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INTRODUCTION
GENERALE



Le cancer est un ensemble des altérations moléculaires spécifiques induisant une
cellule normale a devenir maligne. Il est la cause de mortalité, la plus fréquente, dans la
plupart des régions du monde (Momenimovahed Z. et al., 2019). Les tumeurs malignes
gynécologiques présentent les cancers les plus courants chez les femmes. Elles
constituent a cet effet, un probléme important de santé¢ (Krishnan R., 2018). Parmi ces

cancers, il figure le cancer de ’ovaire.

Dans notre pays, il constitue le 5 cancer le plus fréquent de tous les types de
cancers gynécologiques avec 1042 nouveaux cas et 685 déces enregistrés en 2020 selon
I’organisation mondiale de la santé (OMS) (Web 1). Il a été montré que le cancer de
I’ovaire chez les femmes algériennes présente des caractéristiques clinicopathologiques
et biologiques similaires a celui des femmes d’origine européenne. Il provoque ainsi, le
plus grand nombre de déces chez les femmes en Algérie, d’ou la nécessité de mettre

I’accent sur ce probléme de santé publique (Cherbal F. et al., 2018).

Il s’agit d’une maladie hétérogeéne avec de multiples sous-types classés en fonction
de caractéristiques histologiques et génétiques distinctes (Rankin E.B., 2019). Le type
épithélial est le type pathologique le plus fréquent, avec cinq histotypes principaux, qui
diffeérent en origine, pathogénese, altérations moléculaires, facteurs de risque et pronostic
(Brett M. et al., 2017). 1l existe divers facteurs de risque qui peuvent contribuer a
I’apparition de ce cancer, a savoir 1’age, ménopause, 1’obésité, le tabac, les maladies
gynécologiques (comme I’endométriose) et surtout les facteurs génétiques (Webb P.M.
& Jordan S.J., 2017). Parmi les geénes que les chercheurs devraient mettre en lumiéres

dans cette maladie, les mutations du géne KRAS.

Le géne du Kirsten rat sarcoma (KRAS) est 'oncogene le plus couramment muté
dans les cancers humains (Wang S. et al., 2022). Il est associé a un mauvais diagnostic,
aune résistance au traitement et a la thérapie. Ce géne est situé sur le chromosome 12p12,
et code pour une protéine de 21 kDa (Dobrzycka B. et al., 2009 ; Krishnan R., 2018).
En cancer de I’ovaire, des mutations de KRAS sont observées dans les codons 12, 13 et
61, conduisant a la protéine RAS constitutivement active ouvrant la voie a une
augmentation aberrante de la croissance tumorale et de la transformation maligne.
Plusieurs études ont montré I’importance de la mutation KRAS, en particulier le
polymorphisme G12D qui était fortement présent dans de nombreuses études par rapport

a d’autres polymorphismes (G12C, G12V et etc.) (Therachiyil L. ef al., 2022).



Le présent travail a pour objectif d’analyser la mutation G12D au niveau du géne
KRAS, et de rechercher une éventuelle corrélation entre ce polymorphisme et le risque

d’apparition ou de développement d’un cancer de I’ovaire.
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Chapitre 1 :

Cancer de ’ovaire



Chapitre 01 Synthése bibliographique

1. Appareil génital féminin

La femme possede un appareil génital unique et propre a 1’espéce humaine
(Lejeune J., 2011), elle représente I’ensemble des organes féminines responsables de la
fonction de reproduction.
L'appareil génital féminin se compose d'organes externes et internes. Les organes
externes comprennent le mont du pubis, les grandes I1évres, les petites Iévres, le clitoris,
’orifice génital, I'hymen, 1'orifice urinaire, les glandes de Bartholin. Les organes internes
regroupent deux glandes sexuelles, les ovaires et les voies génitales, formées des trompes

utérines, de l'utérus et du vagin (Wainsten J.P., 2012) (Figure 1).

Trompe ——
A Endométre
Ovaire ————_____ )
-t I\
Pavillon M=
de la trompe Col de |'utérus
Paroi
musculaire
de l'utérus Vagin
Ovule <4— Ovulation
Figure 1 : Appareil génital féminin (Web 2)
2. Ovaire

L’ovaire est une unité¢ indispensable de reproduction et de santé féminine.
Cependant, 1’étude de la fonction ovarienne chez les mammiferes est entravée par des
défis uniques, qui comprennent le développement désynchronis¢ des ovocytes, la
distribution irréguliere, la grande disparité de taille des follicules et le remodelage
dynamique des tissus au cours de chaque cycle hormonal (Soygur B. & Laird D.J.,
2021).

2.1. Anatomie descriptive
L’ovaire est un organe pair de siege intrapéritonéal situé¢ dans le petit bassin, de part
et d’autre de 1’utérus, en arriere du ligament large (Bazot M. et al., 2004). Cette glande a
une forme ovoide et un peu aplatie. Pendant la période d’activité génitale, I’ovaire mesure
3,5 cm de longueur, 2 cm de largeur, 1 cm d’épaisseur et pese 8 grammes (Rame A. &

Thérond S., 2009), mais ses dimensions varient avec 1’dge. A la coupe d’un ovaire



Chapitre 01 Synthése bibliographique

normal, il existe plusieurs régions macroscopiquement identifiables (Bazot M. et al.,
2016) représentant :
+ Un épithélium cubique simple entouré d’une fine couche conjonctive sous-
¢épithéliale leur donnant une couleur blanchatre : 1’albuginée.
+ Le corps de l'ovaire, ou stroma ovarien, est riche en cellules et notamment en
fibroblastes. On y distingue deux zones :
- La périphérie du stroma ou cortex : qui comprend de nombreux follicules
contenant des gameétes femelles (ovocytes) a différents stades de développement.
- La zone centrale du stroma ou zone médullaire : est quant a elle constituée
d’un tissu conjonctif fibreux dans lequel sont localisés les vaisseaux sanguins,

lymphatiques et les nerfs (Boinet A., 2017) (Figure 2).

Folliculea
Vassseanx overierd E’/ hiliwm

”’“’7“’“

© Pierre Bourdier

Figure 2 : Coupe transversale de I'ovaire (Web 3)
2.2. Fonctionnement

L’ovaire a une double fonction, exocrine et endocrine sous le contrdle des
gonadotrophines hypophysaires (I’hormone folliculostimulante (FSH) et 1’hormone
lutéinisante (LH) (Bazot M. et al., 2004).

+ Fonction exocrine : consistant a libérer a chaque cycle menstruel un ovocyte ou

ovule prét a étre fécondé. Le développement folliculaire aboutissant a 1’ovulation

est un phénoméne épisodique cyclique permettant de la puberté a la ménopause

environ 400 ovulations.

+ Fonction endocrine : permettant de produire les hormones stéroidiennes dites

sexuelles : essentiellement les cestrogénes et la progestérone ainsi que les

androgeénes (Michele F.G., 2017).



Chapitre 01 Synthése bibliographique

2.2.1. Folliculogenése

La folliculogenése correspond au processus exocrine traduit par la croissance et la
maturation d’un follicule simple et de petite taille dit ‘follicule primordiale’ en un
follicule complexe de grande taille qui s’appelle le follicule de Degraaf ou mur. Ce dernier
libére son ovocyte : c’est I’ovulation
Ce processus se déroule en 4 étapes (Figure 3) :
- L'initiation ou recrutement folliculaire.
- La croissance basale jusqu'au stade prénatal.
- La sélection et la dominance du follicule sélectionné.

- La maturation (Bénard J. & Grynberg M., 2015 ; Bazot M. et al., 2016).

corpus f_olhméles follicule
_ : primordiaux primaire
vaisseaux ~ albicans 7 follicule
sanguins ) &, @/ secondaire
®®
4 % - & = 0 follicule
. Jgament S 2P tertiaire
utéro-ovarien S G
4? follicule de
contex: | i s De Graaf
zone périphérique S

corps ovulation

jaunes

coupe d’'un ovaire = ov sg
£t cycle ovarien zone centrale :

Figure 3 : Différents stades de la folliculogenese (Boinet A., 2017)

2.2.2. Stéroidogenése
Il s’agit d’une fonction endocrine qui correspond a la production d’hormones
stéroides sexuelles par les ovaires (Bazot M. et al., 2016).

+ Les cestrogénes : sont des hormones sexuelles primaires qui appartiennent au
groupe des stéroides qui comprennent : l'estradiol, 1'estriol et l'estrone. Ils jouent
un role dans le développement et le maintien des caracteres sexuels secondaires
chez la jeune femme a la puberté et intervient dans la sélection du follicule dominant
(Heath J.W. et al., 2008).

+ La progestérone : c’est une hormone stéroide endogéne couramment produite par
le cortex surrénal et les ovaires (testicules aussi). Elle est également sécrétée par le
corpus luteum ovarien au cours des dix premieres semaines de grossesse, suivie par
le placenta au stade ultérieur de la grossesse. Elle joue donc un role vital dans le

maintien de I’utérus pendant la grossesse (Cable J.K. & Grider M.H., 2023).


https://sante.journaldesfemmes.fr/fiches-anatomie-et-examens/2761905-oestriol-role-dosage-normes-ovule-danger-grossesse-creme/
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+ Les androgenes : ils sont produits dans tout le corps dans les organes producteurs
de stéroides, tels que les glandes surrénales, les ovaires et les autres tissus
(Bienenfeld A. ef al., 2019). Les principaux androgenes chez les femmes, classés
par ordre décroissant de concentration sérique, comprennent : sulfate de
déshydroépiandrostérone ~ (DHEAS),  déshydroepiandrostérone  (DHEA),
androstenédione (A), testostérone (T) et dihydrotestostérone (DHT) (Burger H.G.,
2002). IIs ont un impact dans 1’apparition, la distribution et le maintien de la pilosité
féminine, sur la libido féminine, mais également sur les troubles métaboliques, a
savoir la répartition androide de la masse grasse et I’apparition d’une résistance a

I’insuline liée a 1’obésité abdominale (Gosselin J., 2016).

3. Cancer de ’ovaire

Le cancer d’ovaire est un cancer qui se développe également a partir d’une
croissance anormale des cellules ovariennes (Moisan A.M., 2007) , il se forme dans les
tissus de 1’ovaire sous forme des tumeurs primitifs ou secondaires, bénins ou malins,
d’aspect kystique solide ou mixte (Zilfi W., 2012).

Dans la plupart de ces cancers, les carcinomes épithéliaux, commencent dans les
cellules de la surface de I’ovaire ou au niveau des cellules germinales. Ils passent souvent
inapergus, jusqu’a ce qu’ils se répandent dans le bassin et I’abdomen. A ce stade tardif,
le cancer de I’ovaire est plus difficile a traiter et est souvent fatal (Eymard J., 2014).

3.1. Classification et histotypes du cancer de I’ovaire

La classification des tumeurs se fait selon leur aspect morphologique et leur
localisation par observation microscopique d’une biopsie (Delehedde M., 2006).

3.1.1. Tumeurs épithéliales

Les tumeurs épithéliales communes sont développées a partir du revétement de
I'ovaire, c’est le sous-type pathologique qui prédomine (Buy J.N., & Hugol D., 2004 ;
Wambecke A., 2019). Les quatre types histologiques les plus courants de cancer de
I’ovaire épithélial sont séreux, endométrioide, cellule claire et tumeur mucineuse. Il peut
étre classé en deux sous-types : type I ou type II.

La tumeur de type I comprend des carcinomes séreux, endométrioides, a cellules
claires mucineux de faible grade, qui proviennent principalement des tumeurs
prolifératives atypiques (borderline).

Les tumeurs de type II comprennent le carcinome séreux de haut grade et le

carcinome indifférencié.
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Les tumeurs de type I sont habituellement présentes a un stade précoce et sont de
faible grade, sauf pour la cellule claire, qui est considérée comme de haut grade. Leur
activité proliférative est généralement faible. Ils sont diagnostiqués tot et portent un bon
pronostic, en comparaison, aux tumeurs de type II qui sont des tumeurs de haut grade et
presque toujours de stade avancé et ils ont une activité proliférative élevée avec une
progression rapide et agressive.

+ Type séreux : est le sous-type le plus courant de carcinome ovarien. Il se présente
sous forme de tumeurs de faible grade (LGSC) (10 % de toutes les tumeurs du
sous-type sérique) ou de carcinome de haut grade (HGSC) (90 % de toutes les
tumeurs du sous-type sérique). Le premier montre une mitose rare, et moins
d’anomalies moléculaires, contrairement au second qui montre une mitose
significative avec plus de copies d’anomalies moléculaires. D’autres analyses ont
révélé qu’une fréquence élevée des mutations KRAS et BRAF sont trouvées dans
le carcinome séreux de bas grade, alors que le carcinome séreux de haut grade
présente une fréquence ¢élevée de mutations des genes pS3 et BRCA 1 et 2 avec
une absence de mutation KRAS/BRAF (Arora T. et al., 2023).

+ Type endométrioide : les tumeurs endométrioides sont composées de cellules qui
ressemblent a celles de la paroi interne de I’utérus, ’endomeétre. Ces tumeurs
constituent environ 10-25% des cancers ovariens. Elles sont surtout malignes.

+ Type cellule claire : les tumeurs a cellules claires sont constituées de cellules
polygonales ayant un cytoplasme riche en glycogeéne. Ces tumeurs représentent
seulement 4-5% des tumeurs malignes de I’ovaire.

+ Type mucineux : les tumeurs mucineuses sont caractérisées par une prolifération
de cellules mucosécrétantes qui ressemblent aux cellules épithéliales
endocervicales ou intestinales. Ce type compte pour environ 10% des tumeurs de
I’ovaire (Chen V.W. et al., 2003) et est souvent hétérogéne, ou un mélange
d’¢léments, y compris les tumeurs bénignes et malignes, sont trouvés dans un seul
spécimen. Les mutations de KRAS sont fréquentes dans ces tumeurs (Arora T. et
al., 2023).

3.1.2. Cancer des cellules germinales

L’¢épithélium germinal couvre la surface de I’ovaire du nourrisson. Les tumeurs
germinales dérivent des cellules germinales primitives de 1’ovaire embryonnaire. Elles

représentent 20 a 30% de toutes les tumeurs ovariennes malignes (Gica N. et al., 2022).
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3.1.3. Tumeur stromale

Les tumeurs stromales commencent a partir des cellules des tissus structurels qui
maintiennent 1’ovaire ensemble et produisent les hormones féminines cestrogeéne et
progestérone. Environ 1% des cancers ovariens sont des tumeurs des cellules stromales
ovariennes. Plus de la moitié des tumeurs stromales sont trouvées chez les femmes de
plus de 50 ans, mais environ 5% des tumeurs stromales se produisent chez les jeunes filles

(Web 4).

Le degré d’extension de la tumeur permet de définir le stade de progression du
cancer de I’ovaire. C’est la fédération Internationale de Gynécologie et d’Obstétrique
(FIGO) (créée en 1998) qui a défini ce classement en 4 stades bien distincts, la dernicre

mise a jour de cette classification datant de 2014 (Wambecke A., 2019) (Tableau 1).
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Tableau 1 : Stades de développement des tumeurs ovariennes classifiées selon le

systeme FIGO (Prat J., 2015)

Stades Descriptions
I Tumeur confinée aux ovaires.

IA Tumeur limitée a un seul ovaire (Capsule intacte). Aucune tumeur a la surface de
I’ovaire sans ascite.

IB Tumeur limitée a un seul ovaire (Capsule intacte). Aucune tumeur a la surface de
I’ovaire sans ascite.

IC Tumeur limitée & un ovaire ou aux deux avec I’un des éléments suivants :

-IC1 : déversement chirurgical.
-IC2 : capsule rompue avant la chirurgie ou la tumeur a la surface de 1’ovaire.
-IC3 : cellules malignes dans les ascites.
] Tumeur impliquant un ovaire ou les deux avec extension pelvienne ou cancer
primaire péritonéal.

ITA | Extension et/ou implants sur [’utérus et/ou les trompes de Fallope et/ou les ovaires.

IIB | Extension a d’autres tissus pelviens intrapéritonéaux.

IIC Tumeur de stade 1A et 1B, mais avec des tumeurs sur la surface d’un ou des deux
ovaires ou présentant une capsule rompue ou la présence d’ascite contenant des
cellules cancéreuses.

I Tumeur impliquant un ou les deux ovaires ou des trompes de Fallope, ou cancer
péritonéal primaire, avec cytologiquement ou histologiquement confirmé
propagation au péritoine a 1’extérieur du bassin et/ou des métastases aux ganglions
lymphatiques rétropéritonéaux.

ITA | Ganglions lymphatiques rétropéritonéaux positifs seulement.

IIIB | Métastase péritonéale macroscopique au-dela du bassin jusqu’a 2 cm dans la plus
grande dimension, avec ou sans métastase aux ganglions lymphatiques
rétropéritonéaux

IIIC | M¢étastase péritonéale macroscopique au-dela du bassin de plus de 2 cm dans la plus
grande dimension, avec ou sans métastase aux ganglions lymphatiques
rétropéritonéaux

v Meétastases distantes a I’exclusion des métastases péritonéales
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3.2. Epidémiologie

Le cancer de l'ovaire est le troisiéme cancer gynécologique le plus répandu dans le
monde en 2020 (Huang J. et al., 2022).

Selon 1'organisation mondiale de la santé (OMS), en 2020, un total de 313 959
nouveaux cas, ainsi que 207 252 nouveaux déces de cancer de 1'ovaire ont été enregistrés
dans le monde (Figure 4), avec une incidence ASR (age-standardized rate) de 6,6 pour
100 000, et de mortalité 4,2 pour 100 000 (Huang J. et al., 2022).

En Algérie, le cancer de 1’ovaire arrive en cinquiéme place dans les cancers les plus
fréquents chez les femmes avec un total de 1042 nouveaux cas, ainsi que 685 nouveaux

déces de cancer de 1'ovaire ont été enregistrés localement (Web 1).

. LAC**
o Incidence (7.4%)

Africa MN.America*

(7.7%) ‘ (7.9%) ~
N.America* Asia Africa Asia
(8.5%) (54.4%) (8.2%) (54.5%)

Europe Europe

Mortalité

(21.2%) (21.3%)
Population  Number Population ~ Number
| Asia 170 759 L Asia 112 936
[ | Europe 66 693 | Europe 44 053
[ | *Northern America 26 630 [ | Africa 17 008
| | Africa 24263 [ ] *Morthern America 16 451
[ | **|atin America and the Caribbean 23513 | **Latin America and the Caribbean 15 266
Oceania 2101 Oceania 1538
Total 313 959 Total 207 252

Figure 4 : Nombre des cas d'incidence et de mortalité des femmes par le cancer d'ovaire
en 2020 (Web 1)

Le taux de survie a 5 ans du cancer de 1’ovaire, varie de 30 % a 90 %. Les patientes
aux premiers stades ont habituellement un taux de survie élevé de pres de 90 %, mais un
grand nombre de patientes atteintes d’un cancer de 1’ovaire sont diagnostiquées comme
des malades au stade avancé (Shao Y. et al, 2018).

3.3. Facteurs de risque

Bien que les événements moléculaires impliqués dans I’initiation, la progression de
la carcinogenése des cellules ovariennes soient mal connus, quelques facteurs sont
susceptibles de contribuer a la tumorigenese :

3.3.1. Age et ovulation

Chez les femmes pré-ménopausées, 1’axe hypophyso-ovarien est sous le contrdle
d’un mécanisme de rétroaction pour atteindre le cycle mensuel. Les gonadotrophines, LH
et FSH, sont synthétisées et libérées de 1I’hypophyse dans la circulation. La LH et la FSH

stimulent I’ovulation ; par conséquent les ovaires produisent des hormones et des facteurs
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comme ’cestrogene, la progestérone et I’inhibine alpha. Les facteurs ovariens a leur tour
atteignent 1I’hypophyse pour supprimer la synthese et les libérations de gonadotrophines.
Chez les femmes ménopausées, les ovaires ne produisent plus d’hormones et de facteurs,
et la boucle de rétroaction est manquante. Par conséquent, I’hypophyse produit des
gonadotrophines accrues, qui stimulent et favorisent la transformation des cellules
épithéliales de la surface ovarienne (Rampersad A.C. et al., 2015)

La nulliparité, I’infertilité, la prise d’hormones et les contraceptifs oraux a la
ménopause augmentent aussi les risques de développement du cancer de 1’ovaire (Salehi
F. et al., 2008 ; Fathalla MLF., 1971).

3.3.2. Obésité

L’obésité peut étre associée a I’arrét de I’ovulation chez les femmes préménopausés
et a Paugmentation des niveaux d’cestrogeénes chez la femme ménopausée, de sorte que
les adipocytes sont la principale source d’cestrogeéne, qui est également produit par
aromatisation périphérique de la testostérone. Ces événements pourront contribuer a la
tumorigenese des cellules de I’ovaire (Salehi F. et al., 2008; Shen F. et al., 2017; Webb
P.M. & Jordan S.J., 2017).

3.3.3. Tabagisme

Les cigarettes contiennent plus de 60 carcinogénes qui peuvent altérer le
fonctionnement de 1’ovaire, affecter les concentrations des hormones stéroidiennes et
engendrer des problemes de fertilit¢ (El-Masri R., 2012). 11 a été proposé que le
tabagisme puisse induire des mutations dans le géne KRAS ou exercer un pouvoir
cancérigene plus fort effet sur les cellules sans gene KRAS fonctionnel (Faber M.T. et
al., 2013).

3.3.4. Facteurs gynécologiques

I1 existe des facteurs gynécologiques influencant la survenue de ce cancer comme
I’endométriose, il a également été¢ constaté que les femmes atteintes de cette maladie
présentent un risque accru de certains types de cancer de 1’ovaire.

L’endométriose est un processus d’une maladie gynécologique inflammatoire
commun, dépendant des cestrogénes, dans lequel le tissu endométrial normal est
anormalement présent en dehors de la cavité utérine (Hoyle A.T. & Puckett Y., 2023).
Le fer produit dans le liquide de kyste endométriosique favorise le stress oxydatif, qui

peut entrainer des mutations génétiques (Brilhante A. et al., 2017).
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Les maladies inflammatoires pelviennes, les kystes ovariens qui méme bénins
pourraient aussi jouer un réle de précurseur pour les tumeurs ovariennes malignes
(Momenimovahed Z. et al., 2019).

3.3.5. Prédisposition génétique au cancer d’ovaire

Environ 15 % des cancers ovariens sont héréditaires. Les cancers ovariens
héréditaires sont causés par une variante pathogéne germinale d’un géne de susceptibilité
BRCATI et BRCA2 (Desseignés C. & Benusiglio P., 2022). Ces derniers sont liés au
cancer du sein et des ovaires. Ils ont une fonction dans les processus de réparation de
I’ ADN et donc ils sont des génes suppresseurs de tumeur. Il y a des centaines de mutations
identifiées dans ces geénes (Varol U. et al., 2018).

L'oncogéne KRAS encode pour une petite protéine pouvant lier les GTPs. Cette
protéine a normalement un rdle dans la signalisation intracellulaire en interagissant avec
les récepteurs de type tyrosine-kinase. Plusieurs études ont rapporté des mutations dans
le proto-oncogéne KRAS dans plusieurs cas de tumeurs mucineuses ou de tumeurs a
faible potentiel de malignité. Dans la plupart de ces tumeurs, une mutation dans les
codons 12 et 13 du géne amene une activation constitutive de la protéine (L’Espérance
S., 2008).

La présence des mutations de divers génes comme les genes de la voie de réparation
MMR (mismatch repair) qui est retrouvée dans 10 a 15% des cas de cancers de 1’ovaire.
Ces mutations font partie des facteurs définissant le syndrome de Lynch qui est
responsable de 10 a 15% des cancers de I’ovaire héréditaire (Momenimovahed Z. et al.,
2019; Wambecke A., 2019).

3.4. Facteurs protecteurs

La grossesse est un facteur protecteur. Ce bénéfice est notamment retrouvé lorsque
la derniere grossesse a lieu tardivement dans la vie génitale, période ou le parenchyme
ovarien présente souvent des 1€sions précancéreuses qui pourraient régresser a 1’arrét des
ovulations (Brun J.L. et al., 2012). De plus I’allaitement et la prise de contraceptifs oraux
sont aussi associés a une diminution du risque de cancer de 1’ovaire puisqu’ils inhibent
I’ovulation.

La consommation de poissons, des aliments végétaux, de lentilles et de pois

participe a diminuer ce risque (Salehi F. et al., 2008).
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3.5. Diagnostic

Les cancers ovariens sont trés difficiles a diagnostiquer a des stades précoces car
les symptomes, lorsque présents, ne sont pas spécifiques (L’Espérance S., 2008), il existe
différents examens pourront diagnostiquer ce cancer :

3.5.1. Examen clinique

Cet examen est réalisé par 1’échographie endovaginale qui consiste a introduire une
sonde dans le vagin. Elle permet de visualiser un éventuel kyste dans un ovaire ou dans
les deux et d’en préciser la nature. Si 1’échographe n’arrive pas a déterminer précisément
la nature du kyste, I’imagerie par résonance magnétique (IRM) permet en effet d’obtenir
des images plus précises de 1’organisme (Web 5).

3.5.2. Bilan biologique

Antigene du cancer 125 (CA125), aussi appelé antigene des glucides 125, a le role
le plus important dans le dépistage, la détection et la gestion du cancer de I’ovaire. CA125
est une glycoprotéine mucineuse de poids moléculaire élevé trouvée a la surface de
cellules cancéreuses des ovaires. Cet antigéne est ensuite ¢liminé et quantifié dans des
échantillons sériques de cancer des ovaires des patients. Les taux sériques de CA125 sont
¢levés dans 50 % des tumeurs au stade précoce, et 92 % des tumeurs au stade avancé
(Charkhchi P. et al., 2020).

3.5.3. Diagnostic histologique

Le principe de la biopsie est de prélever un échantillon du tissu suspect afin de
réaliser un examen microscopique des cellules qui le composent. Elle permet de
confirmer ou d’écarter avec certitude le diagnostic du cancer. Une fois le diagnostic est
confirmé, le médecin réalise un bilan d’extension afin de choisir le traitement le plus
adapté (Web 5).

3.6. Traitement
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.

3.6.1. Chirurgie :

La chirurgie est le traitement de référence du cancer de ’ovaire. Elle vise a
supprimer la totalité de la tumeur et des cellules cancéreuses qui pourraient migrer vers
les organes voisins.

3.6.2. Chimiothérapie :

La chimiothérapie est un traitement administré par voie orale ou par injection et

est envisagée lorsque le risque de progression de la maladie est élevé, c’est-a-dire quand
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la tumeur n’est plus exclusivement localisée au niveau ovarien et/ou quand le grade de
la tumeur est avancé. La plupart du temps, une chimiothérapie est prescrite de fagon
régulicre pendant plusieurs semaines, voire plusieurs mois (jusqu’ a 6 mois en principe)

(Web 6)
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1. Famille RAS

Tout d’abord, les génes RAS sont parmi les premiers oncogenes découverts (Organ
S.L., 2014),les plus fréquemment mutés dans 33 % des cancers humains (Baines A.T., et
al., 2011).

Cette famille des proto-oncogeénes comprend trois principaux geénes bien
caractérisés codant pour des protéines-G (GTPase) : Harvey-Ras (H-Ras), Kirsten-Ras
(K-Ras) et neuroblastoma-Ras (N-Ras), situés sur des chromosomes différents : 11p15.5
,12p12.1 et 1p13.1 respectivement (Nshizirungu J.P., 2015 ; Westcott P. & To M.,
2012).

D’autres protéines de cette famille furent ensuite décrites telles que R-RAS, TC21
(R-RAS2), M-RAS (R-RAS3), RaplA, Rap1B, Rap2A, Rap2B, RalA et RalB (Lamoril
J.etal., 2009; Takai Y. et al., 2001).

Ses isoformes ont été décrites avec une tissu-spécificité différente et une répartition
dans les organelles variables (réticulum endoplasmique, appareil de golgi ou
mitochondrie) (Lamoril J. et al., 2009).

1.1. Structure

Les protéines RAS ont une longueur de 188/189 acides aminés ; ces derniers sont
constitués de trois régions :

+ La premiére région englobe les acides aminés N-terminal 86, qui sont 100%

identiques pour les différentes protéines de Ras.

+ Les 80 acides aminés suivants définissent une deuxiéme région ou les protéines

de Ras des mammiferes ne divergent que légérement, présentant une homologie de

85% entre une paire de protéines (Clarke S., 1992 ; Bar-Sagi D., 2001). Ces 165

premiers acides aminés comprennent le domaine conservé qui est responsable de la

liaison et de I'hydrolyse du GTP et des interactions avec les protéines GAP et GEF

(Westcott P. & To M., 2012).

+ Le domaine terminal restant appelée la région hypervariable, commence a ’acide

aminé 165 et ne montre aucune séquence similitude entre les protéines de Ras sauf

pour un motif conservé CAAX (C: cystéine ; A : acide aminé aliphatique; X :

méthionine ou serine) a I’extrémité C-terminale (Clarke S., 1992 ; Bar-Sagi D.,

2001), cette partie contient des séquences importantes pour la modification post

translationnelle (Westcott P. & To M., 2012) (Figure 5).
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Figure S : Structure des domaines des différentes protéines de Ras
(Hancock J.F., 2003)

2. Géne KRAS

Le géne KRAS situé sur le bras court du chromosome 12 (12p11.22) est un
oncogene orthologue du géne transformant isolé a partir du Kirsten Rat Sarcoma virus
(Nshizirungu J.P, 2015). Il est constitué de six exons (Rasé E., 2020 ;Garcia-Robledo
A. et al., 2022) et codée pour une protéine avec un poids moléculaire de 21,6 kDa
(Ruuth-Praz J., 2019).

Le gene KRAS possede deux quatriemes exons différents qui peuvent diriger la
syntheése de deux ARNm différents par épissage alternatif (Bos J.L.,1988), donc la
protéine KRAS existe sous 2 isoformes : KRAS4A et KRAS4B, qui contiennent

respectivement 188 et 189 acides aminés (Figure 6).
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Figure 6 : Isoformes du géne KRAS (KRAS4A et KRAS4B)
(Garcia-Robledo A. et al., 2022)
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KRAS4B est largement exprimé et constitue la forme dominante dans les cellules
humaines et contrairement 8 KRAS-4A est essentiel pour I'embryogénéese (Chetty R. &
Govender D., 2013).

Les protéines KRAS sont situées a l'intérieur de la membrane plasmique ou elles
sont ancrées dans la bicouche lipidique par un acide palmitique attaché de fagon covalente
a l'extrémité carboxyle (Buss J.E. & Sefton B.M., 1986 ; Bos J.L., 1988).

Le role important du KRAS est la transmission des signaux extracellulaires
provenant des récepteurs membranaires vers le noyau grace a son activité de GTPase
(Liévre A., 2010 ; Nshizirungu J.P., 2015).

2.1. Structure

La structure de KRAS révele 6 brins béta et 5 hélices alpha qui forment deux
domaines majeurs : un domaine catalytique appelé le domaine G et une région
hypervariable (HVR) (Huang L. et al., 2021). Le domaine G se compose de trois régions :
switch I (acides aminés 30 a 38), switch II (acides aminés 59 a 67) et la boucle P qui lie
les nucléotides de guanine et active la signalisation en interagissant avec les effecteurs.

Le HVR consiste en un domaine de ciblage membranaire (Figure 7).

Figure 7 : Structure de KRAS4B (Pantsar, 2020)

Elle se présente sous 2 formes : soit inactive par liaison a une guanosine diphosphate
(GDP), soit active par liaison a une guanosine triphosphate (GTP). Elle posseéde une
activité GTPase intrinseque qui lui permet de passer de la forme active a la forme inactive,

peu apres la liaison du GTP (Ruuth-Praz J., 2019 ; Huang L. et al., 2021).
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AN
\ Thr35

Figure 8 : Modifications et réarrangements structurelles des molécules RAS lors
de la liaison des nucléotides (Karnoub A.E. & Weinberg R.A., 2008 )

Les différences structurelles entre les conformations RasGDP et RasGTP résident
principalement dans deux régions hautement dynamiques, switch I et switch II ou la
liaison du GTP modifie la conformation de switch I, principalement par la réorientation
vers l'intérieur de la chaine latérale de la Thr35, permettant ainsi ses interactions avec le
v phosphate du GTP ainsi qu'avec I'ion Mg**(Figure 8). De méme, le y-phosphate induit
des changements significatifs dans l'orientation de la région de switch II grace aux
interactions qu'il établit avec Gly60 (Karnoub A.E. & Weinberg R.A., 2008).

2.2. Voies de signalisation

La protéine KRAS sert comme un interrupteur moléculaire binaire impliquée dans
les voies de signalisation intracellulaire, finement régulé qui contrdle plusieurs cascades
en cyclant entre les conformations activées et inactivées pour assurer a la fin une variété
de fonctions cellulaires, y compris la prolifération, 1'apoptose, la survie, la différenciation,
l'intégrité du cytosquelette, 'adhésion et la migration cellulaire.

Tout d’abord, Cette protéine peut étre activée par les facteurs de croissance, les
chimiokines, le Ca** ou la tyrosine kinase (TK) en se liant sur des récepteurs, tels que les
récepteurs de tyrosines kinases (RTK) et les récepteurs couplés a la protéine G (RCPG)
(Huang L. et al., 2021 ; Ibrahim A.E.K. & Arends M.J., 2012).

Une fois sous forme active, KRAS subit un changement conformationnel du
domaine G qui forme une boucle effectrice. Celle-ci va permettre par liaison directe
I’activation de deux voies de signalisation principales : la voie des RAF/MAPKinases et
la voie de PI3K/AKT, qui vont conduire notamment a des signaux de prolifération et de

survie cellulaire. L’activit¢ de KRAS est auto-régulée par son activité GTPase
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intrinséque. En effet, la liaison de GTP a KRAS va activer des protéines activatrices de
GTPase (GAP), qui vont majorer ’activité GTPase intrinséque de KRAS. Cela permet la
transformation rapide de GTP en GDP, I’inactivation de KRAS, et donc I’arrét de signaux
de transduction stimulant la prolifération et la survie cellulaire (Guibert N. et al., 2016 ;

Ruuth-Praz J., 2019) (Figure 9).

Multiple downstream effectors

"Apoptotic
Pathway

Figure 9 : Voies de signalisation de la protéine RAS
(Ibrahim A.E.K. & Arends M.J., 2012).

2.3. KRAS et oncogenese

I1 est bien établi que les altérations spécifiques chez les membres de la famille des
genes Ras peuvent les convertir en oncogenes actifs. Ces altérations sont soit des
mutations ponctuelles se produisant dans les codons 12, 13 ou 61 ou bien une
amplification de 5 a 50 fois du géne de type sauvage (Bos J.L., 1988).

L’analyse du séquengage génomique de spécimens de cancers humains a identifié
le gene KRAS comme étant le gene le plus fréquemment muté avec 86 % suivi par le
NRAS 8,0 % et finalement I’isoforme HRAS qui est le moins muté dans les cancers
humains avec 3.3% (Therachiyil L. ez al., 2022).

L’incidence des mutations KRAS dans divers cancers comprend 57 % dans le
cancer du pancréas, 35 % dans le gros intestin, 28 % dans les voies biliaires, 17 % dans
I’intestin gréle, 16 % dans le cancer du poumon, 15 % dans ’endometre et 14 % dans le
cancer de I’ovaire) (Murugan A.K., ef al., 2019 ; Therachiyil L., ef al., 2022) (Figure
10).
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Figure 10 : Mutations somatiques de 1’oncogene RAS dans les 10 principaux
cancers humains (Tang D. et al., 2021)

Il semble quune mutation de KRAS soit I’événement initiateur de la
carcinogenese, étape indispensable a la formation d’une tumeur (Bos J.L., 1988 ; Huguet
F. et al., 2011). La majorité¢ des mutations qui touchent le géne KRAS sont des mutations
activatrices qui conduisent a une activation constitutive de la voie EGFR (indépendante
de la fixation du ligand a son récepteur) lui conférant ainsi le pouvoir transformant
(Herrmann C., 2003 ; Nshizirungu J.P., 2015).

Environ 90 % de ces mutations activatrices se trouvent dans les codons 12(GGT)
et 13(GGC) de I’exon 1 et un peu moins de 5 % dans le codon 61(CAA) situé dans I’exon
2 (Palmirotta R. et al., 2011).

Outre ces mutations activatrices, il existe des mécanismes indirects d’activation du
gene KRAS, notamment une hyperactivation d’un récepteur situé en amont de cet
oncogene (par exemple les récepteurs au facteur de croissance) ou encore une mutation
inactivatrice d’un de ses régulateurs négatifs. La capacité de transformation par les
protéines Ras dépend de ses interactions avec ses effecteurs en aval (Nshizirungu JP.,
2015).

2.4. Types des mutations

La mutation la plus fréquente est G12C, qui représente 49% des mutations KRAS.
Les mutations G12V, G12D, G12A et G128 représentent respectivement 27%, 10%, 8%
et 5% des tumeurs mutées du gene KRAS. Ces polymorphismes nucléotidiques sont
regroupés en 2 catégories pour les mutations des codons 12 et 13 :

+ Les transitions qui consistent en un remplacement d’une purine par une autre

purine ou d’une pyrimidine par une autre pyrimidine sont : G12D, G12S et G13D.
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# Les transversions qui consistent en un remplacement d’une purine par une
pyrimidine et inversement sont : G12C, G12V, G12R, G12A et G13C (Guibert N.
et al., 2015 ; Ruuth-Praz J., 2019).
2.5. Physiopathologie
Les mutations des génes RAS au niveau de certains « hot-spots » engendrent une
activation constitutive des protéines RAS mutantes a un seul acide aminé
indépendamment des signaux de I'EGFR (Baines A.T. et al, 2011), elles affectent le
domaine de liaison du GTP modifiant la structure de la protéine, ce qui perturbe
I’interaction entre RAS et GAP, entrainent un blocage de l'activité hydrolytique du GTP
et donc I’ accumulation de la protéine sous sa forme active liée au GTP (Bischof K. et

al., 2019 ; Therachiyil L. et al., 2022) (Figure 11).

(R) Transient activation by extraceliular stimuli B) Chronically GTP-bound and activated,
‘ porsistent deregulated signaling
GTP 6 GDP GTP GDP
o | ‘on'

.-

) *G12, G13and 016 ‘
Normal cell cancer cell

Future Med Chem, © Future Science Groop (2011)

Figure 11 : Régulation du cycle Ras GDP-GTP dans les cellules normales et
néoplasiques (Baines A.T. et al., 2011).

2.6. Mutation KRAS et cancer d’ovaire
Dans le cancer d’ovaire épithélial, le plus répandu chez les femmes, il existe quatre
mutations génétiques : TP53, BRCA1/2, PIK3CA et KRAS. La fréquence de ces

mutations varie selon leurs sous-types (Tableau 2).
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Tableau 2 :

Fréquence des quatre mutations génétiques parmi le cancer épithélial de

I'ovaire (Guo T. et al., 2021).

Fréquence des altérations génétiques

Sous-types

TP53 BRCA1 /2 PIK3CA KRAS
HGSOC 96% 22~40% 2.9% 5.9%
LGSOC 8.3% 10% 12.5% 54%
EnOC 5-54.5% 11.1% 31.4% 10.3%
occc 10% 4.5% 51% 15%
mucineux 56.8% 0% 13.5% 57.1~64.9%

HGSOC: high-grade serous ovarian carcinoma; LGSOC: low-grade serous ovarian carcinoma; EnOC:

endometrioid ovarian carcinoma; OCCC: ovarian clear cell carcinoma.

L'analyse du séquencage a montré que la mutation du géne KRAS était la plus
fréquente dans les tumeurs séreuses limites, les LGSOC et les carcinomes mucineux. Le
taux des mutation du géne KRAS était respectivement de 33~41%, 35~54% et 57,1%, ce
qui contraste avec leur expression faible ou absente dans les HGSOC (Sakai K. ef al.,
2017 ; Guo T. et al., 2021).

La variante héréditaire située dans le 3'UTR du gene KRAS (161764370 T > G)
est associée a un risque accru de cancer d’ovaire (Guo T. ef al., 2021 ; Therachiyil L. ef
al., 2022).

Les mécanismes potentiels entre les mutations de KRAS et le cancer de 1’ovaire
sont décrits comme : perte de fonction des genes régulant la suppression des tumeurs,
anomalies des geénes de réparation de I’ADN, gain de fonction des oncogenes, (Guo et
al., 2021; Testa et al., 2018) et modifications épigénétiques (Kwon M.J. & Shin Y.K.,
2011).

2.6.1. Perte de fonction des génes régulant la suppression des tumeurs

Les génes BRCA 1 et BRCA 2 sont des génes suppresseurs de tumeurs; en effet
s’ils sont inactivés par une mutation ponctuelle, une délétion ou une perte d’expression,
il n’y a plus de restriction sur la croissance des tissus causant le cancer de 1’ovaire et du
sein (Casaubon J.T. ef al., 2023). En outre, le gene TP53 codant pour une protéine du
méme nom dont la mutation génétique unique peut causer le cancer de 1’ovaire. Par
conséquent, il joue un rdle essentiel dans la prévention et I’inhibition du développement

et de la progression de cette maladie (Zhang Y. et al., 2016).
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2.6.2. Anomalies des genes de réparation de PADN

Il existe la voie de réparation MMR (mismatch repair) qui est associée a un risque
accru de développer plusieurs types de cancer et est la cause la plus fréquente de cancer
ovarien héréditaire aprés BRCA1 et BRCA2 (Xiao X. et al., 2014).

2.6.3. Gain de fonction des oncogénes

Les altérations génétiques conduisent a I’inactivation de génes défavorables a la
prolifération (geénes suppresseurs de tumeur) et a ’activation de génes favorables a la
prolifération (oncogeénes) (Zhang Y. et al., 2016) , comme le géne KRAS dont une
mutation ponctuelle dans cet oncogeéne confére un gain de prolifération non controlée
pour la cellule cancéreuse (Bournet B. ef al., 2013).

2.6.4. Modifications épigénétiques

Les processus épigénétiques ne modifient pas les séquences d’ADN mais régulent
I’expression des genes par la méthylation de ’ADN, la modification des histones et
I’ARN non codant (Xie W. et al., 2021). Les mécanismes épigénétiques peuvent favoriser
la progression du cancer par activation ou surexpression des oncogenes ou des genes
cancérigenes dans le cancer de I’ovaire ainsi que par I’inactivation des génes suppresseurs

de tumeurs (Kwon MJ. & Shin YK., 2011).

2.7. Techniques de détection des mutations KRAS

La détection des mutations dans I’ADN représente une étape essentielle de la
biologie moléculaire (Boukerroum A. et al, 2012), afin de valider 1'hypothése que
l'altération d'un gene est responsable d'une pathologie, il est souvent préférable d’utiliser
des méthodes rapides, mais non exhaustives, qui ne garantissent pas la détection de toutes
les mutations (Feingold J. et al., 2017).

De maniére générale, 1’étude des mutations se fait apres extraction de I’ADN sur
tissu conservé en paraffine et apres amplification par polymérase Chain réaction (PCR)
(Lamoril J. et al., 2009).

La méthode la plus largement accessible pour tester le KRAS est le séquencage
direct des produits PCR du KRAS, qui a longtemps été 1'étalon-or pour la détection des
mutations. Cette méthode permet de détecter toutes les mutations dans les séquences
d'ADN amplifiées, mais exige que les copies mutantes aient une concentration d'au moins
20 a 50 % par rapport aux séquences de type sauvage qui les accompagnent avec une

faible sensibilité (Jimeno A. et al., 2009).
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Pour optimiser la sensibilité et la spécificité¢ de la détection des mutations, des
techniques alternatives ont été développées.

Parmi ces techniques La méthode RFLP qu’elle est basée sur les différences entre
I'ADN mutant et ' ADN sauvage du KRAS en termes de sensibilité a la digestion par les
enzymes de restriction, qui n'insérent une coupure dans I'ADN que s'il existe une
séquence définie.

La méthode HRM qui mesure les différences de température de point de fusion
entre I'ADN double brin et I'ADN non apparié, causées par des polymorphismes ou des
mutations somatiques. En comparant les températures de fusion a une échelle de référence
connue, et en se basant sur le principe que l'affinité de deux chaines d'ADN est perturbée
par la présence d’une mutation (Jimeno A., et al., 2009).

La PCR en temps réel (Tagman) est un outil puissant pour des analyses de mutations
comme les SNPs et les études de génotypage elle est basée sur la détection et la
quantification d’un reporter fluorescent dont 1’émission est directement proportionnelle a
la quantité¢ d’amplicons générés pendant la réaction de PCR (Poitras E., & Houde A.,
2003).

L'ARMS est une méthode simple de détection de toute mutation impliquant des
changements de bases simples ou de petites délétions. elle repose sur l'utilisation
d'amorces PCR spécifiques d'une séquence qui ne permettent I'amplification de 'ADN
testé que lorsque l'allele cible est présent dans I'échantillon (Yang L. et al., 2017).

Aucune de ces techniques n’est parfaite Certaines d’entre elles nécessitent aussi une

confirmation du résultat par séquengage (Lamoril J. ef al., 2009).
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1. Populations d’étude
Il s’agit d’une étude cas-témoins qui vise a étudier le polymorphisme du géne KRAS
au niveau de 1’exon 2 et son implication dans la survenue du cancer de I’ovaire.

= Patientes

Cette ¢tude a été réalisée sur 25 patientes diagnostiquées pour un cancer d’ovaire de
différents types au niveau du centre anti-cancer (CAC) du centre hospitalo-universitaire
de Constantine (CHUC) Benbadis. Les cas présentant un cancer secondaire ont été exclus.

= Témoins

La population témoin est au nombre de 25 sujets sains.

La collecte des échantillons a été réalisée au niveau du Centre de Recherche en
Biotechnologies (CRBt) Constantine.

Des informations ont été recueillis sur les deux populations d’étude suivant le

questionnaire 1 et 2 (Annexe 1).
N.B. : la collecte des échantillons a été réalisée dans une étude précédente, le travail
présent mettra I’accent sur la mise au point de la technique de génotypage au niveau du
laboratoire de biologie moléculaire du CRBt.
2. Méthodes
2.1. Préparation des échantillons
2.1.1. Extraction de ’ADN génomique

L’ADN génomique a €té extrait a partir du sang total humain frais prélevé dans
des tubes EDTA (éthylene-diamine-tétra-acétique) selon la méthode de Wajhul et
al.,2017 en suivant les étapes suivantes :

+ Lyse et élimination des globules rouges (RBC)

Dans un tube a centrifuger de 15 ml, 2 ml du sang ont été prélevés et 8 ml de la
solution de lyse de RBC (Red blood cells) ont été ajoutés. Cette solution fournit une lyse
rapide et optimale des globules rouges (GR) avec des effets minimes sur les leucocytes
des échantillons de sang humain.

Les tubes ont été placés dans un vortex pendant 5 min. Tous les tubes ont été
centrifugés pendant 10 min a 3000 g. Le surnageant a été jeté et le culot de globules blancs
a été remis en suspension dans 500 pl de solution saline tamponnée au phosphate (PBS).
Cette étape de lyse et d'élimination des GR a été répétée trois fois et a la fin, un culot

blanc propre et sans GR a été obtenu et remis en suspension dans 500 ul de PBS.
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+ Lyse des globules blancs

Dans la suspension de globules blancs, 1,5 ml de tampon de lyse (pH 8,0) ont été
ajoutés avec 500 pl de dodécylsulfate de sodium (SDS,10%) et 50 ul de la protéinase K
fraichement préparée (10mg/ml de PBS). Ce mélange a été incubé a 50°C dans un bain-
marie pendant deux heures. Cette incubation est une période minimale pour obtenir une
solution cellulaire lysée claire, si le culot cellulaire est visible aprés deux heures
d'incubation, le temps peut étre prolongé jusqu'a I'obtention d'une solution claire.

+ Précipitation et collecte d’ADN

Apres incubation, les échantillons sont retirés du bain-marie et refroidis a
température ambiante. 500 pl d’acétate d'ammonium 7,5 M ont été ajoutés dans chaque
échantillon et doucement vortexé jusqu'a ce que la solution soit homogene. 3 Volume
d'éthanol absolu réfrigéré ont été ajoutés et les tubes d'échantillons ont ét¢ inversés jusqu'a
ce qu'une méduse d'ADN condensé soit visible. Cette méduse d'ADN est collectée a 'aide
d'une pointe de pipette fixée a une micropipette de 100 pl.

La méduse d'ADN a ¢été transférée dans un tube Eppendorf de 1,5 ml et lavée avec
500 pl d'éthanol a 70 %. Ce dernier a été soigneusement €liminé a l'aide d'une
micropipette et la méduse d'ADN a été laissée dans le tube et séchée a 'air a température
ambiante. Une fois la méduse séchée, 100 a 200 pl de tampon tris-EDTA (TE) a (pH 8,0)
ont été ajoutés et les tubes ont été incubés a 37 °C pour permettre au culot d'ADN de
former une solution claire et homogene. Tous les échantillons ont été conservés a -20 °C
(les solutions d’extraction de I’ADN ont été préparées selon I’ Annexe 2)

2.1.2. Détermination de la concentration et la pureté de I’ADN extrait
Le controle de la pureté de I’ADN est réalisé par le nanodrop (NanoDrop™ 8000).

Elle a été évaluée par mesure du rapport DO260 nm / DO280 nm puisque le maximum
d’absorbance des acides nucléiques (I’ADN et I’ARN) se situe a 260 nm, par contre celui
des protéines se situe a 280 nm. Le rapport doit étre compris entre 1,8 et 2 ; s’il est
inférieur a 1,8, I’ADN est contaminé par les protéines et s’il est supérieur a 2, ’ADN est

contaminé par les ARNSs.
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2.2. Détection de la mutation par PCR-RFLP
2.2.1. Amplification des fragments d’intérét par PCR
+ Principe :

La PCR (polymerase chain reaction) est fondée sur une réaction enzymatique in
vitro permettant d’amplifier plusieurs millions de fois des séquences d’ADN génomique
ou d’ADN complémentaire. Elle nécessite de connaitre les séquences des extrémités de
la région a amplifier, et de les utiliser pour élaborer des amorces nucléotidiques. La région
d’ADN cible est copiée par incorporation de désoxyribonucléotides libres grace a une
enzyme ADN polymérase thermostable (Figure 12). Des variations cycliques de
températures vont permettre successivement la dénaturation de I’ADN, I’hybridation des

amorces et leur extension par I’ADN polymérase (Uhel F. et al., 2019).
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Figure 12 : Présentation schématique du principe de la PCR
(Garibyan L. & Avashia N., 2013).

4 Procédure :
La réaction de polymérisation est réalisée dans un volume final de 25ul contenant
50ng de I’ADN génomique, 0.2uM de chaque amorce, 200uM des dANTP, 1U de la Taq
polymérase, 1.5uM du MgCl et 1X du tampon.
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Une séquence de 171 pb de l'exon 2 du géne KRAS (OMIM 190070) a été

amplifiée en utilisant une paire d’amorces spécifiques :
Amorce sens : 5> GAAAATGACTGAATATAAA 3'

Amorce anti-sens : 5° GACCATTCTTTGATACAGAT 3'
Le programme d’amplification au thermocycleur (MiniAmp thermal cycler) est réalisé
ainsi :
» Une dénaturation initiale pendant 10 minutes a 94°C, suivi de 30 cycles avec :
e Une dénaturation a 94°C pendant 1 minute.
e Une température d’hybridation a 60°C pendant 1 minute.
e [L’¢longation a 72°C pendant 90 secondes.
» Une ¢longation finale de 10 minutes a 72°C.
2.2.2. Visualisation des produits de PCR
+ Principe :

L’¢électrophorése sur gel d’agarose est la méthode la plus efficace pour isoler les
fragments d’ADN de taille allant de 100 bp a 25 kb. Un champ électrique est utilisé pour
conduire des molécules chargées a travers une matrice d’agarose ou elles seront séparées
par taille (Tantray J.A. et al., 2023). Les petits fragments migrent plus vite que les plus
gros. La taille des fragments est déterminée par I’utilisation d’un marqueur de taille connu
et en comparant la distance de migration du fragment inconnu (Davis L.G. et al., 1986).

+ Procédure

Un gel d’agarose a 2 % a été préparé (Annexe 3), apres polymérisation du gel ;
3ul du marqueur de taille (PM 100 bp) ont été¢ déposés au premier puits et Sul du produit
de PCR ajoutés a 1ul du tampon de charge ont été¢ mis dans les autres puits.

Apres la migration qui prend 20 minutes a 120 V, le gel est soumis a un systeéme de
visualisation. Les fragments amplifiés peuvent étre observés sous forme de bandes

fluorescentes de méme taille qui devraient atteindre 171 bp.

2.3.3. Détection de la mutation par digestion enzymatique
+ Principe
Cette technique est un outil couramment utilisé pour vérifier les variations petites
mais spécifiques dans une séquence d’ADN double brin. Il est basé sur la spécificité des
endonucléases de restriction, qui reconnaissent un ensemble de nucléotides appelés site

de restriction et clivent I’ADN a ces sites. Un mode¢le spécifique de RFLP émerge sur la
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séparation électrophorétique de I’ADN digéré, produisant des longueurs variables de
fragments de clivage qui sont caractéristiques d’une séquence d’ADN (Mittal B. et al.,
2013).
4+ Procédure

La digestion est effectuée en ajoutant 1ul de I’enzyme de restriction BstNI
(10U/pl) qui reconnait et clive la séquence 5- CCWGG-3" (W signifie A ou T) a Sul
d’amplicon, 3ul du tampon et 1ul d’eau a grade biologie moléculaire. Ce mélange a été
incubé pendant 3 heures a une température de 60°C.

2.3.4. Révélation des produits de digestion

Les produits de digestion ont été analysés sur un gel d’agarose a 3 %. Le
polymorphisme G12D, correspond a une transition d’une Guanosine par une Adénosine
en position 35 dans la séquence nucléotidique du transcrit (¢.35 G>A). Trois types de
profils de restriction peuvent étre révélés par le systéme de visualisation selon le génotype
; ’homozygote muté AA apparait sur le profil électrophorétique sous forme d’une bande
de 171pb, ’hétérozygote GA apparait sous forme de deux bandes de 171 pb et 125 pb, et

enfin I’homozygote sauvage GG apparait sous forme d’une seule bande de 125 pb.

2.3.Etude statistique

Les résultats ont été saisis sur le logiciel Microsoft Excel puis transférés vers le
logiciel IBM SPSS V.22. Les données ont été exprimées en pourcentages et fréquences
pour les variables qualitatives et en moyenne =+ €cart type pour les variables quantitatives
La comparaison entre des proportions, a été évaluée au moyen du test De Fisher, et les
tests de corrélation ont été réalisés par le test de I’ Anova a un facteur.

Le seuil critique a priori est de 0.05. Si la valeur de p calculée a posteriori est
inférieure a ce seuil, la différence entre les parametres est déclarée statistiquement

significative.
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Résultats et Discussion

Afin de rechercher une éventuelle corrélation entre les polymorphismes de la mutation
G12D du gene KRAS et le risque d’apparition ou de développement d’un cancer de
I’ovaire. La présente étude a utilisé une technique de biologie moléculaire (PCR-RFLP)

sur I’ADN génomique de vingt-cinq patientes atteintes d’un carcinome ovarien.

1. Etude descriptive de la population
1.1. Moyenne d’age
Le tableau 3 présente 1’age moyen des deux populations étudiées.

Tableau 3 : Age moyen des deux populations d’étude

Patientes (n=25) Témoins (n=25)
Moyenne 52,3 42
Ecart type 10,61 11,25

L’4ge moyen est de 52,3 + 10,61 ans chez les patientes avec des extrémes de 25 —
73 ans et de 42 £ 11,25 ans chez les témoins, avec des extrémes de 16 — 85 ans (Tableau
3).

1.2. Répartition par tranches d’age

Le tableau 4 suivant présente la répartition des patientes et témoins selon
différentes classes d’age.

Tableau 4 : Répartition des cas et témoins par tranches d’age

Différentes classes Patientes (n=25) Témoins (n=25)
d"age Effectifs (%) Effectifs (%)
23-45 5 20% 15 60%

46 — 65 18 72% 9 36%

> 66 2 8% 1 4%

D’apres le tableau 2, les deux populations ont été répartis sur trois classes d’age.
La distribution majoritaire des patientes et témoins se trouvent dans la classe d’age [46 -
65ans] et [23 - 45ans] avec des pourcentages de 72% 60% respectivement. La tranche

d’age de plus de 66 ans représente ’effectif le plus réduit.

30



Résultats et Discussion

Mazidimoradi A. et al., (2019) ont démontré que la plupart des cas d’incidence du cancer
d’ovaire surviennent a la classe d’age [50-69 ans] au cours de leur étude épidémiologique
sur l'incidence, la mortalité et le fardeau du cancer de l'ovaire dans 204 pays
(Mazidimoradi A. et al., 2022).

Des proportions proches de celle de notre étude ont été notées par plusieurs autres
travaux notamment Jung E.J. ef al, (2017) ; Trifanescu O., (2018) et Cherbal F., et al
(2018) ayant montré que les patientes ménopausés représentent respectivement 66,1%,
61,2% et 60,25% de la population d’étude (Cherbal F. et al., 2018; Jung E.J. ef al.,
2017; Trifanescu O., 2018).

De méme Yolaine et al, (2020) ont conclu que I'incidence du cancer de I’ovaire
augmente avec le vieillissement de la population lors d’une étude rétrospective évaluant
la prise en charge des patientes jeunes, agées et trés agées et son impact sur la survie des

femmes francaises atteintes d'un cancer de l'ovaire (Joueidi Y. et al., 2020).

Cependant, des études contradictoires ont observé une diminution de I’incidence du
cancer de 1’ovaire chez les femmes plus de 50 ans originaires du Brésil, la Slovénie, les
Etats-Unis et la Suisse (Huang J. et al., 2022).

Il a été montré dans la littérature que 65 % des patientes diagnostiquées d’un
cancer de I’ovaire étaient ménopausées, ce qui mene a considérer la ménopause comme
un facteur de risque du cancer de I’ovaire (Rampersad A.C. et al, 2015). D’apres Jung
E.J. et al., (2017), il existe deux théories proposées pour décrire 1’association entre le
risque du cancer de ’ovaire épithélial et la ménopause. L hypothése d’une ovulation
incessante et la théorie de la stimulation gonadotropine : pendant la période de
reproduction, 1I’épithélium de la surface ovarienne est principalement impliqué dans le
processus physiologique de I’ovulation, les I1ésions répétitives pendant 1’ovulation et la
prolifération cellulaire dans la réparation post ovulatoire de I’épithélium ovarien ont été
proposes pour conduire a des mutations qui s’accumulent dans les cellules épithéliales
causant ainsi des tumeurs.

La deuxiéme hypothese est fondée sur le fait que I’épuisement des follicules ovariens
aprés la menopause provoque des niveaux élevés de gonadotrophines sériques qui
stimulent une réponse inflammatoire dans 1’ovaire, ceci peut conduire a la transformation

des cellules épithéliales de surface et le développement de tumeur (Jung E.J. et al., 2017).
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1.3. Repartition selon le type histologique
Le tableau 5 présente la répartition des patientes selon le type histologique du
cancer.

Tableau 5 : Répartition des cas selon le type histologique

Types histologiques Patientes (n=25)
Effectifs (%)

Séreux 12 48%
Mucineux 7 28%
Endométrioide 5 20%
A cellule claire | 4%

La majorité des patientes recrutées sont atteintes d’un cancer d’ovaire de type

épithélial qui se divise en quatre sous-types histologiques, le sous-type séreux représente
le type histologique le plus diagnostiqué avec 48% (12 cas) suivi par le sous-type
mucineux, endométrioide et a cellule claire avec des pourcentages de 28% (7 cas), 20%
(5 cas) et 4% (1 cas) respectivement.
Ce classement des types histologiques de cancer se rapproche au résultat de
Momenimovahed Z. et al., (2019) ayant effectué une étude de méta-analyse sur les
publications allant de 1’année 1925 a 2018 dans le but d'examiner I'épidémiologie et les
facteurs de risque du cancer d'ovaire dans le monde. Les auteurs ont prouvé que le cancer
de type séreux était majoritaire avec une proportion de 70 %, suivi par les autres types
histologiques : mucineux (5 %), endométrioide (10 %), carcinome a cellule claire10% et
les autres (5%) (Momenimovahed Z. et al., 2019).

L’application du test de corrélation a donné une valeur de P=0,67, cette derniere
n’est pas statistiquement significative, ce qui prouve qu’il n’existe pas de corrélation entre
I’age et le type histologique du cancer d’ovaire de la population d’étude. La méme chose
a été constatée dans une étude rétrospective effectuée par Begum S. et al., (2020) qui ont

notés une valeur de P= 0,053, statistiquement non significative (Begum S. et al., 2020).
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1.4. Répartition selon I’état de mariage
Le tableau 6 présente la répartition des patientes et témoins par tranches selon
leurs états de mariage et durées de mariage.

Tableau 6 : Répartition des cas et témoins par I'état et la durée de mariage

Etat de mariage Patientes (n=25) Témoins (n=25)

Effectifs (%) Effectifs (%)

Marié 23 92% 23 92%

Non marié 2 8% 2 8%
Durée de mariage 1-58 ans 2-48 ans

Une grande prédominance des femmes mariées a été remarquée dans la population
de notre étude (92%), avec une durée de mariage de 1 a 58 ans. Ce constat a été approuvé
par Sait K.H. et al., (2022) lors d’une étude de cohorte réalisée entre Octobre 2000 et Mai
2018 sur les femmes atteintes d’un cancer épithélial de 1'ovaire dans 1'ouest de 1'Arabie
Saoudite, la prédominance des femmes mariées est estimée a une proportion de 84,7%
par rapport aux femmes non mariées (15.3%) lors de I’étude d’intérét (Sait K.H. et al.,
2022).

L’augmentation du pourcentage des femmes mariées souffrant d'un cancer de

l'ovaire peut étre attribuée a la diminution de la parité. Selon Torre L.A. ef al,, (2018) le
risque de cancer épithélial est réduit d'environ 20% lors du premier accouchement et
d'environ 10% a chaque naissance supplémentaire (Torre L.A. et al., 2018).
De méme Walker J.L. ef al., (2015) ont montré que l'infertilité augmente également le
risque de cancer de l'ovaire au cours d’une étude de recherche clinique de la société
d'oncologie gynécologique pour la prévention du carcinome ovarien (Walker J.L. et al.,
2015).

L’application d’un autre test de corrélation a donné une valeur de P=0,45, cette
valeur n’est pas statistiquement significative, ce qui démontre qu’il n’existe pas de
corrélation entre la durée du mariage et I’apparition de la tumeur.

2. Analyse de produits de PCR obtenus
Les résultats des produits d’amplification de la région d’intérét ont ét¢ soumis a une

migration ¢électrophorétique suivie d’une révélation, puis une visualisation.
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Le profil électrophorétique présenté a la figure 13 présente des bandes correspondant a
la taille attendue des amplicons de 171pb. La taille des amplicons est confirmée par un

marqueur de poids moléculaire (M).

171pb e Y ey e B S ey N

Figure 13 : Profil électrophorétique de produits de PCR obtenus

3. Digestion des produits de PCR par I’endonucléase de restriction BstNI
Les produits de PCR sont soumis a une digestion enzymatique par 1’endonucléase
de restriction BstNI. Les produits de la digestion enzymatique sont visualisés par bromure
d’éthidium sous UV aprés migration sur un gel agarose de 3%. La taille des fragments

obtenus selon le polymorphisme sauvage GG est mentionnée sur la figure 14.

M A/A G/A G/G G/A G/G
m @ & @ 6

171pb

125 pb

Figure 14 : Profil électrophorétique des produits de la digestion enzymatique.
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On observe sur le profil électrophorétique que :

- L’échantillon n°1 correspond aux produits de digestion des fragments de taille
171 pb qui portent le polymorphisme de type homozygote muté AA.

- Les échantillons n°2 et 4 correspondent aux produits de digestion des fragments
de taille 171 pb et 125 pb qui portent le polymorphisme de type hétérozygote
GA.

- Les échantillons n°3 et 5 correspondent aux produits de digestion des
fragments de taille 125 pb qui portent le polymorphisme de type homozygote
sauvage GG.

3.1. Analyse des fréquences génotypiques du polymorphisme du gene KRAS

L’analyse moléculaire a permis de mettre en évidence la mutation G12D du géne

KRAS, le calcul des fréquences génotypiques a été réalisé et les résultats sont représentés

au tableau 7 :

Tableau 7 : Fréquences génotypiques du polymorphisme du géne KRAS

Génotypes KRAS Patientes (n=25) Témoins (n=25)

G12D

Effectifs (%) Effectifs (%)
Homozygote sauvage

(GG) 21 84% 25 100%
Hétérozygote (GA) 3 12% 00 00%
Homozygote muté

(AA) 1 4% 00 00%

P-value 0,113

La comparaison des fréquences génotypiques des patientes atteintes d'un carcinome
ovarien et des témoins a mis en exergue des similarités, mais aussi des variations notables.
En effet, le génotype homozygote sauvage (GG) était le plus fréquent dans les deux
populations d’étude avec des proportions de 84% chez les patientes et 100% chez les
témoins. Les génotypes hétérozygote (GA) et homozygote muté (AA) présentent des
fréquences de 12% et 4% respectivement chez les patients et une absence totale chez les
témoins.

Les résultats observés montrent qu’il n’existe pas une différence significative dans

la distribution génotypique du polymorphisme de la mutation du géne KRAS (p>0,05).
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3.2. Analyse des fréquences alléliques du polymorphisme du géne KRAS
L’analyse moléculaire et le calcul des fréquences alléliques ont été réalisés et les
résultats sont résumés au Tableau 8 :

Tableau 8 : Fréquences alléliques du polymorphisme du géne KRAS.

Alléles Patientes (n=25) Témoins (n=25)
Effectifs (%) Effectifs (%)
Fréquence allélique
(G) 45 90% 50 100%
Fréquence allélique
(A) 5 10% 00 00%
P-value 0,021

Nos résultats montrent une légere différence dans la répartition des fréquences
alléliques pour l'alléle sauvage (G) qui est le plus fréquent par une proportion de 90% et
100% chez les patients et les témoins respectivement. L "allele (A), est le moins fréquent,
avec un pourcentage de 10% pour les patients et un pourcentage nul pour les témoins.

On remarque qu’il existe une différence statistiquement significative dans la
distribution allélique du polymorphisme du gene KRAS (P=0.021).

Le calcul de I’odds ratio n’était pas possible au cours de notre étude car les

génotypes mutés GA et AA sont absents chez la population témoin.

Plusieurs études ont détecté ; la présence majoritaire de la mutation G12D au cours
de I’analyse des résultats. En effet ; Auner V. et al., (2009) ont constaté que sur les 403
¢échantillons examinés 60 (15 %) contenaient des mutations au codon 12 ou 13 et que la
mutation la plus fréquente était G12D qui représente 40 % dans I’ensemble (Auner V. et

al., 2009).

Aussi Rechsteiner M. ef al., (2013) ont noté la présence de 11 mutations au niveau de
I’exon 2 ; dont la mutation G12D était la plus fréquente (Rechsteiner M. ef al., 2013).
Kilowski K.A. et al., (2020) ont montré des génotypes distincts du mutant KRAS dans
les carcinomes ovariens épithéliaux, ou le sous-type G12D occupe la fréquence la plus

¢levée (36,5 %) suivi par G12V (35,8 %) et G12C (8,4 %) (Kilowski K.A. et al., 2020).

Dans une étude effectuée par Bagherlou N. et al, (2020) sur une population
iranienne ; visant a évaluer la prévalence des mutations du géne KRAS et du marqueur

tumoral CA125 chez les patientes atteintes de carcinome ovarien, les auteurs ont montré
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des fréquences génotypiques presque similaires a ceux de notre étude GG (89,55 %), GA

(10,44 %) et AA (0 %) (Bagherlou N. et al., 2020).

3.3. Répartition des mutations selon le type histologique

Deux cas portant le génotype muté sont caractérisés par la présence d’un cancer
d’ovaire de type séreux et deux autres cas présentaient le type endométrioide.
La plupart des résultats signalent la présence majoritaire de deux types histologiques du
carcinome ovarien épithélial a savoir les types séreux et mucineux (Dobrzycka B. et al.,

2009; Therachiyil L. et al., 2022).

Peu d’études ont détecté I’apparition des mutations du géne KRAS au sein du type
histologique endométrioide ; parmi lesquels Auner V. et al., (2009) ayant enregistré 4 cas
(10%) sur la totalité des cas diagnostiqués de ce type histologique de cancer d’ovaire.
Aussi Hollis R.L. ef al., 2020 ont fait une analyse génomique de 112 cas atteints du type
endométrioide, les résultats ont démontré la présence d’une variété de mutations
notamment : CTNNB1 (43 %), PIK3CA (43 %), ARID1A (36 %), PTEN (29 %), KRAS
(26 %), TP53 (26 %) et SOX8 (19 %) (Hollis R.L. et al., 2020). Cette hétérogénéité
moléculaire peut expliquer la faible présence des mutations du gene KRAS lors du

génotypage de ce type histologique du cancer de I’ovaire.

Par ailleurs ; Pierson W.E. ef al., (2020) ont confirmé la présence minoritaire des
mutations du géne KRAS lors d’une analyse moléculaire sur des échantillons de cas de
cancer endométrioide; et il a été proposé que la présence de la maladie gynécologique
endométriose pourrait avoir un effet sur I’apparition de ce type histologique du carcinome

ovarien (Pierson W.E. et al., 2020; Yachida N. et al., 2021).
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Au cours de cette étude, nous avons analysé le polymorphisme G12D du geéne
KRAS pour détecter une éventuelle corrélation entre ce polymorphisme et le risque de

développer un carcinome ovarien.

Pendant 1’analyse des paramétres de la population, nous avons remarqué que
I’incidence du cancer de 1’ovaire est plus élevée chez les femmes pré-ménopausées et
ménopausées. De plus, nous avons constaté que la population étudiée présente une
dominance de type épithélial avec ses 4 sous-types dont le plus fréquent est le sous-type

séreux.

Les résultats de 1’analyse moléculaire ont montré qu’il n’existe pas une différence
significative dans la distribution génotypique du polymorphisme de la mutation du geéne
KRAS tandis que la comparaison de la répartition des fréquences alléliques a montré une
différence significative.

Nos résultats ne semblent malheureusement pas concluant sur I’implication des génotypes
mutés du géene KRAS dans le risque de développement de la maladie d’ou la nécessité de
travaux supplémentaires visant a :
- Augmenter la taille de 1’échantillon de patientes dans le but d’obtention de
résultats concluants.
- Utiliser d’autre techniques de biologie moléculaire notamment le séquencage
a haut débit ou NGS (next-generation sequencing) qui est une méthode
révolutionnaire permettant le séquencgage rapide de millier a de millions de
molécules d’ADN.
- Estimer le risque li¢ a d’autres mutations du géne KRAS a savoir:  G12C,

G12V, G13D,.....etc.
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Annexe 1

Annexe 1

Questionnaire 1(Témoins)

Information générale :
1S3 8 (o

NUMETO AU AOSSIET & ettt e,
DAttt ettt ettt et et a et e eraans

Nom: oo Prénom : ... ...
Date de NaiSSANCE & ...vvinti ittt Age:...........
Adresse aCtUClle & ... e
OFIZINIE © ettt e e e e e

Poids @i (Kg)Taille : .....coeevvveiiiiiiiiiiiiieeieenee.(Cm)

Situation familiale : Marié (e) [_]  Célibataire [_] Divorcé [ ]  Autres [_]
si mariée : année du mariage ............ocevvvereniennnnn.. Et nombre de partenaires :

PO eSS 0Nttt e

Antécédents Personnels ©..........oiuiiiii i
Antécédents familiaux : cas similaire dans la famille : Oui [_] Non []
Si oui précisez le membre de la famille atteint :...................

Autre tumeurs : Oui [_] Non []
Si oui, précisez les membres de la famille atteint : .................
Autres antécédents familiaux @ ...,

J\Y (070 T TS0 110 082 U] 0 8 11 1



Annexe 1

Questionnaire 2 (Patientes)

Information générale :
N 1S) 4 (7P

NUMETO AU AOSSIET & ..ttt ettt et e e,
DAttt e a——

NOm : oo Prénom : ...
Date de NaISSANCE & ...vviieii it aaen s Age:...........
Adresse actuelle © . ..o
(075 7 ' T PP

Poids tvooi (Kg)Taille : .....ccceviiiiiiiiiiiiiiieeceeeee.(Cm)

Situation familiale : Marié (¢) [_]  Célibataire [_] Divorcé [ ]  Autres [_]
si mariée : année du mariage ............ocevvvenreniennnnn.. Et nombre de partenaires :

PO S SIOM .ttt e

ANLECEARNES PEISONNELS ©...'uint ittt ettt et et et et et eeaenans
Antécédents familiaux : cas similaire dans la famille : Oui [_] Non []
Si oui précisez le membre de la famille atteint :...................

Autre tumeurs : Oui [_] Non []
Si oui, précisez les membres de la famille atteint : .................
Autres antécédents familiaux : ...,

Mode de contraception @ .....cceeeiiieiiineiiieieineiieteeatcsesssssscsssssssssssssssssssnsssnses

Diagnostic de la maladie :
Découverteen : ...........ceceveeveveeeee. (MOIS)/ oo (Année)
Type hiStOlOZIQUE : . .o.veneie et
Re&SUItAt DIOPSTIC & .utit it e e
Traitement : Chirurgie : Oui L] Non []

Chimiothérapie : Oui [_] Non []

Radiothérapie : Oui ] Non[_]

Autres traitements : Oui ] Non [_]
Etat actuel du patient :

Stationnaire [_] rechute ] rémission (] guérison (]



Annexe 3

Annexe 2

Préparation des solutions utilisées pour ’extraction d’ADN

1. Solution de lyse du RBC
NH4Cl (chlorure d'ammonium) 150 mM
NaHCO;3 (bicarbonate de sodium) 10 mM
EDTA disodique 0,1 mM

1. Solution saline tamponnée au phosphate (PBS)
NaCl (chlorure de sodium) 137 mM
KClI (chlorure de potassium) 2,7 mM
NaxHPOj4 (phosphate de sodium dibasique) 10 mM
KH>POj4 (phosphate de potassium monobasique) 1,8 Mm
pH est ajusté a 7,4

2. Tampon de lyse pH 8
Tris HC1 20mM
EDTA disodique 0,1mM
NaCl 25 mM



Annexe 3

Annexe 3

1. Préparation de la solution TBE

Préparation de la solution TBE 10X

108 g Tris base

55 g Acide borique

7,5 g sel disodique EDTA

H>O pure

Préparation de la solution TBE 1X

100 ml de solution TBE 10X

900 ml ultra H2O

2. Préparation du gel d’agarose

Le gel d’agarose a 2% peut étre préparé selon le protocole suivant :

- Peser 2 g d’agarose en utilisant une balance de précision.

- Mélanger I’agarose avec 100 ml de tampon TBE 1X.

- Mettre le mélange sur un agitateur thermomagnétique jusqu’a la dissolution totale des
cristaux d’agarose dans le tampon.

- Ajouter 0.8 ul de SYBR green au mélange ;

- Couler délicatement le gel sur le portoir spécial et placer les peignes soigneusement ;

- Apres refroidissement, enlever les peignes ; le gel est polymérisé et prét a I’emploi.
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Résumé :

Le cancer de ’ovaire est I’'un des cancers gynécologiques les plus courants en
Algérie avec un taux de mortalité¢ élevé. Ce cancer est 1i¢ a de nombreuses mutations
génétiques a savoir les mutations du géne KRAS. Dans ce cadre s’inscrit notre objectif
qui vise a évaluer I’implication du polymorphisme de la mutation G12D du géne KRAS
au risque de développement d’un cancer de 1’ovaire.

Une analyse moléculaire de 25 patientes et 25 témoins a été effectué par la PCR-
RFLP.

L’analyse descriptive de la population d’étude a révélé que les femmes
ménopausées sont plus susceptibles d’avoir un cancer de 1’ovaire et que le type épithélial
est le plus dominant. Les résultats obtenus de 1I’étude moléculaire ont montré la présence
du génotype muté au sein de la population malade avec des fréquences de 12% pour
I’hétérozygote (GA) et 4% pour I’homozygote muté (AA) cependant I’analyse de I’ADN
des témoins a montré la présence du génotype sauvage a 100%. Aussi une différence
statistiquement significative a ¢été remarquée dans la distribution allélique du
polymorphisme du gene KRAS (P=0.021).

L’association entre ce polymorphisme et le risque de cancer de 1’ovaire n’a pas été

confirmé, en raison de la difficulté du calcul de 1’odds ratio.

Mots clefs : cancer de 1’ovaire, géne KRAS, mutation. PCR-RFLP, génotype, all¢le,
polymorphisme.
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Abstract:

Ovarian cancer is one of the most common gynecological cancers in Algeria
with a high mortality rate. This cancer is linked to many genetic mutations, including
mutations in the KRAS gene. In this context, our objective is to evaluate the
involvement of polymorphism in the G12D mutation of the KRAS gene at the risk
of developing ovarian cancer.

A molecular analysis of 25 patients and 25 controls was performed by PCR-
RFLP.

Descriptive analysis of the study population revealed that postmenopausal
women are more likely to have ovarian cancer and that the epithelial type is the most
dominant type. The results obtained from the molecular study showed the presence
of mutated genotype in the diseased population with frequencies of 12% for
heterozygous (GA) and 4% for mutated homozygous (AA) however, DNA analysis
of the controls showed the presence of 100% wild genotype.

Also, a statistically significant difference was noted in the allele distribution of
the KRAS gene polymorphism (P=0.021).

The association between this polymorphism and the risk of ovarian cancer has

not been confirmed, due to the difficulty of calculating the odds ratio.

Key words: Ovarian cancer, KRAS gene, mutation. RFLP-PCR, genotype, allele,
polymorphism.
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Etude des mutations du gene KRAS dans le cancer de ’ovaire
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Le cancer de I’ovaire est I’'un des cancers gynécologiques les plus courants en Algérie avec un taux
de mortalité ¢élevé. Ce cancer est li¢ a de nombreuses mutations génétiques a savoir les mutations du geéne
KRAS. Dans ce cadre s’inscrit notre objectif qui vise a évaluer I’implication du polymorphisme de la
mutation G12D du géne KRAS au risque de développement d’un cancer de I’ovaire.

Une analyse moléculaire de 25 patientes et 25 témoins a été effectué par la PCR-RFLP.

L’analyse descriptive de la population d’étude a révélé que les femmes ménopausées sont plus
susceptibles d’avoir un cancer de I’ovaire et que le type épithélial est le plus dominant. Les résultats
obtenus de 1’étude moléculaire ont montré la présence du génotype muté au sein de la population malade
avec des fréquences de 12% pour 1’hétérozygote (GA) et 4% pour ’homozygote muté (AA) cependant
I’analyse de I’ADN des témoins a montré la présence du génotype sauvage a 100%. Aussi une différence
statistiquement significative a été remarquée dans la distribution allélique du polymorphisme du gene
KRAS (P=0.021).

L’association entre ce polymorphisme et le risque de cancer de 1’ovaire n’a pas été confirmé, en

raison de la difficulté du calcul de 1’odds ratio.

Mots-clefs : cancer de I’ovaire, géne KRAS, mutation. PCR-RFLP, génotype, allele, polymorphisme
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