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Introduction

Le cancer de I'ovaire

A. Anatomie

Les ovaires, au nombre de deux chez la femme, font partie des annexes de |'utérus avec les trompes
de Fallope. Ce sont les gonades féminines, glandes exocrines produisant les ovules, mais également
endocrines sécrétant les hormones sexuelles (cestrogénes, progestérone) (figure 1).

Les ovaires sont situés contre la cavité pelvienne latérale, de part et d’autre de I'utérus. Chacun
mesure entre 3 et 4 centimetres de long et deux centimétres de large. Chez la femme nullipare ou
I'adulte jeune, la surface de I'ovaire est relativement lisse. Au fur et a mesure des grossesses et
avec |'age, cette surface devient irréguliere et on voit apparaitre sur la face externe des cicatrices qui
correspondent aux corps jaunes. A la ménopause, I'ovaire s’atrophie compléetement et devient une
petite bande fibreuse alors incapable de sécréter des cestrogénes et de la progestérone.

L’épithélium ovarien est en contact avec le péritoine et entoure I'ovaire. ™

VUE DE FACE
Trompe de Fallope

Endomeétre

Ovaire
Utérus

Pavillon de la
trompe de Fallope

Col de l'utérus

Vagin

Figure 1: Représentation et anatomie des ovaires (Source :
https://www.hpsj.fr/userfiles/GHPSI)/chir_gyn/Chir_gyn_livretA5_V23janv_2015.pdf)

B. Epidémiologie

En 2015, la cinquieme version du GLOBOCAN est publiée. Cette étude mondiale rapportait
I'incidence et la mortalité de différents cancers, dans 184 pays, et classait le cancer de l'ovaire
comme le septiéme cancer le plus fréquent chez la femme avec 239 000 cas en 2012 ; et le huitieme
cancer le plus mortel chez la femme dans le monde avec 152 000 déces en 2012° (figure 2).
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Figure 2: Incidence et mortalité des cancers en 2012, chez les femmes, dans le monde (Source : http://globocan.iarc.fr)

Dans cette méme étude, en 2012 en France métropolitaine, le cancer de 'ovaire était le neuvieme
cancer le plus fréquent chez la femme avec 4600 cas diagnostiqués, et le cinquieme cancer le plus
mortel chez la femme avec prés de 3400 déces® (figure 3).

Selon les données de l'institut de veille sanitaire (InVS), dans la population générale, le risque d’étre
atteint de ce cancer avant 74 ans varie selon la cohorte de naissance. Il est de 1,09 %, pour la cohorte
née en 1930, puis diminue progressivement jusqu’a 0,90 % pour la cohorte née en 1950*°.
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France (metropolitan): Female, all ages
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Figure 3: Incidence et mortalité des cancers chez la femme en France métropolitaine en 2012, d’aprés GLOBOCAN (Source :
http://globocan.iarc.fr)

En 2017, le rapport technique concernant la projection de I'incidence et de la mortalité par cancer en
France métropolitaine estimait I'incidence du cancer de I'ovaire en France a 4714 cas, et un nombre
de déces a 3111 cas. Soit un nombre de cas légerement plus élevé mais une diminution de la
mortalité® (figure 4).

Cas Incidence ISM  Deces Mortalite I1SM
10000 7= . - 10 10000 o 100
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o 1 0.1

Figure 4: Evolution du nombre de nouveaux cas et de décés (barres) et des taux standardisés mondiaux correspondants
(TSM) (courbes, échelle logarithmique) de 1997 a 2017 en France métropolitaine (Source :
http://invs.santepubliquefrance.fr)
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Le risque de développer une tumeur de I'ovaire augmente avec I'age, I’dge médian au diagnostic est
de 65 ans’.

Le taux de mortalité élevé est principalement lié au diagnostic tardif, trois quarts de ces cancers
étant diagnostiqués a un stade avancé. La survie a 5 ans, tous stades confondus est basse, estimée,
entre 2000 et 2014, entre 30 et 50% selon les pays. En France, la survie 3 5 ans est de 41%’.

C. Anatomopathologie des tumeurs ovariennes

Les tumeurs ovariennes sont classées en fonction de leur type histologique, de leur stade (qui sera
développé par la suite) et de leur grade.

Les tumeurs ovariennes malignes les plus fréquentes sont les tumeurs épithéliales, elles représentent
prés de 90% des tumeurs®.

1) Histologie

L’examen anatomopathologique précise le type histologique de la tumeur selon la classification de
I’organisation mondiale de la santé (OMS).

a) Les tumeurs épithéliales

i) Les tumeurs épithéliales malignes

En 2003, 'OMS classe les tumeurs épithéliales, également appelées adénocarcinomes, en sept sous-
types :

-Tumeurs séreuses

-Tumeurs mucineuses

-Tumeurs endométrioides

-Tumeurs a cellules claires

-Tumeurs a cellules transitionnelles

-Tumeurs indifférenciées

-Tumeurs épithéliales mixtes
Ces adénocarcinomes peuvent se développer a partir des cellules épithéliales de I'ovaire, mais aussi
des cellules épithéliales des trompes ou du péritoine®.
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ii) Les tumeurs borderlines

Cette variété tumorale est particuliere a I'ovaire, ces tumeurs se situent entre les lésions
morphologiqguement bénignes et les tumeurs malignes.

Les tumeurs borderlines représentent 15 a 20% des tumeurs épithéliales ovariennes, elles
surviennent en moyenne a un age plus précoce que les tumeurs invasives, et présentent un meilleur
pronostic avec un taux de survie globale de 90% a cing ans. Ce sont des tumeurs épithéliales de
I'ovaire a faible potentiel malin, pouvant se présenter sous une forme limitée a I'ovaire ou étendue
au péritoine™.

Le diagnostic des tumeurs borderline est anatomo-pathologique avec l'association de plusieurs
critéres : pluristratification et bourgeonnement épithélial, augmentation de l'activité mitotique,
atypies cytonucléaires et absence d’invasion stromale™.

b) Tumeurs non épithéliales

Les tumeurs non épithéliales représentent environ 10% des cancers de l'ovaire, les plus fréquentes
sont les tumeurs germinales et stromales. Ces tumeurs concernent la femme plus jeune.

La prise en charge et le pronostic des cancers non épithéliaux sont trés différents et ne seront pas
discutés ici.

2) Origine des cancers épithéliaux ovariens

Depuis plusieurs années, le site de tumorigénese des cancers de 'ovaire épithéliaux est remis en
question. Ces cancers se développent-t-ils au sein de la surface de I'épithélium ovarien ou de
I’épithélium des trompes de Fallope ?*

Les arguments en faveur de la premiere théorie, considérant I’épithélium ovarien comme le siege
initial du développement des adénocarcinomes, s’appuie sur I’hypothése que les ovulations itératives
contribueraient a l'initiation de la tumeur en favorisant un micro-environnement pro-inflammatoire
favorisant I'acquisition de cassures doubles brins de I’ADN ; si ces cassures sont mal réparées, cela
entrainerait une instabilité génomique et donc le développement tumoral. Cette théorie s’appuie sur
plusieurs arguments, comme le fait que les femmes présentant un nombre d’ovulations élevé au
cours de leur vie sont plus a risque de développer un cancer de I'ovaire, un autre argument est le fait
que les mutations dans les génes BRCA1/2", impliqués dans la réparation des cassures doubles brins,
augmentent le risque de cancer de I'ovaire. De plus, les inclusions kystiques de I'ovaire peuvent étre
considérées comme des formations métaplasiques qui auraient un fort potentiel de transformation
maligne. Néanmoins, ces arguments sont contrebalancés par le fait que de nombreuses femmes sont
porteuses de kystes bénins sans pour autant développer de tumeurs malignes (figure 5).
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Figure 5: Illustration du développement tumoral a partir de I’épithélium ovarien. La formation d’inclusions kystiques favorise
un environnement pro-inflammatoire, une instabilité génétique au sein des cellules épithéliales ovariennes, la formation de
tumeurs qui vont se développer et devenir des tumeurs séreuses ovariennes de haut grade (HGSOC) (source : Klotz, 2014%)

La deuxieme théorie considere I'épithélium des trompes de Fallope comme le lieu d'initiation
tumorale. Elle s’appuie sur le fait que bien souvent, des lésions tubaires sont retrouvées associées
aux tumeurs de l'ovaire (67%). De plus, comparé aux tumeurs séreuses de bas grade,
endométrioides, mucineuses ou a cellules claires, les tumeurs séreuses de haut grade proviennent de
Iésions précurseurs au niveau des trompes de Fallope, appelées carcinomes intraépithéliaux des
trompes séreuses. Enfin, il est fréquent de retrouver dans le cadre d’annexectomie prophylactique
chez les femmes porteuses de mutations dans les genes BRCA, des dysplasies tubaires, non
retrouvées chez les femmes non porteuses de ces mutations™ (figure 6).

Spread lo the ovanan suface  Successful seeding HGS0C formation

Fallopian tube and fimbrae

Further spread
of HGEOC

Sergus tubal infra-
epithelial carcinoma (STIC)

p53 signature

Maormal epithelium of the fallopian ube
Figure 6: Illlustration du développement tumoral a partir des cellules épithéliales tubaires. Des carcinomes intraépithéliaux

tubaires se forment au niveau de I’épithélium tubaire et vont s’étendre a I’épithélium ovarien puis se transformer en
adénocarcinome séreux de haut grade (source : Klotz, 201412)

Ces deux modeles sont vrais, cependant, le deuxieme modele serait le plus fréquent concernant les
adénocarcinomes de haut grade.

Ces théories expliqueraient pourquoi les facteurs de risque different selon les types histologiques
observés™.
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3) Stade des tumeurs ovariennes

Comme pour toute tumeur, pour estimer au mieux I'étendue de la tumeur, le pronostic, et afin
d’adapter le traitement, ces tumeurs sont classées par stade selon la classification FIGO. Les
caractéristiques analysées pour déterminer le stade concernent |'étendue et I'extension de la
tumeur, ainsi que les localisations a distance (figure 7). Plus le stade est élevé, plus la tumeur est
invasive et donc plus le pronostic est sombre.

Classification FIGO des cancers de |‘ovaire.

Stade | : Tumeurs limitées aux ovaires (survie a 5 ans : 84 %)

> |A : Tumeur limitée a un seul ovaire avec capsule intacte

> |B : Tumeurs des deux ovaires, capsules intactes

> |C : Rupture capsulaire ou tumeur a la surface ovarienne
ou cellules malignes dans le liquide d’ascite ou de lavage
péritonéal

Stade Il : Tumeurs étendues au pelvis (survie a 5 ans : 59 %)

> |IA : Extension a I'utérus et/ou aux trompes

> |IB : Extension aux autres organes pelviens

> |IC : Extension pelvienne avec cellules malignes dans le
liquide d’ascite ou de lavage péritonéal

Stade lIl : Métastases péritonéales au-dela du pelvis et/ou
adénopathies métastatiques régionales (survie a 5 ans : 35 %)

> |llA : Métastases péritonéales microscopiques

> |IIB : Métastases péritonéales macroscopiques <2 cm

> |lIC : Métastases péritonéales > 2 cm et/ou adénopathies
meétastatiques régionales

Stade IV : Métastases a distance autres
que les métastases péritonéales (survie a 5 ans : 22 %)

Figure 7: classification FIGO 2014 des tumeurs épithéliales de I'ovaire (Source : http://cancer2.medicclub.info/)

4) Grade des carcinomes ovariens séreux

On classe les carcinomes ovariens séreux en deux grades : bas grade et haut grade.

Ce classement est basé sur plusieurs paramétres : cliniques, histologiques et moléculaires®.

a) Carcinomes séreux de bas grade

Sur le plan clinique, les carcinomes séreux de bas grade sont plus rares que ceux de haut grade, ils
sont diagnostiqués chez la femme plus jeune entre 45 et 57 ans. Ces tumeurs évoluent plus
lentement que les carcinomes de haut grade™.
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Sur le plan histologique, elles présentent peu d’atypies nucléaires, et I'index mitotique est bas.

Chronologiquement, la lésion primitive est un adénofibrome ou un cystadénome, qui va évoluer vers
une tumeur séreuse proliférative atypique (tumeur borderline), puis vers une tumeur séreuse
borderline non invasive qui par la suite pourra devenir invasive.

Sur le plan moléculaire, on retrouve fréquemment des mutations dans les genes KRAS, BRAF et
ERBB2.

La survie a 5 ans (hors stade 1) est estimée entre 40 et 56%. Ce faible pourcentage s’explique par la
fréquente résistance aux chimiothérapies.

b) Carcinomes séreux de haut grade

Les carcinomes séreux de haut grade sont plus fréquents que les bas grades, ils sont diagnostiqués a
un age plus tardif, entre 55 et 65 ans, ils évoluent rapidement.

Sur le plan histologique, ils présentent de nombreuses atypies nucléaires, et un index mitotique
élevé.

Sur le plan moléculaire, au niveau tumoral, on retrouve trés fréquemment des mutations dans le
géne TP53 (dans plus de 90% des cas), et, dans 20% des cas, des anomalies dans les génes BRCA1/2".

D. Facteurs de risque

1) Prédisposition génétique

L’histoire familiale est le facteur de risque le plus important dans les tumeurs ovariennes.
Environ 10% des cancers de I'ovaire surviennent dans un contexte de prédisposition génétique.

On estime le risque pour une femme de développer un cancer de l'ovaire quand une de ses
apparentée au premier degré est également atteinte, multiplié par trois comparé a la population
générale. Le risque est plus élevé quand le cancer est apparu précocement, avant I‘dge de 50 ans™®"’.

Les femmes présentant une prédisposition génétique aux cancers de 'ovaire ont un diagnostic plus
précoce que dans la population générale’®. En effet, I’dge médian au diagnostic dans la population
générale est de 65 ans’, chez les patientes porteuses d’une mutation du géne BRCA1, I’age médian
au diagnostic est de 60 ans et pour les patientes porteuses d’une mutation du gene BRCA2 il est de
62 ans®.

2) Facteurs hormonaux

L’histoire hormonale de la femme influence également le risque de cancer de I'ovaire. Les données
épidémiologiques montrent que les facteurs réduisant le nombre d’ovulation durant la vie ont un
effet protecteur. En effet, I'utilisation de contraceptifs oraux, le nombre de grossesses menées a
terme, la ligature des trompes diminuent le risque de cancer de I'ovaire®® > %,
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Concernant l'allaitement, I'effet protecteur est évoqué mais n’est pas encore attesté. Plusieurs
études réalisées ont trouvé des résultats discordants, certaines ne montraient pas de corrélation
significative™, alors que de précédentes études épidémiologiques avaient montré un réle protecteur
significatif®, la raison évoquée pour expliquer ces différents résultats est la durée de I'allaitement. En
effet, I'allaitement prolongé (de plus de 18 mois) aurait un réle protecteur significatif.

A l'inverse, les facteurs hormonaux augmentant le nombre d’ovulation telles une ménopause tardive
(aprés 55 ans), la nulliparité ou la prise prolongée d’un traitement hormonal substitutif de la
ménopause augmente le risque de cancer de I'ovaire®.

Concernant la puberté précoce comme facteur de risque favorisant la survenue de cancer de I'ovaire,
les résultats des études épidémiologiques étant différents selon les études, son réle reste encore a
prouver? &,

3) Autres facteurs de risque associé au cancer de I'ovaire

D’autres facteurs de risque ont été évoqués, mais leur impact n’est pas encore avéré, de plus amples
études étant attendues pour valider ou non ces facteurs?".

Les femmes atteintes d’endométriose semblent avoir un risque de développer un cancer de I'ovaire
plus élevé que dans la population générale. Ce risque est significatif pour les tumeurs épithéliales a
cellules claires et endométrioides®.

Concernant le syndrome des ovaires polykystiques, le risque de survenue de cancers de I'ovaire n’est
pas avéré, les résultats étant discordants selon les études®® .

L'utilisation de talc, le tabac, I'alcoolisme ont également été évoqués mais tout comme le syndrome
des ovaires polykystiques, les résultats ne sont pas toujours significatifs selon les études®'.

Comme montré dans I'étude de Wentzensen en 2016°, une hétérogénéité des facteurs de risque est
constatée selon le type histologique de la tumeur. Par exemple, une parité élevée est plus fortement
associée au risque de développer un carcinome endométrioide ou a cellules claires. De méme, sont
uniquement associées a ces sous-types les facteurs de risque suivants : I'age de ménopause tardif,
I’endométriose, la ligation tubaire. Ces associations seraient liées au fait que ces types de tumeurs
ont pour origine les cellules épithéliales ovariennes et non les cellules épithéliales tubaires.

Enfin, certains environnements professionnels (amiante, industrie automobile, industrie du
caoutchouc, agriculture) pourraient exposer les femmes a un léger surrisque de cancer, mais ces
données doivent encore étre confirmées.

E. Pronostic

Le cancer de I'ovaire est le cancer gynécologique le plus mortel dans le monde®® .

Le pronostic des cancers de I'ovaire dépend de plusieurs facteurs, comme le type histologique, le
grade, I'étendue (stade FIGO), I'état général de la patiente, le volume de reliquat tumoral
postopératoire™® 3",
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Dans la majorité des cas, le cancer de I'ovaire reste asymptomatique pendant une longue période.
C’est pourquoi, la plupart du temps, ce cancer n’est découvert qu’a un stade avancé, lorsqu’il a déja
formé des métastases dans les cavités pelvienne et abdominale. De ce fait, la survie a 5 ans est faible.
De plus les rechutes et résistance aux traitements sont fréquentes.

Il. Prédisposition génétique aux cancers de |'ovaire

Comme nous l'avons vu précédemment, le principal facteur de risque est I’'hérédité. En effet, on
estime qu’environ 10% des tumeurs ovariennes épithéliales seraient liés a une prédisposition
génétique. Les principaux genes identifiés dans cette prédisposition sont BRCA1 et BRCA2. Des
mutations dans ces génes sont également retrouvées chez des femmes n’ayant pas d’antécédents
familiaux de cancers de I'ovaire®.

A. Les génes BRCA

1) Structure et réle des génes BRCA

Les genes BRCA1 et BRCA2 (BReast Cancer gene) ont été décrits au début des années 90 comme
augmentant le risque de développer un cancer du sein et/ou de I'ovaire chez les femmes porteuses
de mutations constitutionnelles dans ces genes.

Ces genes sont des genes suppresseurs de tumeurs, et sont impliqués dans la réparation des cassures
doubles brins de I’ADN via la recombinaison homologue, principal garant de la stabilité du génome.

Le gene BRCA1 a été découvert grace au clonage positionnel en 1994, comme prédisposant aux
cancers du sein et de I'ovaire® 3.

BRCA1 est localisé en 17921, contient 24 exons dont 22 codant, et code pour une protéine de 1863
acides aminés. La protéine BRCA1 contient plusieurs domaines (figure 8a)**:

-A I'extrémité N-terminal, un domaine en doigts de zinc RING caractérisé par un motif
conservé de cystéines et d’histidines permettant des interactions protéine-protéine et protéine-ADN,
notamment la liaison a la protéine BARD1 (BRCAl-associated RING domain protein 1); cette
extrémité possede également une séquence d’exportation nucléaire (NES) ;

-La région centrale de BRCA1 contient deux séquences de localisation nucléaire (NLS) suivies
d’un site de phosphorylation sensible a la protéine CHK2, en position $988, cette phosphorylation est
importante pour I'activation des checkpoints du cycle cellulaire médiés par BRCA1 (G2-M et phase
S)*; suivie d’une superhélice qui s’associe avec la protéine PALB2 (Partner And Localizer of BRCA2) ;

-’extrémité C-terminal contient un groupe de motifs SQ/TQ sensibles a la phosphorylation
par ATM (Ataxia Telangiectasia mutated), et un domaine BRCT constitué de deux séquences répétées
trés conservées. Ce domaine interagit avec plusieurs protéines telles abraxas®’, CtBP-interacting
protein (CtIP)* et BRIP1 (BRCAl-interacting protein C-terminal helicase 1). Ce dernier domaine est
retrouvé dans de nombreuses protéines impliquées dans la réparation de I’ADN et le cycle cellulaire
tel P53. Le complexe BRCA1-CtIP permet d’activer ATR (Ataxia-telangiectasia and Rad3-related) et la
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recombinaison homologue en s’associant avec le complexe MRN (comprenant MRE11, RAD50, NBS1)
qui facilite la résection des cassures double brins.

Le géne BRCA2 a été découvert en 1995%°, il est localisé en 13q12.3, contient 27 exons, et code pour
3418 acides aminés.

Comme BRCA1, la protéine BRCA2 est composée de plusieurs domaines (figure 8b)*>*°:

-En N-terminal, on trouve le domaine de liaison avec la protéine PALB2*, et également un
premier domaine de liaison a I’ADN qui va faciliter la stabilisation de RAD51 sur la cassure double
brin*

-Au centre de la protéine, il y a huit répétitions du motif BRC entre les acides aminés 1009 a
2083, qui se lient a la protéine RAD51. Ensuite, on a un domaine en hélice, 3 domaines de liaison aux
oligonucléotides qui lient ’ADN simple brin, et un domaine en tour responsable de I'activité de
liaison a ’ADN double-brin®. Cette région se lie également a DSS1 (deleted in split-hand/split-foot
syndrome), cette protéine permet d’assurer la stabilité de BRCA2*

-Dans la partie C-terminale, on a le domaine NLS, et un site de phosphorylation sensible a
CDK (cyclin-dependent kinase), qui se lie également a RAD51, ainsi qu’un deuxieme domaine se liant
a ’ADN au niveau de la cassure double brin®.

a Human BRCA1 o

Coiled
_VRING NLS é coil (g_%_\(E_BRCT
S988 S1387,51423,
1280 1524
SCD
BARD1 PALB2 * Abraxas
s CtIP
» BRIP1
b Human BRCA2 o
BRC repeats H OB OB OB NLS
1 M OmE [
21 39 1009 2083 DNA binding

Figure 8: Structure et principaux domaines des protéines a) BRCA1 et b) BRCA2 (source : Roy 2012%)
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2) Spectre tumoral

a) Prédisposition au cancer du sein

Les femmes porteuses de mutations dans les genes BRCAI1 ou BRCA2 ont un risque plus élevé de
développer un cancer du sein® *®. Ce risque dépend du géne muté. Selon plusieurs études, le risque
cumulé de cancer du sein a 70 ans est estimé entre 55 et 65% pour les femmes porteuses de
mutation dans le géne BRCA1, et entre 45 et 55% pour les femmes porteuses de mutation dans le
géne BRCA2* %% %7989 (tapleau 1). Une étude prospective récente de 2017 portant sur 3886 femmes
porteuses de mutations dans les genes BRCA, a estimé le risque cumulé a 80 ans a 72% pour les
femmes porteuses de mutation dans le géne BRCA1 et de 69% dans le géne BRCA2™.

L’age médian au diagnostic est plus précoce que dans la population générale, il est estimé entre 40 et
42 ans pour les femmes porteuses de mutations BRCA1 et entre 43 et 45 ans pour celles porteuses
de mutations dans BRCA2"'.

Tableau 1: risque cumulé de cancer du sein a 70 ans, intervalle de confiance 95%

BRCA1 BRCA2

Antoniou 2003*

65% (51-75%)

45% (33-54%)

Chen 2007

55% (50 to 59%)

47% (42 to 51%)

Mavaddat 2012

60% (44-75%)

55% (41-70%)

Le risque de développer un cancer du sein controlatéral est également plus élevé comparé aux
femmes ayant eu un cancer du sein sporadique®. En effet, le risque cumulé & 70 ans de développer
un cancer controlatéral est estimé a 83% chez les femmes porteuses de mutation dans le géne
BRCA1, et a 62% chez les femmes porteuses de mutation dans le géne BRCA2™. Dans une autre
étude, ce risque est estimé a 47,1% dans les familles porteuses de mutations dans BRCA1 ou BRCA2.
Plus I'dage au diagnostic du premier cancer est jeune, plus le risque d’avoir un cancer bilatéral est
élevé®. Dans une étude prospective récente portant sur 2213 femmes porteuses de mutations dans
les genes BRCA, le risque de développer un cancer du sein controlatéral dans les 20 années suivant le
diagnostic du premier était estimé a 40% chez les femmes porteuses de mutation dans le gene
BRCA1 et & 26% chez les femmes porteuses de mutation dans le géne BRCA2”’.

Chez les hommes porteurs d’'une mutation constitutionnelle de BRCA1 ou BRCAZ2, le risque cumulé de
cancer du sein est supérieur a de la population générale. Ce risque est plus élevé en cas de mutation
BRCA2 (risque cumulé a 70 ans autour de 7 %) qu’en cas de mutation BRCA1 (risque cumulé a 70 ans
autour de 1 %)*"*%

b) Prédisposition aux cancers de |'ovaire

Comme vu précédemment, les adénocarcinomes peuvent, par extension, se développer au niveau
des trompes de Fallope ou du péritoine. Les mutations dans les génes BRCA prédisposent également
aux adénocarcinomes touchant ces organes voisins (adénocarcinomes tubaires et carcinomes
péritonéaux primitifs).
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Les femmes porteuses d’une mutation dans les génes BRCA1 ou BRCA2 ont un risque plus élevé de
développer un cancer de I'ovaire comparé a la population générale. Ce risque varie selon le gene
BRCA muté®. Le risque cumulé a 70 ans de développer un cancer de I'ovaire chez une femme
porteuse d’une mutation dans le gene BRCA1 est estimé entre 39 et 59% ; et entre 11 et 17 % pour
les femmes porteuses d’une mutation dans le géne BRCA2*® **(Tableau 2).

Le cancer de I'ovaire survient plus précocement en cas de mutation dans le gene BRCA1 que dans le
géne BRCA2. L’age médian au diagnostic est de 60 ans pour les femmes porteuses d’une mutation
dans BRCA1 et de 62 ans pour celles porteuses d’une mutation dans BRCA2' 3. Dans une étude
prospective récente de 2017 portant sur 5066 femmes porteuses de mutations dans les génes BRCA,
le risque cumulé a 80 ans de développer un cancer des annexes était estimé a 44% chez les femmes
porteuses de mutation dans le gene BRCA1 et de 17% chez les femmes porteuses de mutation dans
le géne BRCA2™.

Tableau 2: risque cumulé de cancer de I'ovaire a 70 ans, intervalle de confiance 95%

BRCA1 BRCA2
Antoniou 2003* 39% (22-51%) 11% (4,1-18%)

Chen 2007 39% (34 to 45%) 39% (34 to 45%)
Mavaddat 2012 59% (43-76%) 16,5% (7,5-34%)

Concernant les cancers des ovaires sporadiques, sans histoire familiale associée, on retrouve une
mutation dans les génes BRCA dans prés de 20% des cas (15% de variants pathogénes
constitutionnels et 5% de variants pathogenes tumoraux)* .

De plus, 44% des patientes mutées BRCA en constitutionnel n’ont pas d’histoire familiale ou
personnelle de cancer du sein et/ou de I'ovaire®.

c) Autres cancers

Chez les femmes ou les hommes porteurs d’'une mutation de BRCA1, méme si les résultats des
études ne sont pas concordants, il semble globalement qu’elle ne soit pas associée a un surrisque de
mélanome ou de cancer de la prostate® >* >>. Une augmentation du risque de développer un cancer
du pancréas associé a une mutation de BRCA1 a été mise en évidence dans une étude®®, ce surrisque
n’a pas été retrouvé dans une autre étude.

Les résultats apparaissent plus concordants en cas de mutation dans le gene BRCAZ2. lls mettent en
évidence une augmentation du risque de développer un mélanome, un cancer du pancréas ou un
cancer de la prostate associée a une mutation de ce géne, mais ce surrisque reste modéré>">> >,

Les femmes porteuses de mutation dans le gene BRCA1 auraient un risque plus élevé de développer
un cancer colorectal avant I'dge de 50 ans (risque estimé a 1% comparé a 0,2% dans la population
générale)’” 8, Ce risque n’a pas été démontré chez les patients porteurs de mutation dans BRCA2.

Enfin, une étude récente évoque un risque plus important de développer un cancer séreux
endométrial chez les femmes porteuses de mutation dans les génes BRCA>®. Une étude sur une plus
grande cohorte est attendue pour confirmer ce résultat.
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3) Caractéristiques des tumeurs

a) Caractéristiques histologiques

Concernant les cancers du sein, en cas de mutation dans le gene BRCA1, un type particulier de
tumeurs est observé plus fréquemment que dans les tumeurs sporadiques, il s’agit de tumeurs triples
négatives. Ces tumeurs se caractérisent par I'absence de récepteurs hormonaux (aux cestrogenes et
a la progestérone) et I'absence de récepteurs a la protéine HER2, visualisée par |'étude
immunohostochimique. Ce statut modifie la prise en charge thérapeutique. En effet, les femmes
porteuses de ce type de cancer ne sont pas éligibles a I’'hormonothérapie.

Concernant les cancers de I'ovaire, les cancers épithéliaux séreux de haut grade sont majoritaires en
cas de mutation dans les genes BRCA, mais des mutations dans ces geénes ont également été
retrouvées dans des tumeurs endométrioides, des carcinomes a cellules claires, des
carcinosarcomes>> ° ¢ 6> 8 geylement 4 a 5% des tumeurs avec une mutation dans BRCA sont de
bas grade.

La répartition des types histologiques des cancers des annexes est similaire entre les patientes
porteuses d’une mutation BRCA1 et celles porteuses d’une mutation BRCA2, c’est-a-dire des tumeurs
épithéliales, de type séreux de haut grade **®> ¢’

b) Caractéristiques pronostiques

Les patientes porteuses d’une mutation constitutionnelle BRCA1 ou BRCA2 ont une survie globale
significativement meilleure en comparaison aux autres patientes présentant un cancer de I'ovaire
sans mutation détectée dans ces geénes® *7°,

Les tumeurs ovariennes associées a une mutation des genes BRCA1 et BRCA2 surviennent souvent
avant 60 ans. Ces tumeurs sont de meilleur pronostic, car elles sont généralement plus sensibles au
traitement par chimiothérapie.

4) Réle des protéines BRCA dans la réparation des cassures double brins
de ’ADN

Depuis leur découverte dans les années 90, le réle des génes BRCA a été fortement étudié, Les
protéines BRCA sont impliqués notamment dans la réparation des cassures doubles brins de I’ADN,
via la recombinaison homologue, et par ce biais, sont les garants de la maintenance de la stabilité
génomique.

a) Cassures doubles brin de 'ADN

L’ADN est en permanence attaqué, que ce soit par des agents endogenes ou exogenes, a I'origine de
cassures des brins d’ADN, simple ou double brin.
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On estime qu’une cellule subit 105 lésions d’ADN par jour’", et qu’environ dix de ces |ésions seraient
des Cassures Double-Brin (CDB)’2.. Ce nombre est nettement plus bas que les autres types de
dommages, mais I'impact que peut avoir une CDB est considérable. Les CDB sont générées quand les
deux brins complémentaires de I'hélice d’ADN se rompent simultanément, ces cassures sont
considérées comme des lésions séveres et déléteres pour la cellule et sont dites « génotoxiques »,
puisqu’elles menacent l'intégrité du génome. Un défaut de réparation peut causer des pertes dans
I'information génétique (perte de morceaux de chromosome), des réarrangements chromosomiques
(translocations, réversion...) qui participeraient a la cancérogenése par instabilité génomique.

Afin de réparer les cassures doubles brins de ’ADN, deux principaux mécanismes sont impliqués. Le
premier consiste a réparer I’ADN par recombinaison homologue, ce mécanisme permet une
réparation fiable de I’ADN, en copiant I'autre brin intact. Du fait de I'implication du second brin
d’ADN, ce mécanisme ne peut étre utilisé qu’au cours des phases S et G2 du cycle cellulaire, quand

I’ADN est répliqué.

Le deuxiéme mécanisme est la recombinaison non homologue (NHEJ), qui répare la cassure double
brin par jonction d’extrémités non homologues permettant une liaison directe des deux extrémités
de I’ADN cassé. L'avantage de ce mécanisme est qu’il peut étre utilisé tout au long du cycle cellulaire
car il ne requiert pas de brin complémentaire, I'inconvénient est la perte de fidélité que ce
mécanisme engendre, pourvoyeur de nombreuses erreurs™. (Figure 9)
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Figure 9: Types de réparation de cassures doubles brins de I’ADN (source : Peterson, 200973)

b) Recombinaison homologue

La recombinaison homologue utilise soit la chromatide sceur présente apres la réplication de I’ADN,
soit, un chromosome homologue lors de la méiose, comme une matrice comportant I'information
génétique intacte permettant de réparer ’ADN brisé”

L'une des protéines clé de la réparation des CDB par recombinaison homologue est RAD51. Cette
protéine va aller rechercher la séquence homologue intacte et catalyser I'’échange de brin qui va
permettre la réparation de la CDB. BRCA2 interagit avec RAD51 en lui permettant de se localiser au
site de la CDB. De par ce fait, un déficit en protéine BRCA2 fonctionnelle est a I'origine d’une
instabilité génomique.

On peut diviser ce mécanisme en 3 étapes : la phase présynaptique, la phase synaptique, et la phase
postsynaptique.

La phase présynaptique consiste a réséquer les extrémités de la cassure pour former un ADN 3’-
protubérant. Au cours de cette phase, la protéine RPA (replication protein A) va se lier a ’ADN simple
brin formé a la suite de la résection de la cassure double brin afin de protéger I’ADN des attaques de
nucléases et empécher la formation de structures secondaires ou la liaison de protéines
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inappropriées. Par la suite, des cofacteurs, tels BRCA2 et PALB2, vont étre recrutés afin de déplacer
RPA au profit de RAD51. La protéine RAD51 va se lier sur I’ADN simple brin, autour duquel elle va
former un filament nucléoprotéique.

Au cours de la phase synaptique, RAD51 va provoquer I'invasion de ’'ADN 3’-protubérant dans I’ADN
double-brin complémentaire de la chromatide sceur et former une boucle de déplacement. Les
méme cofacteurs PALB2 et BRCA2 vont stimuler I'activité recombinase permettant I'étape d’invasion.

La phase post-synaptique consiste a allonger I’ADN envahissant par I'action d’une ADN polymérase
afin de recopier I'information manquante.

Apres |'étape d’extension, trois mécanismes différents peuvent étre utilisés pour compléter la
réparation : le DSBR, le SDSA, le BIR (figure 10).

Dans la voie du DSBR (double-strand break repair), la seconde partie du brin cassé va s’associer au
brin d’ADN déplacé, et entrainer la formation de deux jonctions de Holiday. La double jonction de
Holiday va ensuite étre éliminer, soit par résolution, soit par dissolution. La résolution, c’est-a-dire la
coupure simultanée des deux jonctions, va aboutir a des produits d’ADN de type « crossover »
(contenant des échanges réciproques de morceaux d’ADN) ou « non-crossover ». La dissolution va
aboutir a des produits de type « non crossover ».

Dans la voie du SDSA (synthesis-dependant strand annealing), la boucle de déplacement est dissoute
avant formation de la jonction de Holiday pour s’hybrider avec ’ADN simple brin de la deuxieme
extrémité de la cassure. Ce mécanisme forme uniquement des produits d’ADN de type non-
crossover.

Dans la voie BIR (break-induced replication), la boucle de déplacement se convertit en fourche pour
recopier le bras entier du chromosome.

La voie du SDSA est prédominante dans la réparation par recombinaison homologue de I’ADN, tandis
que la voie du BIR est la moins fréquente.
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Figure 10: Etapes de la recombinaison homologue (source : Symington 201475)

La protéine BRCAL est directement impliquée dans la réparation des cassures double brins par
recombinaison homologue. BRCA1 se lie aux cassures doubles brins via son association avec le
complexe abraxas-RAP80, qui s’associe avec les histones ubiquitinylées aux cassures doubles brins de
I’ADN. Ensuite BRCA1 interagit avec CtIP et le complexe MRN (comprenant les protéines MRE11,
RAD50 et NBS1). Le complexe BRCA1-CtIP active la résection des CDB CtIP-5’. BRCA1 est également
requit pour le recrutement de RAD51 aux sites de lésions de I’ADN via son interaction avec BRCA2 et
PALB2>> 7, (Figure 11)
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Figure 11: Principaux acteurs de la recombinaison homologue. En bleu clair sont représentées les protéines détectant la
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en turquoise sont représentées les protéines impliquées directement dans la réparation. (Source : Roy, 2012%)

5) Anomalies au niveau moléculaire

Les génes BRCA1/2 sont des génes suppresseurs de tumeur. Le modéle de Knudson des deux hits
peut s’appliquer a ces deux génes’®.

a) Modele de Knudson

En 1971, Knudson publie son hypothése des deux hits (« two-hit hypothesis »), en étudiant le
rétinoblastome’®. Le rétinoblastome est une tumeur rare de la rétine, apparaissant dans I’enfance
(généralement avant I’dge de trois ans). Il existe 10% de formes familiales, souvent bilatérales, avec
une pénétrance élevée. A partir de ce modele, Knudson a réalisé des analyses statistiques sur
plusieurs familles de patients présentant un rétinoblastome et a formulé pour la premiere fois
I'hypothése des deux hits. C'est-a-dire que, pour étre atteint de rétinoblastome, il faut deux
altérations génétiques indépendantes dans la tumeur, menant a l'inactivation du gene. Dans les cas
familiaux, le premier événement est constitutionnel et hérité de facon dominante, le second
événement est somatique et conduit a la transformation maligne. Dans les cas sporadiques, les deux
événements arrivent au niveau somatique (Figure 12).
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En 1973, Comings compléte cette hypothése en ajoutant que les deux altérations génétiques doivent
intervenir sur les deux alléles d’un méme géne”.

On peut, par extension, appliquer cette hypothése aux geénes suppresseurs de tumeur. Les deux
copies du géne suppresseur doivent étre modifiées, contrairement aux oncogénes. Les
caractéristiques générales de ces syndromes de prédisposition aux cancers étant le diagnostic a un
age plus précoce que dans la population générale, la multifocalité et la bilatéralisation des tumeurs
en cas d’organes pairs, les cancers multiples et I’histoire familiale rapportant plusieurs cas atteints.

b) Evénement dans les tumeurs ovariennes avec atteinte de
BRCA1

i) Variants pathogénes

Plusieurs types d’altérations génétiques peuvent mener a l'inactivation du gene, et donc altérer son
expression protéique.

La présence de variants pathogénes ponctuels dans le gene est le mécanisme le plus connu, gu’ils
soient silencieux, faux-sens ou non-sens. De nombreux variants sont décrits dans les génes BRCA, il
n‘existe pas de hotspot, ces variants sont étalés tout le long du géne. Les corrélations
génotypes/phénotypes évoquées dans quelques articles, n‘ont a ce jour pas été prouvées.

Des grands réarrangements dans les génes BRCA sont également décrits, plus fréquemment dans le
géne BRCAI que dans BRCA2, ces grands réarrangements aboutissent a I’exclusion d’un ou plusieurs
exons.

Dans les prédispositions familiales aux cancers du sein et de I'ovaire, le premier hit, d’aprés le
modele de Knudson, est une mutation de ce type.
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D’apres la base UMD, qui rassemble les données de tous les centres francais, 930 variants
pathogenes distincts dans le géne BRCA1 ont été rapportés, et 1002 variants pathogénes dans BRCA2
ont été rapportés®.

ii) Perte d’hétérozygotie

On définit la perte d’hétérozygotie au sein d’une cellule comme la perte de matériel génétique
provenant de I'un des deux parents, provoqué par une mutation d’effacement ou une perte
chromosomique entrainant une hémizygotie anormale. Dans le cadre des prédispositions liées a
BRCA1/2, une perte de l'alléle sauvage au profit de I'allele porteur de la mutation est observée.
Finalement, cette extinction aboutit a la perte d’expression de la protéine BRCA1 ou BRCA2 selon le
gene affecté, et donc la perte de la recombinaison homologue, et enfin une instabilité génomique.
Cette perte d’hétérozygotie est également observée dans les tumeurs sans variant pathogéne
retrouvé. Suggérant que d’autres mécanismes meénent a l'inactivation de ces génes®™ ®. Ce
phénoméne est principalement retrouvé dans les tumeurs séreuses de haut grade, et concerne plus
fréquemment le géne BRCA1 que le géne BRCA2 (87,2% pour BRCA1 versus 52,9% dans BRCA2®").

Cet évenement est considéré comme le deuxieme hit si on reprend le modéle de Knudson.

iii) Méthylation du promoteur

La méthylation est un phénomeéne épigénétique, permettant le maintien et la régulation du génome.
Cette modification n’altére pas la séquence génomique. Sur le plan biochimique, la méthylation
consiste a ajouter, via une liaison covalente par la famille d’enzymes DNMT (DNA
MéthylTransferase), un groupement méthyl en position 5 d’'une cytosine d’un dinucléotide CpG, et
forme donc une 5-méthyl-cytosine® (figure 13).

Il existe des régions riches en dinucléotides CpG, si ces régions font plus de 500 paires de base et
sont composées de plus de 55% de CpG, elles sont définies comme étant des ilots CpG. 50% des ilots
CpG sont localisés au niveau des régions TSS (transcription start site) des génes, situées au niveau des
régions promotrices en 5’ de nombreux génes® ® (Figure 14).

La méthylation de ces sites module I'expression de ces génes. En effet, si cette région n’est pas
méthylée, les facteurs de transcription peuvent se fixer et transcrire le gene. A l'inverse, en cas de
méthylation de cette région, les facteurs de transcription ne peuvent se fixer et la transcription est
abolie. Environ la moitié de nos genes présente un promoteur riche en CpG. Si on observe la
méthylation normale du génome, prés de 80% des CpG hors des ilots sont méthylés, a I'inverse, les
CpG présents dans les ilots sont généralement non méthylés®.

29



) NH,
N& ‘/ wCH‘
X P

o~ °N
—on o,
-

Figure 13: méthylation d’une cytosine (Source : Kulis 2010%)

|

Promoter region

Cancer l

? ddhadhadh oo

. ?WWWW@ Re  Lm ¢ E. ?
Ex—»

te Lm  ? L 0 ?

Q)
\

(. DNMT )
\ ,w—/"

Figure 14: Représentation d’un ilot CpG dans la région promotrice d’un géne suppresseur de tumeur, dans des cellules
normales et tumorales (Source : Herman 200385)

Dans les cancers®’, une dérégulation de la méthylation de 'ADN est observée. Globalement, les
cellules cancéreuses présentent une diminution de la méthylation comparée aux cellules normales.
Cette hypométhylation du génome est a l'origine d’une instabilité génomique et peut également
activer la transcription d’oncogénes normalement inactivés®’. Une hyperméthylation des promoteurs
de certains génes est également observée, en particulier au niveau des genes suppresseurs de
tumeurs.

Il est intéressant de noter que chaque type tumoral a son propre méthylome. En effet, les genes
inactivés via I’hyperméthylation du promoteur dans les cancers du célon sont différents de ceux qui
seront inactivés dans le cancer du sein® %,

Le gene BRCA1 ayant un ilot CpG dans son promoteur, I’hypothése selon laquelle le promoteur de
BRCA1 pourrait étre méthylé dans les tumeurs de son spectre (sein et ovaire) a été avancé pour la
premiére fois par Dobrovic en 1997%. Aprés avoir analysé la méthylation de sept carcinomes
mammaires sporadiques, deux tumeurs présentaient une hyperméthylation du promoteur. Une
autre étude analysait en parallele cette méthylation dans des lignées cellulaires de cancers du sein
sporadique, sur les six lignées, I'une d’elle présentait une hyperméthylation, et était associé a une
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diminution drastique de I'expression de ’ARN messager de BRCA1®. Deux ans plus tard, cette méme
équipe confortait ces résultats par I’analyse de 21 tumeurs du sein, trois d’entre elles présentaient
une hyperméthylation du promoteur de BRCA1 et des taux d’expression protéiques de BRCAL tres
bas comparés aux tumeurs ne présentant pas I’hyperméthylation®’. Ces études suggéraient alors que
I'hyperméthylation du promoteur de BRCA1 était un mécanisme induisant [Iinactivation
transcriptionnelle de BRCA1 dans la carcinogénése mammaire sporadique.

En 2000, Baldwin publiait la premiere étude mettant en évidence la présence de la méthylation du
promoteur de BRCA1 dans des tumeurs ovariennes dans 12% des tumeurs analysées (étude réalisée
sur 98 tumeurs ovariennes), et I'immunohistochimie réalisée en parallele montrait une absence
d’expression protéique de BRCA1%

La méme année, I'équipe d’Esteller avait également analysé la méthylation du promoteur de BRCA1
dans des tumeurs du sein et de I'ovaire et avait retrouvé, sur 31 tumeurs sporadiques de I'ovaire,
quatre tumeurs présentant une méthylation, soit 13%. Il est a noter que ces tumeurs présentaient
également une perte d’hétérozygotie. En revanche, dans les tumeurs ne présentant pas de perte
d’hétérozygotie (18 sur 31 tumeurs), aucune n’était méthylée®. (Tableau 3)

Tableau 3: pourcentage de tumeurs ovariennes présentant une méthylation du promoteur de BRCA1 dans la littérature

Nombre de tumeurs analysées Méthylation
Baldwin 2000” 98 tumeurs ovariennes sporadiques 12%
Bol 2010** 50 carcinomes ovariens sporadiques 14%
Rzepecka 2012% 241 carcinomes ovariens 13,7%
Esteller 2000 31 tumeurs du sein et de 'ovaire 13%
TCGA 20117 489 carcinomes séreux de haut grade 11%
Cunningham 2014% 482 adénocarcinomes ovariens 9,4%
Weren 2017 127 adénocarcinomes ovariens 10,2%

Plusieurs études ont montré que la méthylation du promoteur de BRCA1 n’était jamais associée a un
variant pathogene de ce géne mais toujours associé a une perte d’hétérozygotie, suggérant que,
d’apres le modéle de Knudson, la méthylation serait le premier événement, suivi d’une perte
d’hétérozygotie® > %",

La méthylation du promoteur de BRCA2 a également été étudiée, néanmoins, son impact au niveau
tumoral n’a pas été démontré®.

B. Autres genes impliqués dans les cancers de I'ovaire

Plusieurs génes ont été décrits comme prédisposant aux carcinomes ovariens, tubaires et
péritonéaux. On peut diviser ces génes en deux catégories : ceux impliqués dans la recombinaison
homologue, et ceux impliqués dans la réparation des mésappariements de I’ADN et a I'origine du
syndrome de Lynch'® (figure 15).
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Figure 15: variants pathogénes constitutionnels retrouvés dans les carcinomes ovariens, tubaires et péritonéaux chez 360

patientes (source : Walsh 2011100)

1) Geénes impliqués dans la recombinaison homologue

Comme vu précédemment, la voie de la recombinaison homologue implique plusieurs protéines
autres que BRCA1 et BRCA2. La perte d’expression de certaines de ces protéines a été démontrée
comme augmentant le risque de développer un cancer de 'ovaire.

C'est notamment le cas du gene RAD51 et ses paralogues RAD51C et RAD51D codant pour les
protéines du méme nom. En cas de cassures double brin de 'ADN, ce sont ces protéines qui vont

chercher la séquence homologue et débuter I'appariement avec I’ADN simple brin 1ésé™*.

Le risque de développer un cancer de I'ovaire en cas de variant pathogéne dans RAD51C ou RAD51D
est élevé, proche du risque des femmes porteuses d’'une mutation dans BRCA2. En cas de mutation
de RAD51C, par exemple, le risque de développer une tumeur de I'ovaire & 80 ans est de 9%'%. Des
mutations dans ces genes sont maintenant recherchées, en routine, en cas de tumeur ovarienne.

D’autres génes impliqués dans la recombinaison homologue ont été décrit comme favorisant le

risque de développer un cancer de l'ovaire, comme BRIP1, ATM/ATR, CHEK2, MRE11A, NBN,
RAD5062, 12,103, 102, 104, 105, 106

2) Syndrome de Lynch

Les génes MMR (Mismatch Repair) codent pour des protéines impliquées dans la réparation des
mésappariements de I’ADN lors de la réplication. Ce sont également des génes suppresseurs de
tumeur.

Plusieurs genes sont impliqués dans ce syndrome, ils codent pour des protéines jouant un réle dans
cette voie de réparation : MLH1, MSH2, MSH6, PMS2. Un autre gene, EPCAM, est également
impliqué dans ce syndrome bien que ne codant pas de protéine de cette voie, mais une délétion
d’EPCAM entraine une méthylation du promoteur MSH2, et donc la perte d’expression protéique de
MSH2',
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Le spectre tumoral de ce syndrome est divisé en deux : étroit et élargi. Le spectre étroit défini les
cancers ayant un risque relatif élevé, supérieur a 8, de se développer chez les patients porteurs de
mutation dans ces genes comparé a la population générale, il regroupe le cancer colorectal, le cancer
de I'endometre, le cancer des voies urinaires supérieures, et le cancer de l'intestin gréle. Dans le
spectre élargi, sont ajoutés les cancers ayant un risque relatif modéré de se développer, entre 5 et 8,
tels les cancers gastrique, ovarien, le cholangiocarcinome, le glioblastome et les tumeurs cutanées
(kérato-acanthomes, adénomes et carcinomes sébacés).

Chez les femmes porteuses de mutations dans les génes MMR, le risque de développer un cancer de
I'ovaire est estimé entre 8 et 10%'%.

1. Prise en charge thérapeutique

A. Chirurgie

Le traitement de premiére intention est la résection compléte de la tumeur ovarienne par voie
chirurgicale. La résection en marge saines est I'objectif'”’.

L’annexectomie bilatérale avec hystérectomie totale est associée a une omentectomie totale, une
appendicectomie, un curage ganglionnaire pelvien et aortique infrarénal bilatéral, des biopsies
péritonéales, une cytologie péritonéale, par laparotomie.

B. Chimiothérapie

Les patientes porteuses d’une mutation BRCA, présentent une sensibilité accrue aux sels de
platine™’.

La chimiothérapie est indiquée a titre adjuvant apres chirurgie complete. Lorsque la chirurgie
compléte d’emblée n’est pas envisageable, une chimiothérapie néoadjuvante est indiquée.

La chimiothérapie est a base de sels de platine (Cisplatine ou carboplatine). Un cancer de I'ovaire est
dit platine-sensible, si aucune rechute n’intervient dans les six premiers mois post-chimiothérapie.

A la suite de ces traitements (chirurgie et chimiothérapie), le pourcentage de rechute est estimé a
70%, et une seconde chimiothérapie est requise’® '®, Les tumeurs platine-sensibles ont une bonne
réponse a une seconde chimiothérapie a base de sels de platine. Cependant, la toxicité cumulée et
I'apparition de résistance limitent Iutilisation de ces traitements’® '°. En effet, les autres
traitements cytotoxiques restent peu efficaces sur ces tumeurs.

Les sels de platine agissent comme des agents alkylants, c’est-a-dire qu’ils se fixent sur les bases
puriques de I’ADN, et forment des ponts inter brins dans I’ADN.
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C. Les inhibiteurs de PARP

Dans ce contexte, de nouvelles thérapies étaient attendues afin de mieux traiter le cancer de I'ovaire,
et les inhibiteurs de PARP ont émergés™" ',

1) Réle des protéines PARP

Les Poly(ADP-ribose) polymérase (PARP) 1 et 2 sont des enzymes impliquées dans la réparation des
cassures simples brins de ’ADN, par le biais de la voie BER (Base excision pathway)'". Ces enzymes
se lient a I’ADN au niveau de la cassure simple brin et recrutent les autres acteurs de la réparation.

En présence d’inhibiteur de PARP, I'activité catalytique de ces enzymes est inhibée, empéchant la
réparation de ces cassures et menant a des cassures doubles brins. En effet, au cours de la phase de
réplication, ces cassures simples brins se transforment en cassures double brin.

Plusieurs équipes ont démontré que les inhibiteurs de PARP piegent I'enzyme PARP sur 'ADN et
empéche la dissociation PARP-ADN essentielle & I'action de la voie BER™* ™,

Les enzymes PARP joueraient également un rdle dans la NHEJ*®.

2) Concept de léthalité synthétique

En 2005, deux études ont démontré I'efficacité, in vitro et in vivo sur I'animal, des inhibiteurs des
poly-ADP-ribose-polymérases (PARP) sur les cellules tumorales déficitaires pour BRCA alors qu’ils
restaient sans effet sur les cellules tumorales sans déficit**” 2,

Dans le cas d’une cellule normale, en présence d’inhibiteur de PARP, la réparation des cassures
double brin s’effectue par recombinaison homologue et reste sans conséquence. En revanche, en cas
de déficit en BRCA, des voies de réparation autre que la recombinaison homologue sont mises en jeu
telle la NHEJ, pourvoyeuse de nombreuses erreurs, et va mener a la mort de la cellule. Ce synergisme
est appelé |éthalité synthétique (figure 16).

Autrement dit, il faut I'inhibition des deux voies pour aboutir a la mort cellulaire, alors que si 'une ou
I'autre des voies reste active, la cellule peut survivre.
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Figure 16: concept de léthalité synthétique des inhibiteurs de PARP (Source : Sonnenblick 2014119)

3) Essais cliniques

A la suite de ces études chez 'animal, des essais cliniques chez ’lhomme ont été réalisés, dans le
cadre de traitement de maintenance en cas de rechute.

Une étude de phase |, publiée en 2009, a testé la tolérance de I'Olaparib (AstraZeneca), le premier
inhibiteur de PARP, sur 60 personnes atteintes de divers cancers, dont un tiers de 'ovaire et 22
porteuses d’'une mutation germinale de BRCA. Les résultats ont montré un effet anti-tumoral chez les
patientes porteuses d’une mutation constitutionnelle de BRCA. Avec 63% de bénéfices cliniques

(réponse tumorale ou maladie stable pendant au moins quatre mois) **°.

Une étude de phase I, incluant 57 patientes avec un cancer de |'ovaire récidivant et porteuses d’'une
mutation BRCA, a confirmé I'activité de I'Olaparib avec un taux de réponse tumorale de 33% au
dosage le plus élevé (400mg deux fois par jour) et une durée médiane de réponse de 5 a 8 mois**.

Une autre étude de phase Il dont les résultats ont été publiés en 2012, randomisée, en double
aveugle concernait des femmes présentant une récidive de tumeur séreuse de I'ovaire platine
sensible et ayant recu au moins deux traitements par platine. La prise d’Olaparib, a la dose de 400mg
fois deux par jour, a montré une nette augmentation de la survie sans progression comparée au
groupe recevant le placebo (8,4 mois versus 4,8 mois, p<0,001)%®. En 2014, la méme équipe a
réanalysé ces résultats en prenant en compte la présence ou non de mutation constitutionnelle ou
somatique dans les génes BRCA, et a montré que la médiane de survie sans progression était
significativement allongée chez les patientes présentant une mutation BRCA et traitées par Olaparib

comparé aux patientes mutées BRCA recevant le placebo (11,2 mois versus 4,2 mois)**.

Une étude de phase lll concernait les patientes ayant un cancer de I'ovaire en rechute, platine
sensible, séreux de haut grade ou endométrioide, le traitement débutait huit semaines aprés la fin de
leur derniere cure de chimiothérapie a base de sels de platine. La survie sans progression était

significative avec 19,1 mois sans récidive versus 5,5 mois dans le groupe placebo®.
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D’autres études ont également été réalisées en utilisant les inhibiteurs de PARP en traitement seul
chez les femmes ayant un carcinome de 'ovaire séreux de haut grade et porteuse d’'une mutation
BRCA constitutionnelle™* %,

4) Obtention de I'autorisation de mise sur le marché

Le 19 décembre 2014, I'Olaparib devient le premier inhibiteur de PARP a obtenir I'autorisation de la
FDA (Food and Drug Administration) et de 'EMA (European Medicines Agency) chez les patientes
porteuses d’une mutation BRCA avec un cancer séreux de haut grade de 'ovaire, des trompes de
Fallope, ou péritonéal primitif, en rechute aprés au moins deux lignes de traitements.

L'AMM est obtenue en Europe, en Australie et au Canada comme suit : « En monothérapie pour le
traitement d’entretien des patientes adultes atteintes d’un cancer épithélial séreux de haut grade de
I'ovaire, des trompes de Fallope ou péritonéal primitif, récidivant et sensible au platine avec une
mutation du géne BRCA (constitutionnelle ou somatique) et qui sont en réponse (compléete ou
partielle) a une chimiothérapie a base de platine »***?’.

L’Olaparib est prescrit en monothérapie, a la dose de 400mg deux fois par jour, matin et soir. Il faut
le débuter moins de 8 semaines apres le dernier cycle de chimiothérapie (figure 17).

Actuellement, il n’'y a pas d’indication a proposer un traitement par Olaparib en cas de rechute
réfractaire ou résistante.

DIAGNOSTIC
Chirurgie RECHUTE

Cancer de I'ovaire a { 6 cycles de 3 sem 1 mois 6 7 8 9 10 11 12mois
risque de rechute 1 1 eee ]t ] eoe
Y Y & X X

Selde platine - Taxane Selde platine - Taxane  Olaparib si BRCA+

ou ou ENTRETIEN

Selde platine - Taxane +/- Bevacizumab Selde platine - Gemcitabine +/- Bevacizumab

ou
e
1° LIGNE Autre doublet a base de sels de platine
2¢ LIGNE

Une patiente est dite sensible aux platines si son
cancer de Uovaire ne progresse pas durant les six mois
qui suivent la fin de la 1¢ ligne de chimiothérapie

Figure 17: schéma thérapeutique des femmes porteuses d’un cancer de I'ovaire

V. Recherche de mutations dans les genes BRCA dans le cancer de 'ovaire

Avant |'autorisation de mise sur le marché des inhibiteurs de PARP, une analyse constitutionnelle des
N .. , .. i e . .12
génes BRCA était préconisée devant des critéres familiaux de cancers du sein et de I'ovaire® :

-Au moins deux cas de cancers du sein chez des femmes dont au moins un cas avant 40 ans,
apparentées au premier degré ou de deuxieéme degré via un homme.
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-Au moins un cas de cancer du sein et un cas de cancer de l'ovaire chez des femmes
apparentées au premier degré ou de deuxiéme degré via un homme.

-Au moins un cas de cancer du sein ou de |'ovaire chez une femme et un cas de cancer du
sein chez I’'homme chez des apparentés au premier degré ou de deuxieme degré via un homme.

-Au moins trois cas de cancer du sein ou de |'ovaire chez des apparentés de premier degré ou
de deuxiéme degré appartenant a la méme branche familiale

A I'heure actuelle, et depuis I'arrivée des inhibiteurs de PARP, I'analyse des génes BRCA1 et BRCA2
est recommandée d’emblée dés le diagnostic d’une tumeur épithéliale de haut grade de I'ovaire, ou
du péritoine primitive, ou des trompes de type séreuse, endométrioide, indifférenciée,
carcinosarcome ou a cellules claires. Cette analyse est justifiée par le fait que plus de 15% des
femmes porteuses de ces tumeurs ont une mutation dans les genes BRCA, et, parmi elles, prés de la

moitié ne présentent pas d’antécédents familiaux suggérant une prédisposition a ce syndrome.®* '**
130

En France, cette analyse se réalise d’abord sur un prélévement sanguin a la recherche d’une
mutation constitutionnelle, aprés consultation d’oncogénétique et aprés obtention d’un
consentement libre et éclairé. Si aucun variant pathogéne n’est retrouvé, une analyse sur échantillon
tumoral fixé en formaline et inclus en paraffine (FFPE) sera réalisée.

En cas de rechute sensible (apparaissant plus de 6 mois apres la fin du traitement), si le statut BRCA
est inconnu, la consultation initiale de génétique est organisée selon un circuit rapide et les analyses
constitutionnelles et tumorales seront réalisées en paralléle.

V. Objectif de I'étude

Actuellement, seules les femmes présentant une tumeur épithéliale de haut grade ovarienne,
péritonéale primitive ou tubaire avec un variant pathogéne de BRCA1/2 constitutionnel ou tumoral
est éligible au traitement par anti-PARP, ce qui représente environ 20% des patientes.

Etant donné que la méthylation du promoteur de BRCA1 réprime la transcription du gene, il n’y a
donc plus d’expression de la protéine BRCA1, et donc un défaut de réparation par recombinaison
homologue. Nous faisons donc I’hypothése que les tumeurs présentant une hyperméthylation de ce
promoteur soient également sensibles aux inhibiteurs de PARP.

L'objectif de cette étude est donc de mettre au point une technique d’analyse de la méthylation du
promoteur de BRCA1 sur les tumeurs ovariennes applicable en routine et d’évaluer le nombre de
tumeurs présentant cette anomalie, au sein du laboratoire de biologie moléculaire de Nantes.

37



Matériel et méthodes

Choix de la méthode d’étude de la méthylation
A. Pyroséguencage

La premiére étape du projet consistait a sélectionner la méthode d’analyse de la méthylation. Etant
donné que cette étude était réalisée sur des échantillons tumoraux, il était important d’avoir une
méthode quantitative. L’analyse de la méthylation par pyroséquencgage était donc apparue comme la
technique idéale, étant donné sa reproductibilité, et le fait qu’elle était quantitative. L'inconvénient
étant que cette technique analysait des fragments courts (120 bases maximum)®* 2,

L’analyse par pyroséquencage se divisait en plusieurs parties. Tout d’abord, il fallait traiter I’ADN avec
du bisulfite, puis amplifier la région souhaitée par PCR, et enfin réaliser la réaction de
pyroséquengage™ 1,

B. Sélection des ilots CpG du promoteur de BRCAI a analyser

L'ilot CpG de la région promotrice de BRCAI1 mesure 2kb. Il était donc difficile d’analyser toute cette
région par pyroséquencage. Comme décrit dans les articles analysant la méthylation du promoteur
de BRCA1, la région analysée a été celle présente dans I’exon 1B du gene BRCA1, mesurant 313kb,
juste avant le TSS et comportant 11 CpG°® 13 136 137,138,139, 140 (£ia;ra 18).

BRCA1 gene (NM_007294):

[ I T T 11T 1T 11

c.-177 c.-161 c.-127c.-122
€.-220 €.-195 ¢.-169 ¢.-159 €.-133 ¢-125 c¢.-114 ¢-97

Q 9 9999 9% 9 9 Q

Exon 1B
[ |
. _exon |
CpG analysed by pyrosequencing
intron

Figure 18: localisation de la région promotrice du géne BRCA1 analysée et des CpG étudiés
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Il. Patientes

A la suite de I'obtention de 'AMM pour I'Olaparib, la recherche de variants pathogénes dans les
génes BRCA1/2 se réalise aussi bien au niveau tumoral que constitutionnel, chez les femmes ayant un
cancer de I'ovaire.

Depuis avril 2016, le laboratoire de biologie moléculaire de Nantes réalise en diagnostique la
recherche de variants pathogénes tumoraux dans les genes BRCA par séquencage haut débit sur
lame FFPE (Formalin-Fixed Paraffin-Embedded) en utilisant le kit BRCA Tumor plus Dx de Multiplicom
et le séquenceur MiSeq lllumina™*.

Les patientes sélectionnées pour I'analyse de la méthylation du promoteur de BRCA1 étaient celles
pour qui la recherche de variants pathogénes de BRCA1 et BRCA2 était négative. Les échantillons
présentant un résultat ininterprétable n’étaient pas sélectionnés.

1. Estimation du pourcentage tumoral

Afin de pouvoir interpréter au mieux la méthylation ainsi que la perte d’hétérozygotie, chaque lame
était réanalysée au sein du laboratoire d’anatomo-pathologie de Nantes pour estimer le pourcentage
de cellules tumorales.

V. Controles positifs et négatifs

Afin de valider la méthode, il a été utilisé un contréle positif hyperméthylé. Pour I'obtenir, nous
avions utilisé I’'enzyme CpG Methyltransferase M.Sssl (bioLabs) sur un ADN contréle du laboratoire,
le principe de cette enzyme étant de méthyler tous les CpG de I’ADN.

Pour les témoins négatifs, le service d’anatomo-pathologie de Nantes nous avait fourni dix lames
FFPE d’ovaire sain. Les pathologies présentées par ces patientes sont décrites dans le tableau 4. Ces
échantillons n’ayant pas de potentiel malin, ils ne présentaient pas de méthylation du promoteur.

Tableau 4: témoins négatifs étudiés et pathologies expliquant I'ovariectomie chez ces patientes.

Numéro | Histologie

Carcinome rénal a cellules claires

Kyste folliculaire

Endométriose

Cystadénome mucineux controlatéral

Adénocarcinome endométrial séreux a cellules claires

Endométriose

Endométriose

Annexectomie bilatérale a la suite d’un cancer du sein

O |IN|O N[ |IW|IN|R

Kyste folliculaire

=
o

Kyste folliculaire
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V. Extraction de ’ADN tumoral

L’ADN tumoral des lames FFPE a été extrait selon le protocole de routine du laboratoire grace au kit
Maxwell de Promega.

VI. Traitement au bisulfite

Le principe du traitement par bisulfite est de convertir les cytosines en uracile, sans modifier les 5-
méthylcytosines. De ce fait, aprés traitement par bisulfite, les cytosines non méthylées sont
converties en uracile, et les cytosines méthylées restent des cytosines. Du coup, aprés analyse d’un
ADN traité par bisulfite, les cytosines restantes sont des cytosines méthylées (figure 19).

CH,

-TCGACGTACA-

l Bisulfite treatment
CH,

-TUGACGTAUA-
l Product amplification

-TTGACGTATA-

Figure 19: traitement au bisulfite (Source : Kulis 2010%)

Le traitement au bisulfite des échantillons a été réalisé avec le kit EpiTect bisulfite de QIAGEN, selon
le protocole appliqué au laboratoire de biologie moléculaire du CHU de Nantes. Le protocole se
divisait en plusieurs étapes. Tout d’abord la réaction bisulfite sur un microgramme d’ADN, cette
conversion se réalisait grace a un thermocycleur. Ensuite la purification de 'ADN traité grace a
plusieurs tampons de lavage, puis la désulfonation et enfin la précipitation, qui nous permettait de
récupérer 40 microlitres d’ADN traité.

VIl.  Réaction de PCR

Afin de réaliser notre PCR (Polymerase chain reaction), deux couples d’amorces étaient utilisés
(figure 5). Dans chaque couple, I'amorce liée au brin d’ADN que l'on souhaitait analyser par
pyroséguencage était biotinylée.

La PCR était réalisée grace au kit HotStarTaq de QIAGEN.
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Tableau 5: Amorces utilisées pour le pyroséquengage

5-3
Région cible 1 Forward (biotine)TGATTTAGTATTTTGAGAGGTTGTTGTT
Reverse CAATTATCTAAAAAACCCCACAACCTA
Région cible 2 Forward GTATTTTGAGAGGTTGTTGTT
Reverse (biotine) AAAACCCCACAACCTATCC

La réaction de PCR se divise en trois étapes : la dénaturation qui permet de séparer les deux brins
d’ADN a 94°C pendant 30 secondes, puis |'appariement de nos amorces sur les brins d’ADN, a 61°C
pendant 30 secondes, et I'élongation, c’est-a-dire I'allongement de I’ADN grace a la polymérase, a
72°C pendant 30 secondes. Ces étapes ont été répétées 45 fois afin d’obtenir une quantité suffisante
de copies du brin d’ADN de référence pour le pyroséquencage (figure 20).

interest

(v |-

5 3
TTTTTTTTTTITITTITTITTITTIT . Denaturation

Temperature is increased
yA1111311113233933131, ‘oseparate DNAstrands

Regiunor<”11111111111111111113
(P SEREERERESESEEEEE =T

4

AR

h

oo 83 l 4810 72°C
S STTTTTTTTTITTTIrrrrrrTs  Anneling
. kS 5 Temperature is decreased
Template g Primer ., Primer to allow primers to base
DNA strands . . Ppair to complementary
3 5" DNA template
l 68 10 72°C
- ),5' ; 3 Extension
it L S J_-L g AL 5 Polymerase extends
DNA strands < s i primer to form nascent
c : Y173  DNAstrand
¥ 5Ty,
Istcycle —»  2ndcycle —»  3rdcycle —»  dtheycle ~-vevenens » 30th cycle

I 1 1 ] ;A X T I M 231 = 2 billion copies
22w 4 copies LI [ IO O
g T I ‘LI“‘.‘L.:L?“H.,.

2 =8copies YT IO
ronsissitoess QB et Exponential
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P frvessttissniToeentt Process is repeated, and

T the region of interest is
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TR
T
T
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Figure 20: principe de la PCR (source : https://mesuturkey.files.wordpress.com/2014/04/pcr.jpg)
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Une migration sur gel d’agarose a 1,5% nous permettait de vérifier si la PCR avait bien marché.

VIIl.  Pyroséquencage

La réaction de pyroséquencage se divise en six étapes.

La premiére étape consistait a isoler le brin d’ADN a analyser, c’est-a-dire celui porteur de I'amorce
biotinylée. Pour cela, les produits PCR étaient immobilisés sur les billes de Sépharose-steptavidine.

La deuxieme étape consistait a mélanger les éléments essentiels a la réaction de pyroséquencage.
C’est a dire un troisieme primer qui se fixait sur notre brin biotinylé juste avant la séquence d’intérét,
des ADN polymérases qui allongaient le brin d’ADN et les enzymes nécessaires a la réaction : I'ATP
sulfurylase, la luciférase et I'apyrase, ainsi que leurs substrats.

La troisieme étape consistait a ajouter le premier deoxyribonucleotide triphosphate (dNTP). La
polymérase catalysait I'addition de ce dNTP. Si ce dNTP était complémentaire de notre brin de
référence, il était intégré a la séquence et donc libérait un pyrophosphate. La quantité de
pyrophosphate relarguée était proportionnelle au taux de nucléotides incorporés. A l'inverse, si le
nucléotide n’était pas complémentaire, rien ne se passait (Figure 21).

—eeelp- - FOrwegrd PCR primer

Biotinylated reverse PCR primer Q—O

lﬂmhny'»clcd singlestranded

templote

‘ O
Polymerass \

5

1

3 CGTCCGGAGGCCAAGTTCCA

TT I T T TRy T VT T TrIT
= 0 - 2
3 GCAGGCCTH 3

Polymerase

(DNA), + dNTP » (DNA),.| + PPi

Figure 21: étapes 1 a 3 du pyroséquencgage (source : https://www.qgiagen.com)

La quatrieme étape consistait a convertir le pyrophosphate (PPi) en ATP grace a I'adénosine 5’
phosphosulfate (APS). Cet ATP permettait de convertir la luciférine en oxyluciférine qui générait un
signal lumineux proportionnel au taux d’ATP. Ce signal était détecté par une caméra et traduit en pic
sur un pyrogramme. La taille de chaque pic était proportionnelle au nombre de nucléotides
incorporés (Figure 22).
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Figure 22: étape 4 du pyroséquencgage (source : https://www.giagen.com)

L’étape 5 consistait a détruire les nucléotides non incorporés ainsi que 'ATP grace a I'enzyme
Apyrase. Cette étape était essentielle avant I'ajout de nouveaux dNTPs (Figure 23).

dNTP

Apyrase
24 4’; dNDP + dNMP + phosphate

( Apyrase
ATP 3 =

—> ADP + AMP + phosphate

Figure 23: étape 5 du pyroséquengage (source : https://www.giagen.com)

L‘étape 6 consistait a allonger le brin selon la complémentarité entre notre brin source et les
nucléotides ajoutés séquentiellement (figure 24).

Nucleotide sequence
G (@ - A GG cla T

1 1 1

T A e [
Nucleotide added

O.—
O
—]

Figure 24: étape 6 du pyroséquengage. Ici, I'intégration d’une guanine par la polymérase entraine la libération d’un
pyrophosphate qui, via la sulfurylase, va se transformer en ATP puis, via la Luciférase, cet ATP va émettre un signal
lumineux qui va étre capté par le pysoséquenceur et traduit par un pic sur le pyrogramme. Si deux mémes bases sont
intégrées, le pic sera deux fois plus haut. (Source : https://www.giagen.com)
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Dans le cadre de I'étude de la méthylation des CpG, a une position CpG donnée, une tyrosine était
d’abord incorporée suivie d’une cytosine. Nous obtenions deux pics successifs sur notre pyrogramme
correspondant a une méme position. En cas de méthylation, le traitement au bisulfite n’avait pas
transformé la cytosine, une cytosine était donc incorporée. A I'inverse, en I'absence de méthylation,
la cytosine était transformée en uracile (puis en tyrosine), une tyrosine était donc incorporée. Le
ratio du taux de cytosine sur le taux de tyrosine était réalisé et le pourcentage obtenu reflétait le
taux de méthylation (figure 25).

Pas de méthylation Méthylation

4% 3%

T C T
Figure 25: comparaison de pyrogramme selon le statut méthylé ou non du CpG

IX. Analyse bio-informatique des résultats

Le pyrogramme était analysé grace au logiciel fourni par QIAGEN : Pyromarq Q24 Advanced assay.

La qualité de I'analyse était assurée grace a l'intégration de controles négatifs ainsi qu’un controle
bisulfite. Les contréles négatifs consistaient a incorporer un nucléotide ne devant pas étre intégré,
afin de s’assurer que la réaction était spécifique (aucun pic ne devait étre vu). Le contréle bisulfite
consistait a incorporer une cytosine en dehors d’un CpG, c’est-a-dire qu’apres traitement au bisulfite,
les cytosines a cet endroit devaient étre totalement transformées en uracile, aucun pic ne devait
donc étre vu.

La méthylation globale était calculée en faisant la moyenne de la méthylation des 11 sites CpG
analysés.

Le seuil de positivité de méthylation était défini a 10%.

X. Etude de la perte d’hétérozygotie

La perte d’hétérozygotie était déterminée en analysant les résultats du séquencage haut débit des
genes BRCA réalisés en premiere intention, et plus particulierement les SNP (single nucleotide
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polymorphism) fréquents (soit 16 dans le géne BRCA1 et 20 dans le géne BRCAZ2). Si une patiente
présentait un SNP hétérozygote, il était donc présent a 50% sur ’ADN constitutionnel. Sur I'analyse
de I’ADN tumoral, si I'alléle porteur du polymorphisme était inhibé, le SNP était retrouvé a un faible
pourcentage. A lI'inverse, si I'allele inhibé n’était pas porteur du SNP, le polymorphisme était retrouvé
a un taux proche de 100%. Etant donné que les échantillons n’étaient pas constitués a 100% d’ADN
tumoral et que des cellules saines étaient présentes, il était important de corréler ces résultats au
pourcentage de cellules tumorales estimés précédemment.
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Résultats

Population étudiée :

Entre avril 2016 et janvier 2017, 170 échantillons tumoraux de tumeurs épithéliales de haut grade
ovarienne, tubaire, péritonéale, ou de localisation secondaire ont été regus au laboratoire de biologie
moléculaire de Nantes afin d’analyser les genes BRCA.

Parmi ces tumeurs, 19 étaient porteuses d’un variant pathogéne dans les génes BRCA (11%), 126 ne
présentaient pas d’anomalie dans les génes BRCA et 25 étaient ininterprétables (figure 26).

Séquencage des génes BRCA1 et
BRCAZ2

@ Variant pathogéne  Olninterprétable W Normal

Figure 26: résultats du séquencage des génes BRCA1/2

Les 126 échantillons tumoraux ayant un résultat normal ont donc été analysés par pyroséquencage.

A. Origine des prélevements

Les prélévements provenaient de plusieurs centres, localisés dans le grand ouest de la France.
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Tableau 6: provenance des échantillons

Département Nombre | Pourcentage
Loire-Atlantique 37 29,37%
Finistére 36 28,57%
Indre-et-Loire 29 23,02%
Vienne 6 4,76%
Loiret 5 3,97%
Maine-Et-Loire 3 2,38%
Charente-Maritime 3 2,38%
Eure-et-Loir 2 1,59%
Loir-et-Cher 2 1,59%
Deux-Sévres 1 0,79%
Cher 1 0,79%
Morbihan 1 0,79%
B. Age au diagnostic

La médiane de I'dge au diagnostic était de 65 ans, avec une étendue de 44 a 82 ans.

C. Anatomopathologie
1) Localisation du préléevement

Les tumeurs étaient principalement ovariennes ou péritonéales (89% des tumeurs), les échantillons
pouvaient également concerner des localisations secondaires (ganglionnaire, cérébrale) ou des
régions voisines concernées par I’extension de la tumeur (paroi colique, ombilic) (tableau 7).

Tableau 7: sites de prélévement de I’échantillon tumoral

Localisation Nombre | Pourcentage
Ovaire 65 51,59%
Péritoine 47 37,30%
Ganglion 4 3,17%
Trompe 3 2,38%
Paroi colique 1 0,79%
Ascite 1 0,79%
Localisation secondaire cérébrale 1 0,79%
Ombilic 1 0,79%
Endometre 2 1,59%
Epiploon 1 0,79%
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2) Type histologique

Toutes les tumeurs étaient épithéliales de haut grade. Le sous-type séreux était majoritairement
représenté a 92% (tableau 8).

Tableau 8: caractéristiques histologiques des tumeurs analysées

Histologie Nombre | Pourcentage
Séreux 116 92,06%
Indifférencié 4 3,17%
Endométrioide 3 2,38%
A cellules claires 1 0,79%
Carcinosarcome 1 0,79%
Indéterminé 1 0,79%
D. Prélevement réalisé avant ou apres chimiothérapie

Nous savons que la chimiothérapie recue avant prélévement peut altérer nos échantillons et donc
rendre |'analyse plus difficile, que ce soit le séquengage haut débit ou le pyroséquencage. Parmi nos
126 échantillons, 29 avait été obtenus aprés chimiothérapie, soit 23%, et 81 avait été prélevés avant
chimiothérapie soit 64%. Pour les 16 restants, nous n’avons pas eu accées a I'information.

I1. Méthylation du promoteur de BRCA

A. Pyrogrammes obtenus selon le statut méthylé ou non

1) Premiére région cible

Cette région couvrait cinq CpG. Le premier pyrogramme de la figure 26 montre les résultats obtenus
en cas d’absence de méthylation. Le deuxiéme pyrogramme montre les résultats obtenus en cas de
méthylation. (Figure 27)

Parmi nos dix témoins négatifs, le taux de méthylation était en moyenne de 3% pour chaque ilot CpG
(étendue de 1 a 5%).

Notre témoin hyperméthylé présentait une méthylation moyenne de 84%, médiane de 86%,
étendue de 73 a 91%.

Pour un échantillon donné, la méthylation était homogene d’un CpG a I'autre.
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Figure 27: pyrogrammes de la premieére région étudiée. A) CpG étudiés. B) Pyrogramme d’un témoin négatif. C) Pyrogramme
d’un témoin positif.

2) Deuxiéme région cible

Cette région couvrait six CpG. Le premier pyrogramme montre les résultats obtenus en cas d’absence
de méthylation. Le deuxiéme pyrogramme montre les résultats obtenus en cas de méthylation
(figure 28).

Parmi nos dix témoins négatifs, le taux de méthylation était en moyenne de 5% pour chaque ilot CpG
(étendue de 2 a 9%).

Pour un échantillon donné, la méthylation était homogene d’un CpG a l'autre.

Notre témoin hyperméthylé présentait une méthylation moyenne de 91%, médiane de 90%,
étendue de 89 a 94%.
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Figure 28: pyrogramme de la deuxiéme région étudiée. A) CpG étudiés. B) Pyrogramme d’un témoin négatif. C) Pyrogramme
d’un témoin positif.

B. Résultats obtenus dans les échantillons tumoraux

La méthylation du promoteur de BRCA1 était normale dans 106 tumeurs ovariennes sur nos 126
étudiées.

Cing résultats n’étaient pas interprétables, probablement d{ a la mauvaise qualité de I’ADN extrait.
Quinze tumeurs présentaient une méthylation du promoteur de BRCAI.

La méthylation était bien au-dessus de notre seuil fixé a 10%, et présente sur tous les CpG analysés.
Néanmoins nous retrouvions une hétérogénéité du pourcentage de méthylation entre chaque CpG,
par exemple la patiente n°27 présentait une méthylation moyenne de 60%, le CpG le plus faiblement
méthylé était a 21% et le plus méthylé était a 90% (tableau 9).

50



Tableau 9: Taux de méthylation des échantillons méthylés

Numéro Tumoralité Statut Moyenne | Médiane \.Ia.l eur Va!eur
minimale | maximale
5 60% Méthylé 42% 43% 34% 62%
8 60% Méthylé 58% 59% 45% 70%
19 60% Méthylé 23% 22% 16% 30%
27 80% Méthylé 60% 60% 21% 90%
36 90% Méthylé 50% 50% 26% 73%
48 80% Méthylé 72% 73% 56% 86%
57 80% Méthylé 29% 36% 30% 41%
71 80% Méthylé 52% 50% 42% 63%
80 70% Méthylé 54% 51% 44% 68%
81 80% Méthylé 65% 63% 54% 77%
88 70% Méthylé 44% 43% 28% 62%
95 90% Méthylé 32% 29% 12% 38%
103 70% Méthylé 60% 60% 47% 76%
113 80% Méthylé 37% 38% 23% 52%
116 50% Méthylé 29% 26% 22% 37%

Histologiquement, les tumeurs méthylées étaient majoritairement séreuses de haut grade. Nous
avons retrouvé une tumeur endométrioide présentant une méthylation du promoteur de BRCA1
(Tableau 10).

Tableau 10: caractéristiques histologiques des tumeurs méthylées

Numéro Histologie de la tumeur Grade Localisation
5 Adénocarcinome séreux de haut grade péritonéal haut péritoine
8 Adénocarcinome séreux de haut grade péritonéal haut péritoine
19 Adénocarcinome séreux de haut grade de la paroi colique | haut paroi colique
27 Adénocarcinome séreux de haut grade tubaire haut tubaire
36 Adénocarcinome séreux de haut grade de I'ovaire haut ovaire
48 Adénocarcinome séreux de haut grade de I'ovaire haut ovaire
57 Adénocarcinome séreux de haut grade de I'ovaire haut ovaire
71 Adénocarcinome endométrioide de haut grade de I'ovaire | haut ovaire
80 Adénocarcinome séreux de haut grade de I'ovaire haut ovaire
81 Carcinome peu différencié de I'ovaire haut ovaire
88 Adénocarcinome séreux de haut grade de I'ovaire haut ovaire
95 Adénocarcinome séreux de haut grade du péritoine haut péritoine

103 Adénocarcinome séreux de haut grade de I'ovaire haut ovaire
113 Adénocarcinome séreux de haut grade de I'ovaire haut ovaire
116 Adénocarcinome séreux de haut grade de I'ovaire haut ovaire
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L’age au diagnostic était plus précoce que dans I’'ensemble de notre échantillon, avec une moyenne
de 58 ans, une médiane de 55 ans et une étendue de 44 a 77 ans. Cette donnée était en accord avec
les données de la littérature.

L'information concernant la perte d’hétérozygotie était disponible pour 10 patientes sur nos 15
porteuses d’une méthylation du promoteur. Ces 10 patientes présentaient une perte d’hétérozygotie
de BRCAI1. Sur I'ensemble de notre échantillon, 83 tumeurs présentaient une perte d’hétérozygotie
(66%), ce statut était inconnu pour 30 tumeurs (24%), 13 n’avait pas de perte d’hétérozygotie de
BRCA1 (10%) (tableau 11)

Tableau 11: Analyse de la perte d’hétérozygotie dans les tumeurs méthylées

Numéro Tumoralité Perte d’hétérozygotie de BRCA1
5 60% 82%
8 60% 68%
19 60% 79%
27 80% Statut inconnu
36 90% 80%
48 80% Statut inconnu
57 80% Statut inconnu
71 80% 81%
80 70% 79%
81 80% 85%
88 70% 76%
95 90% Statut inconnu
103 70% 86%
113 80% Statut inconnu
116 50% 62%

Enfin, la recherche de méthylation du promoteur de BRCA1 constitutionnelle a été recherchée chez
12 des 15 patientes porteuses d’une méthylation du promoteur sur ADN leucocytaire. Aucune n’était
porteuse de méthylation constitutionnelle.
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Discussion

l. La méthylation du promoteur de BRCAI comme biomarqueur
pronostique et thérapeutique

Notre étude a donc retrouvé, de facon identique a la littérature, que prés de 12% des carcinomes
séreux de haut grade ovarien, tubaire ou péritonéaux, présentaient une méthylation du promoteur
de BRCAL.

Cette méthylation était associée a une perte d’hétérozygotie. Nous retrouvons ici le modele de
Knudson avec nos deux événements aboutissant a la perte de fonction du gene BRCA1 : tout d’abord
la méthylation du promoteur, suivie de la perte de 'alléle sauvage*.

Ces événements aboutissent donc au méme résultat qu’en cas de mutation perte de fonction du
géne BRCA1, c‘est a dire I'absence de transcription du géne et donc I'absence d’expression protéique
et par conséquent un défaut de recombinaison homologue. De ce fait, les patientes présentant une
méthylation du promoteur de BRCA1 devraient répondre, tout comme les patientes porteuses de
variant pathogene dans les génes BRCA, aux inhibiteurs de PARP.

Cette hypothése a été testée en 2010 sur des lignées cellulaires mammaires tumorales, présentant
une méthylation du promoteur. Ces cellules étaient autant sensibles aux inhibiteurs de PARP que les

cellules porteuses d’une mutation dans les génes BRCA™.

La méthylation du promoteur de BRCA1 associée a une perte d’hétérozygotie au niveau du locus de
BRCA1 pourrait étre recherchée pour tout carcinome séreux de haut grade ovarien, tubaire,
péritonéal primitif. Cette recherche permettrait de proposer aux patientes présentant un
méthylation du promoteur de BRCAI, le méme traitement qu’aux patientes porteuses de variant
pathogéne.

De plus, certaines études ont montré que les tumeurs présentant une méthylation du promoteur de
BRCA1 avaient un potentiel d’agressivité plus important que les tumeurs sporadiques. Ces tumeurs
apparaissaient plus précocement, souvent en période de pré-ménopause, I'atteinte ganglionnaire
était plus fréquente et la mortalité plus importante. La recherche de la méthylation pourrait donc

8tre également vue comme un marqueur pronostique de la tumeur™* 1146,

Il Elargissement de l'analyse de la méthylation en routine, place de
I'immunohistochimie

L'analyse de la méthylation par pyroséquencage est fiable, reproductible et peut étre réalisée en
routine en I'absence de variants pathogenes retrouvés dans les génes BRCA1 et BRCA2.

Plusieurs auteurs ont testé en paralléle de la méthylation du promoteur de BRCAI1, I'expression
protéique de BRCA1 par immunohistochimie® '*’. Comme attendu, la méthylation est associée & une
perte d’expression protéique de BRCA1, ce qui appuie notre hypothese selon laquelle, en présence
de méthylation, la protéine BRCA1 n’est pas traduite, ce qui aboutit a un défaut de recombinaison
homologue. L'étude de la méthylation du promoteur de BRCA1 apporte donc une information
supplémentaire, c’est-a-dire que les tumeurs présentant une hyperméthylation n’exprime pas la
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protéine BRCAL1. Nous pouvons imaginer associer ces deux techniques, c’est-a-dire qu’en I'absence
de mutation retrouvée dans les genes BRCA, une analyse immunohistochimique tumorale de BRCA1
pourrait étre réalisée dans un premier temps et, si elle montre I'absence d’expression de la protéine
BRCA1, une étude de la méthylation du promoteur de BRCA1 serait réalisée dans un deuxiéme
temps.

Il Traitements et cancer de |'ovaire, vers de nouvelles associations de
thérapies

Tout comme les tumeurs porteuses de mutation dans les génes BRCA1/2, les tumeurs présentant
une méthylation du promoteur de BRCA1 répondent aux sels de platine.

Deux études ont montré, sur des lignées cellulaires tumorales mammaires, ovariennes,
pancréatiques, présentant une méthylation du promoteur de BRCAI, ainsi que sur des souris
présentant des tumeurs avec méthylation du promoteur de BRCA1, que la croissance tumorale était
réduite en cas de traitement par inhibiteur de PARP, d’autant plus quand ce traitement était associé
aux sels de platine™? 14819,

V. Mise en doute de l'efficacité des inhibiteurs de PARP sur les cancers
ovariens avec méthylation du promoteur de BRCA1

Cependant, I’hypothése selon laquelle les tumeurs méthylées répondraient aux inhibiteurs de PARP
est remise en cause dans certains articles. En effet, nous savons que dans les tumeurs porteuses de
variant pathogéne de BRCA1/2, nous pouvons observer une réactivation du gene inhibé suite a un
traitement par inhibiteur de PARP. Si nous reprenons le concept de |éthalité synthétique, il faut que
la voie de la recombinaison homologue soit inhibée via I'absence des protéines BRCA1 ou BRCA2,
pour que les inhibiteurs de PARP soient efficaces et ménent a la mort de la cellule. Si la protéine est
de nouveau présente, alors les inhibiteurs de PARP ne seront plus efficaces et nous observerons une
résistance au traitement™® > 1%,

En cas de méthylation du promoteur de BRCA1, il est plus simple pour la cellule tumorale de lever
I'inhibition de transcription du géne, tout simplement en déméthylant le promoteur, on observe
alors une restauration de la fonction protéique de BRCA1 et donc un échappement thérapeutique.
Cette hypothese est soutenue par plusieurs auteurs, qui ont observé une méthylation du promoteur
plus importante dans les tumeurs primitives que dans les tumeurs en rechute, ce qui appuie cette
hypothése®.

En comparaison, les tumeurs présentant une méthylation du promoteur de BRCA1 répondent moins
bien au traitement par sel de platine que les tumeurs porteuses de variants pathogenes dans les
geénes BRCA. Sachant que les tumeurs résistantes aux sels de platine répondent peu aux inhibiteurs
de PARP, nous pouvons supposer une résistance plus importante aux inhibiteurs de PARP pour les
tumeurs méthylées™ %’
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V. Essais cliniques

Etant donné que [lefficacité des inhibiteurs de PARP sur les tumeurs présentant une
hyperméthylation du promoteur de BRCAI n’est pas attestée, il est nécessaire a I’heure actuelle
d’évaluer I'efficacité de ce traitement en menant des essais cliniques de phase Il utilisant les
inhibiteurs de PARP chez les femmes porteuses de tumeurs présentant une méthylation du
promoteur de BRCAL.

Seuls les résultats de ces études nous indiqueront s’il est nécessaire ou non d’étudier en
diagnostique le profil de méthylation du promoteur de BRCA1 dans les laboratoires de biologie
moléculaire.

VI. Extension de ces thérapies aux tumeurs présentant une altération de la
recombinaison homologue

Le concept BRCAness caractérise certaines tumeurs ne présentant pas de mutation dans les genes
BRCA1/2, mais aboutissant au méme phénotype, c’est-a-dire un défaut de recombinaison
homologue. Une signature spécifique de perte de recombinaison homologue est observée dans pres
de 50% des carcinomes séreux de haut grade ovariens™.

Les anomalies moléculaires observées dans ces adénocarcinomes séreux de haut grade sont diverses
et touchent des genes codant des protéines impliquées dans la recombinaison homologue. Les
anomalies rapportées dans une étude de 2011 sont une amplification ou mutation de EMSY (8%), la
méthylation du promoteur de RAD51C (3%), une mutation dans les genes ATM/ATR (2%), une
mutation dans les génes de I'anémie de Fanconi (5%), une micro délétion ou mutation dans le géne
PTEN®.

On peut donc penser que les patientes présentant une tumeur avec un profil BRCAness sont
également éligibles a un traitement par inhibiteur de PARP™® %> %1% Cependant, du fait du nombre
faible de patientes présentant des variants pathogéenes dans chacun de ces genes, il est difficile de
réaliser un essai clinique assez puissant qui attesterait de I'efficacité des inhibiteurs de PARP.

VII. Autres traitements efficaces sur les tumeurs BRCAness

D’autres traitements sont actuellement en cours d’évaluation dans le traitement des tumeurs des
carcinomes séreux de haut grade, notamment les inhibiteurs de I'angiogenése. En effet, les facteurs
de croissance de I'endothélium vasculaire tel VEGF (Vascular endothelial growth factor) stimulent la
néo angiogenese, c’est-a-dire la croissance de nouveaux vaisseaux a partir de capillaires existants au
sein de la tumeur, permettant son extension. Si la néo angiogeneése est inhibée, les cellules tumorales
ne seront plus vascularisées, et donc la tumeur ne pourra pas s’étendre. Dans le cadre des tumeurs
épithéliales de I'ovaire, deux essais cliniques de phase lll ont testé I|'efficacité du bevacizumab
(anticorps monoclonal anti VEGF-A) associé aux sels de platine, et avaient trouvé une augmentation
significative de la survie sans progressionm.
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Concernant les tumeurs présentant un profil BRCAness, la combinaison des inhibiteurs de PARP et de
I'angiogénése doit étre envisagée. En effet, les inhibiteurs de PARP augmentent la phosphorylation
de VEGFR2 et donc I'activation de la survie cellulaire, cet effet serait éliminé par I'ajout d’anti-VEGF.
De plus, l'inhibition de VEGFR entraine une hypoxie, qui va entrainer des défauts de recombinaison
homologue et donc une meilleure sensibilité aux inhibiteurs de PARP dans les tumeurs tumorales
hypoxiques™® %,
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Conclusion

La prise en charge des cancers a beaucoup évolué ces derniéres années avec l'apparition des
thérapies ciblées. Une nouvelle approche se développe, c’est 'approche théranostique, qui consiste
a étudier le comportement des cellules tumorales afin de proposer un traitement spécifique.

En génétique, le développement rapide de nouvelles technologies, comme le séquencgage haut débit,
a permis d’identifier, au sein des cellules tumorales, des altérations génétiques, pouvant étre
utilisées comme biomarqueur moléculaire. L'un des intéréts majeurs de ces biomarqueurs concerne
le choix du traitement. En effet, ces biomarqueurs vont permettre de mettre en place, selon le statut
du marqueur, des thérapies ciblées.

C'est le cas, comme présenté ici, pour les adénocarcinomes de haut grade ovariens, tubaires et
péritonéaux primitifs qui, s’ils présentent une mutation dans les génes BRCA1 et BRCA2, sont
sensibles au traitement par inhibiteur de PARP. L’identification de nouveaux biomarqueurs va étre un
enjeu majeur des prochaines années.

Nous avons fait I’'hypotheése que la méthylation du promoteur de BRCA1 pouvait étre un
biomarqueur prédictif de réponse aux inhibiteurs de PARP. Si des essais cliniques le confirme, le
nombre de femmes éligibles a ce traitement augmenterait de plus de 10% et serait donc une avancée
majeure dans le traitement des cancers épithéliaux de haut grade de I'ovaire.
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RESUME

Le cancer de I'ovaire est le septiéme cancer le plus fréquent chez la femme avec une
survie a cinq ans inférieure a 50%. Les femmes porteuses de mutations dans les
génes BRCAL et BRCA2 ont un risque élevé de développer un cancer de I'ovaire. Ce
sont des génes suppresseurs de tumeur impliqgués dans la réparation des cassures
doubles brins par recombinaison homologue. Le traitement par inhibiteur de PARP a
obtenu l'autorisation de mise sur le marché en 2014 pour les femmes présentant un
cancer épithélial de haut grade de I'ovaire ou tubaire ou péritonéal primitif en rechute
associés a une mutation de BRCA1 ou BRCA2 constitutionnelle et/ou tumorale. Ce
qui concerne pres de 20% des patientes. La méthylation du promoteur du gene de
BRCAL1 au niveau tumoral est associée a une perte d’expression de la protéine
BRCAL. Nous avons analysé au CHU de Nantes la méthylation par pyroséquencage
du promoteur de BRCAL sur 126 tumeurs séreuses de haut grade, et avons retrouvé
15 tumeurs présentant une hyperméthylation (12%). Le traitement par inhibiteur de
PARP pourrait étre également efficace sur ces tumeurs et concernerait un nombre
non négligeable de patientes.
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