque associé à un variant agirait d'une manière multiplicative 

afin de modifier le risque déjà présent chez une femme et causé par d'autres facteurs. Il en 

serait de même pour les gènes à faible penetrance. Le risque conféré par un locus de ce type 

est faible individuellement. Par contre, en présence de plusieurs loci, ce risque semble agir 

de manière multiplicative. Ainsi, le risque de cancer du sein est approximativement six fois 

plus élevé chez les femmes porteuses de 14 alleles de risque connus, en comparaison avec 

les femmes non-porteuses d'un allele de risque pour ces loci501. D'une manière semblable, 

une analyse des variants associés à une faible penetrance a permis d'identifier que certains 

d'entre eux pourraient modifier le risque de cancer du sein chez des porteurs de mutations 

dans les gènes BRCA1 ou BRCA2. Certains de ces loci semblent moduler le risque de 

cancer du sein chez les porteurs de mutations à forte penetrance dans les gènes BRCA1 ou 

BRCA2m. 

Bien que l'utilisation clinique d'un gène de susceptibilité à faible penetrance soit limitée, 

certains alleles de susceptibilité, lorsque pris ensemble, pourraient nous permettre de 

discerner les femmes à risque élevé de cancer du sein de celles à faible risque, 

particulièrement dans le cadre de programme de dépistage au niveau de la population. 

Stratifier les femmes en fonction de leur risque génétique pourrait améliorer l'efficacité des 

différents programmes de dépistage. Ainsi, l'efficacité des programmes populationnels de 

prévention, tel la mammographie, pourrait être améliorée en ciblant les femmes les plus à 

risque en fonction de leur génotype. 

Un intérêt important est présentement porté à l'amélioration de l'estimation du risque de 

cancer. L'utilisation des découvertes et des méthodes génétiques améliore à la fois 

l'estimation du risque de cancer chez les individus et facilite le choix d'interventions 

préventives. Au niveau clinique, les principales applications reliées à la connaissance des 

facteurs génétiques impliqués dans la susceptibilité au cancer du sein sont l'estimation du 
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risque d'un individu en particulier et la prévention à plus grande échelle. La connaissance 

du risque de cancer du sein chez un individu permettra une prise en charge et un suivi 

adéquats. 

Implications cliniques de l'étude d'une population fondatrice 

Pour une mutation fondatrice dans laquelle un grand nombre d'individus porteurs d'une 

même mutation est disponible, il est possible d'évaluer la penetrance et l'expression de 

l'allèle muté. L'analyse de modificateurs de risque de nature environnementale ou 

génétique peut aussi être effectuée. Dans le cadre de tests génétiques, il est avantageux de 

connaître si des mutations fondatrices sont présentes dans une population. Ceci permet une 

meilleure estimation de la probabilité d'être porteur d'une mutation chez les individus 

atteints d'une maladie. Les tests génétiques peuvent cibler les mutations fondatrices, ce qui 

permet l'obtention de tests plus rapides et une diminution des coûts associés à ceux-ci. 

Certaines mutations sont difficilement détectables par les méthodes de détection usuelles. 

Connaître la présence d'une telle mutation fondatrice dans une population permet 

l'utilisation de techniques appropriées pour leur détection. De plus, dans l'éventualité où 

plusieurs mutations fondatrices sont présentes dans une population, elles peuvent être 

analysées simultanément. 

Tests de prédiction pour tests génétiques et modèles de prédiction du risque 

Certains modèles ont été développés afin de calculer la probabilité d'un individu ou d'une 

famille d'être porteurs d'une mutation dans BRCA1 ou BRCA2. Ces modèles sont 

principalement dérivés de modèles statistiques prenant en compte la penetrance des gènes 

et l'histoire familiale de cancer du sein. Ces modèles peuvent être spécialisés pour un gène 

en particulier, tel le modèle de Couch502 qui prédit le risque d'être porteur d'une mutation 

dans BRCA1, ou évaluer à la fois le risque d'être porteur d'une mutation dans BRCA1 ou 

BRCA2, tel le modèle de Frank503, le modèle BRCAPRO504 et le système de pointage de 

Manchester505. Ces modèles peuvent être utilisés, entre autres, par les médecins et les 

conseillers génétiques afin de déterminer la pertinence de référer l'individu ou la famille en 

question à une clinique de dépistage génétique. 

Ces modèles ont été développés afin d'estimer la probabilité d'être porteur d'une mutation 

dans les gènes BRCA1 ou BRCA2. Ils n'estiment pas le risque de cancer du sein chez un 
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individu. Toutefois, d'autres modèles ont été développés afin d'estimer le risque d'être 

atteint du cancer du sein chez les femmes ne répondant pas nécessairement aux critères afin 

d'être testées pour des mutations dans les gènes BRCA1 et BRCA2. Deux des modèles les 

plus utilisés sont les modèles de Gail et de Claus. Le modèle de Gail incorpore les 

informations au sujet de plusieurs facteurs de risque de cancer du sein, incluant le nombre 

d'apparentés du premier degré atteints, l'âge à la ménopause, l'âge à la première grossesse 

menée à terme et le nombre de biopsies du sein déjà effectuées5 6. Le modèle de Claus 

incorpore l'histoire familiale de cancer du sein du côté maternel et paternel (degré 

d'apparentement et âge au diagnostic), mais ne prend pas en compte les autres facteurs de 

risque généraux mentionnés plus haut507. Plus récemment, un modèle permettant d'estimer 

le risque de cancer et la probabilité d'être porteur d'une mutation de BRCA1 ou BRCA2 a 

également été développé508. Comme aucun des modèles développés ne peut estimer le 

risque adéquatement et que chacun de ceux-ci comporte certaines limitations, il a été 

recommandé d'utiliser plusieurs modèles de prédiction de risque en combinaison509. Au fil 

du temps, l'acquisition d'une meilleure connaissance des gènes de susceptibilité au cancer 

du sein et du risque associé à chacun de ceux-ci permettra de développer des modèles 

statistiques calculant la probabilité d'être porteur d'une mutation dans l'un de ces gènes. 

Ultimement, une connaissance approfondie des facteurs génétiques impliqués dans 

l'étiologie du cancer du sein permettra l'incorporation de ceux-ci dans des modèles de 

prédiction du risque tel qu'il en a été pour les gènes BRC Al et BRCA 2. 

La médecine personnalisée 

L'utilisation de tests génétiques afin d'estimer le risque de cancer du sein mène à des 

situations où les résultats sont relativement difficiles à interpréter. L'identification de 

variants de significativité inconnue (variants of unknown significance; VUS) cause certains 

problèmes cliniques pour les individus désirant une estimation personnalisée de leur risque 

de cancer et pour les cliniciens qui doivent recommander des stratégies de réduction du 

risque510'511. Les méthodes bioinformatiques permettent une classification rapide de l'effet 

potentiel des VUS et ne requièrent pas la création de « pedigrees », la collecte 

d'échantillons de tumeurs ou la mise au point d'essais fonctionnels. Bien que les méthodes 

bioinformatiques ne puissent pas être considérées comme des alternatives aux analyses 

médicales génétiques, elle peuvent cependant venir en complément à celles-ci. Dans le 
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futur, une contribution accrue et une forte progression de la recherche dans le domaine des 

méthodes de prédiction et de classification du risque associé à la présence d'un VUS est 

souhaitable. Ces modèles prédictifs pourront incorporer l'information génétique médicale 

et l'information provenant d'essais fonctionnels, ce qui fera en sorte qu'ils deviendront de 

plus en plus efficaces. Ultimement, une classification pourra être attribuée à chaque variant, 

réduisant l'incertitude de la prédiction et les inquiétudes associées à la présence d'un VUS 

chez un patient. Ainsi, l'estimation du risque chez un individu et sa prise en charge seront 

améliorés. 

Jusqu'à maintenant, plusieurs gènes de susceptibilité au cancer du sein ont été identifiés. 

Bien que le présent projet de recherche ait éliminé plusieurs de ceux-ci en tant que joueurs 

majeurs dans la susceptibilité au cancer du sein chez des familles à risque élevé provenant 

de la population canadienne-française, la contribution exacte des facteurs génétiques dans 

le développement du cancer du sein chez les familles provenant de cette population reste à 

déterminer. La présente étude a également permis d'identifier ou d'exclure des gènes de 

susceptibilité potentiels et a procuré les outils nécessaires à l'évaluation à grande échelle de 

ces gènes candidats chez d'autres populations. Au fil des années, une meilleure 

connaissance des facteurs génétiques impliqués dans l'étiologie de cette maladie, jumelée à 

l'amélioration des modèles de prédiction de risque et à l'essor de la médecine personnalisée 

permettront une meilleure utilisation des méthodes de réduction du risque et une 

personnalisation du traitement. 
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ANNEXE 
AURKA F31I Polymorphism and Breast Cancer Risk in BRCAl and BRCA2 Mutation 

Carriers: A Consortium of Investigators of Modifiers of BRCA1/2 Study 

1. Résumé 

L'oncogene AURKA est associé à une ségrégation anormale des chromosomes et à une 

prédisposition au cancer. AURKA est plus fréquemment amplifié dans les tumeurs de 

porteurs de mutations dans les gènes BRCAl et BRCA2 que dans des tumeurs sporadiques, 

suggérant ainsi qu'une surexpression d'AURKA et une inactivation de BRCAl et BRCA2 

coopèrent lors du développement et de la progression des tumeurs. Le polymorphisme F31I 

d'AURKA à l'état homozygote a été associé à un risque accru de cancer du sein. Afin de 

déterminer s'il modifie le risque de cancer du sein chez les porteurs de mutations dans les 

gènes BRCAl et BRCA2, un total de 4935 et 2241 porteurs de mutations dans les gènes 

BRCAl et BRCA2 respectivement et 11 porteurs de mutations dans BRCAl et BRCA2 ont 

été génotypes pour F31I. Ce polymorphisme d'AURKA ne serait pas associé à un risque 

modifié de cancer du sein chez les porteurs de mutations dans les gènes BRCAl et BRCA2. 

Couch FJ, Sinilnikova O, Vierkant RA, et al. AURKA F31I polymorphism and breast 

cancer risk in BRCAl and BRCA2 mutation carriers: a consortium of investigators of 

modifiers of BRCA1/2 study. Cancer Epidemiol Biomarkers Prev. 2007 Jul;16(7):1416-21. 
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Abstract 

The AURKA oncogene is associated with abnormal chromo- carriers than in sporadic breast tumors, suggesting that 
some segregation and aneuploidy and predisposition to overexpression of AURKA and inactivation of BRCAl and 
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Received 2/19/07; revised 4/10/07; accepted 4/23/07. Center supports in part the collection and management of the Hereditary Cancer Registry 
Grant support: Breast Cancer Research Foundation, U.S. Army Medical Research and (I Weitzel). kConFab is supported by grants from the National Breast Cancer Foundation, the 
Materiel Command grant W81XWH-04-1-0588, and Mayo Clinic Breast Cancer Specialized National Health and Medical Research Council, and by the Queensland Cancer Fund, the 
Program of Research Excellence grant P50-CA116201 (F.J. Couch); Cancer Care Ontario and Cancer Councils of New South Wales, Victoria, Tasmania, and South Australia, and the Cancer 
RFA CA-95-003 as part of the National Cancer Institute Breast Cancer Family Registries Foundation of Western Australia. DF. Easton is a principal research fellow of Cancer Research 
(I.L. Andrulis); Canadian Institute for Health Research through the INHERIT BRCAs program UK. EMBRACE and A. Antoniou are funded by an award from Cancer Research UK. 
(J. Simard); Dutch Cancer Society grant UL2001-2471 (P. Devilee); Academy of Finland The costs of publication of this article were defrayed in part by the payment of page charges. 
(110663), Finnish Cancer Society, Helsinki University Central Hospital Research Fund, and This article must therefore be hereby marked advertisement in accordance with 18 U.S.C. 
Sigrid Juselius Fund (H. Nevanlinna); Deutsches Krebsforschungszentrum Heidelberg Section 1734 solely to indicate this fact 

™ ^ . ^ ™ ^ £ T ™ A 7 ? 1 5 <S L S £ S 3 _ ! a_? dRR 0 1KC A_^l 5 5■"' ' mC-Mum «•*■"«• <°' ■ » * * F*n5<* J- Couch. Mayo Clinic College of Medicine. 200 Firs. Street 
,n £ 7 a t ^ T ? ' S î ' " T r ™ ^ t * S Z £ 5 ^ S 2 i P ! S 2 A O R°1 0?2 S^thwest, Rochester, MN 55905. Phone: 5TO-284-3623; Faï 507-266̂ )824. 
<D. Stoppa-Lyonnet and O. Sinilnikova); Komen Foundation BCTR 0601361 and Weissenbach- p-mail- Couch fe & edu 
Southworth-Niehaus Research Fund (K- Offitt); The German Cancer Aid grant 107054 and ""**• ™ 
Center for Molecular Medicine Cologne grant TV 93 (R. Schmutzler). A General Clinic Copyright C 2007 American Association for Cancer Research 
Research Center grant from the NIH (MOI RR00043) awarded to the City of Hope National doi:10.1158/1055-9965.EPI-07-0129 

Cancer Epidemiol Biomarkers Prev 2007;16(7). July 2007 



Cancer Epidemiology, Biomarkers & Prevention 1417 

with breast cancer risk in the homozygous state in prior 
studies. We evaluated whether the AURKA F31I polymor
phism modifies breast cancer risk in BRCAl and BRCA2 
mutation carriers from the Consortium of Investigators of 
Modifiers of BRCA1/2. Consortium of Investigators of 
Modifiers of BRCA1/2 was established to provide sufficient 
statistical power through increased numbers of mutation 
carriers to identify polymorphisms that act as modifiers of 
cancer risk and can refine breast cancer risk estimates in 
BRCAl and BRCA2 mutation carriers. A total of 4,935 BRCAl 
and 2,241 BRCA2 mutation carriers and 11 individuals 
carrying both BRCAl and BRCA2 mutations was genotyped 

for F31I. Overall, homozygosity for the 311 allele was not 
significantly associated with breast cancer risk in BRCAl 
and BRCA2 carriers combined [hazard ratio (HR), 0.91; 95% 
confidence interval (95% CI), 0.77-1.06]. Similarly, no 
significant association was seen in BRCAl (HR 0.90; 95% 
CI, 0.75-1.08) or BRCA2 carriers (HR, 0.93; 95% CI, 0.67-1.29) 
or when assessing the modifying effects of either bilateral 
prophylactic oophorectomy or menopausal status of BRCAl 
and BRCA2 carriers. In summary, the F31I polymorphism in 
AURKA is not associated with a modified risk of breast 
cancer in BRCAl and BRCA2 carriers. (Cancer Epidemiol 
Biomarkers Prev 2007;16(7):1416-21) 

Introduction 

The AURORA-A/AURKA/BTAK/STK15 gene encodes a serine/ 
threonine kinase that regulates mitotic chromosome segrega
tion. AURKA is amplified and overexpressed in breast and other 
tumors and is associated with centrosome amplification, failure 
of cytokinesis, and aneuploidy. Genetic mapping studies in 
mouse models suggest that AURKA is a genetic modifier of 
cancer risk (1). In addition, mouse models of AUR7KA exhibit 
infrequent mammary gland tumor formation but display 
synergy in tumor formation when combined with overex
pressed oncogenes or disrupted tumor suppressors, suggesting 
that AURKA is a low-risk cancer susceptibility gene (2). 

Further evidence for a role of AURKA in breast cancer comes 
from observations that homozygosity for a F31I polymorphism 
in AURKA is associated with an increased risk for breast 
cancer. In a study of incident breast cancer cases (n = 941) and 
age-matched population controls (n = 830), Egan et al. (3) found 
that the breast cancer risk for De/Ile homozygotes were at 
increased risk for breast cancer [odds ratio (OR), 1.54; 95% 
confidence interval (95% CI), 0.96-2.47], although this finding 
was not significant. Sun et al. (4) observed that the De-encoding 
aDele is the common allele in the Chinese population, whereas 
the Phe-encoding allele is more common in Caucasian 
populations (4). In addition, an association between De/De 
homozygotes and estrogen receptor-negative breast carcino
mas (OR, 2.56; 95% CI, 1.24-5.26) was detected. Lo et al. (5) 
reported a significant association between AURKA haplotypes 
and breast cancer risk. Ewart-Toland et al. (6) also found an 
increase in cancer risk for the lle/lle homozygotes (OR, 1.35; 
95% CI, 1.12-1.64; P = 0.002) in a meta-analysis of data from 
four case-control breast cancer populations. Furthermore, 
postmenopausal women homozygous for the F31I and I57V 
aDeles of AURKA in a case-control study nested within the 
Nurses' Health Study prospective cohort had an increased risk 
of invasive breast cancer (OR, 1.63; 95% CI, 1.08-2.45; ref. 7). In 
contrast, Dai et al. (8) did not observe a significant association 
with breast cancer risk for De/De homozygotes (OR, 1.2; 95% 
CI, 0.9-1.6) in a population-based case-control series of Han 
Chinese, and Fletcher et al. (9) found no association between 
De/De homozygotes and risk of bUateral breast cancer (OR, 
0.63; 95% CI, 0.34-1.13). Importantiy, the F31I variant has been 
shown to alter the activity of the Aurora box-1 of the AURKA 
protein, resulting in disruption of p53 binding and a decreased 
rate of degradation of AURKA. The stabilized AURKA may 
lead to centrosome amplification and faDure of cytokinesis, 
increased chromosomal instabiDty and aneuploidy, and pro
motion of tumor formation (1). 

Mutations in BRCAl and BRC42 are correlated with 
aberrant dupUcation of the centrosome leading to centrosome 
ampUfication, chromosome missegregation, and aneuploidy 
(10-12). Amplification of AURKA has also been detected at 
much higher frequency in tumors from BRCAl and BRCA2 
mutation carriers than in sporadic breast tumors, suggesting 
that overexpression of AURKA and inactivation of BRCAl and 
BRCA2 cooperate during tumor development and/or progres

sion. Based on these data, we hypothesized that the F31I 
polymorphism modifies the risk of breast cancer in BRCAl and 
BRCA2 mutation carriers. To address this hypothesis, AURKA 
F31I was genotyped on BRCAl and BRCA2 deleterious 
mutation carriers from 16 clinic and population-based research 
studies and multicenter consortia participating in the Consor
tium of Dwestigators of Modifiers of BRCAl/2 (CIMBA) and 
the association of F31I with breast cancer risk was assessed. 

Materials and Methods 

Subjects. BRCAl and BRC42 mutation carriers were 
identified through 16 clinic and population-based research 
studies and multicenter consortia participating in the CIMBA. 
This international consortium was estabUshed in 2005 by a 
group of investigators interested in identifying modifiers of 
cancer risk in BRCAl and BRCA2 mutation carriers that could 
be used to refine cancer risk estimates. Recruitment of 
mutation carriers for this and other CIMBA studies was 
approved by institutional review boards or ethics committees 
at all sites. BRCAl and BR012 mutation carriers were defined 
as carriers of frameshifting smaD deletions and insertions, 
nonsense mutations, splice site mutations verified in vitro, and 
large genomic rearrangements that result in a premature stop 
codon in either BRCAl or BRCA2. These mutations were 
identified by a variety of screening techniques and sequence 
verified. As the K3326X variant in exon 27 is not associated 
with high risk of breast cancer, this and other mutations 
causing stop codons in exon 27 were excluded. Missense 
mutations that have been classified as pathogenic by multi
factorial likelihood approaches were included in the deleteri
ous category (12-14), whereas carriers of aD other missense and 
intronic mutations in BRCAl and BRG42 were excluded from 
the study. Phenotypic data for mutation carriers were 
provided by each contributing center. Data were collected on 
year of birth, mutation description, ethnicity, country of 
residence, age at last foDow-up, ages at breast and ovarian 
cancer diagnosis, age at bilateral prophylactic mastectomy, age 
at bUateral prophylactic oophorectomy, and status and age at 
menopause. These and other avaUable epidemiologic data 
obtained from risk factor questionnaires and/or medical 
records were uniformly coded and stored in a centralized 
CIMBA database. 

Genotyping. The F31I polymorphism (rs2273535) of 
AURKA was genotyped by 13 groups by the 5' nuclease assay 
(Taqman) on an ABI 7900HT Sequence Detection System 
(Applied Biosystems). PCR primers were 5'-CTGGCCAC-
TATTTACAGGTAATGGA-3' (forward) and 5'-TGGAGGTC-
CAAAACGTGTTCTC-3' (reverse). Probes were VIC-ACTCA-
GCAATTTCCTT and FAM-CTCAGCAAATTCCTT. The 
annealing temperature was 60°C. Lund investigators used 
an alternative reverse primer (CATCTTTTGCTTTCATGA-
ATGCCAG) and did the 5' nuclease assay on a RotorGene 
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Table 1. Characteristics of study subjects by site 
Source Ascertainment BRCAl BRCAl Total BRCA2 BRCA2 Total B1/2T Bin Total Total 

cases unaff.* BRCAl cases unaff. BRCA2 cases unaff. Bin carriers 

MAGIC Clinic 303 428 731 137 160 297 3 0 3 1,031 
GEMO Clinic 413 276 689 223 84 307 0 0 0 996 
EMBRACE Clinic 235 219 434 156 148 304 1 2 3 761 
Poland Clinic 307 427 734 0 0 0 0 0 0 734 
kConFab Clinic 203 201 404 169 143 312 0 0 0 716 
GCHBOC Clinic 286 113 399 173 52 225 3 0 3 627 
MSKCC Clinic 174 117 291 102 70 172 1 0 1 464 
Ontario Clinic and 

population 
125 52 177 100 41 141 0 0 0 318 

LUMC Clinic 99 120 219 12 20 32 0 0 0 251 
Lund Clinic 73 88 161 38 32 70 0 0 0 231 
MOD-SQUAD Clinic 82 67 149 28 15 43 0 0 0 192 
HEBCS Clinic 56 39 95 54 40 94 0 0 0 189 
DKFZ Clinic 82 41 123 30 21 51 0 0 0 174 
MAYO Clinic 53 23 76 26 20 46 0 0 0 122 
INHERIT Clinic 33 37 70 40 41 81 0 0 0 151 
NCI Clinic 47 116 163 17 50 67 0 0 0 230 
Total 2,571 2364 4,935 1,305 937 2,242 8 2 10 7,187 

Abbreviations: MAGIC, Modifiers and Genetics in Cancer; GEMO, Genetic Modifiers of cancer risk in BRCAl/2 mutation carriers study; GCHBOC, German 
Consortium for Hereditary Breast and Ovarian Cancer; EMBRACE, Epidemiological Study of BRCAl and BRCA2 Mutation Carriers; kConFab, Kathleen Cunningham 
Consortium for Research into Familial Breast Cancer; INHERIT BRCAs, Interdisciplinary Health Research International Team on Breast Cancer susceptibility; 
MSKCC, Memorial Sloan-Kettering Cancer Center; MAYO, Mayo Clinic; LUMC, Leiden University Medical Center; MOD-SQUAD, Modifier Study of Quantitative 
Effects on Disease; HEBCS, Helsinki Breast Cancer Study; DKFZ, Deutsche* Krebsforschungszentrum Heidelberg; NCI, National Cancer Institute. 
*The term unaff. refers to individuals not affected with breast cancer. 
tBl/7 refers to individuals with both BRCAl and BRC42 deleterious mutations. 

(Corbett Research). INHERIT investigators directly sequenced 
the polymorphism using the following primers: 5'-GGGTG-
AGGAATTGGAGGGGAT-3' (forward) and 5'-GGACACCA-
ATTTATGCTGTGTCCT-3' (reverse). Genotyping for the 
HEBCS was done by AmpDfluor fluorescent genotyping 
(KBioscience).48 Genotyping for the DKFZ and Polish studies 
was done by fragment analysis. DNA fragments containing 
the polymorphism were amplified using forward primer 
5'-AGTTGGAGGTCCAAAACGTG-3' and Cy5-labeled reverse 
primer 5'-CGCTGGGAAGTATTTGAAGG-3', digested with 
2.5 units Xapl (Fermentas), separated on 3% agarose gel 
(Polish samples) or by capillary gel electrophoresis (German 
samples) on a CEQ 8000 DNA Analysis System (Beckmann), 
and sized relative to CEQ DNA Size Standard-400 in each 
weU. AUele sizes were 114 bp for the T aDele and 78 bp for the 
A aDele. 

Statistical Methods. Hazard ratios (HR) were modeled 
using Cox proportional hazards regression analysis, with 
breast cancer as the outcome and age as the time variable 
(15). We corrected for possible ascertainment bias using a 
weighted cohort approach (16). Briefly, this involves assigning 
weights to the mutation-carrying subjects such that the 
reweighted incidence rates observed in the study sample are 
consistent with the age-dependent penetrances for breast 
cancer onset established in carriers of inactivating mutations 
in BRCAl and BRCA2. Subjects were foDowed from birth until 
the earliest occurrence of breast cancer (3,884), bUateral 
prophylactic mastectomy (232), ovarian cancer (643), age 80 
(97), or age at last contact (2,331). Subjects were censored at age 
80 because population-based incidence rates for older muta
tion carriers are unreUable, and accurate sampling weights 
cannot be assigned. Carriers with both BRCAl and BRCA2 
mutations were included once in overaD analyses and were 
also included in each of the BRCAl and BRCA2 gene-specific 
analyses. The number of subjects in each farrtily varied from 
1 to 33, with 75% of famUies represented by a single individual. 
Because the exact relationships among the famDy members 
were not available, we accounted for the nonindependence of 

48http: //www.kbioscience.co.uk 

observations within famDies using a robust variance estimate 
(17). Primary analyses modeled AURKA as a recessive effect, 
comparing those with two copies of the minor allele with those 
with less than two copies. Secondary analyses examined 
associations using a two degree-of-freedom general model, 
simultaneously comparing subjects with one copy or with two 
copies of the minor allele with the subjects with zero copies. 

Overall analyses were carried out for all subjects regardless 
of whether they carried a mutation in BRCA 2 or BRCA2 or 
both. All analyses accounted for birth cohort and country of 
residence by including them as stratification variables in the 
Cox regression. The overaD analysis also accounted for study 
site and mutation status. Additional analyses were conducted 
to obtain risk estimates for individuals with different charac
teristics, as defined by gene status, menopausal status, 
oophorectomy status, and study site. Gene-specific results 
accounted for study site along with birth cohort and country of 
residence by use of stratification variables. Site-specific results 
accounted for mutation status, birth cohort, and country of 
residence. Menopausal status and oophorectomy status were 
modeled as time-dependent covariates and results accounted 
for group status and mutation status, fri secondary analyses, 
the influence of benign prophylactic oophorectomy and 
menopausal status on associations between the De/Ile geno
type and breast cancer risk was also evaluated. As these 
covariates did not confound the observed associations, the 
associations reported in Table 2 are not adjusted for these 
variables. 

Among those who provided ethnicity information, 97% 
were Caucasian, 2% were Ashkenazi Jewish, and the remain
ing 1% were "other." Those who did not provide ethnicity 
information were grouped in a separate "missing" category for 
analysis purposes. Ethnicity was initially included as an 
additional stratification variable but was subsequently exclud
ed because of the absence of any effect on the results. We 
assessed the possible heterogeneity of risk ratios across study 
site using standard tests of interaction. A sensitivity analysis 
assessing the effect of possible survival bias was conducted by 
excluding cases ascertained more than 3 years after diagnosis. 
All statistical tests were two sided, and aU analyses were 
carried out using the Statistical Analysis System (SAS Institute, 
Inc.) and S-Plus (Insightful) software systems. 
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Results 

A total of 4,935 female BRCAl, 2,241 female BRCAl deleterious 
mutation carriers, and 11 individuals carrying both BRCAl and 
BRCA2 mutations was included in this study. Of these 7,187 
mutation carriers, 3,884 had a diagnosis of breast cancer at the end 
of follow-up and 3,303 were censored as unaffected at a mean age 
of 43.4 years. The distribution of BRCAl and BRCA2 carriers by 
study site, gene, and cancer status is shown in Table 1. To avoid 
overlap between studies, we compared carriers by country of 
origin, year of birth, mutation, and reported ages. Duplication of 
samples between MAYO and MAGIC and between GEMO and 
MAGIC was detected. In both instances, the duplicated samples 
were excluded from the MAGIC data set. 

The distribution of the AURKA F31I genotypes is shown in 
Table 2. Of the 363 (5%) carriers homozygous for the De-
encoding allele, 188 were affected with breast cancer. The fre
quency of the recessive Ile/De-encoding genotype in the 
16 groups varied between 3% and 8%, which is similar to esti
mates from other populations (6). There was no difference in the 
frequency of the De/De recessive genotype across genotyping 
platforms (P = 0.33). Similarly, the study sites with the highest 
De/De frequencies did not have ethnic mixtures significantly 
different to the other study sites. The F31I polymorphism did 
not deviate significantly from Hardy-Weinberg equUibrium 
(P = 0.07) among aD 7,187 affected and unaffected carriers. 

The estimated risk of breast cancer associated with the 
recessive genotype for F31I in BRCAl and BRCA2 carriers 
using a weighted Cox proportional hazards model is shown in 
Table 2. Although there was a suggestion of a protective effect 
(HR, 0.91; 95% CI, 0.77-1.06), overall, the result was not 
statistically significant. Similarly, no association with risk was 
observed for individual participating centers other than for 
two centers (Ontario and HEBCS) that contributed small 

numbers of carriers to the study (Table 2). A test for 
heterogeneity across study site was not significant (P = 0.06). 
In an effort to account for the trend toward heterogeneity, we 
investigated the influence of the three sites that were 
significantiy different from the other sites [MOD-SQUAD 
(P = 0.02), GEMO (P = 0.01), and DKFZ (P = 0.03)] on the 
overaD effect. Exclusion of each site in turn did not substan-
tiaDy alter the overall HR or the significance of the association. 

Because BRCAl is phosphorylated by AURKA (18), we 
evaluated whether the De/De genotype was associated with 
risk of breast cancer in BRCAl or BRCA2 carriers. No 
significant association with risk was detected for either BRCAl 
(HR, 0.90; 95% CI, 0.75-1.08) or BRCA2 carriers (HR, 0.93; 95% 

CI, 0.67-1.29; Table 2). As other studies have reported an 
association between the recessive De/De-encoding genotype 
and postmenopausal status in noncarriers (3,7), we considered 
the influence of menopausal status of carriers on breast cancer 
risk. At the end of follow-up, 4,201 carriers were premeno
pausal and 2,986 were postmenopausal. No significant 
association with risk was detected (Table 2). Because prophy
lactic oophorectomy substantiaDy reduces the risk of breast 
cancer in BRCAl and BRCA2 mutation carriers (19), we also 
evaluated the influence of prophylactic oophorectomy status. 
A total of 707 individuals reported undergoing prophylactic 
oophorectomy, 4,298 reported no history of oophorectomy, 
whereas 2,182 (30%) provided no data at last foUow-up. 
Associations with breast cancer risk by category of prophy
lactic oophorectomy did not differ markedly from the overaD 
results. Secondary analyses using a two degree-of-freedom 
general model also failed to detect a significant association for 
either a single copy (P = 0.97) or two copies (P = 0.24) of the 
F31I polymorphism compared with no copies. 

In an effort to account for possible survival bias and the 
inclusion of prevalent cases in the collection of BRCAl and 

Table 2. Association of AURKA F31I w i th breast cancer risk 

Group Oor 1 copy lie allele 2 copies lie allele HR (95% CI), 
all r acoc 

HR (95% CI),* 
inr'iriprxf r a c o c 

Unaffected Affected Person-
years 

Unaffected Affected Person-
years 

a l l Ctl___>t:S Ult-IUCIIL L a 9 C 3 

Overall 3,128 3,696 296,122 175 188 15,793 0.91 (0.77-1.06) 0.84 (0.65-1.08) 
By mutation status 

BRCAl 2,237 2,460 200,406 129 120 10,754 0.90 (0.75-1.08) 0.90 (0.66-1.22) 
BRCA2 893 1,245 96,110 46 68 5,039 0.93 (0.67-1.29) 0.67 (0.44-1.03) 

By menopausal status 
Premenopausal 1,935 2,049 242,208 111 106 12,834 0.84 (0.69-1.03) 0.83 (0.60-1.15) 
Postmenopausal 1,193 1,647 53,914 64 82 2,959 0.96 (0.75-1.23) 0.77 (0.51-1.16) 

By oophorectomy status 
N o 1,772 2,318 201,303 101 107 10,474 0.85 (0.69-1.05) 0.82 (0.58-1.15) 
Yes 510 160 3,793 28 9 213 1.10 (0.56-2.18) 1.03(0.39-2.78) 
Missing 846 1,218 91,026 46 72 5,106 0.97 (0.75-1.26) 0.86 (0.55-1.34) 

By study site 
MAGIC 559 423 41,554 29 20 2,002 1.02 (0.63-1.67) 
GEMO 347 597 40,913 13 39 2,266 1.33 (0.97-1.82) 
EMBRACE 353 378 30,757 16 14 1,318 0.70 (0.37-1.32) 
Poland 399 285 30360 28 22 2,197 0.98 (0.65-1.47) 
kConFab 322 362 29,568 22 10 1,251 0.64 (0.34-1.22) 
GCHBOC 157 432 24,819 8 30 1,698 0.94 (0.65-1.37) 
MSKCC 182 268 19,371 5 9 591 0.79 (0.38-1.66) 
Ontario 79 217 13,069 14 8 1,012 0.33 (0.13-0.82) 
LUMC 129 106 10,350 11 5 715 0.68 (0.32-1.44) 
Lund 113 102 11,401 7 9 803 1.05 (0.55-1.99) 
MOD-SQUAD 78 104 7,760 4 6 388 1.56 (1.04-2.36) 
HEBCS 75 108 8,451 4 2 344 0.27 (0.05-1.96) 
DKFZ 61 110 6,714 1 2 109 7.05 (0.66-75.2) 
MAYO 41 71 4,998 2 8 442 1.41 (0.65-3.07) 
INHERIT 76 70 6,668 2 3 225 1.29 (0.45-3.67) 
NCI 157 63 9,371 9 1 433 0.28 (0.05-1.77) 

NOTE: Weighted Cox proportional hazards regression analysis, modeling AURKA F31I as a recessive genotypic effect. Results overall by menopausal status and by 
oophorectomy status account for birth cohort, group status, country, and mutation status. Mutation-specific results account for birth cohort, group status, and country. 
Group-specific results account for birth cohort, mutation status, and country. Robust variance estimates were used to correct for possible nonindependence of study 
subjects. 
*Cox proportional hazards regression analysis restricted to cases for whom genetic diagnosis is less than 3 y after breast cancer diagnosis. 
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BRCA2 carriers, we repeated our analysis after excluding cases 
diagnosed more than 3 years before the date of ascertainment. 
For this analysis, we excluded records where an age at 
interview was not provided. Overall, the mean difference 
between age of diagnosis and age at interview for the 3,422 
cases with available data was 8.7 years. Of these, 1,322 (38.6%) 
cases had been diagnosed less than 3 years before the date of 
ascertainment. When excluding prevalent cases, no association 
between the De/De genotype and breast cancer risk was 
observed, and the risk estimates were siirtilar to those obtained 
when using both prevalent and incident cases (Table 2). 

Discussion 

OveraD, no evidence of a significant association between 
homozygosity for the F31I AURKA polymorphism and breast 
cancer risk in BRCAl and BRCÂ2 mutation carriers in 
combination or alone was observed. These results were 
somewhat unexpected given the known functional relation
ship between AURKA and BRCAl (18), the known influence of 
F31I on AURKA protein stabDity (1), and the significant 
associations with cancer risk reported in several studies of 
unselected breast cancer cases and controls. Although the 
variant does not seem to modify predisposition to cancer in 
this combined group of mutation carriers, the possibility 
remains that the De/De genotype influences tumor progression 
or clinical outcome or modifies cancer risk in conjunction with 
other risk factors. The suggestion of a modestly protective 
effect of the De/De genotype in this study particularly when 
restricting the study to incident cases supports this possibiMty. 
Interestingly, a study of bUateral breast cancer cases also 
identified a nonsignificant protective effect for the Ile/De 
genotype (9). This common protective effect among individ
uals at higher risk of breast cancer in the Caucasian population 
suggests that homozygosity for the F31I polymorphism may 
reduce cancer risk in high-risk groups while possibly 
increasing risk in the general population. Additional studies 
of other high-risk populations and the combined effects of 
other risk factors are needed to further evaluate these 
possibUities. 

In this study, we accounted for the effects of both bUateral 
prophylactic oophorectomy and menopausal status effects by 
treating these factors as time-dependent variables in the 
analysis. As bUateral prophylactic oophorectomy is known to 
reduce breast cancer risk by -50% in BRCAl and BRCA2 
mutation carriers (19), we chose to account for the remaining 
risk of cancer in women undergoing prophylactic oophorec
tomy by assessing it as an additional time-varying covariate 
rather man by censoring the follow-up of the women at the 
time they underwent this procedure. In addition, we did a 
sensitivity analysis to assess the potential for survival bias in 
our analyses by restricting the study to women more Dkely to 
have incident cases of breast cancer. Although no change in the 
significance of the results was observed following this 
approach, it is important to evaluate this possibility in any 
study, whether single site or multicenter, of individuals at 
significantly elevated risk of cancer. 

This report represents the largest association study con
ducted to date in BRCAl and BRCA2 carriers. It also is the first 
report from CIMBA, an international consortium established to 
provide sufficient statistical power to test candidate single 
nucleotide polymorphisms as modifiers of cancer risk in 
BRCAl and BRCA2 mutation carriers and to refine breast 
cancer risk prediction in this population. The operating 
principles of CIMBA are as foUows. (a) CIMBA is open to 
any group that can contribute genotype and phénotype 
information on at least 92 BRCAl and/or BRCA2 mutation 
carriers. Groups with smaller collections of carriers are 
encouraged to participate through partnership with a larger 
group, (b) Phenotypic data obtained from risk factor ques

tionnaires and/or medical records are uniformly coded and 
stored in a centralized CIMBA database. These data include 
year of birth, mutation description, ethnicity, country of 
residence, age at last follow-up, ages at breast and ovarian 
cancer diagnosis, age at bUateral prophylactic mastectomy, age 
at bilateral prophylactic oophorectomy, and status and age at 
menopause, (c) Panels of single nucleotide polymorphisms for 
genotyping are selected every 6 months at a CIMBA group 
meeting, {d) Only single nucleotide polymorphisms that show 
significant associations, either in the published literature or in 
data available to a member group, at P < 0.01, are considered, 
(e) Each investigator/group is free to participate or not in any 
round of genotyping. (f) Genotyping quaUty control standards 
must be foUowed (2% duplicates, caD rates >95%, randomized 
arrangement of affected and unaffected carriers for genotyp
ing). (g) Genotyping data from participating centers are pooled 
and analyzed as outlined in the CIMBA analysis plan. This 
study represents the first genetic modifier study conducted by 
CIMBA using these guidelines. 

This study of 7,187 BRCAl and BRCA2 carriers had 80% 
power to detect significant (P < 0.05) protective recessive 
effects with HRs of <0.82 for the F31I allele. We therefore 
conclude that the present study has a sufficient sample size to 
assess with reasonable confidence the involvement of the F31I 
aDele in the modification of breast cancer risk among BRCAl 
and BRCA2 mutation carries. It also shows the importance of 
large consortia, such as CIMBA, in evaluating the associations 
between genetic markers and cancer risk. 

Appendix 1. Study Collaborators 

MAGIC collaborators: Susan Neuhausen, University of 
California Irvine, Irvine, CA; Timothy Rebbeck, Susan Domchek, 
Katherine Nathanson, University of Pennsylvania School of 
Medicine, Philadelphia, PA; Theresa Wagner, Medical Univer
sity of Vienna, Vienna, Austria; Judy Garber, Dana-Farber 
Cancer Institute, Boston, MA; Henry Lynch, Creighton 
University, Omaha, NE; Claudine Isaacs, Lombardi Cancer 
Center, Georgetown University, Washington, DC; Jeffrey 
Weitzel, City of Hope Cancer Center, Duarte, CA; Olufunmi-
layo Olopade, University of Chicago, Chicago, IL; Steven 
Narod, Centre for Research in Women's Health, Toronto, 
Ontario, Canada; Mary Daly and Andrew Godwin, Fox Chase 
Cancer Center, PhUadelphia, PA; GaU Tomlinson, University 
of Texas Southwestern Medical Center at DaUas, DaDas, TX; 
Fergus Couch, Mayo Clinic, Rochester, MN. 

GEMO study collaborators: Agnès Chompret, Brigitte 
Bressac-de-PaUlerets, Véronique Byrde, Corinne Capoulade, 
Gilbert Lenoir, Institut Gustave Roussy, ViUejuif, France; 
Yves-Jean Bignon, Nancy Uhrhammer, Centre Jean Perrin, 
Clermont-Ferrand, France; Marion Gauthier-VUlars, Muriel 
Belotti, Antoine de Pauw, Dominique Stoppa-Lyonnet, Institut 
Curie, Paris, France; Laure Barjhoux, Mélanie Leone, Sophie 
Giraud, Olga Sinilnikova, Hospices Civils de Lyon/Centre 
Léon Bérard, Lyon, France; Christine Lasset, Valérie Bonadona, 
Centre Léon Bérard, Lyon, France; Agnès Hardouin, Pascaline 
Berthet, Centre François Baclesse, Caen, France; Hagay 
Sobol, Institut PaoD Calmettes, Marseille, France; Horence 
Coulet, Chrystelle Colas, Florent Soubrier, Hôpital Pitié-
Salpétrière, Paris, France; IsabeUe Coupier, CHU de Arnaud-de-
VUleneuve, MontpeUier, France; Jean-PhiUppe Peyrat, Joëlle 
Fournier, PhUippe Vennin, Claude Adenis, Centre Oscar 
Lambret, Lille, France; Catherine Nogues, Centre René 
Huguenin, St. Cloud, France; Rosette Lidereau, Institut 
National de la Santé et de la Recherche Médicale U735, Centre 
René Huguenin, St. Cloud, France; Danièle Muller, Jean-Pierre 
Fricker, Centre Paul Strauss, Strasbourg, France; Michel Longy, 
Institut Bergonié, Bordeaux, France; Christine Toulas, Rosine 
Guimbaud, Laurence Gladieff, Viviane FeUlel, Institut Claudius 
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Regaud, Toulouse, France; Sylvie Mazoyer, Centre National de la 
Recherche Scientifique UMR5201, Lyon, France; Henry T. Lynch, 
Creighton University, Omaha, NE; Drakoulis Yannoukakos, Na
tional Center for Scientific Research Demokritos, Athens, Greece. 

EMBRACE coUaborators: Coordinating Centre, Cambridge: 
Douglas Easton, Antonis Antoniou, Susan Peock, Margaret 
Cook; North of Scotland Regional Genetics Service, Aberdeen: 
Neva Haites, Helen Gregory; Northern Ireland Regional 
Genetics Service, Belfast: Patrick J. Morrison; West Midlands 
Regional Clinical Genetics Service, Birmingham: Trevor Cole, 
Carole McKeown; South West Regional Genetics Service, 
Bristol: Alan Donaldson; East AngDan Regional Genetics 
Service, Cambridge: Joan Paterson; Medical Genetics Services 
for Wales, Cardiff: Jonathon Gray; St. James's Hospital and 
National Centre for Medical Genetics, DubUn: Peter Daly, 
David Barton; South East of Scotland Regional Genetics 
Service, Edinburgh: Mary Porteus, Michael Steel; Peninsula 
Clinical Genetics Service, Exeter: Carole Brewer, JuUa Rankin; 
West of Scotland Regional Genetics Service, Glasgow: Rose-
marie Davidson, Victoria Murday; South East Thames Region
al Genetics Service, London: Louise Izatt, GabrieDa Pichert; 
North West Thames Regional Genetics Service, Harrow: Huw 
Dorkins; Leicestershire Clinical Genetics Service, Leicester: 
Richard Trembath; Yorkshire Regional Genetics Service, Leeds: 
Tim Bishop, Carol Chu; Merseyside and Cheshire Clinical 
Genetics Service, Liverpool: Ian ElDs; Manchester Regional 
Genetics Service, Manchester: Gareth Evans, Fiona Lalloo, 
Andrew Shenton; North East Thames Regional Genetics 
Service, London: James Mackay, Anne Robinson; Nottingham 
Centre for Medical Genetics, Nottingham: Susan Ritchie, 
Sandy Raeburn; Northern Clinical Genetics Service, Newcastle: 
Fiona Douglas, John Burn; Oxford Regional Genetics Service, 
Oxford: Sarah DureD; Department of Cancer Genetics, Royal 
Marsden Hospital: Ros Eeles; North Trent Clinical Genetics 
Service, Sheffield: Jackie Cook, Oliver QuarreD; South West 
Thames Regional Genetics Service, London: Shirley Hodgson; 
and Wessex Clinical Genetics Service, Southampton: Diana 
Eccles, Anneke Lucassen. 

GCHBOC study coDaborators: Beatrix Versmold and Rita 
Schmutzler, Division of Molecular Gyneco-Oncology, Univer
sity of Cologne, Cologne, Germany; Christoph Engel, Institute 
for Medical Informatics, Statistics and Epidemiology, Univer
sity of Leipzig, Leipzig, Germany; Alfons Meindl, Department 
of Gynaecology and Obstetrics, Technical University, Munich, 
Germany; Christian Sutter, Institute of Human Genetics, 
University of Heidelberg, Heidelberg, Germany; Jurgen 
Horst, Institute of Human Genetics, University of Muenster, 
Muenster, Germany; Dieter Schaefer, Institute of Human 
Genetics, University of Frankfurt, Frankfurt, Germany; Norbert 
Arnold, University of Schleswig-Holstein, Campus Kiel, Kiel, 
Germany; Wera Hofmann, Max Delbriick Center for Molecular 
Medicine, Berlin, Germany; Dieter Niederacher, University of 
Dusseldorf, Diisseldorf, Germany; Helmut Deissler, University 
of Ulm, Ulm, Germany; Karin Kast, University of Dresden, 
Dresden, Germany. 

kConFab coDaborators: Georgia Chenevix-Trench, Amanda 
Spurdle, http://www.kconfab.org/Organisation/Members. 
shtml 

MOD-SQUAD coDaborators: Michal Zikan, Petr Pohlreich, 
Zdenek Kleibl, Charles University, Prague, Czech RepubUc; 
Lenka Foretova, Machackova Eva, Lukesova Miroslava, 
Masaryk Memorial Cancer Institute, Brno, Czech RepubDc. 

The LUMC collaborators: Peter DevUee, Maaike P.G. Vreeswijk, 
Hans F.A. Vasen, H. Meijers-Heijboer, and D. HaUey. 

HEBCS: HeD Nevanlinna, Johanna Tommiska, Kristiina 
Aittomaki, Carl Blomqvist, Kirsimari Aaltonen, Anmitta 
Tamminen, Helsinki University Central Hospital, Helsinki, 
Finland. 

INHERIT BRCAs collaborators: Paul Bessette, Service de 
Gynécologie, Centre HospitaDer Universitaire de Sherbrooke, 

Heurimont, Quebec, Canada; Peter Bridge, Molecular Diag
nostic Laboratory, Alberta ChUdren's Hospital, Calgary, 
Alberta, Canada; Jocelyne Chiquette and Louise Provencher, 
Clinique des Maladies du sein Deschênes-Fabia, Hôpital du 
saint-Sacrement, Quebec City, Quebec, Canada; Rachel 
Laframboise, Service de Médecine Génétique, CHUQ Pavillon 
CHUL, Quebec City, Quebec, Canada; Jean Lépine, Centre 
HospitaDer Regional de Rimouski, Rimouski, Quebec, Canada; 
Bernard Lespérance and Roxane Pichette, Service d'hémato-
oncologie, Hôpital du Sacré-Coeur, Montréal, Quebec, Canada; 
Marie Plante, Service de Gynécologie, CHUQ L'Hôtel-Dieu de 
Québec, Quebec City, Quebec, Canada; and Patricia Voyer, 
Clinique des maladies du sein, Carrefour de Santé de 
Jonquière, Jonquière, Quebec, Canada. 

MAYO coDaborators: Fergus J. Couch, Noralane Lindor, 
Linda Wadum, KUey Johnson, Jennifer Mentlick, Janet Olson, 
Mayo Clinic College of Medicine, Rochester, MN. 
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