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Introduction

Les ovaires sont deux gonades de la forme et de la taille d’une amande, faisant partie de
I’appareil reproducteur de la femme. Situés de part et d’autre de 1’utérus, ils assurent deux
fonctions : I’une endocrine suite a la production des hormones sexuelles féminines et 1’autre
exocrine via la production des gametes (Desrumaux, 2022).

Les tumeurs de l'ovaire se définissent comme tout processus proliférant primitif ou

secondaire  bénin ou malin, d’aspect kystique, solide ou végétant, dont la
croissance n’est pas directement liée a un dysfonctionnement hormonal (Blanc et al., 1985).
Actuellement, il est admis que ce type de cancer représente une pathologie peu fréquente mais
grave et de mauvais pronostic. Son caractére silencieux est responsable d'un retard diagnostique.
A cause de ses symptdmes tardifs et atypiques, il est difficile a déepister avant que les métastases
se propagent au-dela des ovaires (Trétarre et al., 2005).
Bien que le cancer ovarien occupe le huitieme rang au niveau mondial par ordre de fréquence
chez la femme, son taux de mortalité est extrémement élevé ce qui en fait la cinquiéme cause de
déces par cancer. En Algérie, il ne représente que 3,4 % de I’ensemble des cancers féminins de
notre pays (Globocan, 2020).

Plusieurs facteurs semblent impliqués dans la survenue de ce type de cancer. Cependant, le
facteur de risque le plus incriminé est d’origine génétique (Momenimovahed et al., 2019). En
effet, 10 a 15 % des cas surviennent dans un contexte de prédisposition génétique qui sont
souvent liés a des mutations des genes BRCA1 (BReast Cancer 1) ou BRCA2 (BReast Cancer 2),
ou a des mutations dans les génes de réparation de ’ADN (MMR : DNA MisMatch Repair
genes) (Billiau, 2014). Plusieurs mutations chromosomiques ont été retrouvés chez des patientes
atteintes de cancers ovariens qui sont probablement responsables de mutations geniques incluant

I’activation d’oncogenes et I’inactivation de génes suppresseurs de tumeurs (Li et al., 2019).

Il est a signaler que ces mutations géniques sont géneralement contrecarrées par des systémes
enzymatiques de réparation de I’ADN ¢élaborés par les cellules vivantes, y compris celles de I’étre
humain. Dans ce contexte nous avons choisi de travailler sur le géne XPC impliqué dans la

réparation par excision des nucléotides (REN).

-



Introduction

Au cours de ce travail nous allons :

> Essayer suite a une etude statistique de déceler les facteurs de risque les plus incriminés dans
la carcinogénése ovarienne,

> Réaliser une étude moléculaire en recherchant une éventuelle association entre le
polymorphisme rs2228001 du gene XPC et la survenue du cancer ovarien,

» Rechercher suite a une étude cytogénétique les anomalies chromosomiques les plus fréquentes
chez des patientes atteintes de cancer ovarien,

> Confronter les résultats obtenus avec les données de la littérature.
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Anatomie et
physiologie de I’ovaire



Bibliographie- Chapitre 1 [

1. Appareil génital féeminin

Ensemble des organes de la femme assurant la fonction de reproduction (Desrumaux,
2022). C’est a la fois le lieu de production des gamétes femelles, de la fécondation et du
développement de I’embryon, puis du feetus (Brooker, 2001).

L’appareil génital de la femme peut étre divisé en deux parties (Figurel) :

- Les organes génitaux internes regroupent les ovaires (gonades de la femme), utérus et vagin,
les trompes utérines ou trompes de Fallope.

- Les organes genitaux externes sont composés du mon pubis, des grandes lévres, des petites
levres, de la glande de Bartholin et du clitoris. La zone contenant ces organes s’appelle la
vulve (Marieb et al., 2014).

igamet ond Porion rharsthole
{ 00 ompe
Hond 0 [ ving
A 5hme Woan
rme
Ot iien Avoode hbare
Card e Weovaum Epoephomy
Endonetn Otun bt
Wyemele Franges tbores
o 0/ M e
I Frap ovrgue
Rt
e
‘Wlﬂnh‘"‘
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3 - symphyse pubienne 15 - grande lévre :,,'-@n;.)w me
4 - vessie 16 - cul-de-sac vésico-utérin
5 - urétre 17 - cul-de-sac de Douglas Y gt -0
6 - ligament suspenseur de |‘ovaire 18 - col de l'utérus
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9 - corps utérin 21 - rectum
10 - ligament rond de |'utérus 22 - vagin
11 - muscle transverse profond du pérnée 23 - muscle élévateur de I'anus
12 - pilier du clitoris 24 - muscle sphincter externe

Figure 1 : Appareil génital féminin. A gauche : vue de profil ; A droite : vue de face (W1).



https://www.larousse.fr/encyclopedie/divers/reproduction/87666

Bibliographie- Chapitre 1

2. Ovaires

Les ovaires ou gonades féminines sont deux glandes paires et symétriques, situées dans
une fossette peu profonde de chaque c6té de la cavité pelvienne, de part et d’autre de 1’utérus.
Elles assurent une double fonction : exocrine par production d’ovules et endocrine par

production d’hormones sexuelles (Marieb et al., 2014).

2.1. Anatomie de ’ovaire

Les ovaires sont en forme d’amande, blanc rosée. lls sont reliés a 1’utérus par les
ligaments utero —ovariens et au trompes utérines par les ligaments tubo-ovariens.
L’ovaire ovale mesure environ 3,5* 2*1 cm. Sa forme et sa taille changent tout au long de la
vie d’une femme : elle est lisse avant la puberté et devient légerement bosselée pendant la
période d’activité génitale en raison des nombreuses cicatrices causeées par la rupture du

follicule et aprés la ménopause elle redevient lisse et atrophiée (Benchimol, 2021).

2.2. Histologie de I’ovaire

La surface de I’ovaire est recouverte d’un simple épithélium cubique appelé épithélium
d’embryon ou épithélium de surface. Sous cet épithélium, le stroma effectue parfois des
couches épaisses et insuffisantes, également appelées albidiné. Ce dernier est responsable de
la couleur blanche de I’ovaire.
L’ovaire comprend deux parties :
- Une partie interne, zone plus profonde appelée: la médullaire qui contient un tissu
conjonctif libre, des vaisseaux sanguins et des filaments nerveux ;
- Une partie externe, zone périphérique appelée : la corticale, elle contient des follicules
ovariens, un épithélium germinatif riche en fibroblastes et des myofibroblastes avec une
couche mince fibreuse appelée : ’albuginé ovarienne (Tortora et Derrickson, 2017) (Figure
2).
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Figure 2 : Histologie fonctionnel de 1’ovaire (W2).

2.3. Follicules

Le follicule est une cavité de I'ovaire dans laquelle se développe un ovule. Il est pourvu de
deux enveloppes, les theques interne et externe. La théque interne sécréte des hormones,
surtout des hormones femelles telles que les cestrogénes, mais aussi des hormones males
comme la testostérone. Plusieurs millions de follicules ovariens sont présents dés la naissance,
mais seul 300 ou 400 d’entre eux parviendront a maturité. Dés la puberté, au début de chaque
cycle menstruel, un seul follicule grossit a la surface de I’ovaire tandis que les autres
dégeneérent.

La structure des follicules ovariens varie en fonction de leur stade de maturation :
1. Follicule primordial (35um) : une seule couche de cellule somatique aplatie entoure
I’ovocyte (bloqué en prophase I).
2. Follicule primaire (45-50um) : une seule couche de cellules cubiques autour de 1’ovocyte
(ovocyte I bloqué en prophase I jusqu’a puberté).
3. Follicule secondaire (50-180 pm) : les cellules se multiplient autour de I’ovocyte (deux
ou plusieurs couches de cellules granuleuses) formant la granulosa.
4. Follicule tertiaire ou follicule antral (200um a 10-12mm) : la multiplication cellulaire
est progressive. Des espaces remplis de liquide s’accumulent entre les cellules granuleuses
formant une cavité unique (I’antrum). Début de formation du Cumulus oophorus / Corona
radiata.
5. Follicule mature ou De Graaf (20 mm) : le follicule atteint ses dimensions maximales
par augmentation du liquide folliculaire (augmentation de 1’antrum). Ce sont les follicules

matures préts a I’ovulation par éclatement (Ramé et Therond, 2018) (Figure 3).
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Figure 3 : Différents stades du développement folliculaire dans I’ovaire humain (Guénard,
1996).

3. Physiologie de I’ovaire

L’ovaire assure une double fonction : une fonction exocrine (ovogénese) par laquelle il
assure la maturation, la croissance du follicule et 1’émission cyclique de 1’ovocyte ; et une
fonction endocrine par laquelle il produit les hormones sexuelles (cestrogénes et
progestérone). Ces hormones sont nécessaires a la survenue des caracteres sexuels

secondaires et a la régulation du cycle menstruel (Ferrieu-garcia, 2017).

3.1. Formation des gamétes (ovogénése)

Le processus d’ovogénese s’échelonne sur plusieurs années tout d’abord, durant la période
feetale, la multiplication et la croissance des ovogonies aboutissant aux ovocytes | bloqués au
début de la prophase (premiere division méiotique), qui se trouve dans les follicules ovariens
(Ies follicules primordiaux). Le nombre de ces follicules diminue progressivement jusqu’a la
puberté ou un petit nombre d’ovocytes I sont activés chaque mois, un seul poursuivra la
méiose | donnant 2 cellules haploides de volume trés inégal. La plus petite est appelée globule
polaire 1 et, la plus grosse qui contient tout le cytoplasme est appelée ovocyte I1. Ce dernier
subit la méiose Il et s’arréte en métaphase II, c’est lui qui est expulsé au moment de
I’ovulation. En cas de fécondation, I’ovocyte II termine la méiose 1l en donnant un gros ovule

et un minuscule globule polaire (Calas et al., 2016).
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3.2. Folliculogénése

La folliculogénése est définie par le déeveloppement et la maturation du follicule. Elle
débute pendant la vie intra utérine avec la formation du pool de follicules primordiaux,
constituant la réserve ovarienne, dans lequel les follicules vont étre recrutés et menés a
maturation de facon continue depuis la puberté jusqu’a I’épuisement du stock
Les follicules subissent une phase de croissance qui est strictement parallele a la croissance

ovocytaire, tant au point de vue de la durée que de la cinétique (Figure 4).

La folliculogénése est caractérisée par 3 grandes étapes :

* Quiescence : étape de « dormance » des follicules primordiaux qui constituent la réserve
ovarienne jusqu’au moment ou a partir de la puberté ils sont recrutés en vague pour débuter
leur croissance.

 Croissance basale : évolution des follicules du stade primordial jusqu’au stade antral
régulée par des facteurs autocrines et paracrines produits par 1’ovaire.

« Croissance terminale : cette derniere phase est dépendante des gonadotrophines secrétées
par I’antéhypophyse (FSH et la LH) qui méne a I’ovulation. Dans cette étape il y a le
recrutement des follicules antraux gonado-dépendants susceptibles d’ovuler (I’ensemble des
follicules recrutés est désigné par le terme cohorte), la sélection du follicule qui poursuivra sa
croissance et sa dominance qui le ménera a I’ovulation. Pendant la dominance il y a
croissance et maturation du follicule dominant, et régression par atrésie des autres follicules
de la cohorte (Tacdjan et al., 2012).
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Développement du follicule
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Figure 4 : Ovogenese. A gauche, Schéma de la méiose. A droite, corrélation avec le

développement du follicule ovarique et I’ovulation (Marieb et al., 2014).

3.3. Hormones stéroidiennes ovariennes

L'ovaire assure la sécrétion de trois types d’hormones sexuelles :
- (Estrogenes : sont des hormones produites principalement par les ovaires ; elles sont au
nombre de trois : 1'cestrone (E1), l'cestradiol (E2) et L'cestriol (E3). Ces hormones jouent un
role important dans I’ovogénése, la maturation des follicules, le développement des caracteres
secondaires de la femme et sont indispensables a la reproduction (Fang et al., 2001 ; Heath et
al, 2008).
- Progestérone : est une hormone stéroide qui est principalement sécrétée au deuxieme stade
du cycle ovarien aprés I’ovulation, par le corps jaune. Le réle principal de cette hormone est
de favoriser la nidation de I’ovule fécondé et la gestation (Brooker, 2001).
- Androgeénes : Sont des hormones stéroidiennes, qui stimulent le développement et le
maintien des caracteres male ; Ces hormones sont aussi produites chez la femme par les
ovaires et les glandes surrénales. Le plus important des androgénes est 1’androsténodione qui

est un intermédiaire métabolique dans la biosynthése des cestrogénes (Engelmann, 1983).

]
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Les gonades sécretent des hormones sexuelles qui agissent a distance sur les organes cibles

en se liant a des récepteurs spécifiques. Ainsi, ils régulent leur sécrétion en régulant 1’action

du complexe hypothalamo-hypophysaire (rétrocontréle) et 1’activité d’autres organes cibles.

Chez les femmes, les fluctuations des niveaux d’hormones ovariennes alternent entre

rétroaction négative et positive dans le complexe hypothalamo-hypophysaire. En effet, de

faibles niveaux d’cestrogénes et de progestérone sécrétés pendant les phases folliculaires et

lutéales fournissent une rétroaction négative sur le complexe hypothalamo-hypophysaire.

D’autre part, au cours du cycle, des niveaux élevés d’cestrogénes donnent une rétroaction

positive au complexe hypothalamo-hypophysaire, et ses sécrétions sont amplifiées (pic de

LH), provoquant 1’ovulation des follicules matures (Blin, 2013) (Figure 5).

GnRH {pgiml)

20

FSH et LH
(unités arbitraires)

I phase folliculaire |

.rwirgr}

Progestérone (ng/ml)

P
Oesiradic /_.
e :2 =
T

OEEslErone

Figure 5 : Concentrations hormonales de I'axe hypothalamo-hypophysaire au cours d'un cycle

menstruel chez la femme (en absence de fécondation) (Furelaud et Calvino, 2009).
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1. Cancer de I’ovaire

Le cancer ovarien est le cancer gynécologique le plus mortel. C’est une tumeur qui peut étre
bénigne, maligne, ou sous forme de kystes, qui atteint soit un ou les deux ovaires (Binelli et al.,
1997).

Les cellules cancéreuses ovariennes ont une prépondérance a se répandre au niveau du
péritoine et des différents organes dans la cavité péritonéale (Feki et al, 2009). Elles peuvent
également infiltrer les tissus plus profonds et étre la source de métastases.

Les tumeurs de I’ovaire se développent souvent a partir de cellules épithéliales (le type
histologique le plus fréquemment rencontré est le carcinome séreux de haut grade) a la surface

de I’ovaire.

2. Epidémiologie

En 2020, a été enregistré environ 21 750 nouveaux cas de cancer de l'ovaire, ce qui représente
1,2 % de tous les cas de cancers. Le nombre de déces associés est estimé a 13 940. Le taux de
survie a 5 ans devrait étre de 48,6 %. Environ 58% des cancers de I'ovaire sont diagnostiqués au
stade métastatique, ou la survie a 5 ans tombant a 30,2 % au lieu de 92,6% en cas de détection
précoce de la propagation locale. 90% des cancers de l'ovaire sont épithéliaux, le sous-type
séreux étant le plus courant (Siegel et al., 2020).

En Algérie, pres de 1042 Algériennes sont atteintes de ce type de cancer chagque année ce qui
ne représente que 3,4% de I’ensemble des cancers féminins de notre pays, avec un nombre de
déces de 685 cas par an (Globocan, 2020).

3. Facteurs de risque

Ce sont des facteurs qui augmentent le risque d’une pathologie mais qui ne sont ni suffisants,

ni nécessaires pour la provoquer.
3.1. Facteurs de risque avérés
3.1.1. Age

L’age est un facteur de risque important du cancer ovarien. Le cancer de l'ovaire touche
préférentiellement les femmes de 50 ans et plus, sauf pour les cas de cancers héréditaires qui

touchent les jeunes femmes.

.
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Lorsqu’une femme vieillit, des mutations de I'ADN peuvent s'accumuler dans le tissu ovarien, ce
qui augmente le risque de développer un cancer ovarien. La fréquence maximale de survenue de

ce type de cancer se situe entre 60 et 70 ans (Gauthier et al., 2012).
3.1.2. Facteurs génétiques

Les femmes ayant des antécédents familiaux de cancer de 1’ovaire apparaissent plus a risque
de développer elles aussi ce type de tumeur. Il y a une prédisposition héréditaire au cancer de
I’ovaire transmise sur un mode autosomique dominant et en relation avec les genes BRCAL et
BRCAZ2 qui jouent un role important dans la réparation de I’ADN. L’antécédent personnel de
cancer du sein est également un facteur de risque (Has, 2010).

La présence d’une anomalie génétique héréditaire telle qu’une mutation des genes BRCA1 ou 2,
ou rarement d’un des génes du syndrome de Lynch, constitue le principal facteur de risque de
développer un cancer de I’ovaire. Elle est responsable de 15 a 20 % des cancers de ’ovaire de

haut grade (Zhang et al., 2011; Alsop et al., 2012).

3.1.3. Exposition aux hormones naturelles au cours de la vie

La durée d’exposition aux hormones naturelles est déterminée par la période entre les
menarches et la ménopause. En prolongeant cette durée et en augmentant le nombre d’ovulations
au cours de la vie, la puberté précoce et la ménopause tardive sont des facteurs de risque. A
I'inverse, la grossesse (méme si elle n'est pas menée a terme) et plus encore la multiparité,
I'allaitement, la prise de contraceptifs oraux sont protecteurs (Schuler, 2013).

Le traitement hormonal de la ménopause a un effet sur les ovaires ; en 2012 le CIRC a classé le
traitement ostrogénique de la ménopause comme cancérogéne avéré pour [’ovaire

(CIRC / IARC, 2012).

3.2. Facteurs de risques suspectés

3.2.1. Obésite

Le CIRC estime que pour chaque augmentation d'IMC de 5 unités, le risque du cancer ovarien
est d’environ 1,1 fois plus élevé (CIRC, 2016). Ce risque est principalement associé a certaines
tumeurs épithéliales (séreuses de bas grade, endométroides et a cellules claires) (Dixon, 2016).
Aussi, 1’obésité réduit le risque de survie au cancer de l'ovaire et augmente le risque de décés

causé par la maladie (Bandera et al., 2017).

-
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3.2.2. Manque d"activité physique

Les études qui se sont intéressées a 1’influence de 1’activité physique sur le risque du cancer
ovarien ont montré un effet protecteur de 1’activité physique, mais ces données sont encore
insuffisantes pour prouver avec certitude une causalité (Hanna, 2004 ; Cannioto, 2016).

3.2.3. Tabagisme

Les études récentes montrent que les femmes qui fument sont environ 1,5 fois plus
susceptible de développer une tumeur mucineuse que les femmes non fumeuses (CGESOC,
2012 ; Santucci, 2019).

Le tabagisme augmentait jusqu'a 25 % le risque de décés chez les femmes qui fument,
atteintes d'un cancer de I'ovaire par rapport a celles qui ne fument pas (Kim et al., 2017).

3.2.4. Dépression

Les données de I'étude de santé de l'infirmiere indiquent que les femmes présentant une
dépression persistante pourrait présenter un risque d’atteinte du cancer ovarien plus élevé par

rapport aux femmes qui ne présentent pas de symptémes dépressifs (Huang et al., 2016).

4. Types de cancer ovarien

Les tumeurs de I’ovaire sont subdivisées en trois grandes catégories histologiques :

épithéliale, germinale, et stromale ou de cordon sexuels.

4.1. Tumeurs épithéliales

Elles dérivent de I’os et représentent environ 65% de toutes les tumeurs de I’ovaire et prés de
90% des tumeurs malignes.
Le cancer épithélial de I'ovaire est généralement diagnostiqué a un stade avancé (Cortez et al.,
2018).

4.2. Tumeurs germinales

Les tumeurs de 1’ovaire qui dérivent plutdt des cellules germinales comptent pour environ 25%
de toutes les tumeurs de 1’ovaire et pour 3-7% des tumeurs malignes. Ces tumeurs sont
généeralement peu fréquentes et bénignes chez la femme adulte, bien qu’elles représentent plus de
la moitié des tumeurs ovariennes malignes se développant chez les fillettes et les adolescentes
(Cortez et al., 2018).

-


https://www.cancer-environnement.fr/178-Activite-physique-et-cancer.ce.aspx
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4.3. Tumeurs stromales

Dites également tumeurs du cordon sexuels comptent pour environ 10% de toutes les tumeurs
de ’ovaire et pour 3-7% des tumeurs malignes de 1’ovaire. Elles peuvent étre associées a une
production hormonale. Les tumeurs des cellules de la granulosa sont les plus potentiellement
malignes et représentent 70% des tumeurs malignes stromales ou des cordons sexuels (Chen et
al., 2003).

5. Classification du cancer de ’ovaire

Selon la Fédération Internationale de Gynécologie et d’Obstétrique (FIGO), il y a 4 critéres :
la classe tumorale, le type histopathologique, le grade et le stade.

5.1. Classes tumorales

\ et ot

e

Figure 6 : Coupes histologiques des trois classes tumorales (Normandin, 2008).
A) Tumeur bénigne ; B) Tumeur a faible potentiel de malignité ; C) Tumeur invasive.

A- Tumeurs bénigne ovarienne (BOV) : Ces tumeurs sont plutdt inoffensives et sont
généralement retrouvées sous la forme de masses kystiques (Boyle et al., 2008).

B- Tumeurs borderline ou a faible potentiel de malignité (LMP) : elles ne sont ni bénignes,
ni malignes, mais entre les deux, elles sont bilatérales dans 26-50% des cas, ce qui est plus
élevé que les tumeurs bénignes, mais moins que les invasives (Ouellet et al., 2005).

C- Tumeurs invasives (TOV) : ces tumeurs présentent une prolifération épithéliale avec
stratification. Elles sont plus agressives, pouvant s’étendre au-dela des ovaires et former des
métastases a distance. La caractéristique propre aux tumeurs invasives est la présence

d’invasion stromale destructive (Chen et al., 2003).
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5.2. Types histopathologiques

Les types de tumeurs ovariennes sont décrites au-dessus (8§ section 4).
Selon I’OMS, il existe une variét¢é de sous-types histologiques tumoraux
déterminés selon le tissu auquel les tumeurs s’apparentent le plus. Plus
specifiquement, pour le cancer épithélial de 1’ovaire, les sous-types sont : séreux,
endométrioide, mucineux, a cellules claires, a cellules transitionnelles (ou de

Brenner), mixtes, et indifférenciées.

Figure 7 : Coupes histologiques des quatre principaux types histopathologiques du cancer
épithélial de I’ovaire (Normandin, 2008).

A) Séreux ; B) Mucineux ; C) Endométrioide ; D) Cellules claires.

A- Séreux : Ce type histopathologique est le plus fréquent et est retrouvé dans environ 55% des
tumeurs épithéliales. Elles sont bénignes et donc sous forme de kystes dans environ 65% des
cas.

B- Mucineux : Ces cellules sont caractérisées par une abondante quantité de mucus (mucine)
intracytoplasmique. Les tumeurs mucineuses comptent pour approximativement 10% des
cancers de I’ovaire (Harrison et al., 2008).

C- Endométrioide : Elles sont formées de cellules ayant I’aspect de celles qui recouvrent la
paroi de I’utérus (I’endometre plus précisément). Elles représentent environ 10% des tumeurs
de I’ovaire.

D- Cellules claires : Elles représentent environ 5% des tumeurs ovariennes. Les tumeurs
bénignes et borderlines a cellules claires sont assez rares, la majorité des tumeurs de ce type

histopathologique étant malignes (Chen et al., 2003).
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5.3. Grades (G0-G3)
La classification en grade veut dire une classification selon le degré de différenciation des
cellules tumorales.
G1 : (tumeur bien différenciée).
G2 : (tumeur modérément différenciée).
G3 : (tumeur pauvrement différenciée).

GO : aussi appelé GB correspond aux tumeurs borderline (Colombo et al., 2006).

5.4. Stades (I-1V)

Les deux systemes FIGO et TNM sont utilisés pour évaluer le stade tumoral. Cette
classification permet d’adapter la conduite du traitement ainsi que les modalités chirurgicales. 11
s’agit d’une stadification anatomopathologique établie selon I’extension tumorale (T),
I’envahissement ganglionnaire loco-régional (N) et les localisations métastatiques (M) (Tableau
1).

Tableau 1 : Classification FIGO et correspondance TNM des tumeurs ovariennes (FIGO

Guidlines, 2014).

Stades Classification

Fl TNM Ovaire

G

o

| T1 Tumeur limitée aux ovaires

1A Tla Tumeur limitée a un seul ovaire avec capsule
intacte

1B T1b Tumeur des deux ovaires, capsule intacte

IC Tlc Rupture capsulaire ou tumeur a la surface ovarienne
ou cellules malignes dans le liquide d’ascite ou
lavage péritonéal

I T2 Tumeur ovarienne étendue au pelvis

1A T2a Extension a 1’utérus et/ou aux trompes

11B T2b Extension aux autres organes pelviens

1C T2c Extension pelvienne avec cellules malignes dans le
liquide d’ascite ou de lavage péritonéal

0
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i T3 et/ou N1 Meétastases péritonéales au-dela du pelvis et/ou
Adénopathies métastatiques régionales

1A T3a Métastases péritonéales microscopiques

1B T3b Métastases péritonéales macroscopiques < 2cm

Inc T3c et/ou N1 Métastases péritonéales > 2cm et/ou adénopathies
métastatiques régionales

v M1 Métastases a distance (autres que les métastases

Péritonéales)

6. Symptomes du cancer de I’ovaire

Un cancer de ’ovaire provoque peu de symptomes, ces derniers ne se manifestent souvent

qu’a un stade avancé. Néanmoins, il peut étre suspecté devant plusieurs signes dont :

e la détection d’une masse ovarienne lors du suivi gynécologique ou d’un examen

d’imagerie.

e I’apparition de douleurs abdominales ou pelviennes (dans la zone du petit bassin).

e une augmentation anormale du volume de I’abdomen liée a une ascite.

« des saignements ou des pertes vaginales anormales (rarement).

o des troubles du transit.

e des envies tres fréquentes ou pressantes d’uriner.

o l’apparition de problémes de circulation dans un membre inférieur se manifestant par un

cedéme (gonflement).

e Dapparition d’une douleur thoracique.

e un essoufflement prolonge.

o une dégradation inexpliquée de I’état général se manifestant notamment par une perte de

poids et d’appétit, une diminution de la prise alimentaire et de la fatigue (INCa, 2018).

7. Diagnostic du cancer de I’ovaire

- Dépistage : I'unique outil de dépistage actuel est I’examen gynécologique chez les femmes

consultant leur médecin de facon périodique, bien que les tumeurs peuvent aussi passer

inapercgues.

- Diagnostic : la plupart des cancers de l'ovaire précoces sont diagnostiqués aprés une

exploration chirurgicale de I'abdomen réalisée en réponse a des symptomes ou des échographies

indiquant une maladie ovarienne. Le diagnostic repose principalement sur I’examen clinique du

.
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pelvis, 1’échographie et le dosage sérique du CA 125 (Cancer Antigen 125). De nos jours, le
marqueur HE4 (Human Epididymis protein 4) est couplé a la CA125 dans le diagnostic de ce

type de cancer (Kim et al., 2017).

8. Traitement du cancer de I’ovaire

La chirurgie est le traitement de premiére intention du cancer de I'ovaire. Lorsque la maladie
est tres avancee, la chirurgie est généralement suivie par la chimiothérapie.
Le traitement est adapté a chaque patiente en fonction de son age, de ses antécédents médicaux et

chirurgicaux, de son état de santé global et des caractéristiques du cancer (Tewari et al., 2015).

8.1. Chirurgie

La chirurgie est proposée systématiquement pour les tumeurs de stade I, Il ou Il1, sauf si I'état
général du patient ne le permette pas. En dehors des tumeurs de stade I, les thérapies
complémentaires doivent étre associées a la chirurgie. Enfin, pour les tumeurs de stade IV, le
bénéfice de la chirurgie est discuté en fonction de la taille et de la localisation de la tumeur et des

métastases (Tewari et al., 2015).

8.2. Chimiothérapie

La chimiothérapie adjuvante standard pour le cancer de 1I’ovaire est une combinaison d’agents
de la catégorie des taxanes, tel que le paclitaxel ou le docetaxel, ainsi que d’agents de la
catégorie des platines tels que le carboplatine ou le cisplatine. Les taxanes ont un effet
stabilisateur sur les microtubules cellulaires. Cela empéche leur réorganisation et blogue ainsi le
déroulement de la mitose, ce qui conduit a la mort cellulaire.
Les platines sont des agents alkylants de I’ADN. Ils empéchent les brins d'ADN de se séparer, ce
qui préevient la réplication de I'ADN et donc la division cellulaire. Les patientes qui ne sont pas
éligibles & une premiére chirurgie de cytoréduction devraient également recevoir ce traitement de
chimiothérapie pour essayer de diminuer le volume tumoral avant de pouvoir tenter une

intervention chirurgicale (Benedet, 2000 ; McGuire et Markman, 2013).

8.3. Radiothérapie

La radiothérapie est rarement utilisée pour traiter le cancer de I’ovaire, car ce cancer affecte
généralement de nombreux organes et de nombreux tissus dans la région atteinte (Brown et al.,
2012).

.
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1. Prédisposition génétique

Les prédispositions génétiques peuvent influer sur le développement du cancer de 1’ovaire
(Risch et al., 2001). Il est estimé qu'environ 10-15% des cas de cancer ovarien surviennent
dans un contexte héréditaire. Une femme ayant un membre de sa parenté de premier degré
(mére, sceur, fille) atteint d’un cancer de 1’ovaire présente un risque trois fois plus élevé de
développer ce type de cancer (Billiau, 2014).
L’association de plusieurs cancers dans la famille, tels que le cancer du sein, de 1’utérus, de
I’ovaire ou du colon, pourrait aussi entrainer un risque accru de développer un cancer de

I’ovaire (Metcalfe, 2004).

Il existe deux formes de prédisposition génétique pour le développement d’un cancer

ovarien :

1.1. Prédispositions majeures

Les anomalies des genes BRCAL et BRCA2 ont été identifiées comme étant responsables
de 65 a 85 % d’histoires familiales de cancers ovariens. En effet, il a été rapporté que les
familles avec cancer ovarien proprement dit, ou sein/ovaire encore dénommé HBOC
(Hereditary Breast and Ovarian Cancer) sont atteints de mutations germinales des genes
BRCA (Hodgson et Turashvili, 2020).

La transmission de cette prédisposition majeure se fait selon un modele mendélien
autosomique dominant et le risque de transmission d’un individu porteur a sa descendance est
de 50 % (Nogues, 2015).

Le deuxiéme cas de prédisposition majeure est le syndrome HNPCC (Hereditary Non
Polyposis Colon Cancer) encore dénommé syndrome de Lynch qui est responsable de 10 a 15
% du nombre total de cas de cancer de l'ovaire héréditaire. Lynch se produit suite a des
mutations héréditaires dans I'un des quatre genes de réparation des mesappariements (MHL1,
MSH2, MSH6 et PMS2), dont la transmission se fait également selon un modéle mendélien

autosomique dominant (Momenimovahed et al., 2019).

1.2. Prédispositions mineures
Syndrome de Li-Fraumeni (SLF) et TP53, sydrome de Cowden (SC) et PTEN, syndrome
de Peutz-Jeghers (SPJ) et STK11, formes héréditaires de cancer gastrique a cellules isolées et

CDHL1. lls sont tous de transmission autosomique dominante due a des mutations rares dans

E
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de nombreux génes impliqués dans les voies de réparation des cassures double brin par
recombinaison homologue (RH), dans le contrdle du cycle cellulaire, ou encore dans les

oncogenes et les genes suppresseurs (Cazier et Tomlinson, 2009 ; Nogues, 2015).

2. Geénes de susceptibilité du cancer ovarien
2.1. Génes BRCA

Les genes BRCA sont des génes suppresseurs de tumeurs, qui jouent un réle important dans
le processus de réparation des cassures double brin (CDB) (Gorodetska et al., 2019).

Gene BRCA1

Situé sur le bras long du chromosome 17 (17921.31). Sa séquence composée de
5592 nucléotides comporte 24 exons et code une protéine de 1863 acides aminés (207,7 kDa)
(Spurdle et al., 2012 ; W3) (Figure 8). Ce géne est fortement exprimé dans la phase G1 et
en phase GO. Il régule la voie de réparation de la jonction d'extrémités non homologue (NHEJ
: Non Homologous End Joining) qui est l'une des principales voies de réparation de I'ADN
lorsque les extrémités d'’ADN cassées sont directement ligaturées sans avoir besoin d'une

matrice homologue (Gorodetska et al., 2019).
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Figure 8 : Localisation du géne BRCA1(W3).

La protéine BRCAL posséde une extrémité N-terminale qui présente un domaine RING
(Realy Interesting New Gene) responsable de son activité d'E3-ubiquitine ligase et son
interaction avec la protéine BARD1 (BRCAL Associated RING Domain protein 1). Dans la
région centrale, se trouve un domaine "coiled-coil". Ce type de domaine est connu pour
permettre les interactions entre protéines permettant notamment a BRCAL de s'associer a
PALB2 (Partner and Localizer of BRCA2). L’extrémité C-terminale présente, un domaine
BRCT (BRCAL Carboxyl Terminal) qui est impliqué dans l'interaction avec des protéines
phosphorylées en réponse aux dommages a [I'ADN (Brodie et Henderson, 2012)
(Figure 9).

3



Bibliographie- Chapitre 3 N

A Human BRCA1 -
Covled L W N
RING NLS & coil > o o BRCT
seess S1387,51423,
’ [ e []U -51524 I ” | | L
1280 1524
sCD
BARD1 PALB2 - Abraxas
- cup
- BRAP1
B Human BRCA2 -
BRC repeats - o8 OB OB NLS
. [ o
21 39 1009 2083 DNMNA binding
PALB2

Figure 9 : Domaines de BRCA1 et BRCA2 (Roy et al., 2012).

Géne BRCA2

A été localisé sur le chromosome 13 (13q13.1), code pour une grande protéine de 3418
acides aminés, il contient 27 exons, et couvre environ 84,2 kb d'ADN génomique
(Gorodetska et al., 2019 ;W4) (Figure 10). Ce gene est exprimé pendant la phase S/G2 pour
protéger l'intégrité des télomeéres via le chargement de RAD51 sur les téloméres. BRCA2 joue
aussi un role protecteur dans le maintien de la stabilité génomique lors d'un stress de
réplication, favorise la recombinaison homologue par le déplacement de RPA (Replication
Protein A) ainsi que le recrutement de la recombinase RAD51 sur les sites de dommages a
I'ADN. BRCA2 se lie directement a RAD51 via ses répétitions BRC et donc facilite le
chargement de RADS51 sur I'ADNsb et la recherche de matrice d’ADN homologue
(Gorodetska et al., 2019).
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Figure 10 : Localisation du géne BRCA2 (W4).

La protéine BRCA2 comprend I’extrémité N-terminale permettant I’interaction avec
PALB?2 (Partner and localizer of BRCA2). La région centrale comprend 8 motifs BRC répétés

(BRC repeats) qui interagissent avec six a huit molécules RAD51. Enfin I’extrémité C-
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terminale présente un site de phosphorylation par CDK qui se lie a RAD51 (Orr et Savage,
2015) (Figure 9).

2.2. Genes MMR (DNA Mismatch Repair)

Les genes MMR, tels que I'nomologue mutLl (MLH1), I'homologue MutS2 (MSH2),
I'nomologue MutS6 (MSH6) et le PMS2 (Postmeiotic segregation increased 2), expriment les
protéines MMR, qui sont des hydrolases d'acides nucléiques hydrolysant les bases mal
appariées générees lors du processus de la réplication de 'ADN. Cependant, les mutations
germinales des genes MMR provoquent des déficiences en protéines MMR entrainant une
instabilité du génome et provoqueraient de ce fait un risque accru de cancer chez les porteurs
de ces mutations, représenté essentiellement par le syndrome de Lynch (Zhang et Chen,
2021).

2.3. Géne TP53

Des mutations germinales de ce gene ont été mises en évidences chez des patients du SLF
et sont comptés pour 3% de I’ensemble des cancers familiaux ovariens (Toss et al., 2015).
Le gene TP53 est localisé au locus 17p13.1, d’une taille de 25,7 kb incluant 11 exons. TP53
code pour une phosphoprotéine nucléaire de 393 acides aminés et d’un poids moléculaire de
53 kDa, d’ou il tient son nom. De nombreuses études ont montré que P53 joue un réle crucial
dans la réponse aux dommages a I’ADN, en participant aux mécanismes d’apoptose et d’arrét
du cycle cellulaire. Suite a des dommages a I’ADN, P53 est rapidement stabilisée et
s’accumule dans la cellule (Cole et al., 2016,W5).
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Figure 11 : Localisation du géne TP53 (W5).
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2.4. Géne STK11
Nommé serine thréonine-kinase 11. Il représente le géne qui a été corrélé au SPJ. Ce gene
est localisé sur le chromosome 19p13.3 et code pour une protéine de 48,86 kDa impliquée

dans la régulation du cycle cellulaire et I’apoptose (Apostolou et Fostira, 2013 ; W6).
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Figure 12 : Localisation du géne STK11 (W6).

2.5. Géne PTEN

Phosphatase and TENsin homolog (PTEN) est un géne suppresseur de tumeur localisé sur
le chromosome 10 (10g23), et code pour une phosphatase antagoniste de PI3K. Il est impliqué
dans la régulation du cycle cellulaire, la préservation de la stabilité génomique et donc dans le

contréle négatif des processus tumoraux d’ou sa fonction oncosupressive (Figure 13).
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Figure 13 : Voie MAPK/PI3K (Thérier et al., 2007).
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La PTEN ralentit et atténue la voie de signalisation PI3K /AKT en hydrolysant le phosphate
situé en position 3 du phosphatidylinositol (3, 4, 5)-triphosphate PIP3 (Figure 14). Le
phophatidil inositol bi-phosphate (P1P2) ainsi formé ne peut plus activer la voie AKT (Thérier
et al., 2007).

La mutation du géne PTEN est responsable de plusieurs pathologies héréditaires
notamment le SC qui est caractérisé par un risque elevé de développer des tumeurs malignes

et des cancers tels que le cancer du poumon, de la thyroide, de la vessie et des ovaires (Shi et

al., 2020).
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Figure 14 : PTEN : un acteur cytoplasmique et nucléaire (Thérier et al., 2007).

2.6. Génes impliqués dans la réparation des CDB

Les CDB dans I'ADN se produisent naturellement dans le génome pendant la réplication et
sont réalises également par des agents exogenes endommageant I'ADN. La réparation des
CDB est essentielle a la viabilité cellulaire et a la croissance normale. Les CDB peuvent étre
réparés par plusieurs voies, notamment la recombinaison homologue par réunion d’extrémités
homologues et la jonction d'extrémités non homologues (NHEJ) (Liping et al., 2015).
Les génes de réparation des CDB sont impliqués dans 10 a 15 % des cas familiaux de cancers
ovariens. Il s’agit des génes codant des protéines qui interagissent et coopérent avec les

protéines BRCA.
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Donc plusieurs geénes sont impliqués dans la maintenance de la stabilité de I’ADN dont parmi
lesquels :

- le géne CHEK2 (CHEchpoint Kinase 2) a été identifié et localisé sur la région
chromosomique 22g12.1. C’est un géne suppresseur de tumeur qui code une Kinase,
activée en réponse aux dommages de I’ADN.

- le géne PALB2 est localisé sur le chromosome 16p12.2.

- Le géne RADS51 localise en position 15915.1. La protéine BRCAZ2 transporte la
protéine RADS1 au niveau des CDB ; Cette derniére recouvre des extrémité 3° simple
brin de part et d’autres de la CDB ; processus requis pour la recombinaison et la

réparation de I’ADN (Toss et al., 2015 ; Momenimovahed et al., 2019).

2.7. Géne CDH1

Le géne CDH1, situé au niveau du locus 16 g22.1, code pour une protéine appelée
cadhérine épithéliale ou la E-cadhérine. Cette protéine a plusieurs réles trés importants,
notamment 1’adhésion cellulaire, la transmission des signaux chimiques a l’intérieur des
cellules, le contrdle de la maturation cellulaire et la régulation de certains génes. La E-
cadhérine va agir également comme un antioncogéne en empéchant les cellules de croitre et

de se multiplier d’une fagon anarchique.

Des mutations de ce gene entraineraient la production d’une protéine non fonctionnelle. Cette
perte de fonction aboutira a une croissance cellulaire rapide et des métastases (Shi et al.,
2020).

2.8. Geéne d’intérét XPC (Xeroderma Pigmentosum groupe C)
Le géne XPC est situé sur le chromosome 3 en position 3p25.1 D’une taille de 33 kb, il se
compose de 16 exons et 15 introns (Khan, 2002 ; W7) (Figure 15).
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Figure 15 : Localisation du géne XPC (W7).
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Ce géne code pour une protéine d’un poids moléculaire de 105 kDa et composée de 940
acides aminés (W7). Cette protéine forme un hétérodimere avec la protéine hHR23B
impliquée dans la reconnaissance du dommage a I'ADN par le systétme de réparation par
excision des nucléotides (NER) (Lainé et al., 2006).

Le NER fait intervenir chez ’homme un trés grand nombre de protéines incluant les
protéines XP (groupes A a G), dont la déficience chez I’homme provoque la maladie récessive
rare appelée xeroderma pigmentosum, qui se caractérise par une hypersensibilité aux rayons
ultraviolets de la lumiére solaire et une prédisposition a développer un cancer de la peau. Le
NER comprend deux voies : le GG-NER (Global Genome-NER), qui répare les lésions
de I’ADN indépendamment de leur localisation dans le génome, et le TC-NER
(Transcription-Coupled-NER) qui est induit par la présence de lésions au niveau des régions
transcrites de I’ADN (Figure 16). Seules les étapes de reconnaissance de la lésion varient
entre ces deux voies. Dans le GG-NER, c’est le complexe XPC-hHR23B qui reconnait la
distorsion de I’ADN associée a la l1ésion, alors que, dans le TC-NER, le mécanisme est induit
par 1’arrét de la progression de I’ARN polymérase II au niveau de la 1ésion sur le brin transcrit
et fait intervenir deux facteurs spécifiques, CSA et CSB (Cockayne Syndrome A et B).
Dans les deux cas, le maintien de I’ouverture de la double hélice d’ADN est assuré par les
deux hélicases XPD et XPB faisant partie de la dizaine de facteurs du complexe TFIIH. Cela
rend la lésion accessible aux autres facteurs du NER et permet le recrutement du complexe
XPA-RPA et de I’endonucléase XPG. XPA reconnait et vérifie la présence de la Iésion, RPA
(constitu¢ d’un trimere) se lie a ’ADN simple brin non endommagé et XPG incise le brin
endommagé en 3’ de la Iésion. Dans un deuxiéme temps, I’endonucléase XPF, en association
avec le facteur ERCCI, réalise la coupure de ’ADN endommagé en 5’ de la Iésion et libere
un fragment de 24 & 32 bases. L’ADN polymérase et I’ADN ligase sont alors recrutées pour
effectuer une nouvelle synthése de brin et restaurer la continuité de I’ADN (Sugasawa et al.,
1998 ; Friedberg, 2003 ; Griffiths et al., 2010).
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Figure 16 : Mécanisme de réparation par excision de nucléotides (NER). Il existe deux
voies du NER selon que la lésion se trouve dans I’ADN non transcrit (GG-NER) ou
I’ADN transcrit (TC-NER) (Friedberg, 2003).

Plus d’une centaine de polymorphismes ont été identifiés pour le géne XPC (Raju
et al., 2012). Les polymorphismes les plus communs sont : de type DIP (deletion/insertion
polymorphism) qui concerne une répétition d’un dinucléotide AT (PAT) (Khan et al., 2002)
et ceux de type SNPs qui sont situés dans la région codante du gene et qui sont non
synonymes, il s’agit du polymorphisme (XPC A33512C, rs2228001) Lys939GIn
(transversion A/C) dans l'exon 15 et du polymorphisme ( XPC C21151T, rs2228000)
Ala499Val (une transition C/T) dans I'exon 8 (Hu et al., 2005; Khan et al., 2002).
Les variantes de séquences du géene XPC peuvent modifier la capacité du NER et moduler le
risque de cancer (Raju et al., 2012).
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Deux éetudes ont été entreprises : I’'une statistique réalisée suite au recueil d’informations
détaillées des patientes atteintes d’un cancer ovarien, recrutées au niveau du service d’oncologie
médicale du Centre Hospitalier Universitaire de Constantine (CHUC). L’autre Génétique

établie au sein du Centre Nationale de Recherche en Biotechnologie (CRB).

1. Etude statistique

L’étude entreprise est transversale ; elle a porté sur 60 femmes, toutes originaires de 1’Est
Algérien, &gées de 15 a 82 ans.
Un questionnaire détaillé a été établi et complété pour toutes les patientes suite a une étude
exhaustive des dossiers médicaux, ainsi que des informations obtenus directement des patientes,
qui étaient soit hospitalisées pour réaliser une chimiothérapie au niveau du service d’oncologie
(CHUC), ou venaient pour controles mensuels (Annexe 1).
L’objectif de cette étude est d’établir la répartition des patientes selon les paramétres étudiés
(I"age, I’état civil et la parité, le type et la durée de la contraception, les antécédents familiaux
et le stade tumoral), a fin de déceler lequel de ces facteurs est impliqué dans la carcinogénése

ovarienne.

2. Etude génétique

L’étude génétique a été réalisée sur des patientes atteintes du cancer ovarien de différents
types et stades, recrutées au sein du service d’oncologie (CHUC).
Deux investigations ont été réalisées ; I’'une cytogénétique basée sur I’établissement et I’analyse
des différents caryotypes que présentaient ces patientes. L’autre moléculaire congue pour
I’étude du variant Lys939GlIn du gene XPC.
Un consentement éclairé a été signé par toutes les patientes et les témoins ayant participées dans
cette étude, apres lecture et explication nous autorisant a utiliser leurs prélévements biologiques
(Annexe 2).

2.1. Analyse cytogénétique

Réalisée sur un échantillon de 9 patientes, sur lesquelles un préléevement sanguin en quantité
de 2,5 ml, a été recueilli sur voie veineuse périphérique dans des tubes stériles héparinés
(héparine de lithium). Le sang prélevé a été conservé a 4 °C pour une durée maximale de 4

jours avant 1’établissement du caryotype.
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Principe

Apres la mise en culture des cellules et I'obtention des chromosomes facilement repérables
au microscope, une technique de marquage est réalisée (bandes R et/ou bandes G). Cette
technique donne aux chromosomes leur apparence caractéristique de bandes sombres et claires.
Ce marquage facilitera I'analyse des chromosomes et servira a les apparier selon leur taille ainsi
que la position du centromere. Elle servira également a comparer la succession des bandes

foncées et claires afin de déterminer s'il y a présence d'une anomalie structurale (Annexe 3).

2.2. Analyse moléculaire

L’analyse moléculaire est de type cas-témoins, elle a portée sur un échantillon de 55 sujets
(patientes et témoins). Des prélévements sanguins préconisés pour I’extraction de I’ADN
génomique ont été recueillis dans des conditions stériles par ponction veineuse dans des tubes

vacutainer EDTA (Acide Ethylene Diamine Tétracétique), en quantité de 5 a 10 ml.

Groupe des patientes : Ce groupe est compose de 25 femmes diagnostiquées porteuses de
tumeurs ovariennes de différents types et stades de sévérité. Tous les cas présentaient un compte
rendu anatomopathologique confirmant le diagnostic avec précision du stade de la tumeur.
Seuls ont été exclus de 1’étude les sujets ayant subis une transfusion sanguine ou une
chimiothérapie.

Groupe des témoins : Les 30 témoins inclus dans cette étude sont des sujets présumés sains,
recrutées de facon aléatoire, avec exclusion de tout sujet présentant un antécédent familial d’un

type de cancer. Ces témoins ont été appariés selon 1’age et I’origine avec les patientes.

2.2.1. Extraction de ’ADN génomique
L’ADN génomique a tété extrait a partir du sang total frais en utilisant la méthode

d’extraction au NaCl « salting out » (Miller et al., 1988).

Principe

Les leucocytes sont separés du sang total par lyse hypotonique des globules rouges ; ils
seront ensuite traités en premier lieu par I’SDS (Sodium Dodécyl Sulfate) qui posséde une action
Iytique sur les membranes cellulaires, dénature les protéines par destruction de leur structure

tertiaire et inhibe 1’action des nucléases. L’ADN des leucocytes ainsi libéré est ensuite traité
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par la protéinase K qui le débarrasse de toutes les protéines qui lui sont associées. Ces dernieres
sont digérees et éliminées par précipitation au NaCl hautement concentré. Suite a I’ajout de
I’¢thanol pur, I’ADN est précipité sous forme de filaments blanchatres formant une pelote
appelée méduse. Enfin, aprés séchage a température ambiante 1’ ADN pur est solubilisé en phase

aqueuse (eau stérile bidistillée) (Annexe 4).

2.2.2. Controle de la qualité d’ADN et estimation de sa concentration

Pour éviter tout doute et réserve dans I’interprétation des résultats, il convient des le départ
de s’assurer de la pureté des différents extraits d’ADN en mesurant 1’absorbance pour chaque
¢échantillon a une longueur d’onde de 260nm et aussi de 280nm, a 1’aide d’un spectrophotomeétre
NanoDrop (Thermo Scientific, France). En effet les acides nucléiques absorbent aussi bien a
260nm qu’a 280nm mais ont un spectre d’absorption maximum en UV a 260nm, alors que les
protéines qui représentent les témoins de contamination absorbent & 280nm (longueur d’onde
d’absorption des protéines).
Avoir un ADN pur signifie que le rapport (R) des densités optiques (DO): R = DO 260nm/ DO
280nm soit compris entre 1,6 et 2 (1,6 <R <2):

Un rapport < 1,6 témoigne une contamination par les protéines

Un rapport > 2 indique une contamination par les ARN.
Par ailleurs, la DO est aussi déterminée a 270 nm et le rapport DO 260nm/ DO 270nm est
calculé pour s’assurer que la solution contient peu ou pas d’alcool résiduel. Pour cela, le rapport
doit étre inférieura 1 (R < 1).
Les ADN purs sont conservés a + 4°C jusqu’a utilisation (ou congelés a — 20°C dans le but de

les conservés pour une longue durée).

2.2.3. Genotypage du polymorphisme rs2228001 du géne XPC

L’identification du polymorphisme rs2228001 du géne XPC au sein des deux groupes
d’étude (cas et témoins) a été réalisée en trois étapes successives : I’amplification du fragment
d’intérét du géne XPC par PCR (Polymerase Chain Reaction) et contrle de PCR sur gel
d’agarose, digestion enzymatique du produit PCR et migration éléctrophorétique sur un gel

d’agarose.
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Amplification du fragment d’intérét du géne XPC par PCR
Un fragment de 218 pb couvrant la région d’intérét de I’exon 16 du gene XPC a été amplifié
par réaction de polymérsation en chaine PCR. Une paire d’amorces sens et antisens a été congue

par le biais du logiciel Primer3plus afin de réaliser cette amplification (Figurel?) :

Pair 1:

Left Primer 1: |Prim er_F

Sequence: |ACCAGCTCTCAAGCAGAAGC

Start: 64 Length: 20 bp Tm: 599°C GC: 550% ANY: 40 SELF: 20

Right Primer 1: ‘PrimeriR |

Sequence: |AGGTGTGGGGCCTGTAGTG |
Start: 281 Length: 19bp Tm: 61.0°C GC: 63.2% ANY: 40 SELF: 0.0
Product Size: 218 bp Pair Any: 3.0 Pair End: 1.0

| Send to Primer3Manager || Reset Form |

TCTCTTCTGR

151 e

201 = G CAGCTGTGAG CTGAGCGCCC
251 T C CCCACTACAG GCCCCACACC
301 CCTGGTGGETG GGGGCTTCTC TGCTGAGRAG

[ Select all Primers

Figure 17 : Désignation d’amorces par primers 3 plus.
Les amorces utilisées ont été comme suit :

L’Oligo F (Forward primer) : 5’-ACCAGCTCTCAAGCAGAAGC-3'
L’Oglio R (Reverse primer) : 5’- AGGTGTGGGGCCTGTAGTG -3'

Un total de 55 échantillons d’ADN a été¢ amplifié. Pour chaque échantillon, la PCR a été réalisée
dans un mélange réactionnel d’un volume final de 20 ul (Annexe 5).

35 cycles ont été réalisés dans un thermocycleur (Biorad). Chaque cycle repose sur trois étapes
indispensables : la dénaturation, I’hybridation et 1’élongation avec les conditions décrites dans

I’Annexe 5.

Controle PCR

Le contr6le de la taille des fragments amplifiés est effectué par une électrophorese sur gel
d’agarose a 2 %. Ce dernier est préparé par mélange de 2 g d’agarose avec 100 ml de TBE1X
(Tampon Tris-Borate-EDTA) et 4 ul de GelStain. Dans chaque puits du gel, ont été déposés : 5
ul de produit d’amplification + 1 ul de Bleu/Orange 6x loading Dye de promega, ce dernier
permet de suivre le front de migration. On dépose également 5 pl d’un marqueur de taille (DNA

leader 100-1500 pb de promega). La cuve d’électrophorése est ensuite soumise a un champ
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électrique de 100V/mA pendant 20 min. Apreés la migration éléctrophorétique, le gel est soumis

aux rayons UV permettant ainsi la visualisation des fragments amplifiés.

Digestion enzymatique des produit PCR

Les amplicons de 218 pb ont été digérés par I’enzyme de restriction Pvull (enzyme de
restriction produite par la bactérie Proteus vulgaris) (Annexe 6), et sont ensuite incubés dans
une étuve a 37 °C pendant 1 heure. Cette enzyme reconnait et clive la séquence :

SCAG|CTG3

33GTC1GACS
La présence de I’alléle muté C, génere deux fragments de 150pb et 68pb, tandis que la présence
de I’all¢le sauvage A abolit la coupure de Pvull donnant un seul fragment de 218pb.
La migration des produits de digestion est réalisée sur gel d’agarose a 3% dont sa préparation
est réalisée par mélange de 3 g d’agarose avec 100 ml de TBE1X (Tampon Tris-Borate-EDTA)
et 4 ul de GelStain. On dépose dans chaque puits du gel 5ul du produit digéré et 1 pl de

Bleu/Orange 6x loading Dye de promega a fin de suivre le profil de digestion.

3. Analyse statistique

Les résultats statistiques de la distribution du polymorphisme rs2228001 du géne XPC ainsi
que tous les parameétres considérés ont été traités par le logiciel R V3.3.3. La comparaison de
tous les parameétres étudies a été realisée par le test khi-deux (x2) par le calcul de 1’Odds Ratio

(OR) avec un seuil de signification maximum de 5 % et un intervalle de confiance calculé a 95.
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1. Caractéristiques générales de la population étudiée

1.1. Répartition des patientes selon I’Age

35,00% 33,33%

30,00%

25,00% 23,33%

20,00%
16,67%

15,00%

10,00%

10,00%
6,67%
5,00% 5,00%

5,00% i
0,00%

[10-20]  [20-30[  [30-40[  [40-50[  [50-60[  [60-70[ >70
Figure 18 : Répartition des patientes selon I’age.

L’age de la population étudiée varie de 10 a 82 ans (Figurel8). On observe que le cancer
ovarien augmente proportionnellement avec 1’age pour atteindre sa fréquence maximale entre
40 a 50 ans, avec un pourcentage de 33,33% des cas. De méme, on constate que ce type de
cancer demeure élevé chez les tranches d’age 50 a 60 ans et 60 a 70 ans avec des pourcentages
de 23,33% et 16,67% respectivement, ce qui coinciderait avec la période de la ménopause ou
la pré-ménopause.

Dans ce contexte deux hypothéses sont émises : suite a 1’effet hormonal, une ménopause
précoce favoriserait la survenue d’un cancer ovarien, du fait de I’augmentation des taux de FSH
et LH observée au cours de la ménopause (Schildkraut et al., 2001). Par ailleurs, Chene et al.
(2011), suggerent qu’une ménopause tardive peut €tre un facteur de risque a la carcinogénése
ovarienne ; en effet, il a été démontré qu’une forte relation existait entre le nombre d’ovulation
et le risque de développer un cancer ovarien, étant donné que chaque cycle ovarien fait subir a
I'ovaire une lésion qu'il devra cicatriser (Fathalla, 1971 ; Engbang et al.,2015a).

Comme le montre la Figure 18, les tumeurs ovariennes peuvent se rencontrer a un age plus
précoce ; Dans notre série quatre patientes ont éte diagnostiquées a un age tres précoce : deux
cas agés de 15 ans (stade | et stade 1V) et deux autres cas de 20 ans (stade 1V). Il a été rapporté

que la survenue des tumeurs ovariennes demeure trés rare en phase pré-pubertaire et pubertaire
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(Crouet et al., 1985). Cependant, Engbang et al. avaient constaté en 2015 que les femmes
atteintes d’une maladie héréditaires sont plus susceptibles de développer un cancer ovarien 10
ans plus tét I'age moyen du diagnostic et que les femmes atteintes de la maladie de Lynch 11 ont

un risque de 6,7 % de développer une maladie ovarienne.

1.2. Répartition des patientes selon I’état civil et la parité

‘ ® Nullipare
H mariées
. W primipare
H non mariées
Multipare

Figure 19a : Repartition des patientes selon 1’état civil. Figure 19b : Répartition des patientes selon
la parité.

Selon les Figures19a et 19b, 32% des patientes ne sont pas mariées. En contrepartie 68 %
des femmes de notre population d’étude sont mariées avec une majorité qui s’avére étre
nullipare (~43 %). De méme, nous avons constaté que 30% des femmes fécondes sont
primipares, et nous avons noté que (~ 50%) des multipares présentent un nombre réduit de
grossesses (2 grossesses dans la moyenne).

Nos résultats, démontrent que le risque de développer un cancer de 1’ovaire diminue avec
chaque grossesse, ce qui est conforme avec les données de la littérature ; en effet, le risque
relatif de cancer ovarien chez une femme ayant eu un enfant par rapport a une nullipare est de
0,4 — 0,6 avec un bénéfice s’accroissant a chaque naissance (Modan, 2001 ; McGuire, 2004).
Ce bénéfice est notamment retrouvé lorsque la derniére grossesse a lieu tardivement dans la vie
génitale, période ou le parenchyme ovarien présente souvent des lésions précancéreuses qui
pourraient régresser a I’arrét des ovulations (Adami et al., 1994 ; Kim et al., 2017). Le risque
de développer un cancer ovarien est alors plus grand pour les femmes n’ayant pas eu de

grossesses (Momenimovahed et al., 2019).



https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Momenimovahed%20Z%5BAuthor%5D
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D’autre part, selon le recueil d’informations lors du questionnaire nous avons noté que
seulement la moitié de nos patientes fécondes ont allaité leurs enfants ; en effet, plusieurs études
ont démontré que 1’allaitement inhibe la sécrétion des gonadotrophines entrainant I’ interruption
de I'ovulation chez les femmes allaitantes ce qui réduit le risque de développer un cancer

ovarien (La Vecchia, 2017).

1.3. Répartition selon la prise du contraceptif

M pas de contraceptif

B Contraceptif
hormonal

Contraceptif
mécanique

Figure 20 : Répartition des patientes selon la prise du contraceptif.

Selon les résultats obtenus 41% des patientes n’avaient jamais été sous contraception, tandis
que 59 % des femmes de notre population d’étude utilisaient un moyen de contraception
(Figure 20). Ces résultats ne concordent pas avec les données de la littérature qui avaient

démontré que la prise de contraceptifs réduirait le risque de survenue d’un cancer ovarien

(Syed. et al., 2003 ; Baik. et al., 2008 ; Chene et al., 2011).

L’analyse profonde de nos résultat montre que la majorité de nos patientes utilisaient un moyen
de contraception mécanique (74,58 %) alors que seulement (25,42%) étaient sous contraception
hormonal. Dans ce contexte plusieurs études ont démontré I’effet protecteur des contraceptifs
hormonaux mais pas mecaniques. En effet, le mode d’action de chaque type de contraception
est différent ; la contraception mécanique agit en provoquant une inflammation au niveau de
I’endomeétre empéchant ainsi la nidation, elle agit également sur la mobilité spermatique privant
ces derniers d’atteindre I’ovule. Dans ce cas, inflammation et ovulation incessante sont deux

criteres pouvant provoquer un cancer ovarien (Syed et al., 2003 ; Marie et Petit, 2008).
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D’autre part, les oestroprogestatifs contenues dans les différents contraceptifs hormonaux
provoquent la baisse du nombre d’ovulations et 1’effet mutagene des proliférations cellulaires
engendrées, la baisse du taux circulant des gonadotrophines. Certaines études ont méme observé
un effet apoptotique de la progestérone sur des cellules ovariennes malignes humaines (Syed et
al., 2003 ; Baik et al., 2008 ; Marie et Petit, 2008 ; Mathilde, 2020).

1.4. Répartition selon la durée de la prise de la contraception

70%
60%
50%
40%
30%

Titre de I'axe

20%

10%

0%

<5ans >5ans

Figure 21 : Répartition des patientes selon la durée de contraception.

Dans notre série, 68% des femmes avaient utilisé les contraceptions pour une durée
inférieure a 5 ans, ces dernieres demeurent plus susceptibles au risque de développer un cancer
ovarien comparées aux femmes ayant utilisées la contraception pour une durée supérieure ou
égale a5 ans (Figure 21). Ces résultats sont en accord avec ce qui a été reporté dans la littérature
(Lancet et Edito, 2011).

En effet, une relation dose-durée de la contraception et du cancer ovarien a été mise en évidence
dans un grand nombre d’études, le risque semble étre inversement proportionnel avec la durée

de prise des contraceptifs (Eustache, 2008 ; Lancet et Edito, 2011).
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1.5. Répartition des patientes selon les antécédents familiaux

m gvec ATCD familaux  m sans ATCD familaux

Figure 22 : Répartition des patientes selon les antécédents familiaux.

Dans notre groupe 18% présentent des antécédents familiaux (Figure 22). Selon des études,
plusieurs facteurs de risque ont été identifiés pour le cancer de I'ovaire, notamment des facteurs
génétiques. Les femmes dont un parent du premier degré est atteint d'un cancer de I'ovaire sont
au moins deux fois plus susceptibles de développer la maladie que celles qui n'ont pas
d'antécédents familiaux. Cette augmentation du risque est due a une prédisposition génétique
dont les genes BRCA1 et BRCA2 qui sont fréquemment impliqués, et a un moindre degré les
génes MMR dans le cadre du syndrome de Lynch Il ou syndrome HNPCC, les génes
surpresseurs, TP53, dans le syndrome LF, et d’autres génes impliqués dans la réparation des
CDB, tels que CHEK, RAD51 et PALB2 (Engbang et al.,2015b ; Toss et al., 2015.).

1.6. Répartition des patientes selon le stade
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Figure 23 : Répartition des patientes selon le stade.

En ce qui concerne la répartition des patientes selon les stades FIGO (Figure 23), nos
résultats démontrent qu’une proportion trés élevée (76,47%) de nos patientes étaient
diagnostiquées a des stades tres tardifs (111, 1V).

Parmi les causes principales de diagnostic tardif de cancer ovarien dans les pays a faible
ressources est : le manque de dépistage, le codt élevé, et les difficultés d'accés aux moyens
thérapeutiques sophistiqués. Le cancer de l'ovaire est rare mais grave compte tenu du stade
avancé observé au moment du diagnostic et de la forte proportion de patientes qui décédent par
manque de traitement (Fanomezantsoa et al., 2015).

Moins de la moitié des femmes atteintes de cancer ovarien survivent plus de cing ans apres le
diagnostic, en raison du manque de symptoémes précoces spécifiques et de stratégies de
détection précoce efficaces. Des recherches supplémentaires sont nécessaires pour développer
des méthodes de détection précoce efficaces et d'améliorer les traitements (Lindsey et al.,
2018).
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2. Etude genétique

L’¢étude génétique a inclut une étude cytogénétique portée sur 9 patientes afin de chercher
les principaux changements chromosomiques rencontrés suite a un cancer ovarien, et une étude
moléculaire réalisée dans le but d’investiguer 1’existence d’une éventuelle association entre le

polymorphisme rs2228001 du géne XPC et la carcinogenese ovarienne.

2.1. Etude cytogénétique
2.1.1. Présentation des patientes

Il s’agit de femmes agées de 20 a 82 ans. Ces patientes présentaient un statut civil différent,
elles sont sans antécédents particuliers, ayant toutes subies une hystérectomie et étaient toutes
suivies depuis au minimum une année pour une tumeur ovarienne starifiée maligne

(métastasée).

2.1.2. Caryotypes
L’étude des caryotypes s’est réalisée sur plusieurs mitoses de lames différentes. Un
minimum de 20 mitoses a été observe pour chaque patiente.

Le classement des chromosomes a été établi par le logiciel « CytoVision », ce classement a été

par la suite verifié et corrigé.

Les chromosomes sont classés selon leur taille et leur position centromérigques en 7 groupes:
Groupe A : grands meétacentriques (chromosome 1 et 3) et submétacentrique
(chromosome 2).

Groupe B : grands submétacentriques (chromosomes 4 et 5).

Groupe C : moyens métacentriques et submétacentriques (chromosomes 6,7, 8, 9, 10,
11, 12, X) (la taille du chromosome X et voisine de celle du chromosome 6).

Groupe D : grands acrocentriques (chromosomes 13, 14, 15).

Groupe E : petits métacentriques et submétacentriques (chromosomes 16, 17, 18).
Groupe F : tous petits métacentriques (chromosomes 19 et 20).

Groupe G : petits acrocentriques (chromosomes 21, 22, Y).

Suite a I’analyse des caryotypes des lymphocytes sanguins issues de chaque patiente de notre
population d’étude, aucune anomalie chromosomique numeérique ou structurale n’a été reportée
(Figure 24). Ce résultat peut étre expliqué d’une part, par le fait que toutes nos patientes avaient

subi une hystérectomie et d’autres part, par le fait que leurs métastases n’ont pas atteints un
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stade tres avancé pour provoquer le passage des cellules cancéreuses dans la circulation

sanguine.
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Figure 24 : a : Chromosomes métaphasiques d’un noyau d’un lymphocyte sanguin éclaté et
disperse Grossissement X100 ; b : Exemple de caryotype d’un lymphocyte sanguin 46, XX.
(Les deux métaphases a et b ne correspondent pas aux chromosomes de la méme cellule).

Il faut noter qu’aucune donnée bibliographique n’a rapporté la réalisation d’études
cytogénétiques sur les cellules du sang du fait que pour ce type de cancer le passage des cellules
cancéreuses dans la circulation sanguine demeure trés rare. Pour cette raison, presque la totalité
des études cytogénétiques réalisées ont été faites sur les tissues histologiques des tumeurs
ovariennes.

Perte de chromosomes, délétions et translocations représentent les variations structurales
majoritaires rencontrés lors d’un cancer ovarien et sont probablement responsables de
mutations géniques incluant ’activation d’oncogenes et I’inactivation de génes suppresseurs de
tumeurs jouant des roles cruciaux dans la tumorogenése (L. et al., 2019). Ces auteurs ont détecté
plusieurs variations de structure incluant des délétions dans tous les groupes de cancers ovariens
testés depuis le stade primaire jusqu’au stade métastasique et des amplifications qui ont surtout
concerné les régions 3726, 8923-24, etl4ql. D’autres auteurs ont rapporté des aberrations du
nombre chromosomique : des trisomies des chromosomes 7, 12, 15, 17, 21, et des monosomies

surtout des chromosomes 3, 6 et X (Tudrej et al., 2018).
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2.2. Etude moléculaire

Le polymorphisme étudié correspond a une mutation non-sens de type transversion d’une
adénine par une cytosine au niveau de 1’exon 16.
Le génotypage de I’XPC pour ce polymorphisme a été réalisé par PCR-digestion pour les
deux populations étudiées (patients et témoins).

2.2.1. Profils RELP obtenus :
Le contrle de la taille des fragments amplifiés a permis de visualiser des fragments de 218
pb (Photographie 1).

218 pb e ———— e .

Photographie 1 : Profil d’¢électrophorése sur gel d’agarose a 2% des fragments
amplifiés par PCR (MT : Marqueur de taille / T : Témoin).

Le profil de restriction obtenu permet la distinction entre I’homozygote sauvage AA,

I’hétérozygote AC et ’homozygote muté CC (Photographie 02).

B
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218 Pb
150 Pb

68 Pb

Photographie 2 : Profil d’électrophorése sur gel d’agarose (3 %) des fragments issus du

clivage par Pvull présentant différents génotypes d’XPC (M : marqueur
de taille 100pb).

La digestion du produit d’amplification du géne XPC (218 pb) par I’enzyme Pvull a révélé
les fragments suivants :
-Homozygote sauvage (A/A) : pas de digestion et donc obtention d’une seule bande de
218pb
-Hétérozygote (C/A) : digestion sur une seule copie du chromosome conduisant a
I’obtention de 3 bandes de : 218 pb, 150 pb et 68 pb.
-Homozygote muté (C/C) : bande de 150 pb et bande de 68 pb.

3
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2.2.2. Répartition des fréquences génotypiques et alléliques et association au risque du

cancer ovarien :

Tableau 2 : Fréquences genotypiques et alléliques du polymorphisme rs2228001 de I’XPC

parmi témoins et patients et association au risque du cancer ovarien.

RS2228001 Cas (%) Témoins (%) P-valeur OR (IC & 95%)
AA 6 (24,00 %) 13 (43,33 %) - Ref
AC 12 (48,00 %) 11 (36,67 %) 0,18 2,36 (0,66-8,39)
cC 7 (28,00 %) 6 (20,00 %) 0,21 2,52 (0,58-10,85)
Allgle A 24 (48,00 %) | 37 (61,66 %) - Ref
Allele C 26 (52,00 %) 23 (38,33 %) 0,15 1,74 (0,81-3,72)

Dans notre échantillon la distribution des fréquences génotypiques du polymorphisme
rs2228001 du gene XPC montre que le génotype sauvage AA se trouve prédominant chez les
témoins (43,33 % vs 24,00 % chez les patientes), contrairement au génotype hétérozygote AC
qui est majoritairement présent chez les cas comparés aux témoins (48,00 %, 36,67 %
respectivement). Nous constatons que le génotype homozygote muté CC est l1égérement plus
élevé chez les patientes comparées aux témoins (28,00 % et 20,00 % respectivement) (Tableau

2, Figure 25).

3
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Figure 25 : Répartition des fréquences génotypiques dans les populations cas et témoins.
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Pour la répartition des fréquences alléliques entre les cas et les témoins, nos résultat montre
bien que I’alléle sauvage A prédomine chez les témoins (61,66% vs 48% chez les cancéreux),

tandis que I’allele muté C prédomine chez les patients (52% vs 38,33% chez les témoins)

(Figure 26).
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Figure 26 : Répartition des fréquences alléliques dans les populations cas et témoins.
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Comme mentionné dans le Tableau 2, le test statistique montre une association non
significative entre le polymorphisme rs2228001 et le cancer ovarien, et ce pour les
hétérozygotes (OR=2,36, IC 95% 0,66-8,39, P = 0,18), et les homozygotes mutés (OR=2,52,
IC 95% 0,58-10,85, P=0,21).

Dans ce cadre, les résultats d’études cherchant I’implication du polymorphisme rs2228001 du
géne XPC et la carcinogénese ovarienne sont tres rares et demeurent controversés. En effet,
certains auteurs ont rapporté que le polymorphisme rs2228001 du gene XPC représente un
facteur pronostic et est associé au cancer de I’ovaire (Zhao et al., 2018 ; Hengzi et al., 2019).
Par ailleurs, Zhiguang et al. ont conclu en 2018 que ce polymorphisme était un facteur

protecteur vis-a-vis de la carcinogenése ovarienne.

j
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Conclusion

Le cancer de I'ovaire est une maladie tumorale maligne qui prend naissance dans les cellules
des ovaires. C’est I’un des cancers gynécologiques les plus mortels dans le monde. Son
pronostic est nettement mauvais, car ce type de tumeurs sont souvent découvertes tardivement
et sont trés agressives. C’est une maladie multifactorielle dans laquelle interviennent a la fois
plusieurs facteurs acquis et environnementaux

Notre étude a montré que ce type de cancer survient a tout age, bien que la probabilité
augmente considérablement avec 1'age. Dans ce cas ’hypothése de 1’ovulation incessante et
celle de la ménopause et les perturbations hormonales ont été émises en faveur de la
carcinogénése ovarienne. Le risque s’accentue pour les femmes nullipares ou paucipares et pour
celles présentant des antécédents familiaux. Dans ce contexte, en termes de conseil génétique
pour les femmes a risque, le diagnostic moléculaire du risque génétique, doit étre proposé
systématiquement.

76,47% des patientes sont diagnostiquées a des stades FIGO trés avancés Il et IV vu la
situation anatomique profonde des ovaires et 1’absence d’une symptomatologie
propre.

L’étude moléculaire cherchant I’implication du polymorphisme rs2228001 du gene XPC
dans la survenue du cancer ovarien a montré une association non significative que ce soit pour
le génotype hétérozygote (OR=2,36, IC 95% 0,66-8,39, P = 0,18) ou le génotype muté
(OR=2,52, IC 95% 0,58-10,85, P=0,21). Par ailleurs, la répartition des fréquences alléliques
entre les cas et les ttmoins, a montré que 1’alléle muté C prédomine chez les patients (52% vs
38,33% chez les témoins).

Il est a noter, que selon la littérature, trés peu d’études ont été réalisées sur ce
polymorphisme.

Suite a I’étude cytogénétique aucune anomalie chromosomique numérique ou structurale n’a
été rapportée sur les caryotypes des lymphocytes sanguins issus de chaque patiente de notre
population d’étude. Il faut noter qu’aucune donnée bibliographique n’a rapporté la réalisation
d’études cytogénétiques sur les cellules du sang du fait que pour ce type de cancer le passage
des cellules cancéreuses dans la circulation sanguine demeure trés rare. Pour cette raison,
presque la totalité des études cytogénétiques réalisées ont été faites sur les tissues histologiques
des tumeurs ovariennes. En plus il a été rapporté que la culture cellulaire ainsi que les
métaphases analysées étaient vraiment médiocres pour les tumeurs ovariennes solides ce qui
rend la caractérisation des variations chromosomiques dans ce type de cancer toujours

incompléte et non satisfaisante.

3



Conclusion S

Comme perspectives de notre travail, il serait intéressant de poursuivre la recherche sur ce
theme :
- en ¢largissant la taille de notre échantillon par réalisation d’une enquéte épidémiologique a
trés grande échelle afin d’avoir une idée réelle sur les facteurs de risques les plus incriminés
dans la carcinogénese ovarienne et mieux évaluer I’association du polymorphisme étudié et la
carcinogénese ovarienne.
- Afin de rechercher les anomalies chromosomiques, il serait judicieux de réaliser des études

cytogénétiques sur les tissues histologiques des tumeurs ovariennes.
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Annexe Ne 1 : Questionnaire

Date de prélevement: ..../....... [icinn. NP° de patient:

NOM: wee e Prénom: ........covvviiiiii . Adresse:

Age: ..ol Profession : ...............oeeenl. Age de diagnostic : .........
Taille: ............ Poids : ......... IMC:.........
Statut hormonal : Activité génital [ Age a laménarche: .........
Cycle régulier/irrégulier Cycle<a24

jrs U

Cycle de 25
a3ljrs

Cycle > a
32 jrs ]

Ménopause [ ] Age: ..ol

Parité : Non [ Oui [J Nb d’accouchement: ...... Age a la 1% naissance:
Fausses couches :  Non [] Oui [] Nb de fausses couches: ......
Moyen contraceptif : hormonal [ Dispositif intra-utérin [ Mécaniquel! Durée:
Traitement hormonal substitutif : Non [ Oui ] Durée: ........
Antécédents médicaux : Diabete [ HTA [ Cardiopathie ] Autre:
Antécédents familiaux : Cancer ovarien [ Autre cancer: .......... Lien familial:
Fumeur : Oui [ Non [ ancien fumeur [ Tabac passif [ Nb de cigarette/jour:
Consommation d’alcool : Oui [ Non [

Etude anatomo-pathologique :

v' Type de la tumeur :
Tumeur épithéliale [

Tumeur des cordons sexuels et du stroma gonadique
Tumeur germinale maligne [

Tumeur secondaire [

Carcinome a petites cellules



Autre: .........

v Classification FIGO: ...............
v Evolution:

Complication per ou postoperatoires [
Récidive [

Décés [

Durée de traitement (Survie): ............

Annexe Ne 2 : Consentement

I-Etat civil de la patiente :

Nom :

Prénom :

Adresse /tel :

Age :

I1- Renseignements cliniques :

I11- Objectif de étude :

Réalisation de caryotype humain a partir de différents liquides biologiques et recherche de
mutations et de polymorphismes de génes candidats impliqués dans la carcinogénéese
ovarienne.

Consentement du patient :

Je déclare avoir été informé(e), oralement et par écrit, des objectifs et du déroulement de
I’étude biologique sur les tumeurs des ovaires et je donne mon accord pour les prélevements
de liquides biologiques nécessaires.

Avis du médecin traitant Signature du patient (e)

Lieu, Date :
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Annexe Ne 3 : Protocole du caryotype

Caryotype Standard (CRBY)

> Mise en culture : 72h «Lundi»

Etiqueter les tubes du milieu de culture avec le nom et le numéro d’organisation.

Travailler sous hotte a flux laminaire, ouvrir les tubes et éviter de passer les mains au-

dessus des tubes.
On met 10 gouttes de sang dans le milieu de culture PBM et CMP.

Il faut bien fermer les tubes et les déposer horizontalement sur un plateau en inox et

les mettre dans une étuve.

» Synchronisation : Apres 48h «Mercredi»

Ajout de 100ul de Thymidine apres 48h de mise en culture et remise en culture.

Lavage, remise en culture, blocage en métaphase, choc hypotonique, préfixation
et fixation Apres 72h «Jeudi»

> Lavage :

On commence par une centrifugation 1500 rpm durant Smin 30.

Apres avoir préparé les réactifs (solution de PBS) et apres la centrifugation :

On aspire le surnageant, on ajoute vers 1ml de PBS.

On vortex pour bien mélanger.

On met 10ml de PBS (jusqu’a I’étiquette).

On mélange bien.

On centrifuge une deuxieme fois et on procéde a un deuxieme lavage « aspiration du
surnageant, dilution au PBS, mélanger au vortex, rajouter du PBS et remettre a la

centrifugeuse »

- Apres centrifugation :

e rajouter 1.5ml de RPMI et vortexer,

e compléter avec Sml de RPMI et 1.5ml de SVF. ‘pipette graduée
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0 Note:

- Pour les bandes R : homogénéiser par retournements puis remettre a I’étuve
pendant 5h a 5h30 en position horizontale.

- Pour les bandes HR : ajouter S0ul de BrDU et remettre les tubes a 1’étuve.

Sortie de culture

> Blocage en métaphase :
e Apres incubation de 5h-5h30, ajouter 60ul de colchicine pure dans chaque tube,
homogénéiser et remettre a 1’étuve en position horizontale pendant 30 minutes.
» Choc hypotonique et préfixation :
e Centrifuger les tubes de culture «1500rpm a Smin30»
e Sous hotte chimique, aspirer le surnageant avec la pompe a vide.
e Ajouter 1 a 2ml de KCI a la concentration de 5.6g/1 préchauffé a 37°.
e Vortexer et compléter avec 10ml de KCl
e Homogénéiser par retournements.
e Incuber en position horizontale pendant 20min.
e Préfixation : ajouter 0,5ml & 1ml du réactif de carnoy
e Homogénéiser par retournements.
e Centrifuger les tubes de culture «1500rpm durant 5min 30»

e Sous hotte aspirer le surnageant avec la pompe a vide.

> Fixation :

e Ajouter 1 a 2ml de carnoy.

e Vortexer et compléter avec du carnoy.

e Homogénéiser par retournements.

e Fixer a température ambiante pendant 20 minutes.
e Centrifuger les tubes de culture « 1500rpm a 5minutes 30 »
e Sous hotte chimique, aspirer le surnageant avec la pompe a vide.

e Refaire une de deuxieme fixation : ajouter le carnoy, vortex, compléter et on met au
réfrigérateur.

> Etalement :
e Centrifugation : 1500rpm pendant 5min30
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Aspirer le surnageant (1’ancien carnoy) et le remplacer par un nouveau carnoy
A T’aide d’un compte-goutte aspirer et refouler le culot afin de le mettre en suspension.

Placer une lame dégraissee et séchée a plat et laisser tomber une goutte de culot, rincer
au carnoy «ou pas » car cela dépend de la qualité des étalements.

Essuyer le bas de la lame ainsi qu’a co6té de 1’étalement.
La faire sécher au bain marie.
Observer au microscope optique.

Dénaturation

> BandesR :

Les faire rapidement aprés étalement.
Commencer par réhydrater les lames dans de I’eau distillée durant 5 minutes.

Plonger les lames dans la solution phosphate qui se trouve au bain marie a 86°c de
13-20minutes (tout dépend du résultat de la premiere lame).

Plonger les lames dans le colorant Giemsa -tampon de Giirr durant 5 minutes.

> Bandes G:

La lame doit dater d’une semaine.

Plonger les lames dans la solution de trypsine ; le temps doit étre adapté a
I’ancienneté de I’étalement, et varie de 30 secondes jusqu’a 2 minutes :

30 secondes pour le lendemain et on ajoute 5 secondes aux jours qui suivent.
Rincer rapidement dans du PBS 1X.
Coloration et ringage.

Faire sécher la lame avant de ’observer.
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Annexe Ne 4 :

Protocole d’Extraction de ' ADN
Technique au NaCl (CRBt)

» Principe

Les leucocytes sont séparés du sang total par lyse hypotonique et traités ensuite par un
détergent (SDS) et une protéinase K.
L’ADN nucléaire est libéré dans le milieu et les protéines qui lui sont associés sont digérée et
éliminées par précipitation au NACL. La pelote d'ADN est formée dans le surnageant par
précipitation avec éthanol.
L'ADN est solubilisé en phase aqueuse.

» Réactifs

= TE: Tris EDTA (20:5).

= TE10:1.

= Tampon de Lyse (NACL 400mM, EDTA 2mM, Tris 10 mM, ph 8.2).
= SDSa10 %.

» Protéinase K a 10mg/ml.

= NaCl 4M.

= Ethanol & 70%.

= Ethanol absolu.

> Consommable

=  Tube Falcon 50ml.
=  Tube Falcon 15 ml.

= Pastelle Stérile.
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> Procedure

+« Préparation des Leucocytes

1.

2
3
4.
5
6
7

8.
9.

10.

Dans un tube Falcon 50ml, mettre le sang.

. Compléter a 25 ml avec Tris EDTA (20:5), pour la lyse des GR.
. Agitation manuel (forte agitation).

Laisser 10 min dans la glace.

. Centrifuger 10 min a 3900g (3800 rpm).
. Aspirer le surnageant avec la trompe a vide.
. Ajouter quelques ml de TE (20:5) au culot et le remettre en suspension avec une

pastelle stérile.
Compléter a 25 ml avec du TE (20:5) et laisser 10 min dans la glace.
Centrifuger dans les mémes conditions que la premiére fois.

Aspirer le surnageant avec la trompe a vide : Obtention d'un culot des leucocytes.

(si on veut s’arréter a ce niveau les mettre dans un tube nue de 1.5 ml avec du TE 10:1 et

les conserver a -20 dans le frigo).

s Extraction d’ADN :

11.
12.
13.
14.
15.
16.
17.
18.
19.
20.

21.
22.

23.

transvaser le culot de leucocytes dans un tube Falcon 15 ml.

Ajouter 3 ml de tampon de lyse en dilacérant le culot avec une palette stérile.
Ajouter 200 pl de SDS a 10 %.

Ajouter 100 ul de protéinase K a 10mg/ml.

Agiter le tube sur une roue a 37°C une nuit. Incubation une nuit.

Le lendemain refroidir dans la glace.

Ajouter Iml de NaCl 4M et agiter vigoureusement a la main.

Remettre 5 min dans la glace (précipitation des protéines).

Centrifuger 15 min & 2500 rpm.

Transvaser le surnageant dans un tube Falcon de 15 ml, ajouter 2 fois son volume
d'éthanol absolu préalablement refroidi (environ 8 ml) et agiter en retournant le tube
plusieurs fois : la pelote d'ADN se forme.

Si la pelote d'ADN ne se forme pas, laisser éventuellement 30 min a -20°C.
Récupérer la pelote d'’ADN avec une pipette pasteur et la rincer 02 fois dans éthanol a
70%.

Mettre la pelote d'’ADN dans un tube nue.




+*+ Solubilisation d’ADN :
24. Ajouter entre 300 et 1000 ul de TE (10:1) selon la grosseur de la pelote d’ADN et la
concentration souhaitée.
25. Laisser une nuit sur agitateur rotateur a 37°C, puis a température ambiante jusqu’a

dissolution compléte (1 & 2 jours).

> Notes

RAS.

> References

= Ingénieur ; Dadci Yasmina -Centre Hospitalo-universitaire Benbadis Constantine.
= Miller S.A, Dykes D.D., Polesky H.F (1988) Nucleic acid research 16(3) 1215.



Annexe Ne 5 : Protocole de La PCR

Tableau | : Préparation du milieu réactionnel de PCR pour XPC.

Annexes

Réactifs Quantité en (ul) X Nombre Total
Tompon 10X 2 d’échantillons
dNTP 10mM 0,5
Oligo F 5uM 2
Oligo R 5uM 2
Tag (5U/ul) 0,5
H20 10
Dans Deppendorf :
- 3ul ADN de chaque échantillon (40 ng) + 17ul Mix
- Le blanc : 3ul d’eau distillée + 17l Mix
Tableau Il : Programmation des cycles de PCR.
Nombre de cycle Etape Température Durée
X1 Dénaturation initiale 94°C 10 min
Dénaturation 94°C 1 min
X 35 Hybridation 56 °C 30 sec
Elongation 72 °C 1 min
Elongation finale 72 °C 10 min

Annexe Ne 6 : Protocole de la digestion enzymatique

Tableau 111 : Préparation du milieu de digestion par I'enzyme Pvull.
Réactifs Quantité en (ul) X Nombre Total
Pvull 1 d’échantillons
Buffer M 2
H20 6

-10pl du produit PCR +9 ul du Mix
- Mettre a 1’étuve pendant 1h a 37 °C
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Résumes

Resumé

Le cancer de l'ovaire est une maladie peu fréquente mais grave et mortelle en raison de son
diagnostic le plus souvent tardif. Bien qu’il occupe le huitiéme rang des cancers féminins, il est
classé cinquieme cause de déces par cancer dans le monde. En Algérie c’est le troisiéme cancer
gynécologique chez la femme apres le cancer du sein et du col utérin.

Objectifs

Deux éetudes ont été entreprises 1I’une statistique et 1’autre génétique sur des patientes atteintes
de cancer ovarien de différents stade et type. Nos objectifs ont été d’une part la recherche de
I’implication de certains facteurs de risque dans la survenue de ce type de cancer et d’autre part
la recherche d’une éventuelle association entre le risque de ce type de cancer et le
polymorphisme rs2228001 du géne XPC. Une étude cytogénétique a été également réalisée
dans le but de rechercher d’éventuelles anomalies chromosomiques chez 9 patientes.
Méthodes

L’étude statistique a concerné un ensemble de 55 sujets. L’étude moléculaire a été de type cas-
témoins portant sur 25 patientes et 30 témoins. Le génotypage du polymorphisme rs2228001a
été réalisé par PCR-RFLP. Le caryotypage de lymphocytes sanguins périphériques a été réalisé
pour 9 de nos patientes.

Résultats

L’apparition du cancer ovarien, augmente proportionnellement avec 1’age. L’effectif maximal
a eté observé pour des patientes plus de 40 ans. Le facteur génétique augmente d’avantage le
risque de ce type de cancer (18% présentent des antécédents familiaux). Suite au diagnostic qui
est généralement tardif, ~ 76,47 % des patientes ont présenté une forte agressivité tumorale.
L’étude moléculaire a montré une association non significative entre le polymorphisme étudié
et le cancer ovarien. Aucune variation chromosomique n’a été observée sur les caryotypes
réalisés.

Conclusion

Nos résultats préliminaires ne peuvent pas étre généralisés a I’ensemble de la population
Algérienne. Des études supplémentaires sur un échantillon plus large sont nécessaires pour
affirmer ou infirmer 1’association du polymorphisme rs2228001 du géne XPC au cancer des
ovaires. Afin de rechercher les anomalies chromosomiques, il serait judicieux de réaliser des

études cytogenétiques sur les tissues histologiques des tumeurs ovariennes.

Mots Clés : Cancer ovarien, facteurs de risque, polymorphisme rs2228001, XPC, PCR-RFLP,
caryotype.



Résumes

Summary

Ovarian cancer is an infrequent but serious and fatal disease due to its usually late diagnosis.
Although it ranks eighth among female cancers, it is ranked the fifth leading cause of cancer
death worldwide. In Algeria, it is the third gynecological cancer in women after breast and
cervical cancer.

Aim

Two studies were undertaken, one statistical and the other genetic, on patients with ovarian
cancer of different stages and types. Our objectives were on the one hand the search for the
involvement of certain risk factors in the occurrence of this type of cancer and on the other hand
the search for a possible association between the risk of this type of cancer and the
polymorphism rs2228001 of the XPC gene. A cytogenetic study was also carried out in order
to search for possible chromosomal abnormalities in nine patients.

Methods

The statistical study involved a set of 55 subjects. The molecular study was of the case-control
type involving 25 patients and 30 controls. Genotyping of the rs2228001 polymorphism was
performed by PCR-RFLP. Karyotyping of peripheral blood lymphocytes was performed for
nine of our patients. rs228001 polymorphism was performed by PCR-RFLP. Karyotyping of
peripheral blood lymphocytes was performed for nine of our patients.

Results

The appearance of ovarian cancer increases proportionally with age. The maximum number
was observed for patients over 40 years old. The genetic factor further increases the risk of this
type of cancer (18% have a family history). Following diagnosis, which is generally late, ~
76.47% of patients presented with strong tumor aggressiveness.

The molecular study showed a non-significant association between the studied polymorphism
and ovarian cancer. No chromosomal variation was observed on the karyotypes performed.
Conclusion

Our preliminary results cannot be generalized to the entire Algerian population. Additional
studies on a larger sample are needed to confirm or refute the association of the rs2228001
polymorphism of the XPC gene with ovarian cancer. In order to search for chromosomal
abnormalities, it would be wise to carry out cytogenetic studies on the histological tissues of
ovarian tumors.

Keywords: Ovarian cancer, risk factors, rs2228001 polymorphism, XPC, PCR-RFLP,
karyotype.
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Etude moléculaire et cytogénétique du cancer ovarien

Résumé

Le cancer de I'ovaire est une maladie peu fréquente mais grave et mortelle en raison de son diagnostic le
plus souvent tardif. Bien qu’il occupe le huitiéme rang des cancers féminins, il est classé cinquiéme cause
de déces par cancer dans le monde. En Algérie c’est le troisiéme cancer gynecologique chez la femme apreés
le cancer du sein et du col utérin.

Obijectifs

Deux études ont été entreprises I'une statistique et ’autre génétique sur des patientes atteintes de cancer
ovarien de différents stade et type. Nos objectifs ont été d’une part la recherche de I’implication de certains
facteurs de risque dans la survenue de ce type de cancer et d’autre part la recherche d’une éventuelle
association entre le risque de ce type de cancer et le polymorphisme rs2228001 du géne XPC. Une étude
cytogénétique a été également réalisée dans le but de rechercher d’éventuelles anomalies chromosomiques
chez 9 patientes.

Méthodes

L’étude statistique a concerné un ensemble de 55 sujets. L’étude moléculaire a été de type cas-témoins
portant sur 25 patientes et 30 témoins. Le génotypage du polymorphisme rs2228001a été réalisé par PCR-
RFLP. Le caryotypage de lymphocytes sanguins périphériques a été réalisé pour 9 de nos patientes.

Résultats

L’apparition du cancer ovarien, augmente proportionnellement avec 1’age. L’effectif maximal a été observé
pour des patientes plus de 40 ans. Le facteur génétique augmente d’avantage le risque de ce type de cancer
(18% présentent des antécédents familiaux). Suite au diagnostic qui est généralement tardif, ~ 76,47 % des
patientes ont présenté une forte agressivité tumorale.

L’étude moléculaire a montré une association non significative entre le polymorphisme étudié et le cancer
ovarien. Aucune variation chromosomique n’a €t€ observée sur les caryotypes réalisés.

Conclusion

Nos résultats préliminaires ne peuvent pas étre généralisés a I’ensemble de la population Algérienne. Des
études supplémentaires sur un échantillon plus large sont nécessaires pour affirmer ou infirmer I’association
du polymorphisme rs2228001 du géne XPC au cancer des ovaires. Afin de rechercher les anomalies
chromosomiques, il serait judicieux de réaliser des études cytogénétiques sur les tissues histologiques des
tumeurs ovariennes.

Mots Clés : Cancer ovarien, facteurs de risque, polymorphisme rs2228001, XPC, PCR-RFLP, caryotype
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