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RESUME

Les génes de susceptibilité connus n’expliquent qu’environ 25% des cas de cancer du sein
familiaux. La recherche de nouveaux génes de susceptibilité s’aveére donc primordiale. Les
genes de la famille FANC sont des candidats intéressants, car au moins quatre géenes FANC
ont été¢ associés a un risque accru de cancer du sein. Le géne FANCC se démarque
¢galement par sa localisation principalement cytoplasmique et ses roles dans diverses voies
dans ce compartiment. Le séquencage des exons et des régions introniques avoisinantes ont
permis d’identifier six variants, dont deux semblent intéressants. c.816G>A mene a un
changement d’acide aminé pouvant affecter la fonction de FANCC alors que le variant
c.896+81G>A se retrouve plus fréquemment chez les cas de cancer du sein par rapport a
une cohorte de femmes non atteintes. L’analyse de ’ADN complémentaire (ADNc) a
permis d’identifier trois variants d’épissage dont un jamais rapporté. L’impact de ces

variants sur la fonction de la protéine FANCC demeure trés peu étudié.
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AVANT-PROPOS

Ce mémoire est présenté avec insertion d’article. L’introduction se veut une revue de la
littérature pertinente la plus compléte possible et traitant des divers aspects en lien avec
mon sujet de recherche. Elle sert également a définir mes hypothéses de recherche et a
justifier les manipulations réalisées.

Le chapitre 1 comprend essentiellement les résultats de laboratoire obtenus tout au long de
ma maitrise, sous forme d’article scientifique rédigé en anglais pour faciliter la publication.
Ce projet fait suite a des recherches entamées par Dr Jacques Simard qui avait analysé les
génes BRCAI et BRCA2 dans une cohorte de femmes canadiennes-frangaises atteintes de
cancer du sein et/ou de I’ovaire et provenant de familles a risque ¢€levé. Les patientes chez
lesquelles aucune mutation délétére dans ces deux geénes n’a pu étre identifiée ont par la
suite été étudiées dans 1’équipe de ma directrice de mémoire, Dre Francine Durocher, dans
le but d’identifier de nouveaux geénes de susceptibilité. Ce chapitre traite donc
principalement des résultats du séquengage du géne candidat FANCC et de 1’analyse des
résultats ainsi obtenus. Il touche également aux formes d’épissages alternatifs qui ont pu
étre discernées lors de 1’analyse de ’ADNc de patientes. Ces résultats seront soumis sous
peu pour publication. L’aide indispensable du Dr Yvan Labrie en lien avec la rédaction de
cet article se doit d’ailleurs d’étre soulignée ainsi que la contribution de Genevieve
Ouellette pour son aide lors de certaines manipulations.

Le mémoire se termine par une conclusion qui rappelle les points principaux de 1’étude et
qui se penche sur les forces ainsi que les limites de la méthodologie utilisée. Les avenues de
recherche futures en lien avec ce sujet y sont également explorées.
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INTRODUCTION

1. CANCER DU SEIN

1.1. STATISTIQUES SUR LE CANCER DU SEIN
Le cancer du sein est un type de cancer qui se démarque des autres non seulement par sa
fréquence ¢élevée chez les femmes, mais également parce qu’il touche directement un des
symboles de la féminité. Bien qu’elle ait ét¢ étudiée de maniére intensive, plusieurs aspects
de cette maladie demeurent encore inconnus. Plus d’un million de cas de cancer du sein
sont diagnostiqués chaque année a travers le monde et pres de 500 000 femmes en meurent
durant la méme période (1). Selon les dernicres statistiques disponibles, on devrait
s’attendre a diagnostiquer environ 23 200 cas de cancer du sein pour I’année 2010 au
Canada (dont 6 100 au Québec), ce qui représente 500 cas de plus que pour ’année 2009
(2). Le nombre de déces causé par cette maladie pour I’année 2010 serait de 5 300 au

Canada et de 1 400 au Québec (2).

Lorsqu’on analyse les statistiques publiées par divers organismes sur le cancer du sein, on
observe que le nombre de cas diagnostiqués augmente légerement chaque année depuis le
début des années 1980-1990 (2; 3). Il est évident que I’'implantation d’un programme de
dépistage par mammographie a grande échelle en est partie responsable (4). Selon les
données publi¢es pour le Québec, on remarque qu’il y a eu une forte augmentation des cas
diagnostiqués lors des dix premieres années du programme de dépistage, puis cette
augmentation s’est atténuée au cours des années subséquentes (4). Le vieillissement de la
population est un autre facteur important qui contribue a faire augmenter le nombre de cas
de cancer du sein (et de tous les types de cancer) (2). On doit donc s’attendre a ce que la
fréquence des cancers du sein continue d’augmenter tant que cette tendance démographique

sera présente.

Par contre, malgré une augmentation constante du nombre de cas diagnostiqués, la
mortalité tend a diminuer d’une année a I’autre (2; 4). Le diagnostic précoce de la maladie
grace a I’application de méthodes sensibles a grande échelle et ’amélioration de I’efficacité

des traitements explique en grande partie cette baisse du taux de mortalité.



1.2. FACTEURS DE RISQUE
Le tableau 1 résume la plupart des facteurs qui sont reconnus pour influencer a divers
degrés le risque de développer un cancer du sein. Il est intéressant de noter qu’une bonne
partie de ces facteurs peuvent €tre interprétés en tenant compte de leur influence sur
I’exposition des femmes aux estrogenes. En effet, I’augmentation du risque de tous les
facteurs reproductifs, la grande taille, le poids élevé a la naissance ainsi que 1’exposition a
des sources exogenes d’estrogéne (contraceptifs oraux et traitements hormonaux
substitutifs) peut étre expliquée par le fait qu’une exposition accrue aux estrogeénes favorise

le développement de tumeurs mammaires.

L’histoire familiale est un autre critére important qui influence le risque relatif de
développer un cancer du sein. En effet, une analyse de plus de 58 000 cas de cancer du sein
et 100 000 contréles a permis de déterminer qu’une personne est plus a risque de
développer un cancer du sein lorsque ses apparentées au premier degré sont atteintes (5). Le
risque relatif est de 1,80 lorsqu’une apparentée est atteinte, de 2,93 lorsque deux
apparentées sont atteintes et de 3,90 pour trois apparentées ou plus qui ont développé un
cancer du sein. De plus, plus I’age au diagnostic est bas chez les apparentés, plus le risque
relatif de développer un cancer du sein augmente. Bien que la ségrégation de la maladie
dans une famille puisse théoriquement étre expliquée par des facteurs environnementaux
partagés, les études réalisées chez des jumeaux monozygotes favoriseraient plutot la
présence de facteurs génétiques (6-8). Il est peu probable que des facteurs

environnementaux puissent expliquer plus de 10% des cas de cancers du sein familiaux (9).



Tableau 1: Facteurs modifiant le risque de développer le cancer du sein.

Facteurs reproductifs

Puberté précoce ™"
Forte densité mammaire ™
Nulliparité ™"
Grossesse apres 40 ans 1
M¢énopause tardive 1
Nombre ¢élevé de grossesse a terme l
Allaitement l

Facteurs environnementaux et habitudes de vie

Provenance: Amérique du Nord ou Europe ™
Exposition a des radiations )
Prise de contraceptifs oraux )
Traitements hormonaux substitutifs 1
Alimentation riche en gras saturé 1
Consommation d’alcool 1
Déficience en folate 1
Classe socioéconomique élevée )
Provenance: Afrique ou Asie N
Exercice physique l
Facteurs génétiques
Histoire familiale ™
Mutations de forte pénétrance (BRCA1/2) ™
Mutations de faible pénétrance 1
Autres facteurs
Age avancé "
Affections mammaires antérieures bénignes ™
Grande taille 0
Poids ¢€levé a la naissance 1

Adapté des articles: McPherson et coll. 2000 (10), Key et coll. 2001 (11), Sakorafas et coll. 2002
(12), Brekelmans 2003 (13), Singletary 2003 (14), Dumitrescu et Cotarla 2005 (15), Veronesi et
coll. 2005 (16), Narod 2006 (17) et Khan et coll. 2010 (18).

11: Forte augmentation du risque ~ 1: Augmentation modérée du risque
l]: Forte diminution du risque |: Diminution modérée du risque



1.3. GENES DE SUSCEPTIBILITE
Les geénes de susceptibilité connus n’expliquent qu’environ 25% a 50% des cas familiaux
de cancer du sein, selon les cohortes étudiées. Plusieurs modeles de transmission peuvent
expliquer I’agrégation familiale. Le mode¢le polygénique semble étre le plus probable (8;
19-23). Selon ce modele, plusieurs mutations plus ou moins fréquentes dans la population,
mais avec une faible pénétrance, agiraient ensemble de mani¢re multiplicative pour
augmenter le risque de développer un cancer du sein. Une conséquence de ce modele serait
qu’une forte proportion de cancer se développerait dans un sous-groupe de la population a
risque ¢élevé (possédant de nombreux alleéles de susceptibilité) (21). Des études
d’associations conduites a I’échelle génomique ont d’ailleurs connu un certain succes a cet
égard au cours des derniéres années (voir tableau 2). On constate que tous les
polymorphismes ainsi trouvés n’augmentent que faiblement le risque de développer un
cancer du sein par lui-méme (la plus forte augmentation du risque étant de 1,63 pour les
personnes qui portent ’alléle rare a 1’état homozygote). Par contre, leur fréquence ¢€levée
fait qu’une proportion non négligeable de la population peut étre porteuse de plusieurs
alléles de susceptibilité a 1’état homozygote et conséquemment avoir un risque important de
développer cette maladie. On doit tout de méme noter que dans la majorité des études, le
variant causal n’a pas pu étre identifié hors de tout doute, méme lorsque des génes ont €t

proposés pour expliquer I’association.

Depuis la découverte de BRCAI (24), BRCA2 (25) et TP53 (26) qui ont une forte
pénétrance, peu d’études ont réussi a mettre en évidence d’autres génes associés a une forte
augmentation du risque de développer un cancer du sein. Il semble donc que si d’autres
génes du méme calibre existent, ils n’expliqueraient qu’une faible proportion des cas.
Certains chercheurs ont tout de méme postulé 1’hypothése qu’une proportion importante
des cas de cancer du sein pourrait étre causée par de nombreuses mutations rares, conférant
une augmentation modérée a élevée du risque (27). De telles mutations pourraient étre
spécifiques a certaines populations chez lesquelles la fréquence de I’allele mineur serait
augmentée par D’effet fondateur et la dérive génétique. Les genes ATM, BRIPI/FANCJ,
PALB2/FANCN et CHEK?2 en sont de bons exemples (28). D’ailleurs, on retrouve des



mutations fondatrices dans les genes BRCAI, BRCA2, PALB2/FANCN et CHEK?2 dans la
population canadienne-frangaise (29-35).

La meilleure méthode pour détecter des geénes de susceptibilité peu fréquents, mais avec
une pénétrance modérée est le reséquencage de génes candidats. Malgré de nombreuses
recherches, seulement un nombre limité de geénes dans cette catégorie a pu €tre mis en
évidence. En plus des geénes mentionnés précédemment (A7M (36), BRIP1/FANCJ (37),
PALB2/FANCN (32) et CHEK?2 (38)), on peut également ajouter les genes STKI11/LKBI1
(39), PTEN (40), RAD51C/FANCO (41), NBN/NBS1 (42) et RAD50 (43).



Tableau 2: Polymorphismes communs de faible pénétrance trouvés grace a des études

d’association a 1’échelle génomique.

Position Géne RefSe Fréq. OR OR
ostto proposé q allélique hétérozygotes homozygotes
2q33  CASP8  rsl045485 0,13 0,89 0,74 E“g;
19913 TGFBI  rs1982073 038 1,07 1,16 (44)
10426  FGFR2  rs2981582 038 1,23 1,63 (5‘55)
(46,
1612  TOX3  rs3803661 025 1,23 1,39 85
(45;
Sqi1  MAP3K1  rs889312 028 1,13 1,27 46.30)
11q15  LSPI  rs3817198 030 1,06 1,17 2465);
(45;
8q24 113281615 0,40 1,24 1,79 46.30)
2435 rs13387042 0,57 L1 1,44 (S‘g;
. . (45;
Spl2  MRPS30 rs10941679 0,24 9. 30)
6025  ESRI  rs2046210 035 136 1,59 (5425);
3p24  SLCAAT  1s4973768 046 1,12 1,23 (5‘;5);
1723 COXI1  rs6504950 0,27 0,96 0,89 2435);
(45;
Ipll rs11249433 0,39 1,16 1,30 50
1424 RADSILI 1999737 076 0.94 0,70 (5‘55);
9p21 11011970 0,17 1,07 1,29 45)
10p14 rs2380205 0,43 0.95 0,89 (45)
10p21  ZNF365 1510995190 0,15 0,84 0,83 45)
10q22 1704010 0,39 111 1,13 (45)
11qi3 614367 0,15 1,16 127 45)

* Seule ’augmentation relative du risque pour I’alléle est disponible (OR = 1,27).



11 est fort probable qu’il y ait un continuum pour la fréquence des alléles de susceptibilité et
pour leur pénétrance. Le fait qu’elles apparaissent en diverses catégories plus ou moins
distinctes (alleles rares conférant un risque ¢élevé, alléles rares conférant un risque modéré
et alleles fréquents conférant un faible risque) refléterait plutot les limitations des
technologies qui détectent plus facilement les cas situés dans les extrémes de la distribution

(28).

1.3.1. Les syndromes associés aux genes de susceptibilité
Une partie des genes de susceptibilité mentionnés dans la derniére section sont également
associés avec des syndromes héréditaires caractérisés entre autres par une forte
prédisposition a développer divers cancers (dont le cancer du sein). Une partie de ces
syndromes sont transmis de maniere autosomique dominante. Le syndrome de Li-Fraumeni
(54) est causé par des mutations dans le gene TP53 (55). La description classique du
syndrome consiste en un sarcome diagnostiqué avant I’dge de 45 ans avec un apparenté
ayant développé un cancer dans le méme intervalle, ainsi qu’un autre apparenté au premier
ou au deuxieme degré qui a développé n’importe quel type de cancer également avant 45
ans ou un sarcome a n’importe quel age (26). Depuis, d’autres descriptions moins séveres
du syndrome ont été proposées, dont les criteres de Chompret (56; 57) et le syndrome de
Li-Fraumeni /ike (58). L’utilisation de ces criteres permet de trouver des mutations
délétéres dans le gene 7P53 chez des patients qui n’auraient pas été inclus selon les critéres
classiques du syndrome de Li-Fraumeni (59). Des mutations dans le géne CHEK? seraient
responsables de certains cas du syndrome de Li-Fraumeni (60), quoique son implication

dans ce syndrome ait été remise en question (61).

Les porteurs hétérozygotes de mutations dans le géne PTEN sont atteints du syndrome de
Cowden (62; 63). Cette maladie est caractérisée par des hamartomes (des malformations
tissulaires d’aspect tumoral) qui peuvent toucher tous les tissus, par la présence de
macrocéphalie ainsi que par une prédisposition a développer plusieurs types de cancer
(principalement du sein, de la thyroide et de I’endométre) (64). Dans environ 20% des cas
du syndrome de Cowden, on ne retrouve pas de mutations dans le géne PTEN (64). Une

certaine proportion des cas du syndrome de Bannaran-Riley-Ruvalcaba seraient causés par



des mutations dans ce gene (65), la maladie de Lhermitte—Duclos (66) et certaines formes

d’autismes (possiblement en lien avec la macrocéphalie) (67; 68).

Le syndrome de Peutz-Jeghers (69; 70) est caractéris¢ par la présence de polypes
intestinaux et gastriques généralement accompagnés par une pigmentation anormale de la
peau et des muqueuses (71). Les patients sont également a risque de développer plusieurs
types de cancers, principalement intestinaux, mais également du sein (72-77). On retrouve
ce syndrome chez les porteurs de mutations a 1’état hétérozygote du geéne suppresseur de

tumeur STK11/LKBI (78;79).

Des mutations récessives dans les génes ATM (80) et NBSI/NBN (81) sont associées a
I’ataxie télangiectasie (82; 83) et au syndrome de Nimeégue (Nijmegen) (84),
respectivement. Au niveau cellulaire, ces deux syndromes sont pratiquement indissociables,
étant tous les deux caractérisés par de I’instabilité chromosomique, de la radiosensibilité, de
la synthése d’ADN radiorésistante et par une défaillance pour 1’arrét du cycle cellulaire en
phase G1/S et G2/M (85). L’ataxie télangiectasie est caractérisée par une ataxie
cérébelleuse progressive (perte de coordination pour les mouvements volontaires), une
immunodéficience menant au développement de nombreuses infections, de la
radiosensibilité clinique ainsi qu’une prédisposition a développer plusieurs types de cancers
(83). On retrouve également la présence de vaisseaux sanguins dilatés principalement au
niveau des yeux qu’on nomme la télangiectasie (83). Outre I’ataxie et la télangiectasie,
toutes ces caractéristiques se retrouvent chez les patients atteints du syndrome de Nimegue

(Nijmegen) (86).

Finalement, I’anémie de Fanconi sera traitée au cours de la prochaine section.



2. ANEMIE DE FANCONI

2.1. MANIFESTATIONS CLINIQUES
2.1.1. Défauts congénitaux
Le spectre des défauts congénitaux observés chez les patients atteints d’anémie de Fanconi
(AF) est extrémement vaste. Chez certains patients, aucun défaut congénital n’est observé
(87) alors qu’un phénotype beaucoup plus sévere est présent pour d’autres, incluant de
nombreuses malformations touchant divers organes (88). Tous les systeémes du corps
humain peuvent étre potentiellement atteints par ce syndrome. Parmi les anormalités les
plus fréquemment rencontrées, on note les malformations squelettiques (71% des cas), une
pigmentation anormale de la peau (64%), une petite taille (63%), une microphtalmie (de
petits yeux; dans 38% de cas), des défauts au niveau des reins et du tractus urinal (34%) et
un sous-développement du systeme génital chez les males (20%) (89). On retrouve, moins
fréquemment, un retard mental, un faible poids a la naissance, des malformations du
systéme digestif, du coeur et des poumons, du systéme auditif, du systéme génital féminin et
du systeme nerveux central (90). De plus, une étude a démontré qu’environ 92% des
patients de plus de 18 ans sont atteints d’ostéopénie ou bien d’ostéoporose (91). La figure 1

est un résumé des principales déformations retrouvées chez les patients AF.

Prés du tiers des personnes atteintes d’AF ne présentent aucune malformation (89). Le
diagnostic d’AF pour ce sous-groupe sans malformations congénitales majeures arrive en
moyenne beaucoup plus tard que chez les patients en présentant (92). Une analyse plus
poussée semble par contre démontrer que des malformations plus subtiles, telles que des
parametres de croissance inférieurs au 5e percentile, des anomalies dans la pigmentation de
la peau ou une microphtalmie, sont présentes chez pratiquement tous les cas (93). De telles
malformations mineures, se retrouvant parfois chez des patients souffrant d’autres
syndromes ou méme dans la population en général, sont facilement manquées lors des
examens médicaux de routines. Il est d’ailleurs fort probable que plus d’un tiers des
patients souffrant d’AF ne présentent pas de malformations congénitales majeures, car il
semble y avoir un biais favorisant les cas les plus sévéres lors de la description de la

maladie. En effet, on retrouve généralement moins de malformations congénitales chez les



apparentés atteints d’AF que chez les patients ayant été les premiers de leur famille a en

recevoir le diagnostic (94).

Il est intéressant de noter la grande variabilité phénotypique observée chez les patients, y

compris ceux provenant du méme sous-groupe de complémentation (95), avec la méme

mutation (96; 97) ou encore chez des jumeaux monozygotes (98; 99). Un patient avec un

pouce surnuméraire pour une main et un pouce dysplasique pour ’autre a également été

décrit (100). 11 semble donc que les malformations congénitales observées chez les

nombreux patients ne soient pas causées directement par un défaut de la voie FANC, mais

plutdt que ce soit le mauvais fonctionnement de cette voie qui créerait un environnement

propice a leur apparition lors du développement des personnes atteintes.

Figure 1: Caractéristiques typiques retrouvées chez les patients AF.
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Troubles hématopoiétiques

C’est généralement lors de 1’apparition de troubles hématopoiétiques importants que les
médecins commencent a soupgonner que 1I’AF puisse étre en cause, méme lorsqu’il y a
présence de plusieurs malformations congénitales typiques a cette maladie (93).
Pratiquement toutes les personnes atteintes d’AF vont développer des troubles
hématopoiétiques au cours de leur vie, ce qui en fait la principale manifestation clinique de
la maladie. En effet, on estime que leur incidence cumulative peut atteindre 90% (101-103).
Ces troubles sont les principaux facteurs de morbidité et de mortalité associés a I’AF (104),
méme si environ 40% des défaillances de la moelle osseuse ne nécessitent pas de traitement

(105).

Les premiers désordres hématopoiétiques auxquels les patients AF doivent faire face sont
généralement les cytopénies qui peuvent toucher tous les ¢éléments cellulaires du sang, que
ce soit les globules rouges (anémie), les globules blancs (leucopénie) ou les plaquettes
(thrombocytopénie) (106). La thrombocytopénie est généralement la premiere cytopénie a
se présenter (107). La probabilit¢ qu’un patient AF se présentant avec une
thrombocytopénie développe une pancytopénie dans les 20 années suivantes est estimée a
84% (108). A I’inverse, il arrive que des patients AF manifestant un décompte anormal des
cellules sanguines demeurent dans cet état indéfiniment (107). Les défaillances de la moelle
osseuse sont généralement diagnostiquées vers 1’dge de 7 ans, bien que cet age puisse varier
énormément (108). Il est estimé qu’environ 12% des patients AF meurent directement de
complications associées a une défaillance de la moelle osseuse (103) et le pourcentage

pourrait atteindre 38% a 45 ans (108).

Les syndromes my¢lodysplasiques (SMD) sont en fait un regroupement de syndromes dont
le critere minimal nécessaire au diagnostic est la présence de plus de 10% de cellules
dysplasiques (dont la maturation n’a pas lieu correctement) dans la moelle osseuse pour
n’importe laquelle des lignées découlant de la lignée myéloide (109). D’autres critéres sont
ensuite nécessaires pour discerner entre les divers types de SMD, dont la proportion de
blastes (globules blancs immatures) en circulation ou dans la moelle. Lorsque la proportion

de blastes dépasse 20% (110) ou 30% (111), variant selon les recommandations utilisées,
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on parle alors de leucémie myéloide aigiie (LMA). Chez les patients AF, une LMA peut
également se présenter sans SMD, et ce sous-groupe de LMA répond mieux aux thérapies
traditionnelles (112). Le risque brut des personnes atteintes d’AF de développer une
leucémie se situe entre 5% et 10% et celui de développer un SMD est de 5% (105).
Drailleurs, leur risque de développer une leucémie croit rapidement durant 1’enfance et
I’adolescence (la médiane se situant a 11 ans) et reste stable, voir méme décline par la suite
(103). 1l a été suggéré que la LMA chez les patients AF serait équivalente aux LMA
secondaires (causées par 1I’exposition a des agents alkylants) dans la population en général
(112; 113). En effet, on retrouve fréquemment dans les deux cas des clones présentant une

monosomie du chromosome 7, rarement retrouvés dans les autres formes de LMA (113).

Outre la monosomie du chromosome 7, on remarque fréquemment la présence d’autres
réarrangements chromosomiques lors des analyses cytogénétiques des cellules des patients
AF, tels que la trisomie du chromosome 1 et la délétion du segment 5q (114). Leur impact
sur la santé des patients est par contre sujet de controverse d’une étude a I’autre. Il a été
noté que certains clones ne se présentent que de fagon transitoire et que les SMD se
présentent parfois sans la présence de clones (115). Par contre, d’autres études ont pu
démontrer que la présence d’anormalités cytogénétiques chez les patients AF augmente le
risque de voir apparaitre un SMD et/ou une LMA (108; 114). Des recherches récentes
utilisant des méthodes plus sensibles que les analyses cytogénétiques traditionnelles
(génomique comparative et hybridation fluorescente in situ) ont également permis de
déterminer que des gains de la région 3q se retrouvent chez 70% des patients AF étudiés et
sont associés a un risque accru de développer des SMD ou des LMA (116). Il a été proposé
que I’hypersensibilité¢ des cellules AF aux effets antiprolifératifs de certaines cytokines
fréquemment surexprimées chez les patients AF (Interféron y (IFNy) et Tumor Necrosis
Factor o (TNFa)) (117-119) offrirait un avantage prolifératif aux cellules ayant développé

une résistance a ces signaux grace a des aberrations cytogénétiques (113; 120).

2.1.2. Susceptibilité aux cancers
En plus du risque fortement accru pour les leucémies, les patients AF ont également un
risque ¢élevé d’étre touchés par d’autres types de cancer. On estime que la probabilité de

développer des tumeurs est environ 50 fois plus élevée chez les patients AF que dans la
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population en général (103; 121). L’age moyen de 1’apparition des tumeurs solides (26 ans)
est plus élevé que 1’age moyen d’apparition des leucémies (14 ans) (122). De plus, le
diagnostic d’AF arrive plus tard dans le sous-groupe atteint de cancers que celui sans (dans
25% des cas, le diagnostic de cancer précede méme celui d’AF), ce qui laisse entendre que
les cancers apparaissent plus fréquemment chez les patients AF pour lesquels le phénotype
est moins sévere (101; 122). Ceci pourrait étre expliqué par le fait que les patients avec un
phénotype plus sévere décedent des complications hématopoiétiques avant d’atteindre 1’age
auquel se présentent généralement les tumeurs solides (123). On peut donc s’attendre a ce
que leur prévalence augmente au fur et 4 mesure que ’espérance de vie des patients AF
s’améliore grace aux progres dans le traitement des troubles hématopoiétiques. Il est
intéressant de noter que I’espérance de vie des patients a passé d’environ 10 ans chez les
cas rapportés avant 1960, a 24-30 ans chez les cas étudiés plus récemment (102; 124). De
nettes améliorations ont été notées dans le domaine de la transplantation de moelle osseuse
(125). Par contre, on a également pu constater que la procédure de transplantation
augmente d’environ quatre fois le risque de développer un cancer (122; 126). Cela est causé
entre autres par la préparation du patient pour la greffe qui nécessite une irradiation ou
I’exposition a des agents cytotoxiques auxquels les patients AF sont hypersensibles (125).
Les réactions du greffon contre 1’hote, aigiies ou chroniques, augmentent aussi le risque de

développer un cancer (126; 127).

Des tumeurs solides, principalement des carcinomes squameux, ont été rapportées dans
environ 5% des patients AF (90; 101) et leur risque cumulatif d’en développer est estimé a
30% a I’age de 45 ans (103; 105). Les endroits les plus fréquemment touchés sont la téte et
le cou (la langue, les gencives, I’cesophage, le larynx et I’oropharynx) chez les hommes et
le tractus génital (vulve et col de l'utérus) chez les femmes. Globalement, le risque de
développer des cancers squameux des voies aérodigestives supérieures et génitales est 700
fois plus élevé que celui de la population en général (il augmente a 2000 fois si on
considere uniquement les cancers de I’cesophage et 4000 fois pour ceux de la vulve) (103;

121; 122).

Environ 3-5% des patients AF sont touchés par des adénomes du rein ou des
hépatocarcinomes (101; 124). Ils sont diagnostiqués en moyenne vers 1’age de 16 ans (124).
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C’est une classe de cancer a part pour les patients AF, car elle est principalement associée
au traitement avec des androgenes qu’ils doivent parfois subir pour tenter de diminuer la
progression des troubles sanguins, faute de donneur compatible pour la transplantation
(128; 129). D’autres types de cancer chez les patients AF ont également été rapportés, bien
que leur fréquence soit inférieure a celle des leucémies, des cancers des voies
aérodigestives et des cancers hépatiques. La liste inclut, entre autres, des tumeurs au
cerveau et aux reins, des carcinomes aux seins, des carcinomes basocellulaires, des

neuroblastomes, des mélanomes et des ostéosarcomes (130).

Les patients AF doivent donc faire face a de nombreux risques qui peuvent se présenter
successivement au cours de leur vie. En ordre moyen d’apparition, on note une défaillance
de la moelle osseuse, les leucémies, les tumeurs hépatiques, les anormalités clonales et
SMD et finalement les autres types de cancers (124). En effet, a I’age de 48 ans, 93% des
patients sont soit décédés, ont recu une greffe de moelle ou bien ont développé une

leucémie et/ou une tumeur solide (103).

2.1.3. Caractéristiques cellulaires
Les cellules des patients AF sont sujettes a un plus grand nombre d’aberrations
chromosomiques spontanées lorsqu’elles sont mises en culture comparativement a des

cellules controles (131). On note

fréquemment I’apparition de

chromosomes quadriradiaux, causés par la

DC

fusion de deux chromosomes suite a une

erreur lors de la réparation de bris

doubles-brins (132). De plus, leur

Figure 2: Pontage interbrin. En blanc; lien
fréquence et leurs impacts néfastes sur les  hydrogéne entre deux nucléotides. En noir;
lien covalent entre deux nucléotides de brins
0pposEs.

cellules peuvent étre exacerbés par une
exposition a divers agents génotoxiques,
dont la mitomycine C (MMC) (131), les moutardes azotées (131) et le diépoxybutane
(DEB) (133). Des études supplémentaires avec d’autres produits ont contribué a déterminer
que toutes les cellules des patients AF sont particuliérement sensibles aux agents chimiques

pouvant créer des pontages, c’est-a-dire des liens covalents, entre les deux brins d’ADN
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d’une méme hélice (figure 2) (134). Le diagnostic d’AF repose sur I’analyse des dommages
chromosomiques induits par des agents pontants sur une culture de cellules de

lymphocytaires (135).

Il arrive dans au moins 10% des cas qu’il y ait présence d’une sous-population de cellules
sanguines résistante aux effets clastogeénes des agents pontants et qui peuvent fausser le
diagnostic (136). On parle dans ce cas de mosaicisme, une forme de thérapie génique
naturelle (137). C’est pour cette raison que lorsqu’on retrouve a la fois un phénotype qui
laisse croire a I’AF et un résultat négatif lors des tests sur les lymphocytes, il est
recommandé de faire un test supplémentaire sur une culture de fibroblastes du patient, car
ces derniéres ne sont pas affectées par le mosaicisme (138). Il est également intéressant de
noter que certains auteurs ont postulé I’hypothese selon laquelle les agents tels que la MMC
et le DEB meéneraient a la production de dérivés réactifs de 1’oxygéne (ROS: Reactive
Oxygen Species) et que ces derniers seraient les principaux responsables des aberrations

chromosomiques observées dans les cellules FANC y étant exposées (139; 140).

Il y a maintenant prés de 30 ans qu’il est reconnu que les cellules des patients AF
accumulent moins de bris chromosomiques lorsqu’elles sont cultivées dans un
environnement hypoxique (5% d’oxygene) comparativement a des conditions normales
d’oxygene (20%) (141). D’autres équipes ont également reproduit ces résultats (142-144).
De plus, la plupart des études qui ont évalué la sensibilité des cellules FANC a divers stress
oxydatifs ont pu démontrer une sensibilité accrue (145; 146), du moins pour certains sous-
groupes de complémentation (147). Une telle sensibilité peut €tre expliquée soit par une
production anormale de ROS et/ou par une mauvaise détoxification de ces dérivés (148).
Dans le cas de I’AF, de nombreux résultats corroborent le fait que la sensibilité accrue a
I’oxygene et a ses composés dérivés soit un amalgame de ces deux possibilités. D’une part,
les taux anormalement élevés de certains composés tels que le TNF-a (117; 119; 149; 150)
et peut-étre de I'IFN-y (119; 149) ont été proposés comme responsables de 1’état
prooxydatif dans lequel les cellules des patients AF se retrouvent (149). De plus, lorsque
les lymphocytes subissent des dommages causés par des ROS, ils vont sécréter du TNF-a
(149), enclenchant un cycle qui pourrait potentiellement maintenir les cellules en état de
stress oxydatif. D’autre part, de nombreuses interactions ont pu étre identifiées entre des

15



protéines FANC et des protéines associées a la détoxification de divers agents
génotoxiques, dont les ROS (151; 152). A cet effet, on peut noter des interactions entre
FANCC avec GSTP1 (145; 153) et RED (154) ainsi que FANCG avec CYP2EI1 (155) et
PRDX3 (156). Une autre étude a permis de démontrer que les fibroblastes des patients AF
ont une concentration réduite de la protéine Trx et qu’une surexpression de cette derniére
fusionnée a un domaine de localisation nucléaire permet de diminuer fortement la
fréquence des aberrations chromosomiques spontanées dans ces cellules (157). Un

phénomene semblable est observé lorsqu’on traite les cellules FANC avec des antioxydants

(142; 148).
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2.2. VOIE FANC-BRCA: LA REPARATION DES PONTAGES

La découverte, en 1985, que les cellules des patients AF pouvaient étre classées en au
moins deux groupes de complémentation distincts a €té un point majeur dans la recherche
sur cette maladie (158). Cette méthode consiste a fusionner des cellules de référence pour
un groupe de complémentation avec les cellules d’un groupe inconnu pour vérifier si le
taux de survie en réponse au traitement avec des agents pontants des cellules hybrides est
rétabli a un niveau normal (159). Si c’est le cas, on considérera que les lignées utilisées ne
sont pas du méme groupe de complémentation, puisqu’une version sauvage de chaque geéne
défectueux aura été fournie par 'autre lignée. Dans les années suivant cette premicre
publication, de nombreuses autres études sont apparues, augmentant a chaque fois le
nombre de groupes de complémentation connus (160-163). Progressivement, les divers
genes défectueux pour chaque groupe de complémentation ont été¢ identifiés et clonés.
Treize geénes responsables de I’AF sont mutés chez au moins un patient (a 1’exception du
seul patient FANCM connu, qui s’est avéré avoir également des mutations bi-alléliques
dans le géne FANCA (164)) et au moins deux autres qui sont essentiels a cette voie de
réparation de ’ADN sans avoir été retrouvés chez les patients analysés. Dans 1’ordre ou le
gene correspondant a été identifié, on note: FANCC (165), FANCA (166; 167),
FANCG/XRCC9 (168), FANCF (169), FANCE (170), FANCD2 (171), FANCD1/BRCA?2
(172), FANCL (173), FANCB (174), FANCJ/BRIP1 (175-177), FANCM/FAAP250 (178),
FANCI (179-181) et FANCN/PALB?2 (182; 183).

En résumé, les protéines FANCA, FANCB, FANCC, FANCE, FANCF, FANCG et
FANCL forment un complexe (nommé le complexe I) qui nécessite la présence de
I’hétérodimere FANCM-FAAP24 pour s’associer a la chromatine en phase S ou lors de
certains types de dommages a I’ADN. Le rdle principal du complexe I serait la
monoubiquitination des deux protéines du complexe ID (FANCD2 et FANCI). Les autres
protéines seraient nécessaires pour une ou des étapes en aval de la monoubiquitination du
complexe ID. Plus de détails seront fournis dans les prochaines sections (voir ¢galement la

figure 3).

I est important de noter qu’apres 1’étude publiée par Duckworth-Rysiecki et collaborateurs
en 1985 (158), plusieurs articles ont considéré qu’il n’y avait que deux groupes de
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complémentation et le groupe alors considéré comme FANCB s’est avéré étre deux
groupes distincts. Plus spécifiquement, les lignées HSC62 et HSC230 ont été classées dans
le groupe B (184-191) jusqu’en 1992, ou elles ont été classifiées dans le groupe D (160)
pour finalement étre reclassées dans le groupe D1 prés de 10 ans plus tard (171; 172). De
plus, le groupe de complémentation FANCH s’est avéré étre le groupe FANCA pour lequel
les cellules avaient subi une réversion spontanée a 1’état sauvage en culture, ce qui avait
faussement permis la complémentation de la lignée de référence FANCA (192).
Finalement, il n’y a jamais eu de groupe de complémentation FANCK car la prononciation

ressemble trop & FANCA, ce qui pourrait étre source de confusion (159).

Lorsqu’il a été démontré qu’il y avait eu une erreur lors de 1’assignation du groupe de
complémentation FANCH, les auteurs avaient alors recommandé 1’utilisation de critéres plus
stringents (159; 192). Selon ces critéres, il faudrait au moins avoir acces a deux lignées cellulaires
provenant de patients différents qui ne complémentent avec aucun des groupes connus et qui ne
complémentent pas ensemble. Ce n’est définitivement pas le cas du géne FANCM, pour lequel il
n’existe qu’un seul patient également porteur de mutations bi-alléliques dans le géne FANCA (164).
Selon les critéres mentionnés, il faudrait donc utiliser le nom FA4AP250 plutét que FANCM. Malgré
cela, le nom FANCM semble tout de méme avoir été¢ adopté par la majorité des équipes qui publient

sur ce gene (193-202). Le cas de RADS51C/FANCO sera traité plus loin dans le texte.

2.2.1. La détection des pontages interbrins et I’arrét du cycle cellulaire
Dans la majorité des cas étudiés, il semble clair que la réparation des pontages interbrins a
lieu lors de la phase S du cycle cellulaire et doit étre complétée avant le début de la phase
M (203). Le candidat le plus intéressant pour 1’étape initiale de détection du dommage est
I’hétérodimére FANCM-FAAP24. En effet, ce dimére est constitutivement associé a la
chromatine tout au long du cycle cellulaire (204). De plus, il posseéde une forte affinité pour
les structures de I’ADN qui miment une fourche de réplication bloquée (205-208). Lorsque
les fourches de réplications se retrouvent bloquées au pontage interbrins, FANCM-FAAP24

activerait la voie de signalisation ATR-Chk1 (209).

L’activation d’ATR nécessite D’activité translocase (ATPase-dépendante) de FANCM
(209), ce qui n’est pas le cas pour la formation du complexe I, son association avec la
chromatine et pour la monoubiquitination du complexe ID (164; 210; 211). Il semble y
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avoir une distinction importante a faire entre I’activation basale d’ATR et son activation par
FANCM. En effet, méme en absence de FANCM, on note une certaine proportion d’ATR
activée qui semble suffisante pour I’activation de la voie de réparation des pontages
interbrins (du moins pour la phosphorylation de FANCA (212; 213), FANCD?2 (214; 215)
et FANCI (216)). Par contre, lorsque 1’activité translocase de FANCM est absente, les
cellules demeurent hypersensibles aux dommages causés par des agents pontants de
I’ADN, ce qui démontre que FANCM est essentielle pour une (plusieurs) étape (s) en aval
de la monoubiquitination du complexe ID (206). De plus, chez les mutants sans activité
translocase, 1’arrét du cycle cellulaire qui permet d’empécher 1’entrée en mitose avant que
tous les dommages soient réparés n’a pas lieu correctement, ce qui laisse donc penser que
I’activation basale d’ATR n’est pas suffisante pour effectuer cette étape. Plus
spécifiquement, il semblerait que ce soit ’activation de Chkl par ATR en réponse a
certains types de dommages a I’ADN qui soit affectée. En effet, en absence de I’activation
d’ATR dépendante de 1’activité translocase de FANCM, on note une diminution de la
phosphorylation de nombreux substrats de Chk1, notamment FANCE (voir plus loin dans
le texte), Cdc25A et p53 (ce qui nuirait a P’arrét du cycle cellulaire en phase S, étape
nécessaire pour réparer correctement les dommages a ’ADN avant I’entrée en mitose)
(209). De plus, le fait que FANCM, FAAP24, ATR, Chkl et HCLK2 co-
immunoprécipitent (y compris dans des cellules déficientes pour les geénes du complexe I)
et que leur inactivation ciblée par ARNi mene a un phénotype cellulaire semblable semble
démontrer que ces protéines agissent ensemble dans une seule et méme voie pour permettre
I’arréet du cycle cellulaire et ainsi s’assurer que les dommages de I’ADN soient

convenablement réparés avant 1’entrée en phase M (209).

2.2.2. L’assemblage du complexe I
De nombreuses études ont pu démontrer que 1’assemblage du complexe I se fait de maniere
séquentielle, nécessitant un préassemblage ordonné de plusieurs sous-complexes (217).
Chacun de ces sous-complexes pourrait avoir des fonctions autres que de favoriser la
monoubiquitination des deux membres du complexe ID. Etant donné qu’il a été démontré
que la monoubiquitination de FANCD?2 est essentielle, mais pas suffisante pour rétablir une

sensibilité cellulaire normale a I’exposition a des agents pontants de ’ADN (218), il ne
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serait donc pas surprenant que les sous-complexes s’aveérent importants pour d’autres
étapes dans la réparation des pontages interbrins, ou pour d’autres types de dommages a

I’ADN.

Le complexe I existe sous au moins quatre formes qui différent lors de la progression du
cycle cellulaire ou selon leur localisation (219). Plus spécifiquement, on note une forme
cytoplasmique de 700 kDa, une forme nucléaire de 2 MDa et une forme directement
associée a la chromatine de 1 MDa. La quatrieme forme est spécifique a la phase M et fait
environ 750 kDa. La steechiométrie précise de ces différentes versions du complexe I est
encore peu connue, mais la grande variabilit¢ dans la composition du complexe I semble
démontrer que sa formation, sa localisation et sa (ou ses) fonction (s) sont trés fortement

régulées dans le temps et dans I’espace.

Les premiers ¢éléments du complexe I qui s’associent ensemble sont les sous-complexes
FANCA/FANCG (220-222), FANCB/FANCL/FAAP100 (223; 217) et FANCC/FANCE
(222; 224; 225). Dans tous les cas, I’absence d’un des membres des sous-complexes résulte
en une baisse importante de la stabilité des autres membres (217; 220; 221; 224; 226; 227).
Il semblerait donc que ces sous-complexes soient la configuration par défaut de ces
protéines et que la perte de ces interactions menerait a une forte diminution de leur stabilité.
Il existe cependant certaines exceptions qui seront traitées dans les sections suivantes.
Lorsque tous les sous-complexes sont présents dans le noyau, ils peuvent s’associer pour
former le complexe 1. Plus spécifiquement, les sous-complexes FANCA/FANCG et
FANCB/FANCL/FAAP100 s’associent grace a une Interaction directe entre
FANCB/FANCL et FANCA (223). Les protéines FANCC/FANCE peuvent s’associer avec
FANCF pour former le sous-complexe FANCC/FANCE/FANCF (228). Finalement, la
protéine FANCF va servir d’adaptateur qui va permettre d’associer FANCC/FANCE aux
autres protéines du complexe I grace a son interaction directe avec FANCG (222; 225;
228). Les interactions directes, faibles, mais reproductibles, qui ont ét¢ démontrées entre les
protéines FANCE et FANCA ainsi qu’entre FANCE et FANCG permettent d’augmenter la
stabilité du complexe (225). Il n’est pas impossible qu’il y ait d’autres interactions directes

entre les protéines du complexe I qui demandent la présence de plus de trois protéines. Par
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contre, les méthodes utilisées de double et de triple-hybrides ne peuvent pas démontrer la

présence de ce type d’interaction.

La formation du complexe I dans le noyau débuterait en fin de phase G1, atteindrait son
niveau maximal en phase S et commencerait a diffuser en périphérie nucléaire en début de
phase G2 (229). Des analyses plus poussées ont également permis de déterminer qu’au
moins une partie du complexe I était associé directement avec la chromatine (229; 230).
Dr’ailleurs, on note une forte corrélation entre le niveau de phosphorylation de la protéine
FANCM et I’association du complexe I avec la chromatine. En effet, la phosphorylation de
FANCM semble débuter en début de phase S (204). De plus, 1’utilisation d’ARNi ciblant
spécifiquement FANCM empéche les protéines du complexe I de s’associer correctement
avec la chromatine, bien que la migration vers le noyau ne soit pas affectée, diminuant
fortement la monoubiquitination de FANCD2 (204). Le lien entre le complexe I et FANCM
semble se faire grace a une interaction directe entre FANCF et FANCM (231).

L’hétérodimere FANCM/FAAP24 ¢était initialement considéré comme membre du
complexe | car on ne pouvait pas observer de monoubiquitination de FANCD?2 dans les
cellules du seul patient FANCM connu. Lorsqu’il a été démontré que ce patient avait
également des mutations biallélliques dans le gene FANCA, de nouvelles études ont été
réalisées chez les cellules de ce patient préalablement complémentées avec une copie
fonctionnelle de FANCA (164). Cette ¢tude a permis de mettre en lumicre certains points
par rapport au role de FANCM. D’une part, 1’ubiquitination de FANCD2 n’est pas
entierement abrogée en absence de FANCM, ce qui semble démontrer qu’elle ne serait pas
essentielle a cette étape, bien qu’elle la favorise (164; 210). D’autre part, 1’utilisation d’un
mutant tronqué pour la portion C-terminale (impliquée dans I’interaction en FANCM et
FAAP24 (205)) est capable de rétablir une sensibilit¢é normale a la MMC dans des
lymphocytes méme si FAAP24 ne semble pas pouvoir s’associer ni a FANCM, ni a la
chromatine (164). Ces résultats semblent contredire une ¢tude réalisée dans des cellules
HeLa qui avait déterminé que 1’inhibition de FAAP24 par ARNI était suffisante pour rendre
les cellules sensibles aux effets de la MMC (205). Il n’est donc pas encore clair si ces

résultats contradictoires peuvent tre expliqués par 'utilisation de deux types cellulaires
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différents ou bien si FAAP24 est tout simplement impliquée dans la voie FANC-BRCA

d’une maniére indépendante de son interaction directe avec FANCM et avec la chromatine.

2.2.3. Le complexe ID
Le complexe ID est formé par I’interaction directe entre FANCD2 et FANCI. Les deux
membres de ce complexe sont mono-ubiquitinés (232) lors de la phase S (233) du cycle
cellulaire et lors de dommages a I’ADN tels qu’observés suite a un traitement avec de la
MMC, des radiations ionisantes (IR) ou des UV (232). On note une forte diminution de la
quantit¢ de FANCD?2 ubiquitinée en absence de la protéine ATR (214). La présence de tous
les membres du complexe I est essentielle pour que la monoubiquitination du complexe ID
ait lieu (232). De tous les membres du complexe I, FANCL est le seul qui possede une
activité ubiquitine ligase (173) et FANCE est la seule protéine du complexe I qui interagit
directement avec FANCD?2 (234). De plus, FANCL est capable d’ubiquitiner FANCD?2 in
vitro lorsqu’elle est exprimée en méme temps qu’UBE2T (235) (a ce jour, le (s) facteur (s)
nécessaire (s) pour l’ubiquitination de FANCI reste (nt) encore inconnu (s) (236)).
L’inactivation d’UBE2T meéne d’ailleurs a un phénotype cellulaire semblable a

I’inactivation des autres membres du complexe I (237; 238).

Le ro6le principal de cette modification serait d’agir comme signal pour permettre
I’association du complexe ID avec la chromatine (c’est-a-dire que sans ubiquitination,
FANCD?2 n’est pas en mesure de s’associer a la chromatine) (239). Une construction de
FANCD?2 qui est constitutivement ubiquitinée est en mesure de s’associer a la chromatine,
mais pas de former des foci de réparation (cette méme construction n’est pas capable de
s’associer correctement a la chromatine en absence d’un complexe I fonctionnel: le réle de
ce dernier dans I’association de FANCD2 avec la chromatine ne se limite donc pas
uniquement a 1’étape d’ubiquitination) (218).

Pour étre en mesure de rétablir une sensibilité normale aux agents pontants de ’ADN, le
complexe ID doit non seulement étre en mesure de s’associer a la chromatine, mais
également se retrouver au sein de foci de réparation. Un complexe I fonctionnel est
essentiel pour ses deux étapes, mais 1’activité ubiquitine ligase n’est pas suffisante pour
permettre la formation de foci de réparation (218). Au sein de ces foci de réparation, on

note fréquemment une colocalisation de FANCD2 avec d’autres protéines qui pourraient
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étre impliquées dans certaines des étapes de la réparation des pontages interbrins qui
auraient lieu en aval de la monoubiquitination de FANCD2 (BRCA1 (232; 233; 240),
FANCDI1/BRCA2 (241; 234), RADS1 (233; 241), y-H2AX (234, 242), NBS1 (243), etc.).

La protéine FANCI a été identifiée récemment et semble stimuler 'ubiquitination de
FANCD?2 et serait importante pour que la monoubiquitination de FANCD?2 ait lieu sur le
bon résidu, du moins in vitro (235). De plus, la monoubiquitination de chacun des deux
membres du complexe ID serait interdépendante, c’est-a-dire que la stabilité de cette
modification post-traductionnelle sur FANCD2 dépend de celle sur FANCI, et vice versa.
Finalement, des analyses ont permis de déterminer que la phosphorylation de certains
résidus conservés de FANCI serait un événement nécessaire et suffisant pour permettre la
monoubiquitination de FANCD2 et sa localisation au sein de foci. En effet, 1’utilisation
d’une construction de FANCI qui mime un état de phosphorylation constitutive mene a une
monoubiquitination constitutive de FANCD2, a son association avec la chromatine et a la
formation de foci. Par contre, lorsqu’on utilise ce mutant, les foci de FANCD2 semblent se
localiser moins fréquemment avec ses partenaires habituels (tels que BRCA1, BRCA2,
RADSI et y-H2AX) ce qui pourrait expliquer pourquoi la sensibilité a la MMC n’est pas
entierement rétablie par cette construction. La phosphorylation de FANCI serait donc le
point de contrdle principal pour I’activité de FANCD2, bien que d’autres étapes, telles que

la phosphorylation de FANCD?2 (215), pourraient également étre importantes.

I1 a été proposé que les protéines FANCD2 et FANCI n’aient pas une grande affinité [’'une
pour 1’autre en absence de dommages a I’ADN. Lorsque la cellule est exposée a divers
types d’agents génotoxiques, ces deux protéines subiraient diverses modifications
post-traductionnelles (phosphorylations et monoubiquitination) qui auraient pour effet
d’augmenter leur affinité entre elles et envers la chromatine (236). Il est également possible
que cette modification diminue I’affinité entre USP1 et FANCD?2, ce qui inhiberait la dé-

ubiquitination (voir plus loin dans le texte) (244).
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Figure 3: Interactions entre les protéines FANC. 1) Détection du pontage et activation d’ATR. 2) Activation
de la voie FANC. 3) Relocalisation au niveau de la chromatine. 4) Ubiquitination du complexe ID permettant
sa translocation au niveau du bris. 5) Réparation du pontage. FANCDI=BRCA2; FANCJ=BRIPI;
FANCN=PALB2; et FANCO=RADS5I1C.




2.2.4. L’inactivation de la voie FANC

I1 est important pour la cellule que la voie FANC soit inactive lors de la phase M pour
¢éviter I’instabilité chromosomique qui pourrait étre engendrée par la présence de structures
de réparation non résolues. Il existe au moins trois mécanismes permettant clairement
d’inactiver la voie FANC en phase M. Tout d’abord, la protéine FANCM est phosphorylée
par Plk1, ce qui méne a sa polyubiquitination dépendante de B-TRCP puis a sa dégradation
par le protéasome (245). De plus, le site consensus de phosphorylation de FANCM par
Plk1 se retrouve dans la méme région que le site de liaison avec FANCF, ce qui offre
probablement un autre niveau d’inhibition de la voie FANC, avant méme la dégradation de
FANCM (231). Puisque FANCM est la seule protéine connue pour s’associer a la fois au
complexe I en amont de 1’étape d’ubiquitination du complexe ID et a I’ADN (207; 246;
247), sa dégradation est assurément un moyen efficace d’inhiber la voie de réparation. La
protéine FANCG est une des cibles de phosphorylation de la protéine Cdc2 et cette
modification semble étre importante pour la localisation de FANCG en périphérie du noyau
lors de la phase M (248). C’est probablement un niveau de controle supplémentaire pour
s’assurer que le complexe I ne soit pas associ¢ avec la chromatine lors de la phase M. Il est
d’ailleurs intéressant de noter qu’une interaction directe entre FANCC et Cdc2 avait déja
été démontrée (249; 250). La protéine FANCE va également étre dégradée suite a
I’exposition a des agents génotoxiques (251). FANCE doit étre phosphorylée par Chkl
pour que cette dégradation ait lieu (251). Puisque FANCE est le lien direct entre le
complexe I et FANCD?2, elle représente fort probablement un mécanisme important de

rétro-inhibition de la voie FANC, du moins de 1’étape de monoubiquitination de FANCD?2.

D’autres mécanismes de régulation de la voie FANC ont été proposés, mais leur role exact
demeure encore mal compris. Par exemple, un mécanisme de régulation négative d’UBE2T
par FANCL a été proposé. En effet, 1’auto-monoubiquitination d’UBE2T est favorisée par
la présence de FANCL et cette modification inhibe 1’activité¢ d’UBE2T (237). L’impact réel
de cette inhibition sur la voie FANC n’a par contre pas été démontré. La phosphorylation
de FANCE par Chk1 précede sa dégradation de plusieurs heures et pourrait également avoir
d’autres fonctions dans cette voie de réparation de I’ADN que de simplement constituer un

signal pour sa dégradation (251). FANCA est phosphorylée sur plusieurs résidus, mais bien
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qu’au moins une partie de ces phosphorylations semblent étre importantes, leur (s) réle (s)

n’ont pas été €élucidé (s) (212; 213; 252).

2.2.5. Le complexe III
Les patients avec des mutations dans les geénes du complexe III, FANCDI/BRCA2,
FANCJ/BRIP1, FANCN/PALB?2 et FANCO/RADS51C, ont un phénotype AF. Par contre,
I’ubiquitination de FANCD2 n’est pas compromise, ce qui laisse donc croire qu’ils agissent
en amont de cette étape dans la réparation des pontages interbrins. Alors que les étapes
menant a la formation du complexe I et a la mono-ubiquitination commencent a &tre bien
comprises, ce n’est toujours pas le cas pour les étapes en aval de cette modification post-
traductionnelle. De plus, il semblerait que ces trois protéines soient recrutées au site

endommagé par un mécanisme distinct du complexe I (253).

La protéine FANCJ semble avoir au moins deux roles distincts dans la réparation des
pontages interbrins: la stimulation de la recombinaison homologue et la promotion de la
synthése translésionnelle. Son réle dans la réparation homologue nécessite son interaction
directe avec BRCA1 (254). BRCA1 permettrait a FANCJ d’interagir directement avec RPA
(255), une autre protéine importante non seulement pour la recombinaison homologue,
mais également pour la voie de réparation par excision de nucléotides (256). De plus, il a
été démontré que des mutations dans le gene FANCJ qui inactiveraient spécifiquement son
interaction avec BRCA1 n’augmenteraient pas la sensibilit¢ des cellules aux agents
pontants car une autre voie de réparation des pontages interbrins indépendante de la
recombinaison homologue serait alors favorisée (254). Cette voie indépendante de la
recombinaison homologue impliquerait I’utilisation d’une polymérase capable de synthese
translésionnelle et nécessiterait une interaction directe entre FANCJ et MLHI1, un des

membres du systéme de réparation des mésappariements (Mismatch Repair) (254).

La découverte qu’un des patients AF était porteur de mutations bi-alléliques dans le géne
BRCA2 a ¢té un des points tournant dans la recherche sur cette maladie (172; 257). 11 est
important de mentionner que les mutations de ces patients sont hypomorphiques, car
I’absence complete des deux alleles de ce geéne est probablement létale au niveau

embryonnaire. FANCDI1/BRCA2 interagit directement avec la protéine Rad51 et est
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essentielle pour la localisation nucléaire de cette derniére ainsi que pour sa migration dans
les foci de réparation des dommages a ’ADN (258; 259). En absence de BRCA2, Rad51
n’est pas en mesure de permettre I’invasion de la chromatide sceur par I’ADN simple brin,
ce qui est une des étapes initiales essentielles a la réparation des dommages a I’ADN qui
nécessite le mécanisme de recombinaison homologue. BRCA?2 interagit également avec la
protéine Plkl, protéine importante pour la dégradation de FANCM lors de la phase M.
Finalement, la protéine FANCN est essentielle pour le bon fonctionnement de BRCA2. En
absence de FANCN, BRCA2 ne migre pas vers les foci de réparation lors de dommages a
I’ADN et la réparation par le mécanisme de recombinaison homologue ne peut pas avoir
lieu correctement. De plus, FANCN serait une protéine adaptatrice qui interagit directement

avec BRCA1 et BRCA2, permettant ainsi de faire le lien entre les deux.

Tout récemment, une équipe a déterminé qu’une famille avec un phénotype semblable a
I’AF (mais dont les troubles hématopoiétiques ne se sont pas encore développés chez le
patient le plus vieux, agé de 10 ans) était porteuse de mutations hypomorphiques dans le
gene RADSIC (260). RADSIC serait une protéine essentielle pour que RADS0 puisse se
localiser correctement dans les foci de réparation pour ainsi permettre la réparation des
dommages a I’ADN par recombinaison homologue (261). Les auteurs qui ont proposé¢ de
nommer ce gene FANCO demeurent tout de méme prudents. D une part, ils ne parlent pas
d’un phénotype AF chez la famille analysée, mais plutdt d’un phénotype semblable a I’AF
(Fanconi-like). En fait, les auteurs ont noté la présence de malformations congénitales
typiques de I’AF, mais le seul enfant encore en vie est 4gé de 10 ans et n’a pas encore
développé de troubles hématopoiétiques. Par contre, il arrive fréquemment que des patients
AF n’aient pas développé de troubles hématopoiétiquea a cet age (262). De plus, comme
leur étude ne comprend qu’une seule famille, mais que les mutations délétéres ont été
identifiées, les auteurs proposent donc de donner provisoirement le nom FANCO a ce gene,

jusqu’a ce qu’une autre famille soit identifiée (260).

2.2.6. Modzéle de réparation des pontages interbrins
La réparation des pontages interbrins semble avoir lieu principalement, voire

exclusivement, lors de la phase S du cycle cellulaire (263; 264). Bien que les mécanismes
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précis impliqués dans la réparation des pontages interbrins restent encore peu connus, tout
particulierement pour ce qui est du rdle précis de la voie FANC, certaines grandes lignes
sont tout de méme bien expliquées. La premicre étape serait la reconnaissance du pontage
interbrin, suivie par une incision de part et d’autre du bris. Par la suite, la synthése
translésionnelle dépendante de Pol( serait importante pour remplir I’espace laissé par les
incisions. Finalement, un mécanisme dépendant de la recombinaison homologue

permettrait de remettre en marche la machinerie de réplication.

La réparation des pontages interbrins nécessite donc I’action coordonnée d’au moins trois
voies de réparation de I’ADN distinctes: excision de nucléotide, synthése translésionnelle et
recombinaison homologue. En effet, I’inhibition des protéines impliquées dans ces voies
mene a une hypersensibilité aux agents pontants de I’ADN (265). Il semblerait qu’un des
roles important de la voie FANC serait d’agir a titre d’aiguilleur pour s’assurer que chaque
voie de réparation soit recrutée dans le bon ordre. D’ailleurs, diverses protéines FANC sont
directement impliquées dans les trois voies. Par exemple, il a ét¢é démontré qu’en absence
de la forme ubiquitinée de FANCD2, I’étape initiale d’incision de part et d’autre du
pontage interbrin ¢était fortement diminuée (266). De plus, 1’étape de synthese
translésionnelle dépend de la présence de FANCC (267) ainsi que de FANCA et FANCG
(268) et est indépendante de FANCD2 et de FANCI (268). Finalement, FANCG et
FANCD?2 interagissent avec FANCD1/BRCA2 dans la recombinaison homologue. En effet,
un des ¢éléments clé de cette étape est la phosphorylation de FANCG au niveau de la Ser7
(269). Cette modification post-traductionnelle permettrait 1’assemblage d’un sous-
complexe composé minimalement des protéines FANCD1/BRCA2, FANCD2, FANCG et
XRCC3. La forme phosphorylée de FANCG ne semble pas interagir avec le complexe I et
la mono-ubiquitination de FANCD?2 est faiblement diminuée lorsqu’un mutant ne pouvant
pas étre phosphorylé sur la Ser7 est utilis¢. De plus, FANCD2 peut s’associer a ce
complexe indépendamment de son ubiquitination. Ce sous-complexe agirait donc de

maniere indépendante du complexe I.

Le mécanisme d’action précis du complexe ID au niveau de la chromatine pour la
réparation des pontages interbrins était peu connu jusqu’a tout récemment. Il semblerait
qu’un des roles important de FANCD?2 serait d’agir comme antagoniste de la protéine Ku70
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(270). 1l permettrait ainsi au bris double brin, essentiel lors de la réparation des pontages
interbrins, soit réparé convenablement par recombinaison homologue, et non par le
mécanisme de Non-Homologous End Joining (270; 271). De plus, FANCD2 agit
directement avec la protéine FAN1 (272-274). Bien que le role de cette derniére ne soit pas
entierement compris, il semblerait qu’elle soit essentielle pour les étapes finales de
réparation par recombinaison homologue et son inactivation meéne a un phénotype cellulaire

typique des cellules FANC.
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3. FANCC

3.1. STRUCTURE ET LOCALISATION DU GENE FANCC
Le géne FANCC est composé de 15 exons (NM_000136). La taille des exons varie entre 53
et 204 nucléotides dans les régions codantes. La séquence codante du géne contient 1677
nucléotides codant pour 558 acides aminés et menant a la production d’une protéine d’un
poids moléculaire d’environ 63 kDA. L’exon 1, entierement non-codant, n’était pas connu
lors des analyses initiales du geéne. Il y a donc un décalage entre le nom de certaines
mutations rapportées et la séquence réelle. Pour rapporter les mutations, la nomenclature
proposée a été utilisée et le nom de la mutation le plus fréquemment utilis¢ est inscrit entre

parenthéses pour les mutations les plus fréquentes.

Au moins 47 polymorphismes ont été rapportés dans les régions transcrites de FANCC et
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Figure 4: Mutations rapportées dans les régions codantes du géne FANCC et dans les régions

introniques en périphérie. Les boites réprésentent les exons et les lignes les introns. En rouge;
régions transcrites non traduites. En bleu; région codante.



dans les régions introniques en périphérie (voir figure 4). Vingt-sept variants ont été
retrouvés chez des patients AF et ont été rapportés dans la littérature, parmi lesquels seize
semblent €tre déléteres (tableau 3). Les mutations c.465+4A>T (IVS4+4A>T) et c.67del
(322delG) représentent environ 90% des mutations retrouvées chez les individus AF du
sous-groupe de complémentation C (275). c.465+4A>T est généralement associ¢ a un
phénotype sévere alors que c.67del est associé a un phénotype moins sévere (276; 277). Le
variant p.S26F est considéré comme étant un polymorphisme non-déléteére (278-282) mais
il est tout de méme retrouvé environ quatre fois plus fréquemment chez les cas de LMA

sporadiques que chez les contrdles (278; 279).

Plusieurs transcrits alternatifs ont également été rapportés. On note tout d’abord la présence
d’un exon 1 alternatif dans la région 5’ non-codante ainsi que trois variants dans la région
3’ non traduite qui seraient probablement le résultat de [’utilisation de sites de
polyadénylation alternatifs (165). Deux autres événements fréquemment rencontrés sont
I’épissage de I’exon 7 et de I’exon 14 (respectivement exon 6 et exon 13 (283)) qui
conservent le cadre de lecture. Bien que ces deux épissages soient retrouvés en tout temps,
aux moins deux mutations sont associées avec |’exclusion constitutive de I’exon 7;
p-R174X a la fin de I’exon 6 (284) et p.R185X dans I’exon 7 (283). Bien qu’aucune étude
ne 1’ait formellement démontré, il est fort probable que la présence d’un codon stop
prématuré méne a la dégradation des ARNm dans lesquels I’exon 7 est présent. Pour
p.R174X, étant donné que le codon touché chevauche 1’exon 6 et I’exon 7, I’épissage de ce
dernier permet de changer le codon Stop (UGA) pour un codon Trp (UGG). Les variants
p-Q445X et p.Q465X, situés dans I’exon 14, menent probablement a un résultat équivalent,
bien qu’aucune étude ne 1’ait démontré. Outre ces épissages, il a ét¢ démontré que deux
autres mutations induisent un épissage alternatif aberrant de FANCC; ¢.465+4A>T mene a
I’exclusion de I’exon 5 (285) et est associé a un phénotype sévere chez les juifs ashkénazes
(280) et un phénotype moins sévere chez les Japonais (96) alors que ¢.996G>A meéne a
I’exclusion de I’exon 10 (286; 287). De plus, des analyses in silico prédisent que le variant
¢.844-1G>C menerait a I’exclusion de I’exon 9 (286) et une étude chez la souris a démontré

que la perte de cet exon mene a I’absence totale de la protéine FANCC (288).
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La perte des deux premiers exons codant (exon 2 et 3) a été rapportée chez un patient bien
que la cause de cet ARNm aberrant ne soit pas connue (289). Puisque la premicre
méthionine pouvant étre utilisée dans ce transcrit se situe au début de I’exon 6, on s’attend
a ce que ce variant confere un phénotype sévere. Finalement, une méthionine en position 55
et située dans 1’exon 2 peut étre utilisée et serait responsable de la forme de FANCC de 50
kDA nommée FRP50 (275; 290). Cette utilisation d’un codon de départ alternatif
expliquerait pourquoi les mutations c.67del (322delG) et p.Q13X situées en amont de la
méthionine 55 ne causeraient pas un phénotype séveére malgré le fait qu’elles méneraient

potentiellement a la production de protéines séverement tronquées (275; 280).

Il semblerait que I’ARNm de FANCC se retrouve dans tous les types cellulaires analysés,
quoique les niveaux puissent varier grandement d’un type cellulaire a un autre (291). De
manicre générale, on retrouve une plus grande quantit¢ d’ARNm de FANCC dans les
cellules progénitrices et les cellules qui se divisent rapidement (292; 293). Les analyses
d’embryons de souris a diverses étapes de leur développement a permis de déterminer qu’il
y a une bonne corrélation entre 1’expression de FANCC lors du développement et le
phénotype des patients AF (291; 294). En effet, FANCC est plus fortement transcrit dans
les précurseurs des lignées osseuses et hématopoiétiques (291; 294). Bien que la quantité
totale d’ARNm de FANCC varie d’un type cellulaire a I’autre, son niveau demeure stable
au sein d’une méme cellule: ’expression de ’ARNm de FANCC ne semble pas étre
modulée lors du cycle cellulaire (295) , par la concentration en oxygene (296) ou lorsque
les cellules sont traitées avec de la MMC, du DEB, des IR, du H,O,, de la chaleur, du TGF-
B ou de I'TFN-y (297). Les niveaux protéiques de FANCC sont par contre modulés tout au
long du cycle cellulaire. La quantité de FANCC commence a augmenter en phase S, atteint

son niveau maximal lors de la phase G2/M et décline en phase M (250).

Les premicres études qui se sont penchées sur la localisation de la protéine FANCC avaient
conclu que cette derniére était trés fortement (voir méme exclusivement) localisée dans la
fraction cytoplasmique des cellules (290; 298-300). A ce moment, la majorité des groupes
de complémentation étaient encore inconnus et le role des protéines FANC était un
mystere. Puisque la seule protéine FANC analysée avait une localisation cytoplasmique, il
semblait peu probable qu’elle soit directement impliquée dans la réparation des dommages
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a I’ADN. De nombreux articles ont ¢galement démontré que FANCC pouvait interagir avec
diverses protéines dans ce compartiment (153; 154; 301; 302). Par contre, d’autres études
ont par la suite démontré que la localisation nucléaire de FANCC était importante pour son
role dans la protection contre les pontages interbrins (303; 304). L’utilisation de méthodes
plus sensibles pour détecter la localisation de FANCC a permis de confirmer qu’une
certaine proportion de FANCC se retrouvait bel et bien dans le noyau (305; 304).
Finalement, la protéine FANCC co-localise avec la protéine nucléaire FAZF au sein de foci

(306).

La prot¢ine FANCC ne possede pas de signal de localisation nucléaire. Des études ont
démontré que la présence de FANCC dans le noyau favorise la localisation nucléaire de
FANCA et vice versa (212; 307). Par contre, c’est la protéine FANCE qui est essentielle et
suffisante pour permettre I’accumulation de FANCC dans le noyau (224; 308). Il est tout de
méme important de mentionner que la localisation cytoplasmique de FANCC est également
essentielle pour rétablir une sensibilité normale aux agents causant des pontages interbrins
dans I’ADN (300). On ne sait pas encore si une des étapes de la réparation de pontages
interbrins nécessite la présence de FANCC dans le cytoplasme ou bien si son rdle dans ce
compartiment serait plutét de diminuer la toxicité des agents pontants (154). Puisque
FANCC subit une dégradation protéolytique par le protéasome (295), sa dégradation

pourrait étre une étape importante dans la réparation de I’ADN.
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Tableau 3: Variants de FANCC retrouvés chez les patients atteints d’anémie de Fanconi
rapportés dans la littérature.

Variants
c.37C>T
c.65G>A
c.67del (322delG)
c.77C>T
C.356_360del
c.376_377del
c.408A>G
c.416G>A
c.455dupA
c.456+4A>T (IVS4+4A>T)
c.520C>T
c.553C>T
c.568C>T
c.584A>T
€.632C>G
€.686+30C>T
c.844-1G>C
c.934A>G
c.996G>A
c.1345G>A
c.1390C>T
c.1394A>G
¢.1494T>G
¢.1550dupA
c.1642C>T
€.1661T>C
c.1677+42G>A

Protéine
p.Q13X
p.W22X
p.S26F

p.Q136Q
p.G139E

p.R174X
p.R185X
p.L190F
p.D195V
p.P212R

p.1312V
p.Q322Q
p.V449M
p.E464X
p.Q465R
p.L496R
p.R548X
p.L554P

Exons/Introns

2

0 N N NN N OO L il i i NN

e N T G T T
v un n o p p b B O O

Refseq
ND
ND
rs1800361

rs1800360
rs1800362

ND

ND

ND
rs1800364
rs1800365

ND
rs1800363

ND
rs1800366

ND
rs1800367

ND
rs1800368

ND

ND

ND
rs7029888

Délétere?
Oui (309; 280; 281)

Oui (281; 286)
Oui (165; 290; 280; 286;

Aor. A7 A7
Non (280; 281; 278; 279;

20"\

Oui (286)
Oui (286)

Non (281)
Non (280; 281; 285; 278;

270\

Oui (286; 287)
Oui (290; 280; 281; 285;

ANTIC. V"IN

Oui (284)
Oui (280; 281; 286; 283)

Non (281)
? (280; 279; 282; 310;

2711\

Non (278; 279)
Non (281; 279)
Oui (286)
Non (281; 279)
Oui (286; 287)
Non (281; 279; 282)
Oui (286; 287)
Non (281)
Oui (281)
Oui (312)
Oui (309; 281; 286; 310)
Oui (165; 313; 314; 310)
Non (281)
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3.2. FANCC, DOMMAGES OXYDATIFS ET APOPTOSE
I1 est connu depuis longtemps que les cellules des patients AF proliférent mieux en culture
en conditions hypoxiques (141-144). Plus récemment, de nombreux liens ont pu étre établis
entre la protéine FANCC et plusieurs voies impliquées dans la protection contre les agents
pouvant causer des dommages oxydatifs. Par exemple, une interaction directe a pu étre
démontrée entre les acides aminés 8 a 149 de FANCC et le NADPH cytochrome P450
réductase (RED) (154). Cette interaction aurait comme conséquence d’inhiber 1’activité de
RED et de diminuer la formation de composés réactifs de 1’oxygene (154). De plus, les
cellules déficientes en FANCC entrent plus facilement en apoptose lorsqu’elles sont
exposées a des composés réactifs de I’oxygene (ROS: Reactive Oxygen Species) (145; 315).
Pour protéger de I’apoptose, FANCC interagit avec la protéine GSTP1 et empéche que
cette dernicre soit oxydée et donc inactivée par la formation de ponts disulfures (153). Une
des fonctions de FANCC dans le cytoplasme serait donc d’agir en tant qu’agent réducteur.
D’ailleurs, la sensibilit¢ a 1’apoptose dans des cellules FANCC-/- peut étre fortement
diminuée autant par le traitement avec des antioxydants (142; 316) que par la surexpression
de la thiorédoxine (140; 157; 317; 318). La concentration ¢levée en ROS dans les cellules
mene a la surproduction de TNF-a, qui pourrait a son tour étre associée a I’apoptose (319).
L’inverse est ¢également vrai; les dommages oxydatifs sont impliqués autant pour
I’apoptose induite par I’exposition a du TNF-a et/ou de I'INF-y (315; 320; 321) que pour
celle qui survient suite a un traitement avec des agents pontants (139). Le traitement des
cellules déficientes en FANCC avec TNF-a ou de I’INF-y induit en outre une augmentation

anormale de la concentration de ROS (320; 321).

Les cellules des patients du sous-groupe de complémentation FANCC sont hypersensibles a
I’apoptose induite par 1’exposition au TNF-a (320), a I'IFN-y (322), ainsi qu’au MIP-1a
(323). En effet, le traitement des cellules hématopoiétiques indifférenciées avec du TNF-a
ou de I’'IFN-y augmente la transcription du récepteur Fas (Fas-R), ce qui aurait pour effet de
les sensibiliser a I’apoptose (324). Cette production de Fas-R semble d’ailleurs exacerbée
dans les cellules FANCC-/- (322; 325). Par contre, la voie classique d’activation de

I’apoptose induite par la molécule Fas qui nécessite ’activation de STAT1 est fortement
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inactivée dans les cellules FANCC-/- (326). FANCC interagit directement avec STATI et

est nécessaire pour son recrutement au niveau du récepteur de I’IFN-y (301).

Il semblerait donc que ce soit une voie alternative qui soit impliquée. En absence de
FANCC, la protéine PKR était constitutivement activée et ¢’est cette activation qui rend les
cellules beaucoup plus sensibles a 1’apoptose, surtout lors de 1’exposition au TNF-a et a
I’IFN-y (326). Dans les cellules sauvages, PKR n’est pas constitutivement activée et
lorsque les cellules sont exposées au TNF-a et a I’IFN-y, FANCC va s’associer avec PKR
puis va permettre le recrutement d’Hsp70 (327). Cette derniére serait la responsable de
I’inactivation de PKR et donc de la résistance aux signaux proapoptotiques induits par le
TNF-a et 'IFN-y. Pour qu’Hsp70 puisse inhiber PKR, il faut que FANCC se dissocie de
PKR et cette étape est dépendante de la présence de FANCA et de FANCG. En effet, dans
les cellules FANCA-/- et FANCG-/-, FANCC est fortement associée a PKR, menant a son
activation constitutive (328). p53 aurait également un role important dans cette voie, car on
retrouve une plus grande quantité de p53 dans les cellules FANCC-/- et son inactivation

protége contre 1’apoptose induite par le TNF-a et I'IFN-y (329).

De plus, des analyses ont pu démontrer que FANCC agit dans deux voies distinctes pour la
réparation des pontages interbrins et pour la protection contre 1’apoptose induite par le
TNF-a et 'IFN-y (302). Des mutations dans un domaine conservé de FANCC (S249A et
E251A) augmentent spécifiquement la sensibilité des cellules a 1’apoptose, en empéchant
I’interaction entre FANCC et Hsp70, sans affecter la sensibilité des cellules au traitement
avec des agents pontants (302). Les mémes mutations empéchent ¢galement I’interaction
avec STATI1 (277). A l’inverse, la mutation 322delG confére une hypersensibilité aux
agents pontants et a I’apoptose induite par H,O, (145), mais pas celle induite par le TNF-a
et 'IFN-y (277). Cette mutation est retrouvée chez des patients AF dont le phénotype est

moins sévere (277).

En résumé, I’absence de FANCC rend les cellules hypersensibles a de nombreux stimuli de
I’apoptose. Les voies menant a la production des ROS ainsi qu’a leur détoxification dans
les cellules semblent étre intimement liées aux voies de signalisation apoptotiques induites
par le TNF-a et 'IFN-y. La protéine FANCC ressort donc comme étant un joueur majeur

dans ces nombreuses voies, ne serait-ce que de par ses nombreux partenaires d’interaction.
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3.3. MODELES MURINS
Les modeles murins dans lesquels le géne FANCC a été inactivé récapitulent seulement une
partie du phénotype AF. En effet, bien qu’elles soient hypersensibles aux agents pontants
de I’ADN, il n’y a pas présence de défauts congénitaux importants ni de développement de
défaillance de la moelle osseuse menant a la pancytopénie, du moins lors de la premiére
année de vie de souris (288; 330). Le nombre de cellules progénitrices dans la moelle
osseuse est tout de méme plus bas que celui retrouvé pour les souris sauvages (331).
Lorsque ces souris sont traitées avec des agents pontants de fagon chronique et a des doses
qui n’affectent pas les souris sauvages, elles développent une défaillance de la moelle
osseuse semblable a celle des patients AF (332). De plus, les souris FANCC-/- sont

¢galement sensibles a 1’apoptose induite par le traitement avec de I’'IFN-y (333).

Les souris FANCC-/- qui sont également déficientes pour le géne Sodl, impliqué dans la
détoxification des ROS, ont une baisse importante des cellules hématopoiétiques dans la
moelle osseuse et dans la circulation sanguine (334). Ce mod¢ele murin laisse donc croire
que I’accumulation de ROS pourrait étre en lien avec le phénotype AF, du moins pour le
sous-groupe de complémentation C. Les souris FANCC-/- ont également été croisées avec
des souris surexprimant le TNF-a (325). Ce double mutant a un phénotype plus pres de ce
qui est observé chez I’humain que le simple mutant fancc. De plus, chez la souris FANCC-

/-, ’exposition chronique & du TNF-a favorise le développement de leucémies (150).

Pour I’instant, le seul modéle murin qui semble récapituler entierement les caractéristiques
des patients AF est le double mutant FANCC-/- et FANCG-/- (335). 1l semble donc évident
que les protéines du complexe I, ou du moins FANCC et FANCG ont un role important
dans le phénotype de la maladie qui est indépendant de la voie FANC-BRCA classique. A
cet effet, il est également intéressant de mentionner que le gene FANCC humain n’est pas
capable de complémenter entiérement le phénotype observé chez les souris FANCC-/-: les
souris demeurent sensibles aux effets des agents pontants de ’ADN et présentent de
I’instabilit¢ chromosomique alors qu’elles ne sont plus hypersensibles aux endotoxines

telles que les lipopolysaccharides (336).
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3.4. INTERACTION ENTRE FANCC ET DES PROTEINES NON-FANC
En plus de son interaction avec les protéines RED, STATI, PKR, GSTP1 et Hsp70
mentionnées dans les sections précédentes, FANCC interagit également avec une panoplie
d’autres protéines impliquées dans divers mécanismes cellulaires en lien avec la stabilité
chromosomique. Par exemple, une étude a permis de déterminer que les résidus 103 a 308
de FANCC sont essentiels pour que I’interaction directe entre FANCC et GRP94 ait lieu
(337). En absence de la protéine GRP94, les niveaux protéiques de FANCC sont plus bas
qu’a la normale et les cellules sont sensibles a la MMC (337). Cette interaction serait donc

importante pour la stabilit¢ de FANCC.

On note également qu’une interaction directe entre FANCC et le facteur de transcription
FAZF a pu étre démontrée (306). FAZF est homologue a PLZF impliquée dans certains cas
de leucémies promyélocytiques aigiies par sa fusion avec le récepteur de I’acide rétinoique
(338). La protéine FAZF aurait un rdle dans la différenciation des cellules
hématopoiétiques (339) et des ostéoblastes (340). Cette interaction semble donc pertinente

avec une partie du phénotype des patients AF.

Les acides aminés 500 a 558 de FANCC interagissent directement avec la protéine Cdc2
(250). De plus, les niveaux protéiques de FANCC varient au long du cycle cellulaire et
cette variation correle avec I’activité de Cdc2 (250). Puisque Cdc2 est essentielle pour
I’arrét du cycle cellulaire en phase G2-M, cette interaction avec FANCC pourrait expliquer
en partie les problémes de progression du cycle cellulaire observé pour les cellules FANC.
Dans les cellules déficientes en FANCC, le traitement avec de petites doses de MMC
menent a I’inactivation persistante de Cdc2 alors que les mémes doses meénent a une
inactivation transitoire dans les cellules sauvages (249). De plus, en phase G2-M, Cdc2 est
connue pour phosphoryler la protéine FANCG, menant a son inactivation et a sa
localisation en périphérie du noyau pour la phase M (248). Cette interaction entre FANCC
et Cdc2 pourrait donc également étre importante pour I’inactivation de la voie FANC lors
de la phase M, permettant ainsi d’éviter la formation d’intermédiaires de réparation lors de

la division cellulaire pouvant potentiellement induire de 1’instabilité chromosomique.

La protéine FANCC, ainsi que FANCA et FANCG, co-immunoprécipite avec l’alpha

spectrine (341). Cette protéine se retrouve au sein des foci de réparation suite a des
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dommages a I’ADN avec des agents créant des pontages interbrins (342). Elle jouerait
probablement un rdéle d’échafaudage au site de dommage a I’ADN, ce qui permettrait
d’accélérer le recrutement des protéines de réparation. En plus des protéines FANC, on
retrouve également un grand nombre de protéines impliquées dans la réparation de I’ADN
en association avec 1’alpha spectrine: XPR, RPA, TFIIH, HHR23B, ERCC1, XPF et PCNA
(341). L’inactivation de 1’alpha spectrine par 1’utilisation d’ARNi spécifique meéne a un
phénotype cellulaire semblable a celui observé dans les cellules des patients AF, c’est-a-

dire de I’instabilit¢ chromosomique et une hypersensibilité aux agents pontants (343).

Une ¢étude qui a évalué les partenaires d’interaction de diverses protéines FANC a grande
échelle a permis de trouver plusieurs partenaires d’interaction de FANCC jamais
mentionnés auparavant. On note HOXA10, CA150 et Fte-1 (régulation de la transcription;
Zwint-1 (modification de la chromatine); Hsp90 et HSPAS (réponse au stress); I’inhibiteur
d’antizyme (stabilit¢ de la chromatine); FATRX et ATPase6 (métabolisme oxydatif); la
sous-unité Delta du complexe adaptine (fonction de transporteur dans le cytoplasme) et;
USP14 (modifications secondaires). L’impact physiologique réel de ces interactions n’a pas
été analysé dans des études indépendantes. Par contre, elles semblent toutes démontrer que
FANCC pourrait avoir un role important dans de nombreux mécanismes cellulaires pouvant

affecter la stabilité chromosomique.
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4. PROBLEMATIQUE DE L’ETUDE PRESENTEE: ANALYSES DU GENE
CANDIDAT FANCC

Comme il a été mentionné dans la section 1, la stratégie a utiliser pour découvrir de
nouveaux genes de susceptibilité varie selon le type de variant qu’on souhaite retrouver. En
effet, pour des geénes de forte pénétrance avec une faible fréquence allélique dans la
population, il est recommandé de réaliser des études de ségrégation. Par contre, depuis la
découverte des génes BRCAI et BRCA2, cette méthode n’a permis 1’identification que de
quelques génes qui n’expliquent qu’une faible proportion des cas de cancer du sein. A
I’inverse, lorsqu’on recherche des génes de faible pénétrance ayant une fréquence allélique
¢levée, il est primordial d’utiliser d’énormes cohortes (plus de 10 000 individus) pour faire
des études d’associations a 1’échelle génomique. Finalement, en ce qui concerne 1’étude
présentée au Chapitre 1, ’approche du reséquengage de genes candidats a été favorisée.
Cette approche est la plus efficace pour la découverte de génes de susceptibilité peu

fréquents dans la population et conférant une augmentation modérée du risque.

La sélection de la cohorte a analyser est tout particuliérement importante dans ce type
d’étude. En effet, des études ont démontré qu’il était possible de réduire considérablement
la taille de la cohorte si les individus sélectionnés proviennent de famille a risque ¢€levé
(22). L’avantage d’utiliser de telles familles, contrairement a des cas de cancer du sein
sélectionnés dans la population en général, est de limiter I'impact des facteurs de risque
environnementaux. Les nombreux cas de cancers retrouvés au sein d’une méme famille ont

donc beaucoup plus de chance d’étre expliqués par des facteurs héréditaires.

Dans le cas de cette étude, la sélection des familles repose sur des critéres trés stringents
pour tenter d’enrichir au maximum les facteurs génétiques. Pour faire partie de I’étude, les
cas doivent provenir de familles chez lesquelles 1) au moins 3 cas de cancer du sein ont été
diagnostiqués avant 1’dge de 65 ans, 2) au moins deux cas de cancer du sein ont été
diagnostiqués avant 65 ans si un des cas 1’était avant I’age de 45 ans ou 3) si on retrouve
une forte histoire familiale de cancer du sein et/ou de 1’ovaire (par exemple: fille, mere et
grand-mere) (344). De plus, les cas avaient été préalablement analysés pour vérifier si des
mutations délétéres pouvaient étre présentes dans les génes BRCAI et BRCA2 (33). C’est

donc en utilisant ces critéres qu’il a été possible de former une cohorte d’environ 100 cas de
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provenance canadienne-francaise a risque ¢élevé, ne faisant pas partie de la méme famille et
chez lesquelles on ne retrouve pas de mutations dans BRCAI ou BRCA2. Dans le but de
vérifier la fréquence allélique des variants retrouvés chez les cas avec la fréquence allélique
dans notre population canadienne-francaise en général, une cohorte d’environ 100 femmes

non atteintes de cancer du sein a été sélectionnée.

Tel que mentionné dans les sections 2 et 3 de ce document, les génes appartenant a la
famille de I’AF sont des candidats intéressants d’une part parce que des mutations
biall¢liques dans le géne BRCA2 sont responsables du sous-type D1 de I’AF, mais
également parce que de nombreuses interactions directes ont pu étre démontrées entre les
geénes BRCAI et BRCA?2 et les génes Fanconi, notamment entre BRCA1 et FANCA (345),
BRCA1 et FANCIJ/BRIP1 (346), BRCA2 et FANCD2 (241), BRCA2 et FANCG (347)
ainsi que BRCA2 et FANCN/PALB2 (348). En plus d’étre un membre essentiel au bon
fonctionnement de la voie FANC-BRCA, FANCC se démarque des autres protéines FANC
par sa localisation cellulaire, qui est trés majoritairement cytoplasmique. Au sein de ce
compartiment, FANCC serait importante pour plusieurs mécanismes cellulaires pouvant
potentiellement étre impliqués dans 1’étiologie des cancers dont la protection contre
I’apoptose (326-328), de la production de ROS (154) et la protection contre ces derniers
(153). De plus, c’est la seule protéine FANC en amont de la mono-ubiquitination du
complexe ID qui a été suggérée comme pouvant augmenter le risque de développer un
cancer du sein (349). C’est donc un candidat tout particuli¢rement intéressant pour la
recherche de variants pouvant influencer la susceptibilité¢ de développer un cancer du sein

dans la population canadienne-francaise.

Le séquengage complet des régions codantes devrait permettre I’identification de variants
de séquence potentiellement délétéres et la comparaison de la fréquence allélique retrouvée
chez les cas comparativement a la fréquence allélique de la cohorte de femmes non atteintes
devrait permettre de vérifier s’il y a une association entre la présence d’un polymorphisme
et I’augmentation ou la diminution du risque de développer un cancer du sein. De plus,
¢tant donné que de nombreuses variations dans ’ARNm de FANCC ont été rapportées

précédemment dans la littérature (165; 283-287), ’analyse plus poussée de I’ADNc devrait
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permettre 1’identification de variants d’épissage pouvant potentiellement étre associés avec

le cancer du sein.

Les objectifs de mon projet de maitrise étaient donc 1) de répertorier les polymorphismes
présents dans les régions codantes de FANCC et dans les régions introniques en périphérie
chez des femmes atteintes provenant de familles a risque élevé pour le cancer du sein afin
de déterminer les effets potentiels sur la fonction de FANCC par des analyses in silico et de
comparer leurs fréquences par rapport a une cohorte de femmes non atteintes. Il fallait
également 2) définir les événements d’épissage alternatif touchant FANCC par I’analyse de

I’ADNCc et tenter d’en évaluer I’impact sur la fonction de la protéine.
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Résumé

OBJECTIFS: Beaucoup d’attention a été accordée aux geénes de la famille de I’anémie de
Fanconi en tant que geénes candidats intéressants pour expliquer la susceptibilité génétique
au cancer du sein. En effet, des mutations bialléliques dans le géne BRCA2 sont
responsables du sous-groupe D1 de 1’anémie Fanconi, et des mutations dans les genes
BRIPI/FANCJ, PALB2/FANCN et RAD51C/FANCO sont maintenant reconnues comme
¢étant responsables de I’augmentation de la susceptibilité a développer le cancer du sein. Le
but de cette étude est donc d’évaluer la contribution des variations génétiques du gene
FANCC pour la susceptibilité et 1’étiologie du cancer du sein, puisqu’un risque de
développer un cancer du sein plus élevé a été rapporté chez les grands-meres des familles

porteuses de mutations dans le gene FANCC.

METHODES: La totalité des régions codantes ainsi que les régions introniques a proximité
ont été séquencées dans une cohorte de ~100 femmes canadiennes frangaises a risque élevé
ayant développé un cancer du sein et chez ~100 femmes non atteintes provenant de la
méme population pour déterminer la fréquence allélique des variants identifiés. Le
séquencage et I’analyse de ’ADNc ont été réalisés pour évaluer I’expression des formes

alternatives d’épissage de FANCC.

RESULTATS: Le séquengage a mené a I’identification de 6 variants de séquence: un des
variants codant est situé dans I’exon 8, trois sont situés dans les régions introniques et deux
dans les régions transcrites non traduites. De plus, au moins trois événements d’épissage
distincts ont pu étre observés suite au séquencage de I’ADNc; un menant a I’exclusion de
I’exon 7 (FANCCA7), un autre a I’exclusion de 1’exon 14 (FANCCAI14) ainsi qu’un
troisiéme, jamais rapporté, qui est causé par l’insertion d’un fragment intronique entre
I’exon 4 et ’exon 5. Les deux délétions d’exon ne changent pas le cadre de lecture,
contrairement a ’insertion, qui pourrait mener a la production d’une protéine tronquée
manquant une partie de I’exon 5 et tous les exons subséquents. Les analyses par RT-PCR
ont démontré que FANCCA7 semble étre exprimé dans la majorité des tissus testés.

FANCCA7 est également présent dans les cellules traitées avec de la puromycine,
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démontrant ainsi que ce transcrit ne serait pas affecté par le mécanisme de dégradation des

ARNMmM non-sens.

CONCLUSIONS: Aucune mutation délétére pouvant étre associée avec la susceptibilité au
cancer du sein n’a pu étre clairement identifiée dans le géne FANCC. Néanmoins, des
analyses au niveau protéique sont en cours pour mieux comprendre 1’impact de FANCCA7
sur la localisation de la protéine, sur les interactions protéine/protéine et sur 1’efficacité de

la réparation de I’ADN suite a des traitements avec des agents qui endommagent I’ADN.
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Abstract

OBJECTIVE: Recent attention has been drawn toward the Fanconi Anemia gene family as
attractive candidates for breast cancer susceptibility genes. Indeed, biallelic mutations in
BRCA2 are responsible for the subset D1 of Fanconi Anemia, and mutations in both the
PALB2/FANCN and BRIP1/FANCJ genes are now known to be responsible for an increase
in the risk of developing breast cancer. The goal of this study is thus to evaluate the
possible role of FANCC genomic variations in breast cancer susceptibility and etiology, as
a higher risk of breast cancer has been reported for grandmothers of families carrying a

FANCC alteration.

METHODS: Complete sequencing of the entire coding and flanking intronic regions was
performed on a cohort of ~100 high-risk French Canadian women affected with breast
cancer and ~100 healthy women from the same population to assess the allele frequency of
each identified variant. Sequencing and analysis of cDNA material was also performed to

assess the expression of FANCC alternative splicing events.

RESULTS: The complete sequencing led to the identification of 6 sequence variants: one
coding variation located in exon 8§, three in intronic sequences and two in untranslated
regions. In addition, at least three distinct splicing events were observed following the
sequencing of the cDNA; one leading to the skipping of exon 7 (FANCCA7), another to the
skipping of exon 14 (FANCCA414) and a third one, never reported before, that is caused by
the insertion of an intronic fragment between exon 4 and exon 5. While both exon deletions
do not alter the open reading frame, the insertion does, and this could result in a truncated
protein lacking part of exon 5 as well as all the subsequent exons. The RT-PCR analyses
showed that FANCCA7 seems to be expressed in the majority of the samples tested.
FANCCA7 is also present in puromycin-treated cells, showing that this transcript does not

seem to be subject to nonsense-mediated mRNA decay.
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CONCLUSIONS: So far, no FANCC deleterious mutations have been identified as to be
associated with an increase in breast cancer susceptibility. Nevertheless, analyses at the
protein level are underway to better understand the impact of FANCCA7 on the localization
of the protein, on protein/protein interactions and on DNA repair efficiency following

exposure to DNA damaging agents.
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Introduction

Less than 25% of high risk breast cancer family carries pathogenic mutations in known
breast cancer susceptibility genes (1). It is thus obvious that many unknown risk alleles
remain to be identified, at least in those families with a clear pattern of inheritance. The
remaining susceptibility alleles will most likely cover a wide range of penetrance and
frequency in the population. A candidate gene approach targeting genes known to interact
with BRCAI and BRCA? or associated with DNA repair pathways is one of the best ways

to identify rare alleles with a moderate to high penetrance.

Fanconi anemia (FA) gene family comprises 13 distinct complementation groups which
have been described by cell fusion, cell transduction studies or protein complex purification
(FA-A, -B, -C, -DI, -D2, -E, -F, -G, -, -J, -L, -M and -N) (2-15). Each FA cell group
presents a defect in a distinct gene which can be characterized by their sensibility to
interstrand cross-linking (ICL) agents to determine if two distinct cell lines belong to the
same group. It is noteworthy that of the four genes recently associated with an increase
susceptibility to  breast cancer, four are FA genes: FANCDI/BRCA2,
FANCJ/BACHI1/BRIP1, FANCN/PALB2, and FANCO/RADS51C (16-21). Moreover, a
recent study conducted with 944 family members being part of the International Fanconi
Anemia Registry revealed an increased risk of breast cancer among grandmothers carriers

of FANCC mutations (22).

FA proteins not only interact with each other but also work in a network of processes
implicated in the maintenance of genome integrity during DNA replication and following
some types of DNA damage. Following DNA damage by ionizing radiations (IR) or ICL
agents, FANCC protein in association with FANCA, -B, -C, -E, -F, -G, -L, -M, FAAP24,
and FAAP100 forms a complex which acts as a signaling part to target and regulate
FANCD2 accumulation to nuclear foci by monoubiquitination on Lys561 (23-26).
Therefore activated FANCD?2 associates with chromatin and colocalizes in DNA damage-
induced S-phase foci with DNA repair response proteins such as BRCAI,
FANCD1/BRCA2, FANCJ, RADS51, PCNA and NBS1 (15). In response to ICL damage,

this FA/BRCA network activates and coordonates the needed DNA repair mechanisms
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namely, homologous recombination (HR), nucleotide excision repair (NER) and translesion

DNA synthesis (TLS) repair pathways (15).

FANCC is a crucial component in the upstream FA nuclear core complex. FANCC-
deficient cells show a disable S-phase checkpoint response specific to cross-link damage,
and also likely have a defect in an ATR-dependent checkpoint, as demonstrated using
HSCS536N cells (27). FANCC (localized in both the cytoplasm and nucleus) is implicated
in several other cytoplasmic functions such as JAK/STAT and apoptotic signaling (28-32).
Although FANCC does not show interactions with FANCD1/BRCA2, many proteins have
been shown to interact with FANCC. These include transcription regulators (e.g.
HOXA10), heat shock proteins (e.g. HSP90), chromatin-related proteins (e.g. Zwint-1), the
cell cycle protein Cdc2, the structural protein Alpha spectrin, cytokin-related proteins (e.g.
Statl), proteins involved in oxydative metabolism (e.g. GSTP1) as well as transporters such
as SNX3 and Delta adaptin (33). Moreover FA-C cells display selective inhibition of long
replicons which represent replication fork elongation and joining in contrast to short
replicons arising from late-firing origins, a feature specific to ICL lesions (34). Moreover,
FANCC has been demonstrated to regulate the expression of the DNA Damage Checkpoint
protein 1 (MDC1), which is considered as a key checkpoint mediator with BRCA1, 53BP1,
CHK2, and NBS1 (35).

Cytogenetic, comparative genomic hybridization and flow-cytometric analyses have
revealed a variety of chromosomal aberrations or losses at chr.9q22 in different
malignancies including breast cancer (36-39). This relatively broad region (8.71 Mb)
includes several putative tumor suppressor genes such as XPA, PHF2, FANCC and
PTCHI. A significant correlation between losses of chr.9q22.3 with lymph node metastasis
in breast cancer is also reported (40). Particularly for FANCC gene, both deletion and
methylation showed a significant association in two subgroups of breast cancer (P < 0.002)
and Q-PCR analysis revealed also a reduced FANCC mRNA expression (41). The
association noted between FANCC alterations and adverse patient survival in either age

group suggests it as a prognostic marker (41).

Hence, based on the close relation of FANCC and known breast cancer susceptibility genes

50



(BRCAI, BRCA2, BRIPI/FANCJ and PALB2/FANCN) in the cell DNA repair pathways
and the studies suggesting a possible involvement of FANCC alterations in cancer
susceptibility, we undertook the analysis of FANCC entire coding sequence, intron/exon
junctions as well as the proximal promoter region by re-sequencing in a series of 96 breast
cancer cases selected from distinct high-risk families from the French Canadian population
and 96 unrelated healthy controls of the same origin for sequence variations that could

possibly modulate breast cancer risk.
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Materials and Methods
Ascertainment of families and genomic DNA extraction

All 96 non-BRCA1/2 individuals from high-risk French Canadian breast and ovarian cancer
families participating in this study were originally part of a larger interdisciplinary program
termed INHERIT BRCAs (42; 43). All participants were at least 18 years of age, mentally
capable and had to sign an informed consent form. Ethics committees reviewed the research
project at the 7 participating institutions from which the patients were referred. The details
regarding selection criteria of the breast cancer cases as well as the experimental and
clinical procedures have been described previously (44-46). Lymphocytes from breast
cancer individuals were isolated and immortalized as previously described (45; 46) and
genomic DNA from BRCAX individuals was isolated using the QIAamp DNA Blood kit
(Qiagen, Santa Clara, CA). Genomic DNA from peripheral blood of control individuals
was isolated by conventional methods, either phenol-chlorophorm or using Gentra kits

(Minneapolis, MN, USA).

PCR amplification and direct sequencing

The FANCC gene (NM_000136.2) is composed of 15 exons that cover over 210 kb of
genomic DNA. PCR amplification of the coding sequences (the exon 1 is non-coding and
has not been analyzed), as well as the flanking intronic regions, was performed on breast
cancer cases using a set of 14 primers pairs generating PCR products ranging from 193 bp
to 587 bp. Primers list and amplification details can be found in Table 1. The PCR products
were then sequenced with an ABI3730XL automated sequencer using the Big Dye 3.1 kit
(Applied Biosystems, Foster City, USA) following the manufacturer’s instructions.
Sequences analyses were performed using Staden preGAP4 and GAP4 programs

(http://staden.sourceforge.net/). The presence and frequency of variants identified in the

case dataset was confirmed in the healthy individuals control group using the same
sequencing conditions. Alternative splice amplification of FANCCins4A and FANCCA7

was performed on cDNA from BRCAX individuals and human cell lines using the
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following primers: FANCCins4A, Forward primer (Durf222):
5’-CCACCCGATTTAATGTGTGCC-3" and specific Reverse primer (Durfl085):
5’-AAGTATATGAGATAATACACCCGT-3’; FANCCA7, Forward primer (Durf222):
5’-CCACCCGATTTAATGTGTGCC-3> and specific Reverse primer (Durfl077):
5’-GGAGAGAAATCTTCTTCCGCC-3".

Variant characterization

Deviation from Hardy-Weinberg equilibrium (HWE) and allelic difference between both
series and breast cancer association (Odds Ratio with 95% confidence interval) were
evaluated by two-sided Chi Square test with 1 degree of freedom using a web-based
software program located at: http://ihg2.helmholtz-muenchen.de/cgi-bin/hw/hwa2.pl.
Protein and nucleotide sequence alignments with other species were performed using data
extracted from the National Center for Biotechnology Information (NCBI) and UCSC

databases.

LD block and haplotype estimation analysis

The Haploview software was used to determine linkage disequilibrium (LD) block using all
HAPMAP genotyping data covering the FANCC gene. Global haplotype estimations were
determined using the PHASE 2.1.1 software (47), which estimates haplotypes and their
frequencies with a Bayesian-based algorithm and then uses a permutation test to determine
a global value of significativity. The program was initially run 5 times with 1000
permutations for both the cases and controls combined. The p-value for case-control
comparisons demonstrating a potential significant difference in allelic distribution between
breast cancer cases and control individuals was further reduced by running the program

with 100 000 permutations in order to verify the accuracy of haplotype estimations.

RNA isolation from cell lines and normal tissue samples
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Total RNA was extracted using TRI Reagent® (Molecular Research Center inc, Cincinnati,
OH, USA) according to the manufacturer’s instructions as previously described (48) from
1) EBV-transformed B-lymphoblastoid cell lines from the 96 breast cancer cases used for
our mutation screening; 2) nine cancer cell lines obtained from the American Type Culture
Collection (ATCC) including, two estrogen receptor (ER)-negative breast cancer cell lines
(BT-20 and MDA-MB-231), four ER+ breast cancer cell lines (BT-474, CAMA-1, MCF7
and ZR75) and three prostate cancer cell lines (22RV1, LNCaP, PC3); and 3) the HaCat
human skin keratinocyte cell line which was generously supplied by Dr. N.E. Fusenig
(German Cancer Research Center, Heidelberg, Germany) (49; 50). Total RNA samples
from normal tissues were purchased directly either from Stratagene (breast and ovary) (La
Jolla, CA, USA), BioChain Institute Inc. (leukocyte) (Hayward, CA, USA), or Clontech (all
other normal tissue samples) (Palo Alto, CA, USA). RNA samples were then processed as
previously described (48). Thereafter, reverse transcription of 2.5 ug of standardized RNA
samples was performed using 250 ng random hexamers and 200 U of SuperScript™ II
RNase H™ Reverse Transcriptase (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) following the supplier’s

protocol.
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Results
Sequence variations in the FANCC gene.

Direct sequencing of FANCC entire coding region and adjacent intronic sequences was
performed on breast cancer individuals from 96 distinct breast and ovarian cancer families
(one individual per family) from the French Canadian population. Six variants were
identified (Table 2), among them two are new nucleotide variations located in intron 1 (c.-
78-73C/T) and 3’-UTR sequence of exon 15 (¢.1677+7C/T). Variants identified in the case
dataset were also genotyped in 96 unrelated healthy individuals from the same population.
All SNPs genotyped were in HWE. As represented in Table 2, out of 6 variations one
variant was located in the coding sequence of exon 8 (c.816G/A), three are found in
intronic regions (c.-78-73C/T, ¢.896+81G/A and c.1155-38T/C) and two remaining
variations are located in untranslated sequences (c.-29A/C; exon 2 and ¢.1677+7C/T; exon
15). Among the identified variants, two were frequent with a MAF greater that 5%, while
the remaining 4 were rare variations. Three nucleotide changes were observed only in the
cases series and not in control individuals (Table 2). When genotype frequencies of all
variants were compared between the case and control series, the ¢.896+81G/A intronic
variation showed a statistically significant association with breast cancer (OR 2.442, 95%
CI: 1.088-5.482; p=0.02). Moreover as displayed in Table 3, this nucleotide is conserved in
23 out of 32 species analyzed which could suggest that the high conservation of this

particular intronic nucleotide could reflect a certain level of functionality.

As shown in Table 4A and 4B, the only variant located in the coding sequence (c.816G/A)
results in the amino acid change Glu273Lys. The Glu residue is almost completely
conserved in distant species (apart from Ala in Anolis carolinensis), suggesting that this
amino acid is under strong functional constraint or may have a specific role on protein
conformation (Table 4A). This amino acid Glu273 is located within a region which is
known to bind GRP94 and HSP70 proteins (Figure 1A). The Glu273Lys change is
predicted to be not tolerated by SIFT, but evaluated as probably damaging by the PolyPhen
program (Table 3B).

Linkage disequilibrium (LD) block and haplotype determination in FANCC gene.
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Linkage disequilibrium block (Haploview software) analyses were performed using
HapMap genotyping data (total of 115 SNPs) from the CEPH/CEU cohort. Based on a solid
spine of LD algorithm, five LD blocks of 37, 40, 9, 27 and 98 kb were identified (Figure 2).
It should be noted that 3 of our variants (SNP 4, 5 and 6) identified in the French Canadian
cohort are sub-grouped in the first LD block of 37 kb, with SNP 3 located at the proximity
of the 3’end of LD block 1, while the variants (SNPs 1 and 2) from the 5’-part of the gene
are located in the largest LD block of 98 kb.

Haplotype phasing of FANCC using the PHASE program with all 6 variants found in our
cohorts of cases and healthy individuals indicated that 8 haplotypes are present with an
estimated frequency ranging from 0.3 to 46.3% (Table 5). Analysis of the global haplotype
distribution between cases and controls with 1000 permutations leads to a significant
difference with a p-value of 0.003. Based on individual haplotype analysis, only the
haplotype H1 displays a significant difference between both series, Hl being more
observed in control individuals than in breast cancer cases (p-value=0.031). However, as
shown in Table 5, four rare haplotypes were found exclusively in the case series namely,

H2, H5, H6 and H7.

Closer examination of the haplotypes being exclusively expressed in breast cancer cases
and showing a frequency above 1%, revealed the presence of SNP3, SNP4 and SNP6 in
H6, H4-5 and H2, respectively. It should be noted that SNP4 represents the only variant

showing a significant difference in allele frequency between both series.

In an attempt to further evaluate the importance of each SNP likely responsible for the
significant difference in global haplotype distribution between both series, we performed
PHASE analysis using sliding windows with 1000 permutations as well. For the analysis
leading to a low p-value of 0.001, an additional analysis was performed with 100 000
permutations in order to reduce this p-value. All these sliding windows analyses performed
with 5, 4 or 3 variants result in a significant difference of global haplotype distribution
between both series ranging from 0.001 to 0.006 while an additional analysis with 100 000
permutations for three of them leads to p-values of 0.00033, 0.00043 and 0.00045
respectively (Table 5). This suggests that the significance of haplotype distribution most
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likely comes from the SNPs located in the 3’-part of the FANCC gene. Particularly, SNP3,
SNP4 and SNP6 seem to be involved in this effect.

Identification of FANCC alternative splice forms.

Analysis of FANCC cDNA was also performed in breast cancer cases and highlighted the
presence of three distinct alternative splice events (Figure 1B). The first alternative splice
form, designed FANCCins4A, involved the insertion of 145 bp of intronic sequence located
between exons 4 and 5 and is expected to result in a premature termination of FANCC open
reading frame 13 amino acids downstream in exon 5 (Figure 1C). The alternative splice
form, identified FANCCA?7, involves the skipping of exon 7 which is expected to produce
an in-frame deletion of 55 amino acids in the region of the FANCC protein involved in the
interaction with HSP70 and GRP74 (Figure 1A and 1D), while these domains of interaction
in addition to the one targeted by the CDC2 protein located in the 3’-end of the wild type
protein, are almost completely abolished in FANCCins4A protein (Figure 1C). On the other
hand, skipping of exon 14 results in a deletion of 68 amino acids in the 3’-part of the wt
protein and deletes the first 4 amino acids of the CDC2 interacting domain (data not
shown). However, none of the variants identified in our individuals seem potentially

involved in these alternative splicing events following in silico analyses (data not shown).

Semi-quantitative specific PCR amplification of both splicing events performed in human
cell lines are displayed in Figure 1C (FANCCins4A) and 1D (FANCCA7). While
FANCCA7 mRNA seems to be significantly expressed in all leukemia, breast and ovarian
cell lines, FANCCins4A mRNA analysis displayed an obvious variability of expression
particularly in breast cancer cell lines (Figure 1C), while this mRNA is not detectable in
K562 cell line.

Moreover given that we could not assume that the splice forms described above were not
subject to mRNA regulation through nonsense mediated decay (NMD), additional
experiments have been performed (data not shown). To verify/detect the presence of NMD,

a series of cell lines from breast cancer patients, in which the alternative form of interest
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was observed, were treated with puromycin (half of the cells were treated and half were
not), an agent known to inhibit NMD. RT-PCR was performed on FANCCins4A and
FANCCAY7 using oligonucleotides specific to each spliced form, and clearly these forms do
not seem to be subject to NMD (data not shown), as if the observed spliced form were

indeed subject to NMD, an increase in the spliced form would be observed.

58



Discussion

In order 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 (51). The previous
identification of BRCA2/FANCDI, PALB2/FANCN and BRIP1/FANCIJ (18-20) as breast
cancer susceptibility genes further strengthens the implication of FA genes in breast cancer

susceptibility.

A number of case-control studies investigated the potential association of FANCC 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,
L554P, c.711+4A/T and c.322delG have been observed at a significantly higher rate than
expected among heterozygous FANCC mutation carrier grandmothers (SIR- 1.7, 95% CI,
1.1-5.2), in a study regrouping 944 subjects (22). However, Tischkowitz and coll. did not
find any increase of incidence of overall cancer risk in FA family members (52). Although
the statistical power of the study conducted by Barroso et al. is limited, they reported an
association between rs1045276, located 3’ downstream of the FANCC gene and poorer
survival in breast cancer patients (53). Our results demontrated an over-representation of
the variant ¢.896+81G/A (OR=2.442, p=0.02) in breast cancer cases which could suggest
an association with the disease, however this association remains to be confirmed in larger

cohorts.

The variations ¢.816G/A and c.1677+7C/T are observed exclusively in 4 breast cancer
cases, but not the same individuals, therefore supporting that both SNPs are not in strong
LD. Moreover, both nucleotide variations are located in two different but adjacent LD

blocks as illustrated in Figure 2.

Based on analysis of conservation in multiple species of nucleotides for ¢.896+81G/A
(Table 3), or amino acids for ¢.816G/A (Table 4), we can conclude that these variants may

have an impact on gene function or regulation of its expression. Moreover, although both
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amino acids are polar and have a similar hydropathy index (Glu: -3.5 and Lys: -3.9), Glu is
acidic while the Lys residue is basic, which could affect the tertiary structure of the protein
conformation. In addition, the amino acid change Glu273Lys, located in exon 8§, is
predicted to be damaging by the PolyPhen software and this variation is comprised within

the binding domains of HSP70 and GRP94.

It has been demonstrated that the complex FANCC-HSP70 has an anti-apoptotic role
against a variety of environmental factors including oxydative stress, chemotherapeutic
agents, radiation, IFN-y and TNF-a and both proteins can also suppress double-stranded
RNA-dependent protein kinase (PKR) activity and caspase 3 activation (31; 54-58). Indeed,
this FANCC-HSP70 complex can inhibit the activity of PKR, which possesses a pro-
apoptotic action (30). It should be noted that the formation of this complex is dependent of
HSP40 and the fully functional FANCC protein is required in the complex for the
cytoprotection activity (59). Indeed, the L554P mutation in FANCC retains its ability to
interact with HSP70 but renders cells hypersensitive to IFN- y and TNF-a, therefore
demonstrating the need of a functional FANCC protein (59). On the other hand, GRP9%4
could protect FANCC protein from degradation given that FANCC has a rapid turnover
with a half-life of approximately 45 minutes (60).

The reduction of GRP94 expression in the rat NRL cell line significantly reduces FANCC
protein levels, and induces development of MMC sensitivity in this relatively resistant cell
line. Indeed, the IVS-4 + 4 A>T mutant (mutation described below), in which a part of the
central domain of FANCC is deleted, failed to bind GRP94 (60).

Several spliced variants of FANCC gene have been identified and partially characterized
over the last two decades, the most common being the IVS4+4A/T mutation resulting in the
deletion of exon 4 (exon 5 when including the non-coding exon 1) (61; 62). The FANCCA7
spliced variant identified in our breast cancer cases was already known to cause the
skipping of exon 6 in two studies (it corresponds to exon 7 here, given that the first cDNA
sequences reported in databases did not include the non-coding exon 1) (63; 64). However,
these studies associated the skipping of exon 6 with two nonsense mutations which led to

translational termination codons, namely R174X and R185X. Therefore it has been
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proposed that, as reported for some genes related to diseases such as African cattle goitre
(thyroglobulin gene), haemophilia A (factor VIII gene), Marfan syndrome (FBNI1 gene)
and gyrate atrophy (OAT gene) (65-67), the skipping of exons could maintain transcription
and translation of a partially functional protein and thus moderate the disease phenotype.
However in our study, no mutation/polymorphism has been identified to be potentially
involved in the deletion of exon 7. Of interest, as described above, the skipping of exon 7
leads to the disruption of the binding domains of HSP70 and GRP94 which could affect the
full activity of the translated protein, assuming that this protein may be translated given the

absence of NMD and that the skipping of this exon represents an in-frame deletion.

Regarding the insertion of the intronic sequence 4A, this spliced mRNA would produce a
truncated protein of 119 amino acids lacking most of the functional binding domains of the
wild type protein (see Figure 1). Although we could presume that this protein could not
have any significant activity, it has been reported that the FANCC mutation delG322
results in the expression of a 50-kD polypeptide which partially corrects MMC sensitivity
in FANCC-deficient cell lines (68). Therefore additional experiments are needed to

characterize the potential action and the role of this FANCCins4A protein in cell

physiology.

On the other hand, skipping of exon 14 appears to be a common alternative splicing event,
observed significantly in both FA patients and control individuals, however it has not been
established that this aberrant transcript results in a functional protein (63). However, the
deletion of exon 14 abbrogates the first four amino acids of the CDC2 binding domain and
the c-terminal portion has been identified as a key element in the protein activity since a
mutation located in exon 15, such as L554P, yields to the loss of activity of the FANCC
protein (69) as demonstrated in the HSC536 cell line.

As our sequencing analysis was limited to exonic and proximal intronic regions, we did not
identify any variant potentially involved in the regulation of the splice transcripts revealed

in our study.

Haplotypes reconstruction from the 6 SNPs detected in both sample sets led to the

identification of 8 haplotypes with frequencies ranging from 0.5 to 46% (Table 5). Four
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haplotypes (H2, H5, H6 and H7) are found exclusively in the case series while the
haplotypes H1, H3 and H4 represent more than 95% of all haplotypes when both series
(cases and controls) are combined. In particular, H1 is significantly more represented in the
control series (p= 0.031) which could suggest a protective effect of this haplotype on breast
cancer susceptibility. Of interest, H4 seems to be over-represented in breast cancer cases,
although this difference is not statistically significant. The global haplotype comparison
between both series leads to a significant p-value of 0.003, which suggests a significant
difference in haplotype distribution, even though we should be cautious, given the presence

of some variants displaying low frequencies.

To further restrict which variant or which portion of the gene seems to provide the
significant difference between both sample sets, sliding windows of 3, 4 and 5
polymorphisms were used to generate haplotype comparison between both series. As
illustrated in Table 6, additional analyses with 100 000 permutations generate p-values
lower than 0.00045 when using windows including SNP 3, 4 and 6. At first glance, it is
tempting to speculate that the variants located in the 3’-part of the gene are potentially
involved in the difference observed regarding the haplotype distribution. This is supported
by the LD block analysis (Figure 2) which locates the variants 3-6 in a relatively confined
region in blocks 1 and 2, while the SNPs 1 and 2 are found in the block 5 which
emcompasses the 5’ part of the FANCC gene. Moreover, following LD value calculation of
all SNP combinations of Hapmap data covering the FANCC gene, we can observe a perfect
D’ value of 1.0 (data not shown) between the polymorphism rs4743056 (located in the
proximal region of SNP6) and rs7847194 (close from SNP3). This is the more
representative analysis we can perform since SNPs 3 and 6 identified in our study have not

been included in Hapmap genotyping data.

Indeed, it is difficult to pinpoint which variant on the haplotype would be responsible for
this effect, as no SNP taken on its own shows a significant effect. To date, no study was
performed to investigate the involvement of FANCC haplotypes with breast cancer

predisposition.

According to Antoniou and Easton (51), in a study with 100 cases from high-risk families
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and 100 healthy controls from the same population, and given a rare allele frequency of
0.10, it could in theory be possible to detect a relative risk of 2. Obviously, given the
limited number of individuals included in the present study, one has to be cautious when
interpreting such a result. Nonetheless, these preliminary results represent an interesting
avenue for further investigations. However, analyses using larger cohorts will definitively
be needed to further ascertain the impact of FANCC variants or haplotypes on breast cancer

susceptibility in French Canadians and other populations.
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Figure Legends

Figure 1: FANCC interaction domains, FANCC splicing and their tissue expression.
(A) Schematic representation of FANCC interaction domains based on the literature. (B)
FANCC exon structure and the three splicing variants that could be detected via the cDNA
analysis: FANCCins4a, FANCCA7 and FANCCA414. (C) and (D) Schematic representation
of the putative protein produced by the insertion of exon 4a and the deletion of exon 7,
respectively, with an RT-PCR analysis on various cell lines using a set of primers specific

for each event.

Figure 2: LD block analysis. A total of 115 SNPs from the CEPH/CEU cohort of HapMap
was used to identify five LD blocks using a solid spine of LD algorithm (denoted by
arrows). SNPs1 to 6 are identified accordingly with their RefSNP accession number, when

available.
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Table 1

List of oligonucleotides used for FANCC exonic amplification

Annealing PCR

Exon* F/R Oligonucleotide Sequence (5°-3°) Temp (°C) length (bp)

) F2 GATGGCTCCAGCATAGAAGC 53 468
R2 ACCACAAGTCCCGATTCTGGG

3 F3 CCCTCAATCTATAATGTCAG 53 239
R3 GTAAGCCTCTGTGAAACAATG

4 F4 ATGTTATATTCAGGGATACTTG 53 364
R4 TAACAGTGAAGGGTATGTTTG

5 F5 TAGGTAAAGCACTGCTCATTG 59 537
R5 TTTAGGAAAACCCTTCCTGGTT

6 F6 ACAGAGTGAAACATGAGAAG 56 758
R6 CCTCTCATAACCAAACTGATAC

7 F7 GTCCTTAATTATGCATGGCTC 5Q 289
R7 CAACACACCACAGCCTTCTAAG

g F8 TTTTCAGTGAGCCATTTCTG 59 265
R8 AAATGATTCCAAGCATCTCC

9 F9 CTCCTTTGGCTGATAATAGC 56 730
R9 CCCATGATACAGCCAGAGAC

10 F10 TTTCCCTTATACAGTGCAGG 53 254
R10  GTGCTCTTGTCCAAAATACTC

1 F11 TTCCTGACCCCGTTTCAATC 5Q 193
R11  TTGACAATGCTCTTCCCAGG

12 F12  GTGAACCAGAAGTAAAGGGC 53 254
R12 AGGATCTAGGGAAACCATG

13 F13 CAGTGGATAAGTACAATTTAAG 5Q 429
R13 GAATGGGCTGGCAGCGTCTCGTC

14 F14 CCTAGAAGTATGTCTGTCCTG 53 303
R14  CTCTCCTTGACTAGGATGCTG

15 F15  GGATAGGGCTTCTTTCAGGG 54 391
R15 TCCCAAGATGTGTACAGCTC

*The non-coding exon 1 has not been analyzed
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Table 2

Observed sequence variations in FANCC gene and genotype frequencies in familial breast cancer cases and controls

Common Heterozygote Rare
Number of homozygote No. homozygote OR’
SNP SNP ID' dbSNP ID Series individuals  No. (expected)” (expected)’ No. (expected)” MAF’ HWE* (95% CI)

1 c.-78-73C/T N/A Cases 96 95 (95.00) 1 (0.99) 0 (0.00) 0.01 0.96 0.192
Controls 94 89 (89.07) 5(4.87) 0(0.07) 0.03 0.79 (10605262)

2 c.-29A/C rs4647414 Cases 96 95 (95.00) 1 (0.99) 0 (0.00) 0.01 0.96 2.953
Controls 94 94 (94.00) 0 (0.00) 0 (0.00) 0.00 1.00 52192%)

3 c.816G/A 1s34671520 Cases 96 92 (94.04) 4 (3.92) 0 (0.05) 0.02 0.84 9.000
Controls 94 94 (94.00) 0 (0.00) 0 (0.00) 0.00 1.00 1(60843831 1_)

4 ¢.896+81G/A 154647512 Cases 96 76 (76.15) 19 (18.70) 1(1.15) 0.11 0.88 2.442
Controls 92 85 (85.13) 9 (8.57) 0(0.22) 0.05 0.70 (51‘?:;)

5 c.1155-38T/C 134647534 Cases 96 25 (29.26) 56 (47.48) 15 (19.26) 0.45 0.08 1.072
Controls 94 30 (30.45) 47 (46.10) 17 (17.45) 0.43 0.85 (10670175)

6 c.1677+7C/T N/A Cases 96 92 (92.04) 4 (3.92) 0 (0.04) 0.02 0.84 8.809
Controls 92 92 (92.00) 0 (0.00) 0 (0.00) 0.00 1.00 1(604477712)

" According to the nomenclature of the Human Genome Variation Society
* As expected under Hardy-Weinberg equilibrium

*Minor Allele Frequency

* p-value for deviation from Hardy-Weinberg equilibrium

>0dds Ratio (95% confidence interval)
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Table 3

Conservation of the ¢.896+81G/A variant in other species

Species

Nucleotide sequence™

Homo sapiens
Vicugna pacos

Felis catus

Gallus gallus

Pan troglodytes
Bos taurus

Canis familiaris
Tursiops truncatus
Loxodonta africana
Gorilla gorilla
Cavia porcellus
Erinaceus europaeusi
Equus caballus
Procavia capensis
Dipodomys ordii
Echinops telfairi
Macaca mulatta
Pteropus vampyrus
Myotis lucifugus
Mus musculus
Microcebus murinus

Monodelphis domestica

Pongo pigmaeus
Ochotona princeps

Ornithorhynchus anatinus

Oryctolagus cuniculus
Rattus norvegicus
Sorex araneus
Choloepus hoffmanni

Spermophilus tridecemlineatus

Tarsius syrichta
Tupaia belangeri

TGTTGTGGTAGTCT-CTGGCTG
TTCTGTGCTAGTCT-CTGGGTG
T-TCGTGGTAGTCT-CTGGCTA
TGTTGTGGTAGTCT-CTGGCTA
TTCTGTGGTAGTCT-CTGGCTG
TTTTGTGGTAGCTC-CTGTATA
CTCTGTGGTAGTCT-CTGGCTG
TTCTGCGGTGATCT-CTGACTG
TGTTGTGGTAGTCT-CTGGCTG
ATCTGTAATAGCCT-CTGGCTG
------ TTATAGTAT-CTGACTG
TTCTGTCGTAGTCT-CTGGCTG
TTTTGTAGCAGTCT-CTGGCTG
TGTTGTGGTAGTCT-CTGGCTG
TTCTGTmmmmmmmmmmmmemee
TGCTGTGGTAGTCT-CTGGCTG
TTCTGTTGTAGTCT-CTGGCTA
TTCTGGGGTGATCT-CTGGGTG
----------- GTCT-CTGGCTG
TTCTGTGGTACTCT-TTGGCTG
TATCTT--TAGACTACTGAC---
TGTTGTGGTTGTCT-CTGGCTG

--CTGCGGTCGCCC-CCGGCGC
------------- TCT-CTGGCTG
TTCTTTGGTAGTGT-CCGGCTA
ATCTGCAGTTG--T-CTGGCTA
TTTTGCAGTAGTCT-CTGGCCA
TTTTGTGGTAGTTT-CTGGCCC

*The underlined bold letter represents the corresponding nucleotide of the ¢.896+81G/A variant
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Table 4a

Non-synonymous sequence variants detected in human FANCC and residues found in orthologues

Amino acid Macaca Tarsier Mus Canis lupus Loxodonta ~ Monodelphis Anolis
SNP*  SNP [D** change mulatta syrichta musculus Jfamiliaris africana domestica carolinensis
3 c.816G>A Glu273Lys Glu Glu Glu Glu Glu Glu Ala
* According to Table 2
** According to the nomenclature of the Human Genome Variation Society
Table 4b
Prediction of the amino acid change Glu273Lys on FANCC protein function
PolyPhen
SNP* SNP ID** Amino acid change Location SIFT (score difference)
3 c.816G>A Glu273Lys Exon 8 Tolerated Probably damaging

* According to Table 2
** According to the nomenclature of the Human Genome Variation Society
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Table 5

Estimated haplotype frequencies observed in French Canadian breast cancer cases and controls

Haplotype

(SNP 1-2-3-4-5-6)* Cases Controls Combined p-value**
H1: CAGGTC 0.406 0.521 0.463 0.031
H2: CAGGTT 0.021 0.000 0.011 0.123
H3: CAGGCC 0.432 0.404 0.418 0.604
H4: CAGATC 0.099 0.048 0.074 0.076
H5: CAGACC 0.010 0.000 0.005 0.499
H6: CAAGTC 0.021 0.000 0.011 0.123
H7: CCGGTC 0.005 0.000 0.003 0.495
H8: TAGGCC 0.005 0.027 0.016 1.113

* According to Table 2
**Hisher Exact Test, two-tailed

Testing HO: p-value = 0.003 (1000 perm)
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Table 6

Significativity of PHASE analyses between French Canadian breast cancer cases and
controls using sliding windows of SNPs

p-value**

SNPs analyzed* 1000 perm 100 000 perm
1-2-3-4-5 0.006 -
2-3-4-5-6 0.001 0.00043
2-3-4-5 0.006 -
3-4-5-6 0.001 0.00045
3-4-5 0.004 -

4-5-6 0.006 -

3-4-6 0.001 0.00033

* According to Table 2
**p-value for testing HO, perm: permutation
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Figure 2
FANCC gene:

Chromosome 9 (96900157-97118948)
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CONCLUSION

Puisqu’il est prédit qu’une proportion importante des cas de cancer du sein est causée par
des facteurs génétiques, il est primordial de déterminer quels sont ces facteurs pour mieux
discerner les femmes ayant un risque accru de celles ayant un risque normal ou réduit afin
d’étre en mesure d’offrir les mesures préventives nécessaires pour traiter la maladie tot
dans son développement. Le reséquengage de génes candidats va demeurer la méthode de
choix pour la découverte de nouveaux alleles de susceptibilité de pénétrance modérée peu
communs dans la population en général, du moins jusqu’a ce que le colit des technologies
de séquencage a trés haut débit cessera d’étre prohibitif pour I’analyse d’un nombre élevé
de patients. Méme dans ce cas, il sera difficile d’associer un polymorphisme avec une
maladie si ce dernier n’est pas tres fréquent, peu pénétrant et qu’il n’a pas un effet délétére
facilement identifiable (tel un codon stop prématuré) (27). De plus, puisque de tels
polymorphismes sont rares dans la population, il sera trés difficile de recruter des cohortes
assez grandes pour obtenir le pouvoir statistique nécessaire pour confirmer une association

a travers le trés grand nombre de polymorphismes obtenus lors de chaque analyse.

Les génes FANC ont regu beaucoup d’attention depuis qu’il a été démontré que des
mutations bialléliques du géne BRCA2 peuvent étre responsables du sous-type D2 de I’AF.
Depuis, au moins trois genes directement impliqués dans la réparation des pontages
interbrins ont €té associés a une susceptibilit¢ accrue de développer un cancer du sein:
PALB2/FANCN (OR=2.3) (350), BRIPI/FANCJ (OR=2.0) (37; 346) et RAD5IC
(/FANCO) (OR=3.44) (351). Les résultats présentés au chapitre 1 sont également dans cet
ordre de grandeur: variants peu fréquents conférant une augmentation modérée du risque de

développer un cancer du sein.

De plus, une autre étude a associé des mutations dans le géne FANCC avec un risque accru
pour le cancer du sein chez les grands-meres des patients AF (349). Il est par contre
difficile de comparer directement les résultats de cette étude avec ceux présentés dans ce
mémoire. D’une part, la méthode statistique differe et la méthodologie pour le recrutement

de la cohorte a analyser n’est pas la méme. Les conclusions sont malgré tout semblables,
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c’est-a-dire qu’il semble y avoir une association entre la présence de certains variants de
séquence de FANCC et une susceptibilité accrue (environ 2.4 fois) de développer un cancer
du sein. Dans tous les cas, il serait important de répliquer les résultats dans de plus grandes

cohortes.

En plus d’étre essentielle pour le fonctionnement de la voie FANC-BRCA, FANCC serait
¢galement impliquée dans plusieurs mécanismes cellulaires au niveau cytoplasmique qui
sont importants pour maintenir la stabilité chromosomique tels que la détoxification des

ROS et la protection contre I’apoptose.

L’analyse de FANCC dans la population canadienne-frangaise a permis d’identifier deux
variants potentiellement intéressants. Tout d’abord, le variant c.896+81G>A est retrouvé
plus fréquemment dans notre cohorte de femmes atteintes que dans la cohorte de femmes
saines. Par contre, il ne semble pas €tre le variant causal, car I’épissage alternatif des exons
en périphérie n’est pas affecté par sa présence. Puisque les analyses des haplotypes
permettent d’obtenir un meilleur seuil de significativité, il serait plausible que
c.896+81G>A soit en déséquilibre de liaison avec un autre polymorphisme qui n’aurait pas
été analysé¢ au cours de ce projet. Il n’est pas non plus impossible que 1’association
retrouvée pour ce variant soit un faux positif. Pour vérifier ce point, il serait intéressant de
I’étudier dans une plus grande cohorte de la population canadienne-francaise ou bien dans

des cohortes provenant d’une autre population.

L’autre variant intéressant, c.816G>A, méne a un changement d’acide aminé. Comme les
deux programmes de prédiction in silico donnent des résultats différents, il serait donc
intéressant de vérifier réellement son impact au niveau de la protéine. En plus du test
classique pour les protéines FANC, c’est-a-dire le test de survie suite a ’exposition a des
agents pontants de I’ADN, d’autres tests complémentaires sont possibles. En effet, puisque
FANCC est une protéine multifonctionnelle (277; 336), il est pertinent de vérifier si des
interactions avec des protéines non-FANC (telles que Hsp70, Cdc2 ou GRP94) ont lieu
correctement. Ces interactions pourraient étre affectées méme lorsque la voie FANC-

BRCA est fonctionnelle.
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Les quatre autres variants se retrouvent dans les régions non-codantes. Leurs fréquences
alléliques sont similaires chez les cas de cancer du sein provenant de familles a risque élevé
et chez la cohorte de femmes non-atteintes. De plus, ils ne semblent pas avoir d’effets
déléteres évidents. Ils n’ont donc pas été 1’objet d’analyses plus approfondies. Parmi ces 4

variants, deux n’ont jamais été rapportés.

La présence de divers événement d’épissage alternatif qui a pu étre identifiée par I’analyse
de I’ADNCc est tout particulierement intéressante. Depuis les premiers articles parus sur la
protéine FANCC, il semble clair que cette protéine posseéde un grand nombre d’isoformes.
Par contre, leurs impacts sur la fonction de la protéine n’ont jamais été étudiés. Des études
récentes sur la protéine FANCL ont permis d’identifier un variant d’épissage, nommé
FAVL (352), qui inactive la forme sauvage en la séquestrant dans le cytoplasme et en
favorisant sa dégradation par le protéasome, menant ainsi a I’inactivation de la voie FANC-
BRCA et favorisant le développement et la progression tumorale. L’étude des variants
d’épissage de FANCC et des autres protéines FANC pourrait donc s’avérer trés pertinente.
Dans cette étude, au moins trois formes d’épissage ont été¢ mises en €évidence, dont une
(FANCCins4a) qui n’avait jamais ét¢ mentionnée dans la littérature. L’impact des deux
autres formes FANCCA7 et FANCCAI4 est également inconnu. Bien que I’expression de
FANCCA7 semble avoir lieu dans toutes les lignées tumorales analysées, ce n’est pas le cas

pour FANCCins4a pour lequel I’expression est absente dans certaines lignées.

Les analyses récentes tenant compte des alleles de susceptibilité récemment découverts
démontrent qu’ils ne permettent pas encore d’améliorer considérablement les modeles de
prédiction du risque de développer un cancer du sein (353). Il reste donc probablement de
nombreux autres génes de susceptibilité a découvrir et on doit s’attendre a ce qu’une
portion des all¢les associés au cancer du sein ait une faible fréquence allélique et une
pénétrance modérée a élevée. Pour le moment, de tels alleles doivent étre identifiés par

reséquencgage de génes candidats tels que FANCC.

Le géne FANCC pourrait également étre li¢ au développement de cancer du sein d’une
autre maniére un peu plus inusitée que ce qui a été présenté dans ce mémoire. En effet, dans

I’intron séparant I’exon 1 de 1’exon 2 se retrouve un pseudogene. Plus spécifiquement,
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I’ARNm du géne ATMIN s’y est inséré, probablement par un mécanisme de rétro-
transposition (354). On retrouve la totalité de la région codante et une partie de la région
transcrite non-traduite en 3’ et en 5°. On peut noter la présence de quatre délétions et d’une
insertion venant modifier le cadre de lecture. Il est donc peu probable que le pseudogene
soit traduit en protéine. La protéine ATMIN serait importante dans la protection contre les
dommages oxydatifs (355) et serait également essentielle pour la stabilité de la protéine

ATM (356; 357).

Il serait alors intéressant de déterminer si le pseudogéne d’ATMIN pourrait avoir un role
semblable a celui identifié trés récemment pour le pseudogeéne de PTEN (358). Il a été
démontré que le pseudogéne de PTEN servait a protéger le géne PTEN contre la
dégradation par le mécanisme d’interférence a I’ARN. Dans certaines tumeurs, le locus du
pseudogene de PTEN est perdu, ce qui mene a une baisse de I’expression de la copie
sauvage et favoriserait ainsi la progression tumorale. Un mécanisme semblable pourrait
également étre en jeu pour le pseudogene d’ATMIN, d’autant plus qu’il a été¢ démontré que

le géne FANCC était parfois inactivé dans certaines tumeurs (359).

Il semble donc évident que le géne FANCC demeure encore un candidat trés intéressant

dans la recherche de genes de susceptibilité au cancer du sein.
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