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RÉSUMÉ 

Objectifs: Malgré leur grande hétérogénéité histologique et moléculaire, la prise en charge 
clinique des carcinomes ovariens de haut-grade (COHG) reste peu variable. Le pronostic 
sombre de cette pathologie implique un réel besoin des nouvelles thérapies. Au delà des 
marqueurs pronostiques histologiques classiques et des enquêtes oncogénétiques, l’objectif 
de cette étude a consisté à rechercher des cibles moléculaires pharmacologiquement 
recrutables afin de pouvoir proposer aux patientes un accès à la thérapie innovante et 
personnalisée. 

Méthodes: Cette étude a été réalisée chez 53 patientes (pts) (âge moyen 58,9 ans, intervalle 
25-87) de COHG histologiquement prouvés dont 45 pts de sous-type séreux. 19 pts ont fait 
l’objet d’une consultation et d’un test oncogénétique sur la base d’antécédents familiaux / 
personnel de cancer de sein/ovaire. chez. L’expression de P53 et de PTEN a été évaluée sur 
des tissus fixés au formol et  inclus en paraffine par immunohistochimie. Les mutations 
somatiques de KRAS, NRAS, BRAF, PIK3CA et MET ont été recherchées par PCR-HRM 
(Polymerase Chain Reaction High Resolution Melting) puis vérifiées par NGS (Next 
Generation Sequencing) sur des extraits d'ADN préparés à partir d'échantillons de tumeurs 
congelés, prélevés au moment du diagnostic. 

Résultats: Des mutations germinales de BRCA1 / 2 ont été identifiées chez 7 pts, toutes 
atteintes des carcinomes séreux. Une mutation du gène KRAS (exon 2), 2 mutations du gène 
NRAS (exon 3), 6 mutations du gène PIK3CA (exon 5, 10 et 21) et 5 mutations du gène MET 
(exon 14 et 18) ont été identifiées chez les 53 tumeurs par NGS, dont deux mutations du 
gène NRAS et 2 mutations du gène PIK3CA détectées précédemment par PCR-HRM. Aucun 
profil mutationnel multiple n’a été retrouvé. La surexpression de P53 et la perte 
d’expression de PTEN ont été constatées chez 32 sur 53 (60%) et 19 sur 46 (41%) des 
tumeurs. L’analyse statistique n’a été réalisée que chez le sous-groupe de pts atteintes des 
carcinomes séreux à cause de l’effectif de l’étude. Avec un suivi médian de 38 mois 
(intervalle de 6-93), 35 pts ont eu une rechute de la maladie et 25 pts sont décédées. La 
survie sans progression à 2 ans est 28%, et la survie globale à 5 ans est 37%. La surexpression 
de P53 a été trouvée associée à une meilleure chimiosensibilité, une meilleure survie sans 
progression et une meilleure survie globale.  

Conclusion: Pour des COHG, au delà des altérations de P53 et PTEN, des anomalies 
génétiques somatiques concernant les voies de signalisation PI3K et MAPK ne sont pas rares 
et peuvent être détectées par NGS. L’identification de ces anomalies somatiques pourrait 
offrir une possibilité des thérapies ciblées innovantes pour les patientes sur la base 
d’éléments diagnostiques moléculaires. 

MOTS CLÉS : carcinome ovarien de haut-grade (COHG); voies de signalisation; PCR-HRM; 
NGS (Next Generation Sequencing); Immunohistochimie;thérapie ciblée 
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ABSTRACT 

Objectives: Despite the great histological and molecular heterogeneity, the clinical 
management of high-grade ovarian carcinoma remains univocal. As a major subgroup of 
ovarian carcinoma, high-grade ovarian carcinomas (HGOC) need novel therapy. Additionally 
to conventional histological prognostic markers and oncogenetic investigations, molecular 
diagnostic was performed using PCR-HRM (Polymerase Chain Reaction High Resolution 
Melting) and NGS (Next Generation Sequencing) to identify "druggable" targets that could 
provide access to innovative personalized therapy. 

Methods: This study was performed in 53 patients (pts) (mean age 58.9 years, range 25-87) 
with histologically proven HGOC of which 45 pts with serous carcinoma. BRCA1/2 germline 
mutations had been screened in 19 pts with familial/personal history of breast/ovarian 
cancer justifying oncogenetic investigations. P53 and PTEN expression was assessed on 
formalin fixed paraffin-embedded tissues using immunohistochemistry. Somatic mutations 
of KRAS, NRAS, BRAF, PIK3CA and MET were screened using PCR-HRM and then confirmed 
using NGS on DNA extracts from frozen tumor specimens taken at diagnosis.  

Results: Seven pts had BRCA1 / 2 germline mutations, all had serous carcinomas. One 
mutation of KRAS (exon 2), 2 mutations of NRAS (exon 3), 6 mutations of PIK3CA (exon 5, 10 
and 21) and 5 mutations of MET (exon 14 and 18) were identified using NGS, of which 2 
mutations of NRAS and 2 mutations de PIK3CA detected previously by PCR-HRM, no multiple 
mutation was detected. P53 overexpression and PTEN loss of expression was detected 
respectively in 32 of 53 (60%) and 19 of 46 (41%) of all the tumors. Because of the efffective 
of the study, statistical analyses were restricted to pts with serous carcinoma. With a median 
follow-up of 38 months (range 6-93), 35 pts had disease progression and 25 pts died during 
the follow-up. The 2-year progression-free survival (PFS) rate was 28% and 5-year overall 
survival (OS) rate was 37%. Overexpression of mutant P53 was found to be associated with 
chemosensitivity and longer PFS and OS. 

Conclusion: In HGOC, beside P53 and PTEN alterations, somatic genetic abnormalities of PI3K 
and MAPK signaling pathways can be detected using NGS and provide molecular rationale 
for targeted therapies, potentially offering new therapeutic opportunities to the patients. 

 

KEYWORDS: High-grade ovarian carcinoma; signaling pathway; HRM (High Resolution 
Melting) PCR; NGS; Immunohistochemistry; Targeted Therapy. 
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A. CARCINOME DE L’OVAIRE 

1. Généralités  

Les ovaires sont deux glandes appartenant à l’appareil génital féminin interne qui se situent 
dans le bassin de chaque côté de l’utérus et relient celui-ci par les trompes de Fallope (Figure 
1). Entouré d’une mince couche de tissu appelée capsule, les ovaires sont constitués de trois 
types différents de cellules : les cellules épithéliales, qui forment la couche externe des 
ovaires (épithélium); les follicules ovariens contenant des cellules germinales situées sous les 
cellules épithéliales et à partir desquels les ovules sont fabriqués ; les cellules du stroma, un 
tissu conjonctif qui remplit l’intérieur des ovaires et les cordons sexuels, qui font le lien entre 
le corps de l’ovaire et  la surface épithéliale (Figure 2). Les fonctions principales de l’ovaire 
sont la production cyclique des ovules et la sécrétion d’hormones sexuelles (principalement 
les œstrogènes et la progestérone) impliquées dans la régulation de la reproduction  et le 
développement des caractères sexuels. 

Dans les cancers de l’ovaire, la tumeur se développe à partir des cellules de l’épithélium 
(carcinome) dans environ 90% des cas. Dans d’autres cas, plus rares, les tumeurs se 
développent à partir des cellules germinales (cancer des cellules germinales) ou des cellules 
des tissus de soutien de l’ovaire (cancer stromal et des cordons sexuels) (1–3). 

2. Epidémiologie 

En 2015, on estime que 255 660 femmes ont été atteintes d’un  cancer de l’ovaire dans le 
monde et 163 765 femmes sont décédées de cette maladie, plaçant cette pathologie au 8ème 
rang des cancers de la femme et constituant la première cause de décès par cancers 
gynécologiques (4). En France,  avec 4575 nouveau cas et  3132 décès recensés en 2015, le 
cancer de l’ovaire constitue la 4ème cause de décès lié au cancer chez la femme (derrière les 
cancers du sein, du colon et du poumon) et l’un des cancers gynécologiques le plus 
meurtrier (5).  

Bien que l’on constate une légère augmentation du nombre de nouveaux cas recensés de 
cancer de l’ovaire en France depuis 1995, parallèle à l’augmentation de la population totale 
et celle de la population âgée, l’incidence et la mortalité standardisé de ce cancer a plutôt 
tendance à diminuer (Figure 3). Entre 1980 et 2012, l’incidence standardisée en France a 
diminué de 16% au total, soit de 0.6% par an en moyenne, et de 1.2% par an entre 2005 et 
2012 (6), ceci étant en rapport avec l’augmentation du nombre de femme exposées aux 
facteurs protecteurs tels que la réalisation d’une hystérectomie ou d’une ligature des 
trompes (7), ainsi que l’utilisation de la contraception orale (8). Parallèlement à la 
diminution de l’incidence, la mortalité standardisée du cancer de l’ovaire a diminué de 
15.8% au total pendant la même période, soit de 1.2% par an en moyenne, et de 3.3% par an 
entre 2005 et 2012 (6).  
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Figure 1  : Schémas de l'appareil génital féminin en coupes frontale et sagittale. 

Les deux ovaires sont situés de chaque côté de l’utérus et reliés aux trompes de Fallope. Ils sont 
disposés dans la cavité pelvienne. Illustration d’après :  

http://www.cancer.net/cancer-types/ovarian-cancer/medical-illustrations 

 

Malgré la diminution de la mortalité du cancer de l’ovaire, le pronostic de cette pathologie 
reste assez sombre. Depuis  les trois dernières décennies, la survie globale à 5 ans reste 
d’environ 45% malgré les progrès thérapeutiques (6). Le mauvais pronostic est 
principalement lié à un diagnostic à un stade tardif pour 80% des cas des cancers épithéliaux 
en l’absence de dépistage précoce, et compte tenu de l’anatomie des ovaires et de l’absence 
de signes cliniques évocateurs lors des phases initiales de la maladie.  

L’âge de survenue du cancer de l’ovaire varie largement entre les types différents. L’âge  

http://www.cancer.net/cancer-types/ovarian-cancer/medical-illustrations
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Figure 2 : Schéma représentant la coupe transversale d'un ovaire. 

L’ovaire est entouré d’une couche mince : la capsule. Il est constitué de deux zones : la zone corticale 
(ou périphérique) contient le stroma et les cellules germinales qui vont libérer les ovules à 
maturation dans la trompe de Fallope ; la zone médullaire (ou centrale), contenant les vaisseaux 
sanguins, est quant à elle le siège de l’activité hormonale de l’ovaire (production d’œstrogènes et de 
progestérone). Illustration d’après : http://www.e-cancer.fr/Patients-et-proches/Les-cancers/Cancer-
de-l-ovaire/Les-ovaires 

 

médian est de 66 ans avec un pic d’incidence entre 50 et 75 ans pour le cancer épithélial et 
de 64 ans pour le cancer stromal et celui des cordons sexuels tandis que le cancer des 
cellules germinales touche souvent des femmes beaucoup plus jeunes, avec un âge médian à 
25 ans (6). 

Plusieurs facteurs de risques ont été identifiés et comprennent des facteurs de risque 
épidémiologiques liés à la vie reproductive tel que la nulliparité, l’infertilité, une puberté 
précoce et/ou une ménopause tardive (9), et  des facteurs de risque environnementaux tels 
que le traitement hormonal substitutif après la ménopause, le surpoids et l’endométriose 
(10). Cependant, tous ces facteurs de risque n’ont  qu’un faible impact sur l’augmentation du 
risque individuel de survenue du cancer ou l’incidence au niveau de la population. La 
prédisposition génétique constitue un facteur de risque beaucoup plus significatif (11). 
Environ 17% des cancers de l’ovaire surviennent suite à la mutation d’un gène de 
susceptibilité entrainant un risque de cancer de l’ovaire supérieur à 5%. Les mutations des 
gènes BRCA1 et BRCA2 sont concernées pour la plupart des cas. Les protéines codées par ces 
gènes jouent un rôle essentiel dans la réparation des ADN double- brin par le système de 
recombinaison homologue (12). Le risque de développer un cancer de l’ovaire au cours de la 
vie pour une femme porteuse  d’une mutation de BRCA1 ou BRCA2 sont respectivement 
environ 40% et 20%, avec un âge moyen de survenue du cancer de 50 et 57 ans, 

http://www.e-cancer.fr/Patients-et-proches/Les-cancers/Cancer-de-l-ovaire/Les-ovaires
http://www.e-cancer.fr/Patients-et-proches/Les-cancers/Cancer-de-l-ovaire/Les-ovaires


5 
 

respectivement. (12,13). Les autres gènes tels que les gènes de réparation des 
mésappariements de l'ADN (MSH2, MLH1, MSH6, PMS2) prédisposant à la survenue du 
cancer colorectal héréditaire sans polyposes (syndrome de Lynch) sont aussi impliqués dans 
le développement d’un cancer de l’ovaire (Tableau 1). Le carcinome ovarien constitue ainsi 
une pathologie très hétérogène. Il est catégorisé différemment par trois systèmes de 
classification: clinique, histologique et moléculaire. Ces critères ont pour but d’établir le 
diagnostic et aussi d’élaborer les stratégies thérapeutiques adaptées. 

 

 

 

Figure 3 : Evolution du nombre de cas et de décès (histogramme) et des taux standardisés 
monde correspondants (TSM) (courbe, échelle logarithmique) de cancers de l’ovaire de 
1995 à 2015 en France. Toutes les estimations sont issues d’une modélisation des données 
d’incidence observées sur la zone registre et des données de mortalité observées sur la France 
métropolitaine jusqu’en 2011. Les périodes d’observation et de projection sont distinguées dans ce 
graphique. D’après : Projection de l’incidence et de la mortalité par cancer en France métropolitaine 
en 2015. Institut de veille sanitaire; 2015. 
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Tableau 1: Les gènes de susceptibilité au cancer de l'ovaire. 

Gène Prévalence chez les femmes de 
cancer de l’ovaire 

Risque de développer un cancer 
de l’ovaire au cours de la vie 

Age moyen de la survenue 
d’un cancer de l’ovaire 

BRCA1 8.0% 40% 50 

BRCA2 5.0% 20% 57 

MSH2, MLH1, 
MSH6, PMS2 

0.8% 8% 47 

RAD51C 1.0% 9% 60 

RAD51D 0.6% 10% 55 

PPM1D 1.5% 25% 68 

D’après: Sopika V, Rosenb B et al. Gynecol Oncol, 2015 

 

3. Classifications des cancers de l’ovaire 

Le carcinome ovarien constitue une pathologie très hétérogène. Il est catégorisé 
différemment par trois systèmes de classification: clinique, histologique et moléculaire. Ces 
critères ont pour but d’établir d’un diagnostic et aussi d’une stratégie thérapeutique. 

3.1 Classification clinique des tumeurs selon la Fédération Internationale de Gynécologie et 
d’Obstétrique (FIGO) 2014 

Le stade de cancer correspond au degré d’extension de la maladie dans l’organisme. C’est un 
élément essentiel  pour déterminer la prise en charge la plus appropriée pour les patients. 
Quand la tumeur est localisée dans l’organe d’origine, on parle de cancer précoce, tandis 
que quand la maladie s’étend à plusieurs organes, on parle de cancer avancé. Pour le cancer 
de l’ovaire, le stade prend en compte trois critères principaux : la localisation précise de la 
tumeur et son étendue ; l’atteinte ou non des organes voisins, du péritoine et des ganglions 
lymphatiques du bassin (métastase régionale) et la taille de ces métastases et la présence ou 
non de métastase dans d’autres parties du corps (métastase à distance). Selon ces critères, 
la Fédération Internationale de Gynécologie et de l’Obstétrique (FIGO) catégorise le cancer 
de l’ovaire en quatre stades numérotés de Ⅰà Ⅳ et décomposés en plusieurs sous-parties (A, 
B, C) qui apportent des précisions de l’étendue du cancer (14) (Tableau 2). Les stades I sont 
considérés comme des cancers précoces tandis que les stades II, III et IV comme avancés 
(15). Seulement 15% de patientes sont diagnostiquées quand le cancer est confiné aux 
ovaires (stade I) alors que 70% patientes ont une maladie hors de la cavité pelvienne au 
moment du diagnostic (stade III et IV) (16).  
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Tableau 2 : Stadification des cancers de l'ovaire selon la Fédération Internationale de 
Gynécologie et d’Obstétrique (FIGO). 

Stades FIGO Définition 

Stade I Tumeur limitée aux ovaires (un ou les 2) 

I A tumeur limitée à un seul ovaire ; capsule intacte, sans tumeur à la surface de l'ovaire ; pas de 
cellules malignes dans le liquide d'ascite ou de lavage péritonéal 

I B tumeur limitée aux deux ovaires ; capsules intactes, sans tumeur à la surface de l'ovaire ; pas de 
cellules malignes dans le liquide d'ascite ou de lavage péritonéal 

I C* tumeur limitée à 1 ou aux 2 ovaires, avec soit rupture capsulaire, soit tumeur à la surface des 
ovaires, soit cellules malignes présentes dans le liquide d'ascite ou de lavage péritonéal. 

Stade II Tumeur intéressant 1 ou les 2 ovaires avec extension pelvienne 

II A extension et/ou greffes utérines et/ou tubaires ; pas de cellules malignes dans le liquide d'ascite 
ou le liquide de lavage péritonéal 

II B extension à d'autres organes pelviens ; pas de cellules malignes dans le liquide d'ascite ou le 
liquide de lavage péritonéal 

Stade III Tumeur de l'ovaire avec extension péritonéale abdominale et/ou ganglionnaire rétropéritonéale 

   III A** métastases rétropéritonéales ± péritoine 

III B métastases péritonéales extra-pelviennes ≤ 2 cm ± adénopathies 

III C métastases péritonéales extra-pelviennes >2 cm ± adénopathies 

Stade IV Métastases à distance (à l'exclusion des métastases péritonéales) 

IV A métastase à la plèvre (cytologie positive) 

IV B autres métastases y compris adénopathies inguinales 

* : stade IC –IC1 : rupture peropératoire 

                     -IC2 : rupture préopératoire ou végétations en surface 

                     -IC3 cellules malignes dans l'ascite ou le liquide de lavage péritonéal. 

** : stade IIIA -IIIA1 : adénopathie rétropéritonéal seul (prouvé par cytologie/histologie) 

                                     IIIA1(i) : foyer adénocarcinomateux dans l'adénopathie ≤ 10 mm 

                                     IIIA1(ii) : foyer adénocarcinomateux dans l'adénopathie >10 mm. 

                         -IIIA2 : extension péritonéale ± adénopathies. 

D’après : Zeppernick F, Meinhold-Heerlein I.  Arch Gynecol Obstet, 2014 
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3.2 Classification histologique de l’OMS 2014 

Parmi les trois types principaux de cancer de l’ovaire qui se développent à partir des trois 
types de cellules différentes (cellules épithéliales, cellules germinales et cellules stromales et 
des cordons sexuels), le cancer de l’ovaire épithélial (carcinome) est le type le plus 
largement répandu et figure parmi les plus létaux de toutes les tumeurs malignes. C’est le 
type de cancer qu’on appelle communément « cancer de l’ovaire » qui est en fait un groupe 
de tumeurs très hétérogène que ce soit au niveau de ses manifestations cliniques, de ses 
aspects architecturaux microscopiques ou encore des types cellulaires identifiables. En 2014, 
suite aux nouvelles connaissances de la pathogénèse de l’ovaire, une nouvelle classification 
des tumeurs ovariennes a été publiée par l’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) qui 
reconnaît six sous-types histologiques principaux (17,18). Les fréquences relatives des 
différents sous-types varient quelque peu entre les différentes études, et le carcinome 
séreux est toujours le sous-type le plus fréquent (68-71%), suivi par le carcinome à cellules 
claires (12-13%), le carcinome endométrioïde (9-11%), et le carcinome mucineux (3%). Les 
tumeurs de Brenner malignes et le carcinome indifférencié sont les deux sous-types les plus 
rares (3-8%) (19). Les trois premiers sous-types histologiques principaux surviennent à une 
fréquence quasiment identique pour les stades précoces tandis que pour les stades avancés, 
presque 90% sont de types séreux (19) (Tableau 3). 

 

Tableau 3 : Fréquences relatives des différents sous-types de carcinomes ovariens 

Types histologique Stades I-II Stades III-IV Tous stades confondus 

Carcinomes séreux 36% 88% 68-71% 

Carcinomes à cellules claires 26% 5% 12-13% 

Carcinomes endométrioïde 27% 3% 9-11% 

Carcinomes mucineux 8% 1% 3% 

Autres types 13% 3% 7% 

D’après : Köbel M, Int J Gynecol Pathol. 2010 

 

 

 

 

 



9 
 

3.2.1 Les carcinomes séreux  

Ils représentent les formes les plus fréquentes de carcinomes épithéliaux de l’ovaire et sont 
subdivisés en deux sous-types : les carcinomes séreux de bas-grade (CSBG) et les carcinomes 
séreux de haut-grade (CSHG). Ce sont deux types de tumeurs distincts en terme de 
pathogénèse et de caractéristiques clinico-pathologiques, mais pas deux grades différents 
d’un même néoplasme (20,21). 

3.2.1.1 Les carcinomes séreux de bas-grade (CSBG) 

Ils représentent 6-10% de tous les carcinomes séreux (22) qui touchent les femmes plus 
jeunes que le carcinome séreux de haut-grade (CSHG) avec un âge médian au diagnostic de 
55 ans (22). Progressant d’une manière indolente et moins rapide, environ un tiers des 
carcinomes sont diagnostiqués au stade I (22). Malgré une réponse moindre à la 
chimiothérapie à base de sels de platine, la survie globale est meilleure que dans les CSHG 
(22). On considère généralement que ce type de carcinome se développe à partir de lésions 
bénignes comme les adénomes séreux bénins qui se transforment en tumeur séreuse 
borderline puis en maladie maligne. Ces constatations sont basées sur des observations de 
ressemblances morphologiques (20,23,24) et cliniques lorsque 75 à 80% des récidives de 
tumeurs séreuses borderline sont retrouvées avec le type CSBG (25) (Figure 4). Dans certains 
cas, les CSHG peuvent coexister avec les CSBG ou bien très rarement, les CSBG peuvent aussi 
se transformer en CSHG (26). La morphologie des CSBG est caractérisée par des noyaux 
uniformes avec une indice d’atypie nucléaire légère à modérée dans la zone tumorale, et 
moins de 12 mitoses sur 10 champs aux plus forts grossissements, la présence de nécrose ou 
de cellules multinucléées est rarement constatée (20,21) (Figure 5). Les motifs 
architecturaux trouvés dans les CSBG sont souvent papillaires mais peuvent aussi être 
glandulaires (27). Dans la plupart des cas, les CSBG ont un niveau d’expression des 
récepteurs aux estrogènes et/ou à la progestérone plus élevé que les CSHG mais légèrement 
plus bas que celui des tumeurs séreuses borderline (28). Au niveau moléculaire, les 
recherches biologiques ont montré que la voie de signalisation des « Mitogen-Activated 
Protein Kinase » (MAPK) joue probablement un rôle important dans la pathogénèse de cette 
malignité puisque 68% des CSBG sont porteuses d’une mutation des gènes BRAF ou KRAS 
(33% et 35%, respectivement), ce qui n’est pas retrouvé dans les CSHG (29). D’autres études 
trouvent que les mutations du gène KRAS sont beaucoup plus fréquentes que celles du gène 
BRAF et qu’une mutation courante de BRAF (BRAF V600E) est plus fréquemment retrouvée 
dans les tumeurs séreuses borderline ou les CSBG de stade précoce (30–32). Des mutations 
du gène NRAS, appartenant à la même famille que KRAS, n’est retrouvée que dans 15% des 
CSBG (31).  
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Figure 4 : Hypothèse d’origine pathogénique des carcinomes ovariens.  

D’après : MCCLUGGAGE W. G., Pathology, 2011 

 

Figure 5 : Sections tumorales de carcinomes séreux de bas-grade (A) et de haut-grade (B) 
en coloration hématoxyline éosine. Le carcinome séreux de bas-grade (A) présente une 
architecture papillaire avec des crevasses entourant les groupes de cellules tumorales ; le carcinome 
séreux de haut-grade (B) présente des espaces en forme de fentes ainsi qu’une activité mitotique 
intense. D’après : McCluggage W. G., Pathology, 2011 

 

3.2.1.2 Les carcinomes séreux de haut-grade (CSHG) 

Représentant presque 90% des carcinomes séreux, les CSHG touchent des femmes plus 
âgées avec un âge médian au diagnostic de 63 ans (22). Progressant d’une manière agressive 
et rapide, la plupart des CSHG sont diagnostiqués à un stade avancé tandis que, dans 
seulement 9% des cas, la maladie est confinée aux ovaires au moment du diagnostic (22). 
Dans la théorie classique, les CSHG se développent directement à partir de la surface de 
l’épithélium ou de kystes d’inclusion corticale, de novo, généralement sans lésions 
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précurseurs précises quoi-que, dans certains cas, une forme intermédiaire dite « néoplasie 
intra-épithéliale ovarienne » se présente (27). Très rarement, les CSHG surviennent 
directement à la suite de tumeurs séreuses borderline de prolifération atypique (26) (Figure 
4). Cependant, de plus en plus d’études trouvent que la majorité des CSHG se développent 
en effet à partir de la surface épithéliale du fimbria des trompes de Fallope, généralement à 
partir des lésions dites « carcinome séreux tubaire intra-épithélial», et s’étend 
secondairement aux ovaires (33–38) (Figure 4). En tenant compte de l’hypothèse que les 
CSHG de l’ovaire sont une forme de manifestation d’une malignité de la même origine au 
niveau de la partie distale des trompes de Fallope, il est suggéré que l’appellation de 
« carcinome séreux de haut-grade pelvien » qui regroupe l’ensemble des CSHG de l’ovaire, 
des trompes de Fallope et du péritoine serait une dénomination plus appropriée (27). La 
morphologie des CSHG est caractérisée par une atypie nucléaire d’intensité forte, souvent 
associée à une nécrose et multinucléée (20,21) (Figure 5).  Les caractéristiques moléculaires 
des CSHG sont marquées par la présence de mutations de TP53 ou une dysfonction de P53  
apparaissant précocement dans la  pathogénèse de la maladie et par conséquent retrouvés 
dans presque tous les CSHG (39,40). Par ailleurs, environ 50% des CSHG présentent une 
anomalie de la voie de réparation des cassures double-brin d’ADN par recombinaison 
homologue ( Homologous Recombination, HR), représentée principalement par des 
altérations génétiques ou épi-génétiques, germinales ou somatiques, des gènes BRCA 1 et 2 
(13,40,41). D’autres anomalies moléculaires comme celles impliquées dans le syndrome de 
Lynch ou encore touchant les voies de signalisation MAPK ou PI3K présentent d’une 
fréquence beaucoup moins forte mais ont une signification potentielle importante 
(11,40,42).   

3.2.2 Les carcinomes endométrioïdes 

Représentant à peu près 10% de tous les carcinomes ovariens, les carcinomes 
endométrioïdes sont souvent diagnostiqués à un stade I, et de bas-grade. Ils surviennent 
souvent, voire tout le temps, à la suite de lésions de type endométriose (surtout des kystes 
endométriosiques) ou d’adénofibrome borderline, souvent associés à des lésions 
précancéreuses ou cancéreuses de l’endomètre (19,43–45). Des travaux récents montrent 
que la majorité des diagnostics anciens de carcinomes endométrioïdes de haut-grade sont 
en fait de type séreux (19), expliquant ainsi leur baisse de fréquence relative (46). La 
morphologie des carcinomes endométrioïdes de bas grade est marquée par les architectures 
glandulaires accolées dos à dos sans interposition de stroma, dans la plupart des cas, 
associées avec des zones adénofibromateuses. La présence d’éléments squameux et 
d’endométriose aide à orienter le diagnostic vers les carcinomes endométrioïdes de bas 
grade (44) (Figure 6). Ce type de carcinomes exprime souvent les récepteurs aux estrogènes,  
rarement des anomalies de P53, et classiquement des anomalies moléculaires des voies de 
signalisation MAPK ou PI3K notamment des mutations des gènes KRAS et PIK3CA, ou encore 
des dysfonctions de PTEN, ou une instabilité des microsatellites dans le contexte de 
syndrome de Lynch (42).  
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Figure 6 : section tumorale des carcinomes endométrioïdes de bas-grade en présence des 
glandules accolées dos à dos en coloration hématoxyline éosine. D’après : McCluggage W.G., 
Pathology, 2011 

 

3.2.3 Carcinomes à cellules claires 

Avec une fréquence relative similaire à celle des carcinomes endométrioïdes dans la 
population globale et une fréquence beaucoup plus importante chez les femmes asiatiques, 
les carcinomes à cellules claires touchent les femmes relativement plus jeunes, avec un âge 
médian à 55 ans au diagnostic, souvent à un stade précoce (stade I et II). Ils surviennent à la 
suite d’endométrioses dans la majorité des cas (19,47). Composé de cellules avec un 
cytoplasme abondant et clair et d’une membrane cellulaire proéminente, la morphologie 
typique ce type de carcinomes est marquée par un mélange d’architectures de forme 
tubulokystique, glandulaire, solide et papillaire, généralement bien différenciées avec une 
mitose rarement active, par fois associée à la présence des cellules clautées (48,49) (Figure 
7). Le système de grade classique pour les autres types de carcinomes ovariens ne 
permettant pas de montrer une différence de pronostic entre les différents grades, les 
pathologistes recommandent de classer tous les carcinomes à cellules claires comme des 
carcinomes de haut-grade (50,51). Ils expriment rarement les récepteurs aux estrogènes, ni 
ne présentent d’anomalie de P53 (27). Par contre, ils présentent assez fréquemment des 
mutations du gène ARID1A et des anomalies de la voie PI3K tel que la mutation du gène 
PIK3CA ou la perte d’expression de PTEN (52–54).  
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Figure 7 : section tumorale des carcinomes à cellules claires avec les architectures 
papillaire (A), tubulokystique (B) et solide (C) et présence des cellules cloutées (D). 

D’après : McCluggage WG, J Clin Pathol, 2008 

 

3.2.4 Carcinomes mucineux 

Les carcinomes mucineux représentent actuellement 3% des tous les carcinomes ovariens 
(19). Cette fréquence relative a bien baissée par rapport aux anciennes études 
épidémiologiques suite à l’amélioration de la distinction entre les tumeurs primaires et 
secondaires métastatiques. Par exemple, il a été trouvé que certains carcinomes mucineux 
de stade avancé étaient en fait des métastases ovariennes de tumeurs d’autres organes ou 
encore que certains carcinomes mucineux associés à un pseudomyxome péritonéal étaient 
en fait d’origine appendiculaire dans presque tous les cas (55). La présence des composants 
de tumeurs borderline et d’autres pathologies bénignes de l’ovaire orientent le diagnostic 
vers une tumeur primaire plutôt que vers une localisation métastatique secondaire (56). La 
majorité des carcinomes mucineux primaires sont diagnostiqués à un stade précoce et de 
bas grade chez des patientes relativement plus jeunes que les carcinomes séreux (55,57). La 
morphologie microscopique des carcinomes mucineux est marquée par leur ressemblance 
cellulaire aux cellules intestinales ou müllériennes, ce qui permet de les divise en deux sous-
types: intestinal et endocervical. Le premier sous-type est beaucoup plus fréquent que le 
second, et des invasions stromales expansibles ou infiltrantes coexistent souvent (58) (Figure 
8).  
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Figure 8 : section tumorale des carcinomes mucineux de type intestinal avec invasion 
stromale de façon expansible (A) et de façon expansible (en haut) et infiltrante (en bas)  
(B). D’après : McCluggage WG, Pathology, 2011  

 

Des études montrent que les carcinomes mucineux de type intestinal se développent 
probablement à la suite de tumeurs borderline transformées à partir d’un adénome bénin. 
Bien que les trois composants puissent être présents dans une même tumeur, une 
pathogénèse similaire à celle des carcinomes séreux de bas grade est observée, alors que les 
carcinomes mucineux de type endocervical sont très souvent associés à une endométriose 
(58). Les anomalies moléculaires des carcinomes mucineux sont marquées par les mutations 
du gène KRAS trouvée dans une moitié des cas, souvent de stade I, et dans tous les 
composants (bénin, borderline et malin) d’une même tumeur (59,60). Cette caractéristique 
est similaire aux carcinomes séreux de bas grade, cependant la mutation du gène BRAF est 
très rare (59). 

3.3 Classification basée sur la pathogénèse-moléculaire 

Les connaissances concernant la pathogénèse des cancers notamment celles des carcinomes 
ovariens ont évoluées ces dernières années. Tous les cancers présentent des mutations 
somatiques. Certaines de ces mutations, nommées mutations « driver », confèrent un 
avantage sélectif à la croissance cellulaire et sont impliquées dans le développement du 
cancer (61). Parmi des gènes mutés codant des protéines impliquées dans des voies de 
signalisation intracellulaire, on distingue les oncogènes et les gènes suppresseurs de 
tumeurs. Pour les carcinomes ovariens, certaines anomalies moléculaires touchent des voies 
de signalisation telles que la voie de la PI3 kinase ou la voie des MAP kinases (62,63). 
D’autres anomalies moléculaires touchent plus souvent des processus de la réparation 
d’ADN ou de l’apoptose parmi lesquelles celle touchant TP53, jouent un rôle essentiel (64). 
L’étude de ces anomalies moléculaires permet la compréhension de la pathogénèse des 
carcinomes ovariens, et peut aider au développement de nouvelles thérapies ciblées. 

3.3.1 Les mutations activatrices des voies de signalisation 
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3.3.3.1 Les mutations des gènes KRAS et NRAS 

La protéine RAS est l’un des éléments essentiels de la voie de signalisation des MAPK (65) 
(Figure 9). Les protéines RAS, codées par les gènes KRAS (Kirsten rat sarcoma viral oncogene 
homolog) situé sur le chromosome 12 et NRAS (Neuroblastoma RAS viral oncogene homolog) 
situé sur le chromosome 1, sont impliquées dans l’oncogenèse du cancer de l’ovaire (66). La 
protéine RAS varie entre une forme active, fixée au GTP (RAS-GTP) et une forme inactive 
fixée au GDP (RAS-GDP). L’hydrolyse du GTP provoque donc la fin de la transmission du 
signal et la régulation de la voie de signalisation. Cette hydrolyse est réalisée grâce à 
l’activité GTPasique intrinsèque de la protéine RAS, potentialisée par son interaction avec 
une protéine GAP (GTPase-activating proteins) (Figure 9). Les mutations faux-sens des exons 
2, 3 et 4 des gènes KRAS et NRAS, modifiant la structure de la protéine RAS, perturbent par 
exemple l’interaction entre RAS et GAP, entraînent une accumulation de la protéine sous sa 
forme active RAS-GTP et confèrent un ordre de prolifération cellulaire continu par activation 
constitutive des molécules en aval de la voie de signalisation (66). 

 

Figure 9 : La voie de signalisation des MAP kinases. Sous sa forme la plus classique, la voie des 
MAP kinases est activée par l’intermédiaire de la liaison du facteur de croissance épidermique (EGF) 
à un récepteur à activité Tyrosine Kinase (RTK). Le RTK activé recrute alors une protéine GRB2 dont le 
domaine SH3 va être reconnu par un facteur d’échange GDP-GTP (protéine SOS1) pour la protéine 
RAS. Cette dernière va alors être activée sous sa forme RAS-GTP et pourra recruter à la membrane la 
kinase RAF, activée elle-même par une ou plusieurs phosphorylations. RAF phosphoryle et active une 
protéine MEK, qui fait de même sur la protéine ERK, qui elle-même active un facteur de transcription 
tel que ELK1 ou une autre kinase. Cela aboutit à la prolifération de la cellule. Il est à noter que RAS-
GTP est désactivé par son activité GTPasique propre, stimulée par la protéine RASGAP. D’après : 
ROBERT, J. Signalisation et cancer, Springer-Verlag Paris. 2010 
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3.3.3.2 Les mutations du gène BRAF 

La protéine RAF, qui se présente sous trois isoformes (ARAF, BRAF et CRAF), est également 
présente au sein de la voie des MAPK, en aval de la protéine RAS (Figure 9).  Les anomalies 
de la protéine BRAF (v-raf murine sarcoma viral oncogene homolog B1), codée par le gène du 
même nom, ont été retrouvées fréquemment dans les carcinomes ovariens, notamment les 
carcinomes séreux de bas grade (29,67). Les mutations faux-sens ponctuelles de ce gène, 
situées principalement dans l’exon 15 du gène, particulièrement celle de c.1799 T>A 
(p.V600E), résultant en la substitution d’une valine par un acide glutamique au niveau de la 
protéine, touchent le domaine kinase, entraînent une activation constitutive de la voie de 
signalisation des MAPK et engendrent une dérégulation de la voie de prolifération cellulaire 
(67).  

3.3.3.3 Les mutations du gène PIK3CA  

La PI3 kinase (PI3K), composée d’une sous-unité régulatrice (p85) et d’une sous-unité 
catalytique (p110) (Figure 10), est une enzyme catalysant la transformation du PIP2 
(phosphatidylinositol-4,5-diphosphate) en PIP3 (phosphatidylinositol-3,4,5-triphosphate), 
entraînant alors l’activation de la voie de signalisation PI3/AKT/mTOR qui contrôle à la fois la 
croissance et la survie cellulaires (65). Les anomalies du gène PIK3CA (Phosphatidylinositol-4, 
5-bisphosphate 3-kinase catalytic subunit alpha), codant la sous-unité catalytique p110 de 
cette enzyme, sont impliquées dans l’oncogenèse de nombreux cancers, y compris des 
carcinomes ovarien, notamment les types endométrioïdes et à cellules claires de stade 
avancé (68,69,42,53). Une amplification de ce gène survient en effet dans 10 à 36% des 
cancers ovariens tandis que des mutations activatrices du gène sont présentes dans 2 à 12% 
des cas (69,70). Les principales mutations activatrices du gène PIK3CA sont situées sur les 
codons 542, 545 et 1047 (exons 10 et 21) du gène (69,71). 

3.3.3.4 Les altérations du gène MET 

Le gène MET code la protéine MET, récepteur transmembranaire à tyrosine kinase (RTK) 
activé par le facteur de croissance HGF (Hepatocyte Growth Factor). La mutation ou 
l’amplification du gène MET se traduit par l’expression d’une protéine pathologiquement 
active qui entraine la prolifération, la survie  et l’invasion cellulaires, et stimule l’angiogenèse 
(72,73). L’effet pathogène déclenché par l’activation de ce récepteur se produit via le 
recrutement de molécule adaptatrice intégrée en aval dans plusieurs voies de signalisation 
telles que les voies MAPK et PI3K en aval qui favorisent la propagation des cellules tumorales 
(74). Les mutations de MET ont été décrites dans les carcinomes ovariens de stade avancé, 
notamment des carcinomes séreux de haut-grade (75). 

3.3.2 Les mutations engendrant une perte de fonction des gènes suppresseurs de tumeurs 

3.3.2.1 Les altérations du gène TP53  
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Le gène TP53 est situé sur le bras court du chromosome 17. La protéine P53, codée par le 
gène TP53 , est un facteur de transcription activée dans des cellules endommagées, se fixant 
de manière spécifique sur les régions régulatrices de certains gènes dont elle contrôle 
l’expression, pour réguler la réparation cellulaire, ou induire l’apoptose des cellules en cas 
d’échec de la réparation cellulaire (76). Les mutations et perte d’hétérozygotie du gène 
TP53, se traduisent par la surexpression d’une forme mutée de la protéine P53 dans la 
majorité des cas, ou par la répression d’une forme tronquée de la protéine P53.  

 

 

Figure 10 : Schéma récapitulatif de la voie PI3 kinase après activation par un récepteur à 
activité tyrosine kinase. Dans cette voie, l’activation d’un RTK par un facteur de croissance 
entraîne un recrutement de la PI3 kinase (PI3K) qui va se lier au récepteur via sa sous-unité 
régulatrice p85. La sous-unité catalytique de la PI3K, p110, réalise alors une phosphorylation du PIP2 
(phosphatidylinositol-4,5-diphosphate) membranaire en PIP3 (phosphatidylinositol-3,4,5-
triphosphate). La phosphatase PTEN (Phosphatase and TENsin homolog) quant à elle est capable 
d’effectuer l’action inverse. Le phosphate en position 3 du PIP3 est alors reconnu par des 
sérines/thréonines kinases (PDK1 et AKT), la première phosphorylant la seconde. La protéine AKT 
active est alors capable de phosphoryler un grand nombre d’autres protéines, qui sont alors activées 
ou inhibées. En particulier, l’inhibition de TSC2 va entrainer un maintien de la protéine RHEB sous sa 
forme active, qui va stimuler la protéine mTOR. Cette dernière, au sein de différents complexes, va 
phosphoryler d’autres protéines mais aussi renforcer l’action d’AKT par un feed-back positif. Les 
cibles d’AKT et de mTOR ont toutes un effet positif sur la survie, la croissance et la prolifération 
cellulaire. D’après : ROBERT, J. Signalisation et cancer, Springer-Verlag Paris. 2010 
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Ces anomalies aboutissent à la perte des fonctions importantes de la protéine P53 sauvage 
comme le contrôle de la survie, de la prolifération et du potentiel métastasique des cellules 
tumorales. Ces anomalies sont décrites dans la grande majorité des cancers, et sont 
fréquemment rencontrées dans les carcinomes ovariens notamment des stades avancés et 
de séreux de haut-grade (77,78,40).  

3.3.3.2 Les altérations du gène PTEN 

Jouant un rôle antagoniste de PI3K par catalyser la transformation du PIP3 en PIP2, la 
phosphatase PTEN est un élément régulateur majeur de la voie de signalisation de PI3K (65) 
(Figure 10). Produit du gène suppresseur de tumeur PTEN (Phosphatase and TENsin 
homolog), la diminution ou la perte d’expression, provoquée notamment par des mutations 
invalidantes ou par la méthylation du promoteur, est un évènement commun et important 
dans la progression des carcinomes ovariens, y compris des carcinomes séreux de haut-
grade (79,80). 

Basés sur la classification anatomo-pathologique et complétée par les caractéristiques 
moléculaires, une nouvelle classification, dite « pathogénétique-moléculaire », a été 
proposée récemment. Elle catégorises les carcinomes ovariens en deux groupes principaux : 
les carcinomes de type I et de types II (81–84) (Figure 11). Les carcinomes de type I 
regroupent les carcinomes séreux de bas-grade, les carcinomes endométrioïdes de bas 
grade, les carcinomes à cellules claires, les carcinomes mucineux et les tumeurs de Brenner 
malignes. Ils sont considérés comme résultant d’un processus oncogénique continu, d’une 
croissance lente et indolente, à partir des lésions précurseures bénignes telles que 
l’endométriose ou l’adénome qui se transforment en tumeurs borderline puis en carcinomes 
invasifs. Ce type de carcinomes, qui compte à peu près un quart des tous les carcinomes 
ovariens, sont diagnostiqués principalement à un stade précoce et associés très souvent 
avec des évènements moléculaires de fréquences variées, notamment les mutations de 
KRAS, BRAF, PIK3CA ou PTEN (82,1,85). Les carcinomes de type II représentent 
majoritairement les carcinomes séreux de haut-grade et rarement des carcinomes 
indifférenciés. Ils surviennent généralement de novo et sans lésions précurseurs précises, et 
évoluent très rapidement avec un diagnostic très tardif et constituent un groupe de 
malignité très agressive. Ils sont souvent associés aux mutations du gène TP53 (85).  Les 
mutations de la voie de signalisation MAPK sont beaucoup moins fréquentes dans les 
carcinomes séreux de haut grade (type II) que dans ceux de bas grade (type I) (86) et sont 
peut-être un élément important dans la transformation des carcinomes séreux de bas-grade 
à haut grade (26). 

Cette classification, distinguant les tumeurs des types I des types II, est une première étape à 
la compréhension de l’hétérogénéité des carcinomes ovariens. Ces nouvelles connaissances 
apportent également de nouvelles perspectives à l’utilisation de thérapies personnalisées, 
offrant potentiellement aux malades un meilleur pronostic dans les années à venir. 
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Figure 11 : Sous-types histologiques et moléculaires des carcinomes ovariens.  

D’après : Ledermann JA, Drew Y, Kristeleit RS. Eur J Cancer. 2016 

 

4. Stratégies thérapeutiques 

4.1 Traitement standard 

Malgré l’évolution des connaissances sur la pathogenèse des carcinomes ovariens au cours 
des dernières années, les principes de prise en charge des patientes atteintes de carcinomes 
primaires varient très peu entres les sous-types. L’association de la chirurgie couplée par la 
chimiothérapie à base de sels de platine est toujours le traitement standard (1). Elle est 
complétée éventuellement par une thérapie ciblée chez certaines patientes. 

4.1.1 La chirurgie 

Une chirurgie de la tumeur a pour but d’établir un diagnostic histo-pathologique et le stade 
clinique d’une part, et d’aboutir à une résection tumorale la plus complète possible d’autre 
part. Quand la maladie est localisée et qu’une résection complète peut être obtenue 
d’emblée, une chirurgie est envisagée en première intention. L’intervention standard 
comprend une hystérectomie totale avec une annexectomie bilatérale, une omentectomie 
infra-gastrique, une appendicectomie, un curage ganglionnaire pelvien bilatéral et lombo-
aortique infra-rénal. Une cytologie péritonéale et des biopsies péritonéales sont aussi 
réalisées (1). Quand la maladie a évoluée à un stade avancé et qu’il parait impossible 
d’obtenir une résection complète, une chimiothérapie pré-opératoire (ou néo-adjuvante) 
doit être envisagée avant de tenter une chirurgie de cytoréduction d’intervalle. Le but est 
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alors d’aboutir à une réduction tumorale maximale afin de diminuer le risque de rechute 
locale, notamment abdomino-péritonéale qui est le mode de rechute le plus courant des 
carcinomes ovariens (1,87,88). Dans de très rares cas, une chirurgie conservatrice préservant 
l’utérus et un ovaire intact peut être envisagée dans l’objectif de préserver la fertilité (1).  

4.1.2 La chimiothérapie cytotoxique 

Les indications de chimiothérapie cytotoxique dans les carcinomes ovariens primaires sont 
très larges. En effet tous les stades justifient d’une chimiothérapie adjuvante dans le but de 
diminuer le risque de rechute locale ou à distance, ou néo-adjuvante dans le but de diminuer 
le volume tumoral et d’augmenter la possibilité d’une résection chirurgicale complète, à 
l’exception des stades IA de grade I ou II qui ont un risque minime de rechute dans le 
contexte d’une résection chirurgicale complète (1).  

La chimiothérapie la plus largement utilisée est une bichimiothérapie associant un sel de 
platine (carboplatine le plus souvent) et d’un taxane (paclitaxel généralement), à raison 
d’une cure toutes les trois semaines pour six cures en total en chimiothérapie adjuvante, ou 
de trois cures avant et trois cures après la chirurgie en chimiothérapie néoadjuvante. La dose 
administrée et l’intervalle de la chimiothérapie peut varier en s’adaptant à l’état général, la 
morbidité associée, la surface corporelle et la tolérance au traitement des patientes (1,15) 
(Tableau 4).  

Pour les carcinomes ovariens récidivants, la chimiothérapie est le traitement principal. Les 
protocoles varient en fonction de l’intervalle entre la fin du traitement initial et le diagnostic 
de la récidive, et sont définis selon une classification élaborée à l’issue de la conférence de 
consensus de Vancouver en 2010 (89). Le délai de rechute retenu pour définir la 
chimiorésistance est de 6 mois. 

Tableau 4 : Principaux protocoles de chimiothérapie adjuvante des carcinomes ovariens 
primaires 

 

 

Protocoles 
intraveneux 

1) Paclitaxel (175 mg/m2 en 3 h iv) suivi par carboplatin (AUC 5-7.5 iv en 1 
h) à J1, toutes les 3 semaines pour 6 cures 

2) Docetaxel (60-75 mg/m2 en 1 h iv) suivi par carboplatin (AUC 5-6 iv en 1 
h) à J1, toutes les 3 semaines pour 6 cures 

3) Dose-dense paclitaxel (80 mg/m2 iv en 1 h) à J1, 8, et 15 plus carboplatin 
(AUC 6 iv en 1 h) à J1, toutes les 3 semaines pour 6 cures 

Protocoles 
intrapéritonéal  

Paclitaxel (135 mg/m2 iv infusion en 24 h) à J1, cisplatin (75-100 mg/m2 ip) à 
J2, et paclitaxel (60 mg/m2 ip) à J8, toutes les 3 semaines pour 6 cures 

iv, indication intraveneuse; AUC, area under the curve; ip, intrapéritonéal.  

D’après: Jelovac D, Armstrong DK. CA Cancer J Clin. 2011 
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4.1.3 Nouvelles stratégie thérapeutiques 

4.1.3.1 Les traitements anti-angiogéniques 

Le VEGF est l’un des principaux facteurs angiogéniques dont l’expression est un événement 
précoce et crucial de la cancérogénèse ovarienne, et associée au potentiel invasif de la 
tumeur ainsi qu’à sa tendance à la dissémination vers d’autres régions du corps. C’est un 
facteur de mauvais pronostic (90–92). Parmi les membres de la famille des VEGF, le VEGF-A 
est le facteur pro-angiogénique identifié comme étant le plus important qui présente 
l’affinité la plus élévée pour les principaux récepteurs extracellulaires 
endothéliaux impliqués dans l’angiogénèse: le VEGFR-1 et VEGFR-2 (93). L’inhibition de 
l’angiogénèse des carcinomes ovariens par le blocage de VEGF devient une stratégie 
thérapeutique très importante. 

Le bevacizumab, un anticorps monoclonal humanisé ciblant les VEGF, est le premier agent 
de molécule-ciblé impliqué dans le traitement des carcinomes ovariens, notamment dans les 
stades avancés (94). En association à la chimiothérapie cytotoxique suivi d’un traitement 
d’entretien en monothérapie, l’efficacité du bevacizumab a été démontrée dans le 
traitement des carcinomes ovariens primaires (95,96) et de la maladie récidivante sensible 
ou résistante à la chimiothérapie initial à base des sels de platine (97,98), avec une 
amélioration de la survie sans progression (SSP) mais pas la survie globale (SG)  
probablement en raison de l’échange des patientes dans les groupes différents (crossover) 
au cours des essais cliniques (99–101).  

4.1.3.2 Les inhibiteurs de PARP 

La voie de réparation d’ADN de cassure double-brin engendrée par les agents cytotoxiques 
par recombinaison homologue (HR) lors de la réplication de l’ADN est le mécanisme critique 
de la réparation du dommage d’ADN. Les protéines BRCA1/2 y jouent un rôle essentiel 
(102,103).  Dans les cellules où ce mécanisme est endommagé par les altérations des 
molécules impliquées, l’intégrité génomique des cellules repose sur le mécanisme de 
réparation d’ADN de cassure simple-brin par excision de base réalisée principalement par 
une familles d’enzymes nucléaires : Poly [ADP-ribose] polymerase (PARP) (104). En présence 
de défaut des mécanismes de réparation encadrée par BRCA1/2, l’inhibition de la fonction 
PARP va introduire un blocage complet de la réparation d’ADN déclenchant l’arrêt des cycles 
cellulaires et puis l’apoptose cellulaire, dite « létalité synthétique »  (105) (Figure 12). Parmi 
les 17 homologues des PARP, le PARP-1 joue un rôle essentiel dans le processus de 
réparation d’ADN (106).  
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Figure 12 : Implications des protéines BRCA1/2 et PARP dans les processus de réparation 
de l'ADN. Suite à une lésion de l’ADN double-brin engendrée par les agents génotoxiques, les 
kinases ATM/ATR sont activées. Elles vont alors phosphoryler et activer les protéines BRCA1 et 2. 
BRCA1 est une protéine clé dans la régulation de différents processus de réparation de l’ADN 
(comme la jonction d’extrémités non homologue ou la recombinaison homologue) et des points de 
contrôle du cycle cellulaire. BRCA2, engagée dans un complexe avec FANCD2 et RAD51, va jouer un 
rôle direct dans la recombinaison homologue. L’inhibition de PARP dans des cellules BRCA altéré 
provoque une inhibition de tout mécanisme de réparation de l’ADN, menant à la mort de la cellule. 
D’après : WEBERPALS et al, Cancer Genet, 2011 

 

Les anomalies de la voie de réparation de l’ADN par recombinaison homologue (HR) sont des 
évènement assez fréquents dans les carcinomes ovariens, notamment dans presque la 
moitié du sous-type de séreux de haut-grade:  dans la majorité des cas, on observe une 
perte de fonction de BRCA1/2 engendrée par des altérations génétiques ou épigénétiques 
pour lesquelles les tumeurs se comportent d’une manière similaire que celles porteuses de 
mutations germinales des gènes BRCA1/2 notamment au niveau de leur sensibilité aux sels 
de platine, d’où le concept «carcinomes ovariens BRCAness» (40,107,108). L’ajout des 
inhibiteurs de PARP-1 dans le traitement des carcinomes ovariens porteurs de mutation des 
gènes BRCA1/2 ou BRCAness parait donc rationnel. 

L’olaparib est le premier inhibiteur de PARP-1 étudié dans le traitement des carcinomes 
ovariens. Utilisé comme traitement d’entretien en monothérapie ou associé avec une 
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chimiothérapie cytotoxique suivi par un traitement d’entretien en monothérapie, l’efficacité 
de l’olaparib a été montrée dans le traitement de rechutes sensibles aux sels de platine, 
majoritairement des carcinomes séreux de haut-grade, avec une amélioration de la survie 
sans progression mais pas la survie globale (109). Fin 2014 l’olaparib a obtenu une AMM en 
Europe pour le traitement des carcinomes ovariens de haut-grade récidivants et sensibles 
aux sels de platine porteurs d’une mutation germinale ou somatique de BRCA. En 2016, il est 
disponible en France dans le cadre d’une Autorisation Temporaire d’Utilisation (ATU). 

5. Facteurs pronostiques 

Un facteur pronostique est une variable corrélée à la survie globale. Il doit être fiable, 
reproductible et validé par plusieurs études concordantes. La mise en évidence des facteurs 
pronostiques qui permet de discerner des profils évolutifs distincts est essentielle pour 
mieux adapter la prise en charge thérapeutique. 

5.1. Facteurs de risque liés à la tumeur 

5.1.1 Stade FIGO  

 L’extension anatomique de la maladie est un facteur pronostique reconnu. La classification 
de cette extension utilise le stade FIGO qui repose sur l’atteinte ovarienne uni ou bilatérale 
(stade I), l’extension pelvienne (stade II), péritonéale et/ou ganglionnaire (stade III) ou 
métastatique (stade IV) (14) (Tableau 2). La survie à 5 ans est très favorable et atteint 90% 
quand la tumeur est localisée aux ovaires. Elle est moins favorable (70%) quand la maladie 
s’étend aux organes de voisinage et devient très défavorable (moins de 30%) en cas de 
maladie disséminée et métastasique (16). Ces chiffres baissent à 70%,  45%, 21% et moins de 
5% pour la survie à 10 ans (15). L’extension de la tumeur évaluée par un score préopératoire 
a toujours une influence à la survie même si une résection complète chirurgicale a été 
réalisée (110). Compte tenu que la majorité des tumeurs sont diagnostiquées à un stade 
avancé, la survie des carcinomes ovariens de tous stades confondus reste sombre (45%) (16).  

5.1.2 Type histologique 

Le type histologique est un facteur pronostique indépendant. Dans les quatre sous-types 
principaux, les carcinomes endométrioïdes, à cellules claires et mucineux ont un pronostique 
beaucoup plus favorable que le type séreux avec une survie à 12 ans à 57%, 64%, 58% et 
27% pour tous stades confondus de chaque sous-type (10). La nouvelle classification 
pathogénétique-moléculaire distingue les carcinomes séreux comme deux catégories 
histologiques avec une grande disparité au terme de survie à 5 à 10 ans (69% et 56% vs 28% 
et 15%) (111). L’influence pronostique des types histologiques est plus importante dans les 
stades avancés compte tenue de la survie identique des tumeurs de stade I (57). 

5.1.3 Grade histologique 
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Le grade histologique est un facteur pronostique indépendant dans les carcinomes ovariens 
(112).  Il est particulièrement déterminant dans les carcinomes de stade I pour lesquels la 
réalisation de la chimiothérapie dépend du grade tumoral (113). 

5.1.4 Facteurs biologiques 

La plupart des facteurs biologiques étudiés, par exemple la surexpression d’EGFR, HER2, ou 
P53, l’index de prolifération Ki67, le taux de CA 125 sérique, n’ont pas formellement validé 
leur valeur pronostique pour la prise en charge clinique des carcinomes ovariens  (114,115). 
Le CA 125 est le premier biomarqueur identifié et utilisé dans les carcinomes ovariens dont 
le taux est élevé initialement chez plus que 80% de patientes. L’utilisation de CA 125 sérique 
est plutôt à but de surveillance de la rechute. Un court intervalle d’augmentation du taux de 
CA 125 (doublement du taux à moins de 40 jours) pendant la surveillance après le traitement 
initial est un facteur prédictif de la rechute précoce et un facteur indépendant de mauvais 
pronostic (114).  

5.1.5 Profils d’expression génique  

L’analyse des profils d’expression géniques via les puces à ADN est d’utilisation assez récente 
dans les carcinomes ovariens et a essentiellement permis de distinguer deux principaux 
types de tumeurs évoqués ci-avant. 

Ces évaluations moléculaires pronostiques ou prédictives ne permettent pas l’évaluation 
indépendante d’un facteur pronostique  mais elles aboutiront peut-être au développement 
de nouvelles thérapies, ou de nouvelles signatures multigéniques diagnostiques, 
pronostiques ou prédictives de réponse (116). 

5.2 Facteurs pronostiques liés aux patientes 

L’âge au moment du diagnostic est un facteur pronostique indépendant dans les stades 
précoces et avancés (112). La survie nette à 10 ans diminue de manière substantielle et 
constante avec l'âge, passant de 67% chez les patients les plus jeunes (< 45 ans)à 18% pour 
les patients les plus âgés (> 75 ans) (6). L’état général, évalué par l’indice de performance, 
est un facteur pronostique notamment dans les stades avancés (117).  

5.3 Facteurs pronostiques liés aux traitements 

5.3.1 Qualité de la chirurgie et résidu tumoral en fin de l’intervention. 

Une stadification complète et appropriée de la maladie pour ne pas sous-stadifier la lésion 
tumorale est essentielle dans la décision de la prise en charge des carcinomes ovariens.  

La chirurgie des cancers de l’ovaire doit par ailleurs répondre au concept de cytoréduction 
maximale sans résidu tumoral macroscopique postopératoire, dans les traitements des 
tumeurs primaires notamment des stades avancés ou de la rechute. Il est établi que la taille 
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du résidu tumoral est un facteur pronostique de survie  indépendant essentiel 
(110,118,119). 

5.3.2 Intervalle libre sans progression 

L’intervalle libre entre la fin des traitements initiaux et la découverte de rechute de la 
maladie a été identifié comme un facteur prédictif de la survie indépendant. C’est également 
un facteur prédictif de la chimiosensibilité avec une chimiorésistance accrue en cas de 
rechute moins de 6 mois après la fin d’une première ligne de chimiothérapie (110,120).  
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  PARTIE II TRAVAIL EXPERIMENTAL 
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B. HYPOTHESES DE TRAVAIL ET OBJECTIFS  

1. Justification et hypothèses de travail 

Ce travail, intitulé «  Etude de mutation des gènes KRAS, NRAS, BRAF, PIK3CA, MET et de 
l’expression de protéines P53 et PTEN et leur implications cliniques dans le carcinome 
épithélial ovarien de haut grade », s’intègre dans les projets de recherche translationnelle de 
l’Unité de Biologie des Tumeurs de l’ICL en lien avec le projet « Diagnostic Avancé et 
Recherche Translationnelle (DART) du département Santé Biologie Signal (SBS) de 
l’UMR7039 CRAN Université de Lorraine. Le concept de recherche translationnelle est 
apparu au cours des vingt dernières années et vise à accélérer le transfert des découvertes 
de la recherche fondamentale vers des applications diagnostiques et thérapeutiques 
innovantes pour ainsi assurer une meilleure prise en charge des patients. 

En cancérologie, un des objectifs prioritaires en recherche translationnelle est d’identifier et 
de valider des marqueurs biologiques (biomarqueurs) pour le diagnostic et le traitement des 
cancers en utilisant les technologies les plus innovantes au bénéfice des patients. Les 
exemples les plus concrets sont l’avènement des thérapies dites ciblées en cancérologie et la 
découverte de biomarqueurs prédictifs de réponse ou de résistance à ces thérapies ciblées 
faisant office de diagnostic–compagnon pour assurer une meilleure personnalisation 
thérapeutique.  

Les connaissances de la biologie tumorale des carcinomes ovariens ont connu des progrès 
substantiels au cours des dernières années se traduisant par la proposition d’une nouvelle 
classification pathogénie-moléculaire. Cependant l’analyse moléculaire ne fait pas encore 
partie des examens de routine clinique pour le diagnostic ou le traitement. Malgré la grande 
hétérogénéité des  carcinomes ovariens, la stratégie thérapeutique demeure peu différente 
entre les différents sous-types. En fin, l’évolution du traitement des carcinomes ovariens, 
que ce soit la chirurgie ou les traitements médicaux, n’a pas permis d’augmenter de manière 
significative la survie au cours des dernières décennies. Tous ces éléments justifient un réel 
besoin en thérapies innovantes dans la prise en charge des carcinomes ovariens et les 
perspectives de l’évolution actuelle des stratégies thérapeutiques des tumeurs épithéliales 
de l’ovaire reposent en grande partie sur l’identification de nouvelles cibles thérapeutiques 
parmi lesquelles les anomalies touchant les voies de signalisation oncogéniques ou des 
fonctions essentielles à la survie cellulaire. 

Cette approche implique donc de différencier les carcinomes ovariens en fonctions de leurs 
anomalies génomiques ou moléculaires et ainsi d’adapter tout ou partie du traitement à ces 
anomalies.  

2. Objectifs de travail 

Ce travail a pour objectif l’étude des carcinomes ovariens de haut grade (ou de type II) qui 
sont les plus fréquemment rencontrés. Lors de ce travail, nous avons cherché à identifier des 
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anomalies moléculaires présentes au niveau des voies de signalisation cellulaire et d’en 
discuter l’intérêt thérapeutique. Les paramètres qui ont été étudiés sont les suivant : 

-- Mutations de KRAS, NRAS, BRAF, PIK3CA et MET par les techniques de biologie 
moléculaire ; 

-- Niveau d’expression des protéines P53 et PTEN par immunohistochimie ; 

-- Valeurs prédictives ou pronostiques de ces biomarqueurs. 

Ce travail a donné lieu à une publication actuellement soumise dans une revue 
internationale à comité de lecture, à une présentation orale en congrès national et une 
présentation par affiche en congrès international (Annexe 8) 

C. PATIENTES, MATERIEL ET METHODES 

1. Sélection des patientes 

Soixante-dix patientes atteintes de carcinomes ovariens de haut-grade, toutes traitées à 
l’Institut de Cancérologie de Lorraine entre 2007 et 2012, ont été sélectionnées pour cette 
étude rétrospective. Parmi elles, 17 patientes ont été exclues pour les critères suivants : 
données cliniques incomplètes dans 2 cas, échantillon tumoral fixé et inclus en paraffine non 
disponible pour dans 1 cas, échantillon tumoral congelé non disponible dans 10 cas et 
contenu tumoral de l’échantillon insuffisant dans 4 cas (Figure 13). 

2. Traitement des prélèvements 

Deux types de prélèvements tumoraux ont été utilisés : des prélèvements tumoraux fixés à 
l’AFA (Alcool, Formol, Acide acétique) et inclus en paraffine d’une part, et des fragments 
tumoraux congelés, d’autre part.  

Le prélèvement est fixé dans l’AFA pendant 24 heures. Ceci permet la conservation de la 
morphologie cellulaire au sein du fragment ainsi que des sites antigéniques (121). Le 
prélèvement est ensuite découpé en plusieurs fragments et inclus dans la paraffine coulée à 
56°C afin d’obtenir un échantillon solide homogène et une bonne conservation de la tumeur 
au cours du temps. Compte tenu de l’agressivité du mélange acide et alcool, cette méthode, 
peut cependant entraîner une fragmentation des acides nucléiques rédhibitoire à l’analyse 
de l’ADN par séquençage à haut débit. Le fragment congelé dans l’azote liquide et 
cryoconservé à -80°C, bien que plus délicat à manipuler, permet une meilleure conservation 
de l’ADN.  

Pour cette raison, les premiers types de prélèvements sont utilisés pour les analyses 
d’expressions protéiques par l’immunohistochimie alors que les fragments congelés sont 
utilisés pour l’extraction et l’analyse des mutations somatiques d’ADN. 
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Figure 13 : Illustration de la procédure de la sélection des patientes. 

 

3. Méthodes d’analyses 

L’analyse des mutations somatiques des gènes KRAS, NRAS, BRAF, PIK3CA et MET est 
réalisée à l’aide de techniques de biologie moléculaire telles que la PCR HRM et le 
séquençage haut-débit. L’analyse de l’expression des protéines P53 et PTEN est quant à elle 
réalisée par immunohistochimie. 

3.1. Recherche de mutations somatiques par les techniques de biologie moléculaire 

3.1.1. Etape pré-analytique : préparation des coupes sur lames et coloration à 
l’hématoxyline-Eosine-Safran (HES), détermination du pourcentage de cellules tumorales 

Afin de connaître le pourcentage des cellules tumorales contenu dans chaque fragment 
congelé, des coupes de 5µm d’épaisseur sont effectuées à l’aide d’un cryostat (CM 1880, 
Leica Biosystem, Nussloch, Germany) (Figure 14). Ces coupes sont ensuite disposées par 
capillarité sur des lames de verre, qui sont immédiatement plongées dans l’AFA. Le fragment 
correspondant à la coupe est alors directement replacé dans de la carboglace, pour éviter 
une dégradation des acides nucléiques. 

Une fois les coupes fixées, elles sont colorées par HES (Hématoxyline, Eosine, Safran) (Figure 
15) (Annexe 1). La coloration HES associe trois colorants utilisés successivement et 
permettent la coloration violette des noyaux cellulaires par l’hématoxyline basique, la 
coloration rose du cytoplasme par l’éosine acide et la coloration jaune des fibres de 
collagène par le safran.  

Patientes traitées à l’ICL entre 
2007 et 2012 pour les 
carcinomes ovariens de haut 
grade (n=70) 

Patientes finalement inclues 
dans l’étude (n=53) 

Patientes exclues de l’étude (n=17) : 

-données cliniques incomplètes (n=2) ; 

-bloques paraffinées indisponible (n=1) ; 

-bloques congelées indisponibles (n=10) ; 

-fraction tumorale insuffisante pour l’analyse 
(n=4) 
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Lorsque la lame est colorée, un médecin anatomopathologiste détermine le pourcentage 
tumoral de la coupe par observation de la lame au microscope (grossissement x10). Les 
fragments contenant moins de 10% de cellules tumorales ne seront pas utilisés pour les 
analyses.  

 

 

 

Figure 14 : Photographies du Cryostat Leica 1850 lors de la coupe d’un fragment congelé. 
Le fragment congelé est déposé dans le cryostat à une température de -22°C. Il est alors déposé sur 
un plot puis inclus dans un gel de maintien qui se solidifie dans les températures négatives. Le 
fragment peut alors être découpé en sections de 5µm d’épaisseur. 

 

 

Figure 15 : Photos de coupes tumorales établies au cryostat, posées sur lames et colorées 
par Hématoxyline, Eosine, Safran (HES). La coloration HES est une coloration tri-chromique 
associant un colorant basique révélant les noyaux cellulaires (Hématoxyline), un colorant acide 
révélant le cytoplasme (Eosine) et un dernier colorant révélant les fibres de collagène (Safran). 
Macroscopiquement, des zones violettes qui indiquent une plus forte densité nucléaire sont 
distinguées des zones roses plus cytoplasmiques. 
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3.1.2. Extraction des ADN à partir des prélèvements congelés 

L’ADN contenu dans les cellules des fragments tumoraux congelés est isolé à l’aide du kit 
d’extraction «QIAmp DNA mini kit» (Qiagen, Allemagne) en suivant le protocole de 
purification d’ADN depuis des tissus (Annexe 2). Le principe de  cette extraction repose sur 
les propriétés de liaison sélective des composés sur une membrane à base de silice tapissant 
la colonne d’extraction. En effet, dans les conditions chimiques apportées par la composition 
des différents tampons, l’ADN se lie à la membrane de silice tandis que les contaminants 
passent à travers.  

Pour réaliser cette extraction depuis un tissu congelé, plusieurs étapes sont nécessaires 
(Figure 16): 

-- La libération de l’ADN par la lyse des composants protéiques du tissu. Une lyse mécanique 
est d’abord effectuée grâce à un appareil à fragmentation, le «TissueLyserII» (Qiagen). Puis, 
une lyse enzymatique est réalisée grâce à l’ajout de la protéinase K : l’échantillon est alors 
incubé dans deux bains-maries successifs, soumis à des conditions différentes.  

-- La précipitation de l’ADN, provoquée par l’ajout d’éthanol. 

-- La liaison de l’ADN à la membrane de silice grâce au transfert du mélange dans la colonne 
d’extraction.  

-- Les deux lavages qui permettent successivement des protéines, puis des sels, d’être 
éliminés en passant à travers la membrane.  

-- L’élution de l’ADN, se décrochant de la membrane, par l’ajout d’un tampon aqueux.   

3.1.3. Dosage de l’ADN extrait  

Pour vérifier la qualité de l’extraction et calculer la quantité d’ADN extrait, un dosage de la 
solution obtenue précédemment est effectué à l’aide d’un spectrophotomètre (NanoVue, GE 
Healthcare, Little Chalfont, Angleterre) (Figure 17). Cet appareil permet de mesurer 
l’absorbance à une longueur d’onde de 260 nm, maximum d’absorption de la molécule 
d’ADN, dans un volume de 2 µL d’échantillon seulement. 

Grâce à la loi de Beer-Lambert, il calcule alors la concentration d’ADN de cet échantillon. La 
pureté de l’échantillon est quant à elle traduite par le rapport d’absorbance 
A260nm/A280nm. Une fois l’ADN extrait et dosé, il est conservé à -80°C pour une utilisation 
ultérieure. 
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Figure 16 : Schéma de principe de l’extraction d’ADN à l’aide du kit « QIAamp DNA mini kit 
» (Qiagen). 1. Pesée du fragment tissulaire tumoral - 2. Ajout de PBS et d’une bille de métal dans le 
tube Eppendorf® contenant le fragment et lyse mécanique du tissu à l’aide du TissueLyser (Qiagen) 
secouant le tube très violemment – 3. Ajout de protéinase K et de tampon ATL pour -4 une première 
lyse enzymatique à 56°C pendant 3 heures – 5. Suite de la lyse enzymatique dans du tampon AL à 
70°C pendant 10 minutes – 6. Ajout d’éthanol 100% pour la précipitation de l’ADN – 7. Isolement de 
l’ADN et purification des protéines et sels sur colonne de silice. 

 

 

Figure 17 : Photo du NanoVuePlusTM. Cet appareil est un spectrophotomètre permettant de 
mesurer l’absorbance des 2µL d’échantillons déposés, et d’en mesurer la concentration grâce à la loi 
de Beer-Lambert. 

 

3.1.4. Analyse des mutations par PCR-HRM (Polymerase Chain Reaction High Resolution 
Melting) 
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La méthode de la PCR HRM permet d’évaluer, de manière non spécifique, la présence ou 
l’absence de mutations sur l’ensemble d’un exon (122).  

L’analyse par PCR HRM est effectuée sur plaque 96 puits. Les réactifs utilisés pour cette 
réaction sont issus du kit «LightCycler® 480 High Resolution Melting Master» (Roche 
Diagnostics, Meylan, France), prêt à l’emploi. Le logiciel utilisé pour le traitement des 
courbes est le “LightCycler® 480 SW 1.5” (Roche Diagnostics).  

Dans chaque puits est disposé le mélange réactionnel composé des éléments nécessaires à 
la synthèse des amplicons : les amorces sens et anti-sens spécifiques de l’exon à étudier, de 
l’eau «DNase free», le « Master mix » contenant le Resolight® (fluorochrome), le mélange 
des quatre dNTPs et la Taq Polymerase (enzyme de polymérisation de l’ADN) et enfin du 
MgCl2 catalysant la réaction enzymatique. Sur chacun de ces mix est ensuite ajouté chaque 
échantillon d’ADN à étudier. Chaque échantillon est testé en duplicat pour chaque exon 
analysé. Les témoins positifs et négatifs pour les mutations recherchées sont également 
déposés en duplicats (Annexe 3). La plaque 96 puits est alors disposée dans un 
thermocycleur pour les différentes réactions de PCR : le «LightCycler®480» (Roche 
Diagnostics). 

La PCR HRM est réalisée en trois étapes. Tout d’abord, 45 cycles de PCR dite «classique» sont 
effectués en présence d’un intercalant fluorescent d’ADN, le Resolight®, afin d’amplifier la 
séquence d’intérêt (123). Pour augmenter la spécificité et l’efficacité de cette PCR, la 
température d’hybridation des amorces est progressivement augmentée au cours des cycles 
(PCR touchdown). Ensuite, une étape de dénaturation des brins d’ADN est suivie d’un 
refroidissement rapide à 40°C. Cela permet le réappariement des  amplicons et la 
réincorporation du Resolight® au sein de ces amplicons. La fluorescence est alors à son 
maximum. 

Finalement l’étape d’HRM : la cible amplifiée est progressivement dénaturée en augmentant 
la température du milieu réactionnel de 40°C à 95°C par petits incréments de 0.2°C/seconde. 
Lors de cette étape, l’intercalant fluorescent va graduellement se libérer des amplicons 
(Figure 18), générant ainsi une diminution de la fluorescence. Une courbe de fusion haute 
résolution représentant l’évolution de la fluorescence en fonction de la température est 
alors obtenue (Figure 19). Le profil de cette courbe sera spécifique à la température de 
fusion (Tm) de chaque amplicon, dépendant elle-même essentiellement de la longueur du 
double-brin étudié et de sa proportion en Guanine et en Cytosine (coefficient de Chargaff) 
mais aussi de l’enchaînement des bases au sein de l’amplicon. Ainsi, le profil de fusion d’un 
ADN muté sera différent de celui d’un ADN non muté pour un exon donné. Le statut 
mutationnel de l’ADN tumoral étudié est défini en comparant son profil de fusion avec ceux 
d’un témoin muté et d’un témoin non muté pour la mutation recherchée (Figure 19).  
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Figure 18 : Représentation schématique de la libération du Resolight® (en vert) de 
différents amplicons (1), (2) et (3) lors de l’augmentation de la Température. En augmentant 
la température graduellement lors de la PCR-HRM, l’intercalant fluorescent (Resolight®) va se libérer 
progressivement des double-brins d’ADN, engendrant ainsi une baisse de la fluorescence. Cette 
diminution va donc dépendre de la température de fusion (Tm : température à laquelle 50% de l’ADN 
double-brin s’est dénaturé) de chaque amplicon : plus le Tm sera faible, plus la chute de fluorescence 
sera précoce 

 

 
Figure 19 : Comparaison des courbes de fusion haute résolution de deux échantillons 

analysés avec celles des témoins muté et non muté. 

Sur ces courbes représentant la diminution de la fluorescence en fonction de la température, deux 
profils sont distincts : le profil «muté» (témoin vert + courbe 1) montre une diminution rapide de la 

fluorescence tandis que sur le profil «non muté» (témoin bleu + courbe 2), cette diminution est 
observée plus tardivement (Tm plus élevé) 

 
Pour faciliter la lecture des résultats, la dérivée de ces courbes de fusion par rapport à une 
courbe de base (le témoin non muté) est effectuée (Figure 20).  

Cette technique a été utilisée pour étudier la présence ou l’absence de mutations sur les 
exons 2, 3 et 4 des gènes KRAS et NRAS, sur les exons 10 et 21 du gène PIK3CA, ainsi que sur 
l’exon 15 du gène BRAF chez les 53 patientes étudiées.  

Détermination du Tm
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Figure 20 : Dérivées des courbes de fusion par rapport à la courbe du témoin non muté. 
Cette représentation des courbes de fusion permet une meilleure lecture des résultats 

 

3.1.5. Analyse de mutations par séquençage haut-débit  

L’analyse par séquençage haut-débit permet de rechercher et d’identifier précisément 
certaines anomalies telles que les mutations ponctuelles, les insertions, les délétions et les 
petits réarrangements chromosomiques (122). Pour chacune des patientes étudiées, 15 
exons seront analysés : les exons 2, 3 et 4 des gènes KRAS et NRAS, l’exon 15 du gène BRAF, 
les exons 5, 10 et 21 du gène PIK3CA, et les exons 14, 16, 17, 18, 19 du gène MET.  

Les échantillons seront analysés par la méthode de pyroséquençage massif (Technologie 
454, GS Junior, Roche Diagnostics). 

3.1.5.1. Préparation de la librairie 

La librairie, en séquençage haut-débit, correspond à l’ensemble des amplicons à séquencer 
lors d’une seule analyse, appelée «run de séquençage». L’établissement de cette librairie  
consiste donc en l’amplification des séquences nucléotidiques d’intérêt puis au 
conditionnement de ces amplicons pour la réaction de séquençage. 

3.1.5.1.1. Amplification des séquences d’intérêt 

L’amplification des 15 exons d’intérêt est effectuée grâce à deux PCR successives de 35 
cycles (Figure 21). Tout d’abord, une première PCR appelée «PCR TAG» va permettre une  
amplification des exons de l’ADN tumoral grâce à l’hybridation des amorces spécifiques de la 
séquence d’intérêt (Figure 22). 

Ensuite, une seconde PCR, la «PCR MID», va permettre une identification nucléotidique de 
chaque patiente grâce à l’hybridation d’amorces contenant une séquence «étiquette» MID, 
propre à chaque patiente (Figure 22). 

Ces deux PCR sont réalisées en plaque 96 puits (Annexe 4) grâce au kit «FastStart High 
Fidelity PCR System, dNTPack» (Roche Diagnostic). Il est composé d’une enzyme «FastStart 
High Fidelity» permettant une amplification très fidèle de la séquence d’intérêt, d’un 
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tampon de réaction supplémenté en MgCl2, de DMSO facilitant l’hybridation des amorces à 
leurs cibles et d’un mix nucléotidique. A ces réactifs sont ajoutés les amorces et les 
ADN/amplicons nécessaires à chaque réaction (Figure 22). Les réactions sont effectuées dans 
thermocycleur Mastercycler® nexus (Eppendorf AG, Hambourg, Allemagne).  

 

 

Figure 21 : Programme du thermocycleur pour les PCR TAG et MID. Pour les deux PCR 
successives, la température de dénaturation est de 95°C, celle d’hybridation de 60°C et celle 
d’élongation de 72°C. 

 

 

Figure 22 : Schémas représentatifs des PCR TAG et MID. Lors de la PCR TAG, des amorces 
forward (F) et reverse (R) spécifiques de l’exon à amplifier (en rose) viennent s’hybrider aux brins 
d’ADN tumoraux. A l’extrémité de ces amorces est accolée une séquence universelle : la queue M13 
(en violet). Cette première PCR permet l’amplification de la séquence d’intérêt. Lors de la PCR MID, 
des amorces spécifiques des queues universelles M13 forward et reverse s’hybrident aux amplicons 
de la PCR TAG. A leurs extrémités est accolé une séquence MID propre à chaque patient, une 
séquence «clé» ainsi qu’une séquence adaptatrice A ou B utile lors de la PCR en émulsion. Cette PCR 
permet l’identification de chaque patient grâce à une étiquette nucléotidique. 
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3.1.5.1.2. Contrôle des produits de PCR sur gel d’agarose 

Afin de vérifier l’amplification des ADN tumoraux, un contrôle sur gel d’agarose est effectué 
à la fin de chaque PCR. Le gel d’agarose à 2% (p/V) est préparé à partir d’agarose, d’eau 
distillée, de TBE 10X et de «Red Nucleic Acid Gel Stain» (Biotiom, Hayward, Californie), un 
intercalant de l’ADN fluorescent dans les UV. Les produits d’amplifications sont déposés sur 
ce gel avec un colorant bleu «BlueJuice™ Gel Loading Buffer» (Life Technologies, Invitrogen, 
Saint-Aubin, France). Le BlueJuice™ est composé bleu qui sert d’une part à alourdir les ADN 
et d’autre part à suivre leur migration. Le gel est mis sous tension (100V) pendant 20 
minutes, puis les gels sont intenses sous UV dans le Gel DocTM XR (BioRad, Marnes-la-
Coquette, France).  

3.1.5.1.3. Purification des amplicons  

Deux purifications sont nécessaires afin d’améliorer la qualité de lecture du «run de 
séquençage». Elles vont permettre l’élimination des amorces, des nucléotides en excès, des 
sels ou encore des enzymes restés dans le mélange réactionnel.   

La première purification est une purification sur colonne effectuée à l’aide kit « High Pure 
PCR Product Purification »  (Roche Diagnostic) (Figure 23). Les amplicons sont d’abord mis en 
contact avec du « binding buffer », permettant la liaison des ADN aux fibres de verre lors du 
transfert dans la colonne de purification. Une élimination des contaminants est ensuite 
réalisée par lavages successifs. Enfin, les amplicons purifiés sont récoltés par ajout de 
tampon d‘élution dans la colonne. 

La deuxième purification est une purification sur billes effectuées à l’aide du kit «AMPure 
XP» (Beckman Coulter, USA). Elle repose sur le principe de l’Immobilisation Réversible en 
Phase Solide (IRPS). Chaque bille paramagnétique est en effet capable de se lier à l’ADN de 
façon réversible en présence de PEG (polyéthylène glycol) et de sels contenus la solution 
d’AMPure XP. La purification s’effectue à l’aide d’un portoir magnétique (Figure 24) qui 
permet, lors des lavages, de n’aspirer que la solution de lavage contenant les contaminants 
de PCR. L’élution des ADN purifiés est réalisée avec du tampon TE.  

3.1.5.1.4. Dosage des amplicons  

A la fin des purifications, un dosage des amplicons est réalisé dans le but d’effectuer une 
dilution de ces échantillons à une même concentration finale de 109 molécules d’ADN/µL. Le 
dosage est effectué avec le kit «Quant-iTTM PicoGreen dsDNA Assay kit» (Life Technologies). 
Le PicoGreen est un fluorochrome qui se lie sélectivement aux double-brins d’ADN en 
augmentant alors considérablement son émission de fluorescence (124). Le dosage des 
amplicons est réalisé en plaque 96 puits. La dilution d’un ADN standard est réalisée en 
duplicat afin de créer la gamme étalon du dosage (Annexe 5). 
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Les amplicons dilués au 1/100ème sont déposés en triplicat dans la plaque. Le Picogreeen, 
dilué au 1/200ème, est alors déposé dans l’ensemble des puits. Après homogénéisation des 
puits, la plaque est placée dans le thermocycleur «LightCycler®480» (Roche Diagnostics) qui 
réalise l’acquisition de la fluorescence à 37°C. 

Les concentrations des échantillons sont alors déterminées grâce à l’équation de la gamme 
étalon (Figure 25). Selon une formule établie par Roche (Annexe 6), les volumes permettant 
la dilution des échantillons à une concentration de 109 molécules d’ADN/µL sont alors 
calculés. Cette dilution est suivie d’une mise un commun de tous les échantillons dans un 
seul et unique tube (pool), qui lui-même sera dilué à une concentration finale de 106 
molécules d’ADN/µL.   

 

 

 

Figure 23 : Diagramme du mode opératoire de la « High Pure PCR Product Purification » 
(Roche Diagnostic). Cette première purification est une purification sur colonne. L’ADN amplifié est 
retenu dans des fibres de verre tapissant le fond de la colonne alors que les amorces et les 
nucléotides en excès sont éliminés lors des deux lavages successifs. Les produits de PCR sont alors 
récupérés dans un tampon d’élution aqueux.  

D’après : https://lifescience.roche.com/shop/products/high-pure-pcr-product-purification-kit 

 

https://lifescience.roche.com/shop/products/high-pure-pcr-product-purification-kit
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Figure 24 : Schéma de principe de la purification « Agencourt AMPure XP » (Beckman 
Coulter, USA). Cette deuxième purification est une purification sur billes paramagnétiques. Les 
acides nucléiques sont immobilisés sur des microparticules paramagnétiques dans des conditions de 
tampon bien spécifiques. 1. Ajout de 1.8µL d’AMPure XP pour 1µL de produit de PCR – 2. Liaison des 
fragments d’ADN aux billes paramagnétiques – 3. Séparation des billes (fixées à l’ADN) des 
contaminants – 4. Lavage des billes et des amplicons avec de l’éthanol 70% pour éliminer les autres 
contaminants – 5. Elution des fragments d’ADN purifiés – 6. Transfert de l’éluât dans un nouveau 
tube. D’après :  

http://www.beckmancoulter.fr/Sciences+de+la+vie/Biologie+mol%C3%A9culaire/Purification+et+ext
raction+de+l%E2%80%98ADN_ARN/Agencourt%C2%AE+AMPure%C2%AE+XP.html 

 

 

Figure 25 : Droite d’étalonnage obtenue par dosage au Picogreen d’une gamme de 
dilutions d’ADN standard. Cette courbe représente la concentration d’ADN en ng/µL (y) en 
fonction de la fluorescence émise par le Picogreen (x). L’équation de cette droite est donc utilisée 
pour déterminer les concentrations (y) inconnues des échantillons, connaissant la fluorescence émise 
par ces échantillons (x). (Longueur d’onde d’excitation du Picogreen : 480nm – Longueur d’onde 
d’émission : 520nm) 

 

3.1.5.2. La PCR en émulsion 

3.1.5.2.1. Amplification sur billes de la librairie  

La PCR en émulsion (emPCR) est une méthode permettant de réaliser plus de 1 million de 
réactions en parallèle dans un seul tube grâce au principe de l’émulsion. Elle permet une 

http://www.beckmancoulter.fr/Sciences+de+la+vie/Biologie+mol%C3%A9culaire/Purification+et+extraction+de+l%E2%80%98ADN_ARN/Agencourt%C2%AE+AMPure%C2%AE+XP.html
http://www.beckmancoulter.fr/Sciences+de+la+vie/Biologie+mol%C3%A9culaire/Purification+et+extraction+de+l%E2%80%98ADN_ARN/Agencourt%C2%AE+AMPure%C2%AE+XP.html
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amplification clonale des produits de PCR sur des billes, nécessaire à la réaction de 
séquençage à haut débit (GS Junior, Technologie 454, Roche Diagnostics).  

 La réaction est réalisée à l’aide du kit «GS Junior Titanium emPCR kit (Lib A)»  (Roche 
Diagnostics) en suivant plusieurs étapes (Figure 26) :  

-- Un petit volume du pool à 106 molécules/µL est mis en présence de microbilles («Capture 
Beads A» ou «Capture Beads B») contenues dans ce kit. Les amplicons se lient alors aux 
séquences nucléotidiques complémentaires à leurs adaptateurs A ou B, présentes sur les 
billes. La présence de ces deux types de billes permettra, lors du séquençage, une lecture en 
double-sens (forward et reverse) des amplicons. 

-- Parallèlement, deux mélanges réactionnels («Live Amp Mix A» et «Live Amp Mix B») sont 
préparés. Ils contiennent les réactifs nécessaires à la réaction de PCR qui se déroulera, 
respectivement, à partir des ADN liés aux «Capture Beads A» ou aux «Capture Beads B». 

-- L’un après l’autre, chaque mix réactionnel est alors mélangé avec les billes qui lui 
correspondent (ex : Live Amp Mix B dans le tube des Capture Beads B)  

-- Chacun des mélanges est enfin versé dans une huile à émulsion placée sous agitation dans 
le «Turrax Stiring Tube» (Sigma-Aldrich, USA). Chaque bille est alors capturée dans 
gouttelette d’émulsion avec les réactifs nécessaire à la «microréaction» de PCR. Une fois 
l’émulsion effectuée, le mélange est distribué dans une plaque 96 puits déposée dans un 
thermocycleur ( Mastercycler® nexus, Eppendorf AG). Un programme de 50 cycles (Figure 27) 
est alors réalisé dans le thermocycleur pendant environ 6 heures, permettant l’amplification 
clonale sur billes des produits de PCR (Figure 26). Le volume de la solution de la librairie 
d’ADN diluée à 106 molécules/µL à déposer sur les « Capture Beads » est calculé par la 
formule suivante (125):  

 

La concentration de la librairie restant toujours la même, ce volume dépend du nombre de 
molécules par billes souhaitées. Ce nombre est estimé en fonction de la quantité d’exons à 
analyser. Pour le 1er run de séquençage pour lequel la librairie est composée de 390 
amplicons différents, ce nombre est fixé à 0.5 molécules par billes. Un dépôt de 2.5µL de la 
librairie a été effectué dans chaque tube de «Capture Beads». Pour le 2ème et 3ème Run de 
séquençage pour lequel la librairie est composée de 236 et 334 amplicons, ce nombre est 
également fixé à 0.5 molécules par billes.  
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Figure 26 : Schéma récapitulatif de la réaction de PCR en émulsion. Lors de la réaction, deux 
types de « Capture Beads », recouvertes de séquences oligonucléotidiques complémentaires à l’un 
des adaptateurs (exemple : billes A recouvertes de séquences complémentaires A’) sont mis en jeu. 
Prenons l’exemple des «Capture Beads A» : 1. Dans une gouttelette d’émulsion, un brin d’ADN vient 
s’accrocher par son extrémité A sur la bille, en présence d’amorces complémentaire à B (B’), de 
polymérase et de nucléotides – 2. La polymérase vient synthétiser un brin complémentaire depuis 
l’extrémité A jusqu’à la B – 3. Le brin d’ADN matrice se dénature et se détache du brin synthétisé 
pour aller s’hybrider à une autre amorce A’ – 4. Alors que la réaction (2) se répète à partir d’une 
autre amorce A’, une amorce B présente dans le mélange vient s’hybrider au 1er brin synthétisé 
(orange) et permet une amplification dans le sens B’→ A’ – 5. La réaction s’est ainsi amplifiée jusqu’à 
ce que la bille soit recouverte de copies du brin matrice. 

 

 

Figure 27 : Programme du thermocycleur pour la PCR en émulsion. Pour l’emPCR, la 
température de dénaturation est de 94°C, celle d’hybridation de 58°C et celle d’élongation de 68°C. 
La PCR dure environ 6 heures. 

 

3.1.5.2.2. Enrichissement des ADN sur billes 

Suite à cette amplification, le contenu de tous les puits est placé dans un seul tube, puis des 
lavages sont effectués afin d’éliminer l’huile et les réactifs en excès. Ensuite, les billes 
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couvertes d’ADN simple-brin amplifié sont sélectionnées et séparées de celles qui sur 
lesquelles l’ADN ne s’est pas hybridé : c’est l’étape d’enrichissement. Cette étape est 
nécessaire à la bonne qualité du run de séquençage.  

Pour cela, les billes couvertes d’ADN amplifié sont d’abord hybridées à des amorces 
complémentaires biotinylées («Enrich Primer A/B»), puis mises en présence de billes 
d’enrichissement recouvertes de streptavidine (Figure 28) (emPCR Bead Recovery Reagents, 
Roche Diagnostics). Celles-ci vont se fixer aux amorces hybridées sur les billes d’emPCR « 
amplifiées » grâce à une interaction Streptavidine-biotine alors que les billes d’emPCR «non 
amplifiées» (sans ADN) seront séparées des autres et éliminées (Figure 28). L’ajout de «Melt 
solution» permettra enfin la dénaturation des amorces biotinylées et l’élution des billes 
enrichies (Figure 28).  

 

Figure 28 : Schéma de principe de l’enrichissement des billes suivant l’étape de PCR en 
émulsion. Les billes utilisées pendant la PCR en émulsion (« Capture Beads ») ont été lavées puis 
mises en contact avec des amorces biotinylées complémentaires aux adaptateurs A et B. Sur ce 
schéma sont représentées les billes sur lesquelles l’amplification a fonctionné - et donc sur lesquelles 
les amorces se sont hybridées (en vert) et celles pour lesquelles la réaction de PCR n’a pas eu lieu (en 
bleu). Tout d’abord, des billes d’enrichissement, recouvertes de streptavidine, sont ajoutées à cette 
solution. La streptavidine va alors former un complexe avec la biotine présente sur les amorces : les 
billes recouvertes d’ADN amplifié (en vert) vont être capturées par les billes d’enrichissement (en 
rouge). Grâce à un support magnétique, ces billes d’enrichissement métalliques vont retenir les 
« billes amplifiées » tandis que les billes sans ADN seront éliminées. Enfin, l’ajout de « Melt 
Solution », contenant de la soude (NaOH) va permettre la dénaturation des ADN simple-brins de 
leurs amorces biotinylées et l’élution des billes recouvertes d’ADN amplifié. 

D’après : http://cage.unl.edu/454%20Introduction.pdf 
 
 

http://cage.unl.edu/454%20Introduction.pdf
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Enfin, les amorces de séquençage A et B («Seq Primers A/B») sont ajoutés au milieu, et 
hybridées aux extrémités respectives des fragments. L’excès d’amorces est éliminé par une 
série de lavages. Le nombre de billes obtenues après l’enrichissement est alors estimé grâce 
au «GS Junior Bead Counter» (Roche Diagnostics) : il doit être compris entre 500 000 et 2 
000 000 de billes pour obtenir un run de séquençage de bonne qualité (Figure 29). 

 

 

Figure 29 : Le «GS Junior emPCR Bead Counter» (Roche Diagnostics). Le nombre de billes 
recommandé pour un Run de séquençage avec le GS Junior est d’environ 500 000 billes. Pour évaluer 
cette quantité de billes, le «GS Junior emPCR Bead Counter» possède une fenêtre représentant à son 
bord inférieur une quantité de 500 000 billes et à son bord extérieur une quantité de 2 000 000 de 
billes. Le nombre de billes après enrichissement doit se trouver au sein de cette fenêtre. 

 

3.1.5.3. Préparation du run de séquençage 

La réaction de séquençage est effectuée dans une plaque comportant des millions de puits, 
appelée la «PicoTiterPlate» (PTP) (GS Junior PicoTiterPlate kit - Roche Diagnostics) (Figure 30 
A et B). Toutes les billes contenant un fragment d’ADN amplifié seront déposées dans les 
puits de cette plaque avec tous les réactifs nécessaires à la réaction de pyroséquençage.  

Pour cela, plusieurs éléments, contenus dans le «GS Junior Titanium Sequencing kit» (Roche 
Diagnotics), sont tout d’abord ajoutés au tube dans lequel se trouvent les billes d’ADN : les 
«Control Beads XLTF», recouvertes d’ADN de tailles et de séquences connues, vont servir de 
contrôle positif interne lors de la réaction. La polymérase permettra la synthèse des brins 
d’ADN. Enfin, les «Packing beads» serviront à combler le volume des puits de manière à ce 
qu’une seule bille aille dans un puits de la plaque.  

Différentes couches de billes sont ensuite déposées dans la PTP dans l’ordre suivant (Figure 
30 C): 

-- Une 1ère couche d’ «Enzyme beads», recouvertes des enzymes nécessaires à la réaction 
de pyroséquençage  
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-- Les billes d’ADN préparées précédemment 

-- Une seconde couche d’ «Enzyme Beads» 

-- Une couche de «PPiase Beads», permettant d’éviter les contaminations chimiques croisées 
entre les puits lors de la réaction de séquençage 

Après retrait du surnageant, la PTP est alors chargée dans le GS Junior pour la réaction de 
séquençage.  

 

 

Figure 30 : Représentations macroscopique (B) et microscopiques (A et C) de la 
«PicoTiterPlate». La PicoTiterPlate est une plaque contenant des milliers de puits microscopiques 
(A). Elle est fixée sur un support (Bead Deposition Device) lors du dépôt des couches successives des 
billes (B). La photographie au microscope électronique à balayage (MEB) montre en C un puits de la 
plaque contenant une « DNA Bead » couvertes de séquences d’ADN, des «Enzyme Beads» contenant 
les enzymes nécessaires à la réaction de pyroséquençage et les «Packing beads», beaucoup plus 
petites, permettant le maintien de la «DNA Bead». Une couche supérieure de « PPiases beads », non 
représentée ici, sera ajoutée au-dessus de ces billes. D’après : http://molbiol.ru/bio/001/001.html 

 

3.1.5.4. Pyroséquençage 

La réaction de pyroséquençage est réalisée dans le séquençeur à haut débit (GS Junior, 
Technologie 454, Roche Diagnostics) grâce au «GS Junior Titanium Sequencing kit» (Roche 
Diagnotics). Elle dure environ 6 heures et permet d’obtenir jusqu’à 900Mb de données bio-
informatiques (126). 

Lorsque l’un d’eux est incorporé au fragment d’ADN par la polymérase, un pyrophosphate 
inorganique (PPi) est libéré. Une première enzyme présente sur les «Enzyme beads», la 
sulfurylase, va alors transformer ce PPi en Adénosine triphosphate (ATP), en présence 
d’Adénosinephosphosulfate (APS). La seconde enzyme présente sur ces billes, la luciférine, 
va alors transformer en présence d’ATP de la luciférine en oxyluciférine et en photon (Figure 
31). La quantité de photons émis dans un puits, proportionnelle à la quantité de dNTP 
incorporés, sera transcrite sur un diagramme appelé pyrogramme. La lecture informatique 

http://molbiol.ru/bio/001/001.html
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de ce pyrogramme permettra de connaître toutes les séquences des fragments présents sur 
les «DNA beads».  

 

Figure 31 : Schéma de principe de la réaction de pyroséquençage. Lors de la réaction, un flux 
de dNTP est déposé sur la PTP contenant les « DNA beads » obtenues lors de la PCR en émulsion. B. 
Lorsque le « bon » dNTP est déposé, il est incorporé au fragment d’ADN par la polymérase et 
provoque la libération d’un PPi. Les deux enzymes présentes sur l’ « Enzyme bead » (orange) 
permettent alors la cascade enzymatique qui va transformer ce PPi en photon. C. L’émission de 
lumière, proportionnelle à la quantité de dNTP incorporés, sera alors mesurée et transcrite sur un 
pyrogramme. D’après : SENGENÈS, J. 2012. Développement de méthodes de séquençage de seconde 
génération pour l'analyse des profils de méthylation de l'ADN. Université Pierre et Marie Curie-Parie 
VI. 

 

3.2. Détermination du statut de P53 et de PTEN par Immunohistochimie 

L’immunohistochimie est une méthode qui permet la mise en évidence de constituants 
cellulaires protéiques pouvant être nucléaires, cytoplasmiques ou membranaires. Le principe 
de la technique repose sur la formation d’un complexe anticorps-antigène spécifique, 
détecté par un anticorps secondaire couplé à un composé pouvant être intense. Les 
composés utilisés sont en général des enzymes ou des fluorophores. La technique est 
réalisée sur des coupes tissulaires de prélèvements inclus en paraffine.  

3.2.1. Fabrication des lames d’Immunohistochimie 

Des coupes de 5 µm d’épaisseur sont effectuées au microtome (RM2235, Leica Biosystem, 
Nussloch, Allemagne) à partir des blocs tumoraux des patientes, fixées à l’AFA et inclues en 
paraffine. Déposées sur des lames, elles sont ensuite placées une nuit à l’étuve à 56 °C. Les 
lames peuvent être conservées ainsi pendant une semaine à 4°C. 
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3.2.2. Coloration immunohistochimique des lames  

La révélation des protéines P53 et PTEN sur les coupes tissulaires tumorales est réalisée par 
immunohistochimie sur le BenchMark Ultra® (Ventana) (Figure 32). Le kit de révélation 
utilisé pour cette réaction dans l’automate est l’«UltraView Universal DAB Detection Kit»  

 (Ventana). Il est composé de tous les réactifs nécessaires à la réaction d’immunohistochimie 
en dehors de l’anticorps primaire. Dans ce kit, la révélation des protéines recherchées est de 
type enzymatique par l’action de la Peroxydase du Raifort (HRP- Horse Radish Peroxydase)  
(Figure 33). Les anticorps primaires utilisés pour la révélation des protéines P53 et PTEN sont 
respectivement les IgG de souris anti-humain P53 DO-7 (Dako) et PTEN D4.3 (Cell Signaling). 

 

Figure 32 : Photo de l’automate BenchMark Ultra®. Cet automate, permettant la révélation de 
protéines par Immunohistochimie, est composé de trois zones principales : le sous-ensemble de 
coloration composé de 30 tiroirs à lames et du carrousel de réactifs contenant le kit de révélation 
(UltraView) ainsi que l’anticorps primaire utilisé sous forme de seringues – le sous ensemble des 
fluides composés des réactifs dits « consommables », utilisés pour toutes les réactions – et le sous-
ensemble des déchets. D’après : http://www.ventana.com/benchmarkultra 

 

La réaction d’immunohistochimie dans sa globalité se décompose en plusieurs étapes. Un 
conditionnement de la coupe en amont de la réaction est d’abord nécessaire. Il est composé 
de 2 étapes : 

-- Le déparaffinage et la réhydratation du tissu par ajout de solution «EZ Prep» (Ventana) 

-- Le démasquage antigénique - permettant aux antigènes de retrouver leur conformation 
protéique initiale et les rendant accessibles aux anticorps - par incubation de la lame dans un 
tampon à pH 8.4 contenant de l’EDTA, appelé «Cell Conditionner 1» (CC1). Pour la révélation 
des protéines P53 et PTEN, cette incubation dure 64 et 92 minutes, respectivement.  

Vient alors la réaction révélation par le kit de détection «UltraView Universal DAB Detection 
Kit» (Ventana), réalisée par dépôts successifs de ces réactifs (Figure 33):  

http://www.ventana.com/benchmarkultra
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-- L’«Ultraview Inhibitor», solution contenant du peroxyde d’hydrogène (H2O2), est déposée 
sur la coupe afin de bloquer les peroxydases endogènes qui pourraient parasiter le signal des 
peroxydases (exogènes) apportées lors de la réaction. Jouant le rôle de substrat de l’enzyme, 
l’H2O2 va être consommé par les enzymes endogènes qui seront alors inactives.  

-- Les anticorps primaires anti-P53 ou anti-PTEN, préalablement dilués dans du «Antiboby 
diluent» (Ventana) au 1/50ème  et au 1/125ème respectivement, sont déposés sur les lames. Ils 
seront incubés 32 minutes à 42°C (P53) ou 1 heure à température ambiante (PTEN). Si les 
protéines respectives sont présentes sur la coupe, les anticorps vont alors s’y complexer. 

-- La solution appelée «Ultraview Multimere Ig», contenant un anticorps secondaire (IgG de 
chèvre anti-souris) couplé à la peroxydase du Raifort (HRP), ainsi que d’un bloqueur de 
protéines non spécifiques, est ensuite ajoutée. L’Anticorps secondaire couplé à la 
peroxydase va donc spécifiquement se fixer au fragment constant de l’anticorps primaire 
(IgG de souris). 

-- Enfin, le substrat de l’enzyme, («Ultraview H2O2») et le chromogène («Ultraview DAB 
Chromogen») vont être déposés sur la coupe, révélant par la formation d’un précipité 
rougeâtre la présence de la protéine recherchée. 

 

 

 

Figure 33 : Schéma de principe de la révélation immunohistochimique par l’« UltraView 
Universal DAB Detection Kit ». La protéine d’intérêt est spécifiquement reconnue par l’anticorps 
primaire (une IgG de souris anti-P53 ou anti-PTEN humain). Des lavages sont effectués pour éliminer 
l’excès d’Ac primaire. Une protéine multimère, composée d’un Ac secondaire conjugué à plusieurs 
enzymes, des peroxydases du Raifort (HRP), va reconnaître cet Ac primaire et s’y fixer malgré les 
seconds lavages. Du peroxyde d’hydrogène (H2O2), substrat de la HRP, est alors déposé sur lame. Sa 
transformation par l’enzyme en eau (H2O) et en dioxygène (O2) va permettre l’oxydation du DAB en 
un précipité brun-rougeâtre. La présence de la protéine d’intérêt sur la coupe est alors détectée. 



48 
 

Enfin, une contre-coloration des lames à l’hématoxyline et au «bluing reagent» est effectuée 
afin de pouvoir observer en bleu pâle le tissu non intense. Les lames sont alors sorties de 
l’automate, lavées à l’eau savonneuse, déshydratées dans des bains d’alcool successifs (50%, 
70%, 90% et 100%) puis placées dans du xylène. Sur les coupes seront alors protégées par 
des lamelles collées. 

3.2.3. Lecture des lames  

Les lames sont lues par un médecin anatomopathologiste de l’ICL, qui évalue le marquage 
des cellules tumorales au microscope optique à différents grossissements (x10, x20 et x40). 
Un témoin positif, correspondant à une coupe tumoral dont on sait qu’elle exprime la 
protéine recherchée, est ajouté à la série de lames patientes. Si ce témoin n’est pas coloré, 
la série ne peut être lue. La spécificité de la coloration doit également être vérifiée : la 
coloration de la protéine P53 sera nucléaire alors que celle de PTEN devra être 
cytoplasmique. 

4. Méthodes statistiques 

Les variables quantitatives sont décrites avec la moyenne, l’écart-type et de la gamme tandis 
que les variables qualitatives décrites par la fréquence et le pourcentage. 

L’association entre surexpression de P53, perte d’expression de PTEN, mutations de KRAS, 
NRAS, PIK3CA et MET, et l’âge des patientes, le stade FIGO, la chimiosensibilité aux sels de 
platine (définie par un intervalle supérieur à 6 mois d’absence de progression de la maladie) 
est analysée par le test de Chi2 ou le test exact de Fisher. La survie sans progression (SSP) est 
définie par l’intervalle entre la fin du traitement initial et la première rechute de la maladie, 
diagnostiquée soit par des données d’imagerie soit par l’augmentation du niveau CA 125 
d’un facteur 2 en espacé d’un mois. Les patientes vivantes et sans rechute sont censurées au 
moment du dernier suivi. La survie globale (SG) est définie par l’intervalle entre la fin du 
traitement initial et le décès (toutes causes). Toutes les causes de décès sont considérées 
comme des échecs. Les courbes de SSP et SG en fonction de l'état de l'expression de P53 et 
PTEN et le statut mutationnel ont été établies en utilisant une régression logistique. 

Le SSP et SG ont été décrits avec la méthode de Kaplan Meier. Les résultats sont décrits en 
fréquence cumulative et l'intervalle de confiance de 95%. 

Pour chaque résultat, les facteurs pronostiques ont été testés avec le modèle des risques 
proportionnels de Cox en analyse univariée. Les paramètres avec une valeur p inférieure à 
0,1 ont été introduits dans un modèle de Cox à risques proportionnels multivariée avec 
sélection progressive (avec un niveau d'effets à 0,1 entrant d'importance et pour éliminer les 
effets à 0,05). 

Toutes les analyses statistiques ont été effectuées en utilisant le logiciel SAS version 9.3 
(SAS, Cary, NC, USA).  
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Le niveau de signification a été fixé à 0,05. 

D. RESULTATS 

1. Caractéristiques des patientes 

Cinquante-trois patientes atteintes d’un carcinome ovarien de haut-grade ont finalement 
été incluses dans cette étude. Les caractéristiques clinico-pathologiques de la population 
générale et celle du sous-type séreux (45 patientes) sont résumées dans le Tableau 5.  

Tableau 5 : Caractéristiques clinico-pathologiques des patientes. 

 
Population générale Population du sous-type 

séreux 
Nombre (poucentage) Nombre (poucentage) 

Nombre des patientes 53 45 
Âge Moyen   
    Année (écart-type) 
    Intervalle 

58.9 (11.5) 
25-87 

59.1 (12.1)  
25-87 

Antécédents familaux   
    Oui 21 (40%) 19 (42%) 
    Non 32 (60%) 26 (58%) 
Antécédents personnels   
    Oui 7 (13%) 7 (16%) 
    Non 46 (87%) 38 (84%) 
Counsultation oncogénétique   
    Oui 19 (36%) 17 (38%) 
    Non 34 (64%) 28 (62%) 
Mutation de BRCA  (n= 19) (n= 17) 
    Pas de mutation 12 (63%) 10 (52%) 
    BRCA 1+ 5 (26%) 5 (29%) 
    BRCA 2+ 2 (11%) 2 (12%) 
Stade    
    I-II 11 (21%) 5 (11%) 
    III-IV 42 (79%) 40 (89%) 
Histologie   
    Séreux 45 (85%)  
    Nonséreux1 8 (15%)  
Modalité chirurgicale   
    Cytoréduction primaire  44 (83%) 36 (80%) 
    Chimiothérapie néoadjuvante 9 (17%) 9 (20%) 
Résultat chirurgical   
    Complète  28 (53%) 21 (47%) 
    Non complète 25 (47%) 24 (53%) 
Régime de chimiothérapie adjuvante   
    Carboplatine monothérapie  9 (17%) 8 (18%) 
    carboplatine/Paclitaxel 37(70%) 31 (69%) 
    carboplatine/Paclitaxel plus Bevacizumab 7 (13%) 6 (13%) 
Chimiosensibilité aux sels de platine   
    Sensible2 38 (72%) 31 (69%) 
    Resistante3 15 (28%) 14 (31%) 

1 quatre carcinomes endométrioïdes, 3 carcinomes à cellules claires et 1 non déterminé; 2 intervalle 
entre la dernière cure de chimiothérapie et progression de la maladie > 6 mois; 3intervalle entre la 
dernière cure de chimiothérapie et progression de la maladie < 6 mois. 
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La majorité des patientes présentait une tumeur de stade avancé (stade III-IV : 79%) et un 
sous-type histologique séreux (85%). Sept mutations germinales de BRCA (5 avec mutations 
des gènes BRCA 1 et 2 avec mutations du gène BRCA2) ont été trouvées chez 19 patientes 
ayant subi une consultation oncogénétique et un test oncogénétique sur la base 
d’antécédents familiaux et/ou personnels de cancer de l'ovaire / sein, toutes présentant un 
carcinome de sous-type séreux. Les traitements primaires ont été accomplis chez toutes les 
patientes combinant la chirurgie et la chimiothérapie par 5 à 8 cures à base de sels de 
platine. 

2. Analyse des mutations somatiques  

2.1 Dosage des ADN extraits 

Les concentrations en ADN sont situées entre 32.8 ng/µL et 1172.5 ng/µL avec une moyenne 
de 290 ng/µL (Tableau 6). Les ratios des absorbances A260nm/A280nm sont tous compris entre 
1.8 et 2. Ces résultats témoignent d’une extraction d’ADN de bonne qualité, non contaminée 
par des ARN ou des protéines. 

2.2 Recherche de mutations par PCR-HRM  

Les résultats des recherches de mutations par PCR HRM sont interprétés grâce à l’inclusion 
d’un témoin muté et d’un témoin non muté dans chaque manipulation. Avant chaque 
analyse de courbe HRM (High Resolution Melting), l’amplification des échantillons par PCR 
est évaluée grâce à la valeur du Cycle Threshold (Ct – Cycle seuil) renseigné sur la courbe de 
PCR en temps réel (Figure 34). Si le Ct est supérieur à 35 cycles, les résultats de l’étape 
d’HRM qui a suivi l’amplification ne peuvent être interprétés. 

Lors de l’amplification par PCR en temps-réel des gènes à analyser, tous les Ct obtenus sont 
en-dessous de 35 cycles. Toutes les courbes HRM des témoins muté et non muté sont bien 
distinctes entre elles. Les résultats sont donc tous interprétables. 

Sur les 53 tumeurs de l’ovaire analysées par cette technique, deux mutations du gène NRAS 
exon 3 et deux mutations du gène PIK3CA exon 21 ont été retrouvées (Figure 35) (Tableau 7 
A). Aucune mutation des gènes KRAS et BRAF n’a été retrouvée. Tous les profils des courbes 
HRM pour les exons 2, 3 et 4 du gène KRAS et pour l’exon 15 du gène BRAF sont très 
similaires au profil du témoin «non muté» (Figure 36). Aucune mutation des exons 2 et 4 du 
gène NRAS et aucune mutation de l’exon 10 du gène PIK3CA n’a été retrouvée.  
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Tableau 6 : Pourcentages de cellules tumorales estimés sur les coupes histologiques des 
prélèvements et concentrations d’ADN obtenues après extraction de ces tissus. 

Patientes Sous-type histologique de la 
tumeur 

Pourcentage de cellules tumorales 
estimé sur la coupe histologique 

Concentration d’ADN (ng/ µL) 
mesurée après extraction depuis le 

tissu 
Patiente 1 Carcinome séreux 80%    222,5 
Patiente 2 Carcinome séreux 60% 142,0 
Patiente 3 Carcinome séreux 80% 181,0 
Patiente 4 Carcinome séreux 80% 128,8 
Patiente 5 Carcinome séreux 80% 332,0 
Patiente 6 Carcinome séreux 90% 385,8 
Patiente 7 Carcinome séreux 60%    221,8 
Patiente 8 Carcinome séreux 80% 332,0 
Patiente 9 Carcinome séreux 90% 53,3 

Patiente 10 Carcinome séreux 90% 84,5 
Patiente 11 Carcinome endométrioïde 40% 32,8 
Patiente 12 Carcinome séreux 90% 34,5 
Patiente 13 Carcinome séreux 30% 84,0 
Patiente 14 Carcinome endométrioïde 70% 120,0 
Patiente 15 Carcinome séreux 60% 365,8 
Patiente 16 Carcinome séreux 50% 170,5 
Patiente 17 Carcinome séreux 80% 466,8 
Patiente 18 Carcinome séreux 20% 314,5 
Patiente 19 Carcinome séreux 70% 338,3 
Patiente 20 Carcinome séreux 60% 383,0 
Patiente 21 Carcinome séreux 30% 94,3 
Patiente 22 Carcinome séreux 60% 252,0 
Patiente 23 Carcinome séreux 80% 542,5 
Patiente 24 Carcinome séreux 90% 416,5 
Patiente 25 Carcinome séreux 60% 293,0 
Patiente 26 Carcinome séreux 90% 327,0 
Patiente 27 Carcinome séreux 20% 135,5 
Patiente 28 Carcinome séreux 80% 223,3 
Patiente 29 Carcinome à cellules claires 50% 85,8 
Patiente 30 Carcinome séreux 80% 225,5 
Patiente 31 Carcinome séreux 60% 423,3 
Patiente 32 Carcinome séreux 80% 543,0 
Patiente 33 Carcinome séreux 50% 391,3 
Patiente 34 Carcinome séreux 30% 168,3 
Patiente 35 Carcinome séreux 50% 248,5 
Patiente 36 Carcinome à cellules claires 40% 343,5 
Patiente 37 Carcinome séreux 60% 192,3 
Patiente 38 Carcinome séreux 80% 298,3 
Patiente 39 Carcinome séreux 30% 199,5 
Patiente 40 Carcinome séreux 80% 313,0 
Patiente 41 Carcinome endométrioïde 80% 352,5 
Patiente 42 Carcinome séreux 90% 275,5 
Patiente 43 Carcinome séreux 30% 206,0 
Patiente 44 Carcinome séreux 20% 193,3 
Patiente 45 Carcinome séreux 30% 329,8 
Patiente 46 Carcinome séreux 60% 333,0 
Patiente 47 Carcinome séreux 70% 278,3 
Patiente 48 Carcinome à cellules claires 10% 161,0 
Patiente 49 Carcinome séreux 60% 620,3 
Patiente 50 Carcinome indifférencié 40% 205,3 
Patiente 51 Carcinome séreux 40% 1172,5 
Patiente 52 Carcinome à cellules claires 50% 456,8 
Patiente 53 Carcinome séreux 40% 698,8 
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Figure 34 : Détermination du Cycle Threshold (Ct) sur les courbes de PCR en temps réel. 
Avant l’étape de la PCR-HRM est réalisée une étape de PCR en temps réel, afin d’amplifier l’exon 
voulu. Le logiciel «480 Light Cycler SW 1.5» permet une analyse de la courbe d’amplification : le seuil 
(Threshold) est une ligne de base définie par le logiciel à partir de laquelle la fluorescence n’est plus 
considérée comme du bruit de fond. Le Ct (Cycle Threshold) correspond au cycle de PCR pour lequel 
la courbe d’amplification coupe le seuil. En rouge sont représentées les courbes pour les lesquelles le 
Ct est inférieur à 35 cycles (les échantillons amplifiés) et en vert la courbe pour laquelle le Ct est 
supérieur à 35 cycles (le blanc). Ici, les Ct des échantillons sont tous situés entre le Ct1 (23.9) et le Ct2 
(26). 

 

 

Figure 35 : Exemple d’une analyse par PCR HRM chez une patiente mutée pour l’exon 3 du 
gène NRAS. Les profils des courbes HRM du gène NRAS exon 3 pour la tumeur 16 sont similaires aux 
profils du témoin muté. Cette tumeur présente donc une mutation pour cet exon.
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Tableau 7 : Analyse de mutations somatiques par PCR-HRM et séquençage haut-débit. 

 (A) PCR-HRM  (B) séquençage haut-débit Signification clinique4 

exon Nombre de tumeurs exon c. p. Nombre de  tumeurs Fréquence d’allèles mutés (%) 

KRAS1  2 35 G>T G12V 1 40.8 Pathogénique 

NRAS1 3 2 3 181 C>A Q61K 2 24.7/24.1 Pathogénique 

 

PIK3CA2 

 

21 

 

2 

21 3140 A>G H1047R 1 41.7 Pathogénique 

3139 C>T H1047Y 1 37.4 Pathogénique 

10 1571 G>A R524K 3 15.7/17.1/5.0 Mutation missense, 
incertaine 

5 1037 T>A L346Q 1 60.3 Nouvelle mutation 
identifiée 

 

MET3 

 14 2962 C>T R988C 1 65.3 Mutation missense, 
incertaine 

3029 C>T T1010I 3 45.1/82.8/58.7 Mutation missense, 
incertaine 

18 3619 G>A A1207T 1 32.9 Nouvelle mutation 
identifiée 

1, basée sur des résultats 100% négatif obtenus par PCR, seulement 28 tumeurs des 53 tumeurs ont été analysées par séquençage haut-débit; 2, les 
mutations de PIK3CA exon 5 ont été uniquement analysées par séquençage haut-débit; 3, les mutations de MET ont été uniquement analysées par 

séquençage haut-débit; 4, bases de données “ensembl”  (http://www.ensembl.org/index.html)

http://www.ensembl.org/index.html
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Figure 36 : Exemple d’une analyse par PCR-HRM pour une tumeur non mutée pour le gène 
recherché. Les profils des courbes HRM du gène KRAS exon 2 pour la patiente 10 sont identiques 
aux profils du témoin non muté. Cette tumeur ne présente donc pas de mutation pour cet exon. 

 

2.3 Recherche de mutations par séquençage haut-débit 

Trois « run de séquençage » sont effectués pour cette analyse : un premier run pour 
l’analyse des gènes KRAS, NRAS, BRAF, PIK3CA et MET chez les 25 premières tumeurs et un 
second pour l’analyse des gènes BRAF, PIK3CA et MET chez les autres 25 ainsi que du gène 
NRAS exon 3 chez la tumeur 28 retrouvée mutée pour cet exon par PCR HRM et un troisième 
pour l’analyse des gènes KRAS, NRAS, BRAF, PIK3CA et MET chez les 3 dernières tumeurs.   

2.3.1 Préparation de la librairie : vérification de la qualité et de la quantité des amplicons 
Après amplification des exons et identification des patientes par les PCR «TAG» et «MID», la 
qualité des amplicons obtenus est contrôlée par migration sur gel d’agarose. La révélation 
par les UV doit montrer, pour les échantillons extraits des tumeurs, une belle bande non 
fragmentée (Figure 37). Pour le témoin négatif (mix de PCR) ne doit apparaître qu’une légère 
bande correspondant aux dimères d’amorces. Si la qualité de l’amplicon est mauvaise, il est 
nécessaire de recommencer l’amplification de la séquence cible afin d’obtenir une meilleur 
qualité pour cet amplicon.  

Après purification des amplicons, la quantité d’amplicons obtenue est renseignée par le 
dosage au picogreen. Si la concentration d’amplicons est trop basse voire nulle, cela signifie 
que l’ADN a été perdu lors des purifications. Lors du 1er run de séquençage, un amplicon a 
été perdu lors de cette étape. Une nouvelle amplification de cet exon est donc réalisée lors 
de la préparation de la librairie du 2ème run de séquençage. Lors du 2ème et 3ème run, aucun 
amplicon n’a été perdu lors des purifications. 
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Figure 37 : Exemples de contrôle d’amplicons par migration sur gel d’agarose. A. Amplicons 
patients de bonne qualité : la révélation aux UV montre une belle bande nette ;  B : Amplicons 
tumeur de mauvaise qualité : Bandes fragmentées ou bandes inexistantes. L’amplification de ces 
exons doit être recommencée. Le témoin négatif montre une légère bande avec des dimères 
d’amorce mais pas d’amplification d’ADN : la PCR est validée. 

 

2.3.2 Résultat de l’enrichissement sur billes 

Suite à la PCR en émulsion (emPCR), un enrichissement des billes recouvertes d’amplicons 
est réalisé. Le taux d’enrichissement est alors estimé à l’aide du « GS Bead Counter » (cf 
Figure 29). Lors du premier run de séquençage, le nombre de billes était proche de 2 000 
000. Lors du second et troisième run, ce nombre était estimé à 500 000 billes. Les taux 
d’enrichissements étaient donc bien conformes aux recommandations pour les 3 runs de 
séquençage. 

2.3.3 Qualité globale des Runs de séquençage  

A la fin de l’analyse par le séquenceur, plusieurs paramètres sont observés afin de 
déterminer la qualité globale du run (Figure 38). Le nombre de puits dont la séquence a été 
lue entièrement par l’appareil est tout d’abord constaté : il est de 150 657 lors du 1er run et 
de 148 206 lors du second run. Ensuite, la répartition des séquences selon le nombre de 
paires de bases est considérée : les séquences à 100-150pb correspondent à des impuretés 
telles que des amplifications incomplètes ou des amorces non consommées. Leur nombre 
doit donc être limité. Enfin, le pourcentage de séquences lues en sens forward et celui des 
séquences lues en sens reverse doit être à peu près équivalent. Pour le 1er run, des 
pourcentages de 49.59% et 50% ont été respectivement obtenus. Pour le 2nd run, des 
résultats de 46% (F) et 54% (R) montrent que lors de l’étape d’emPCR, l’amplification dans le 
sens «reverse» a été plus efficace que celle dans le sens «forward».  

2.3.4 Analyse des mutations par séquençage    

L’analyse des données de séquençage est effectué par le logiciel «GS Amplicon Variant 
Analyser». Les variants détectés par le logiciel sont alors triés selon deux critères principaux : 
leur couverture, c’est-à-dire le nombre de fois où la séquence nucléotidique en question 
(sous sa forme mutée et sauvage) a été lue, et la «Fréquence d’allèles mutés» (Frequency of 
Mutated Alleles - FMA), correspondant à la fréquence de la séquence mutée sur les 
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séquences totales (mutées et sauvages). Pour l’interprétation des résultats, seuls les variants 
affichant une FMA de plus de 5% ainsi qu’une couverture de minimum 300 « reads » seront 
considérés. 

 

Figure 38 : Paramètres qualitatifs du 1er run de séquençage. La qualité globale de l’analyse est 
observée à l’aide du logiciel «GS Run Browser». A gauche la photo montre le nombre de puits de la 
PicoTiterPlate lus (en vert) contre le nombre de puits non lus (en rouge). Le diagramme en bâton (en 
haut) montre le nombre de séquences lues en fonction du nombre de paires de bases des séquences. 
Enfin, les données chiffrées indiquent notamment le nombre de puits pour lequel l’automate a réussi 
à lire la séquence (150 657 puits) ainsi que le pourcentage de séquences lues en sens forward et 
reverse. 

 

Parmi les 53 tumeurs analysées, 14 (26%) présentent une mutation parmi les gènes 
recherchés (Tableau 7B). Aucune mutation du gène BRAF n’a été retrouvée par cette 
technique dans des échantillons de tumeurs. Neuf mutations différentes ont été retrouvées 
au sein des gènes KRAS, NRAS, PIK3CA et MET (Tableau 7B) : une mutation des gènes KRAS 
et NRAS, 4 mutations du gène PIK3CA et 3 mutations du gène MET. Les 4  carcinomes de 
carcinome à cellules claires présentent une mutation : une mutation du gène KRAS et trois 
mutations du gène PIK3CA.  Toutes les mutations des gènes NRAS et MET ont été trouvées 
dans les tumeurs séreuse (Annexe 7). Aucun carcinome endométrioïde ne présente de 
mutation. 

La mutation du gène NRAS est une substitution faux-sens dans l’exon 3 du gène d’une 
cytosine par une adénine (c.181C>A) (Figure 39) et entraîne le changement d’une glutamine 
en lysine dans la séquence protéique (p.Q61K). Elle a été retrouvée chez 2 tumeurs (Tableau 
7B).  
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Figure 39 : Pyrogrammes de la séquence mutée c.181C>A du gène NRAS chez la tumeur 28. 
Les pyrogrammes montrent l’intensité lumineuse détectée à chaque insertion de base nucléotidique. 
Trois pyrogrammes sont représentés : le 1er est un pyrogramme théorique représentant la séquence 
de référence - le 2cd montre la séquence réellement lue par l’automate chez la patiente 28 – le 3ème 
montre la différence entre les deux séquences. Ici, la succession d’une adénine et d’une guanine dans 
la séquence de référence a été remplacée par la succession de 2 adénines. 

 

Toutes les autres mutations détectées sont également des substitutions faux-sens. Elles 
touchent l’exon 2 du gène KRAS (1 tumeur), les exons 5 (1 tumeur), 10 (3 tumeurs) et 21 (2 
tumeurs) du gène PIK3CA, et les exons 14 (4 tumeurs) et 18 (1 tumeur) du gène MET. Le 
détail de ces mutations est spécifié dans le tableau 7B.  

Aucune tumeur ne présente plusieurs mutations simultanées pour les gènes analysés. 

3. Analyse de l’expression tissulaire des protéines P53 et PTEN par immunohistochimie (IHC) 

3.1 Etude de l’expression de la protéine P53 

Le marquage de la protéine P53, de couleur brune, est un marquage nucléaire retrouvé au 
niveau des cellules tumorales. L’épitope reconnu par l’anticorps anti-P53 (clone DO-7) est 
localisé entre les acides-aminés 1 et 45 (côté N-terminal) de la protéine, présent à la fois sur 
la protéine P53 sauvage et mutée (127).  

Parmi les 53 lames d’immunohistochimie analysées, 32 (60%) présentent une surexpression 
nucléaire de la protéine P53 au niveau des cellules tumorales, d’une manière diffuse et 
intense (Figure 40 A). Vingt-et-une (40%) présentent une absence complète de la protéine 
P53 (Figure 40 B). Parmi les 32 tumeurs sur-exprimant la protéine, 30 sont de type 
histologique séreux soit 67% de toutes les tumeurs séreuses.  

3.2 Etude de l’expression de la protéine PTEN 
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Le marquage de la protéine PTEN, brun clair, est un marquage cytoplasmique retrouvé 
systématiquement au niveau des cellules stromales (témoin interne) ainsi que sur les cellules 
tumorales ne présentant pas de mutation du gène (Figure 40C). L’épitope reconnu par 
l’anticorps anti-PTEN (clone D4.3) correspond aux résidus d’acides aminés situés dans la 
séquence carboxy-terminale de la protéine. Lorsque le gène PTEN est muté, une perte 
d’expression de la protéine correspondante est alors observée au niveau des cellules 
tumorales (Figure 40D).  

 

 

Figure 40 : Analyse de l’expression tissulaire des protéines P53 et PTEN par 
immunohistochimie (IHC) (X20). (A)  Expression positive de P53: marquage nucléaire diffuse et 
intensif; (B)  Expression négative de P53: absence complète de marquage nucléaire. (C)  Expression 
positive de PTEN: intensité de marquage cytoplasmique des cellules tumorales est comparable avec 
celle des cellules stromales jouant comme un témoin interne; (D)  Perte d’expression de PTEN: 
absence complète de marquage cytoplasmique. 

 
 
Parmi les 53 lames d’immunohistochimie analysées, sept lames avec un marquage négatif de 
PTEN du cytoplasme des cellules stromales sont considérées comme échec de réaction d’IHC 
et donc sont non interprétables dont 6 sont de type histologique séreux. Parmi les 46 lames 
interprétables, 19 (41%) présentent une perte d’expression de la protéine PTEN. Parmi ces 
19 tumeurs, 15 sont de type histologique séreux faisant 38% des tumeurs séreuses 
interprétables.  

A B 

C D 
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En tout, 39 tumeurs (74%) présentent au moins l’une des deux altérations protéiques 
recherchées et 12 tumeurs (23%) présentent à la fois une surexpression de P53 et une perte 
d’expression de PTEN. 

3.3 Analyse statistique d’association de l’expression des protéines P53, PTEN et les 
caractéristiques clinico-pathologiques 

L’analyse statistique n’a été réalisée que chez le sous-groupe de carcinomes séreux en raison 
de l’objectif. La surexpression de P53 a été trouvée dans 30 des 45 tumeurs (67%) et la perte 
d’expression de PTEN dans 15 des 39 tumeurs (38%). Six tumeurs avec un marquage négatif 
de PTEN du cytoplasme des cellules stromales sont considérées comme échec de réaction 
d’IHC et donc sont non interprétables et sont exclues pour l’analyse statistique. La 
surexpression de P53 a été trouvée associée à la chimiosensibilité des sels de platine. 
Aucune autre caractéristique clinico-pathologique n’a été trouvée associée avec la 
surexpression de P53 et aucune caractéristique clinico-pathologique n’a été trouvée 
associée avec la perte d’expression de PTEN (Tableau 8). 

 

Tableau 8 : Association entre l’expression de P53 et PTEN*  et les caractéristiques clinico-
pathologiques. 

 P53+ P53- P PTEN+ PTEN- P 

Expression, n (%) 30 (67%) 15 (33%)  24 (62%) 15 (38%)  

Age, n (%)       

    < 59 17 (57%) 7 (47%)  

0.546 

14 (58%) 7 (47%)  

0.525     > 59 13 (43%) 8 (53%) 10 (42%) 8 (53%) 

FIGO stage       

    I-II 3 (10%) 2 (13%)  

1.000 

3 (13%) 1 (7%)  

1.000     III-IV 27 (90%) 13 (87%) 21 (87%) 14 (93%) 

Response to platinum-based 
chemotherapy, n (%) 

     

    sensitive 24 (80%) 7 (47%)  

0.0393 

15 (63%) 10 (67%)  

1.000     resistant 6 (20%) 8 (53%) 9 (37%) 5 (33%) 

* 39 tumors sont disponibles pour l’interprétation de l’expression de PTEN 
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4. Analyse statistique des survies 

Cette analyse a été réalisée chez le sous-groupe de 45 patientes atteintes d’un carcinome 
séreux à cause de l’objectif insuffisant des autres sous-types histologiques. La médiane de 
suivi était de 38 mois (intervalle 6-93). Au moment du dernier suivi, 35 patientes ont eu des 
rechutes de la maladie et 25 patientes sont décédées. La survie sans progression (SSP) à 
deux ans était 28% [16%; 42%] et la survie globale (SG) à 5 ans était 37% [21%; 53%]. 

4.1 Analyse statistique de la survie sans progression (SSP) 

Dans l’analyse univariée, le résidu tumoral post-opératoire a été identifié comme un facteur 
prédictif de SSP plus courte avec un «Hazard Ratio» (HR)  et un intervalle de confiance à 95% 
(95% CI) de 2.134 [1.080 ; 4.214] et la surexpression de la protéine P53 a été identifiée 
comme un facteur prédictif de SSP plus longue (HR and 95% CI : 0.440 [0.216 ; 0.894]) 
(Tableau 9A). Il y avait une tendance à plus longue de SSP chez les patientes appartenant au 
sous-groupe avec antécédents personnels de cancer du sein (HR et 95% CI: 0.319 [0.097; 
1.045]) ou avec une mutation germinale des gènes BRCA 1/2 (HR and 95% CI: 0.321 [0.098; 
1.054]) (Tableau 9A). Dans l’analyse multivariée, la surexpression de la protéine P53 restait 
associée significativement avec une plus longue SSP (HR et 95% CI: 0.351[0.167; 0.739]) 
(Tableau 9A). 

4.2 Analyse statistique de la survie globale (SG) 

Dans l’analyse univariée, aucun facteur prédictif de la SG n’a été identifié cependant une 
tendance à une SG plus longue a été constatée chez les patientes atteintes d’une tumeur 
surexprimant la protéine P53 (HR et 95% CI : 0.450 [0.195; 1.041]) (Tableau 9B). Dans 
l’analyse multivariée, la surexpression de la protéine P53 (HR et 95% CI: 0.269 [0.102; 0.708]) 
et les antécédents personnels de cancer du sein (HR et 95% CI: 0.168 [0.035; 0.809]) ont été 
identifiés comme facteurs prédictifs d’une SG plus longue (Tableau 9B). 
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Tableau 9 : Facteurs pronostiques de la survie sans progression (SSP) (A) et la survie 
globale (SG) (B). 

A                                    
Variant Analyse univariée Analyse multivariée 

HR et 95% CI P HR et 95% CI P 
Âge (ans)     
    < 59 1    
    > 59 1.564 [0.803 ; 3.045] 0.1888   
Antécédents familiaux1     
    Non 1    
    Oui 0.984 [0.499 ; 1.942] 0.9632   
Antécédents personnels2     
    Non 1  1  
    Oui 0.319 [0.097 ; 1.045] 0.0592 0.261[0.078;0.869] 0.0286 
Mutation de BRCA3     
    Non 1    
    Oui 0.321 [0.098; 1.054] 0.0610   
Stade      
    I+II 1    
    III+IV 2.030 [0.616 ; 6.687] 0.2443   
Modalité de chirurgie      
    Chirurgie première 1    
    Chirurgie d’intervalle 1.962 [0.876 ; 4.395] 0.1014   

Résidu tumoral post-opératoire     
    Complète 1  1  
    Non complète 2.134 [1.080 ; 4.214] 0.00291 2.127[1.056;4.286] 0.0346 
Chimiothérapie avec Bevacizumab      
    Non 1    
    Oui 1.105 [0.426 ; 2.870] 0.8372   
Surexpression de P53      
    Non 1  1  
    Oui  0.440 [0.216 ; 0.894] 0.0233 0.351[0.167;0.739] 0.0058 
Perte d’expression de PTEN      
    Non 1    
    oui 0.886 [0.426 ; 1.841] 0.7452   
Statut mutationnel4      
    Non 1    
    oui 0.763 [0.331 ; 1.758] 0.5259   
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B                                   
Variant Analyse univariée Analyse multivariée 

HR et 95% CI P HR et 95% CI P 
Âge (ans)     
    < 59 1    
    > 59 1.524 [0.690; 3.369] 0.2974   
Antécédents familiaux1     
    Non 1    
    Oui 0.876 [0.393 ; 1.954] 0.7463   
Antécédents personnels2     
    Non 1  1  
    Oui 0.299 [0.069 ; 1.284] 0.1043 0.168[0.035;0.809] 0.0261 
Mutation de BRCA3     
    Non 1    
    Oui 0.186 [0.025 ; 1.382] 0.1002   
Stade      
    I+II 1    
    III+IV 3.933 [0.530 ; 29.158] 0.1804   
Modalité de chirurgie      
    Chirurgie première 1    
    Chirurgie d’intervalle 1.440 [0.480 ; 4.318] 0.5155   
Résidu tumoral post-opératoire     
    Complète 1  1  
    Non complète 1.983 [0.885 ; 4.442] 0.0961 2.127[1.056;4.286] 0.0346 
Chimiothérapie avec Bevacizumab      
    Non 1    
    Oui 0.739 [0.216 ; 2.533] 0.6308   
Surexpression de P53      
    Non 1  1  
    Oui  0.450 [0.195 ; 1.041] 0.0619 0.269[0.102;0.708] 0.0078 
Perte d’expression de PTEN      
    Non 1    
    oui 1.027 [0.442 ; 2.388] 0.9501   
Statut mutationnel4      
    Non 1    
    oui 1.022 [0.381 ;2.741] 0.9655   

 

1 cancer du sein et/ou ovaire  
2 cancer du sein  
3 BRCA 1/2 
4 n’importe quelle mutation des gènes de NRAS, PIK3CA ou MET 
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E. DISCUSSION 

Le cancer de l’ovaire est l’un des cancers gynécologiques le plus meurtrier. Le manque de 
stratégie de dépistage aboutissant à un diagnostic tardif dans la majorité des cas, la 
nécessité d’une chirurgie lourde et spécialisée et la grande proportion de rechute après les 
traitements initiaux menant finalement à la chimiorésistance expliquent la difficulté majeure 
de la prise en charge clinique chez les patientes atteintes de ce cancer. 

Malgré la grande hétérogénéité des carcinomes de  l’ovaire reflétée par une classification 
histologique ancienne et une classification moléculaire proposée plus récemment sur la base 
des progrès de connaissances de la biologie tumorale, les stratégies thérapeutiques cliniques 
demeurent peu différente entre les différents sous-types. La prise en charge des carcinomes 
ovariens repose toujours majoritairement sur les traitements classiques bien que quelques 
thérapies ciblées émergent. En absence d’augmentation de manière significative de la survie 
au cours des dernières décennies, les traitements standards ayant atteints leur limite 
d’efficacité, il est nécessaire d’envisager des thérapies innovantes, notamment pour les 
carcinomes ovariens de haut-grade, qui constituent un groupe de tumeurs agressives et 
meurtrières. Ces nouvelles stratégies doivent reposer en grande partie sur l’identification de 
nouvelles cibles thérapeutiques parmi lesquelles les anomalies touchant les voies de 
signalisation oncogéniques ou des fonctions essentielles à la survie cellulaire et pour 
lesquelles des thérapies ciblées existent ou sont en développement pour d’autres types de 
cancers.  

Au cours de ce travail, l’utilisation de techniques de biologie moléculaire comme la PCR-HRM 
ou le séquençage NGS a permis de rechercher la présence de mutations somatiques sur les 
gènes KRAS, NRAS, BRAF, PIK3CA et MET chez les 53 tumeurs ovariennes de haut grade, 
majoritairement de sous type séreux. En complément, l’étude par immunohistochimie des 
niveaux d’expression des protéines P53 et PTEN a été effectuée. 

1. Détection des mutations KRAS, NRAS, BRAF et PIK3CA par PCR-HRM 

La PCR-HRM est une méthode post-PCR rapide à débit modéré, peu chère et facile à mettre 
en œuvre pour la recherche de modifications nucléotidiques somatiques sur des gènes cibles 
(128). La sensibilité de la technique peut varier selon les gènes analysés. La sensibilité de la 
technique à l’Unité de biologie des tumeurs permet de détecter jusqu’à 10% de cellules 
mutées hétérozygotes (129). Pour cette raison, les analyses n’ont pas été réalisées sur les 
tumeurs présentant moins de 10% de cellules tumorales.  

Le pourcentage de mutations retrouvées n’est considéré que pour la population générale 
(50 tumeurs) ainsi que dans les tumeurs de sous-type histologique séreux (43 tumeurs). Le 
nombre de cas de carcinomes endométrioïdes et à cellules claires dans notre étude ne nous 
permet pas de conclure quant aux mutations retrouvées pour ces deux autres sous-types. 
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Aucune mutation du gène KRAS n’a été identifiée chez les tumeurs analysées par PCR-HRM. 
Les bases de données (COSMIC Sanger) indiquent une fréquence de mutation du gène KRAS 
de 6.2% dans la population de carcinomes ovariens et de 5.3% dans le sous-groupe 
histologique séreux (tous grades confondus). Ce chiffre descend à moins de 1% dans les 
carcinomes séreux de haut-grade (40). 

Pareillement, aucune mutation du gène BRAF n’a été identifiée chez les tumeurs analysées 
par PCR-HRM. Les bases de données (COSMIC Sanger) indiquent une fréquence de mutation 
du gène BRAF de 1.6% dans la population de carcinomes ovariens et de 1.4% dans le sous-
groupe histologique séreux. Ce chiffre descend à 0.5% dans les carcinomes séreux de haut-
grade (40). 

Considérant le fait que les mutations des gènes KRAS et BRAF sont plutôt caractéristiques 
des carcinomes ovariens de bas-grade (130) et l’effectif relativement faible de notre étude, 
les résultats que nous avons obtenus concordent globalement avec ceux de la littérature.  

Une mutation au niveau de l’exon 3 du gène NRAS a été détectée dans deux tumeurs de 
sous-type,  soit 4.0% dans toutes les tumeurs et 4.7% des tumeurs de sous-type séreux. Les 
bases de données (COSMIC Sanger) indiquent moins de 1% de mutation dans les carcinomes 
ovariens et 0.6% dans le sous-groupe séreux. La fréquence de mutations relativement élevée 
de notre étude est très probablement liée à son effectif relativement faible mais aussi au fait 
que nous n’avons analysé que des carcinomes de haut-grade. Compte tenu de résultats 
récents, l’hypothèse d’une fréquence plus élevée de ces mutations dans les carcinomes 
séreux de haut-grade ne peut pas être exclue. Nous n’avons également pas retrouvé de 
mutation de ces gènes dans les 4 tumeurs à cellules claires de notre étude, les bases de 
données (COSMIC Sanger) indiquant plus de 8% (3/37). 

Deux tumeurs à cellules claires ont été trouvées une mutation du gène PIK3CA au niveau de 
l’exon 21, soit 4.0% dans toutes les tumeurs et 66.7% des tumeurs à cellules claires dans 
notre étude. Ces données concordent avec celles indiquées (presque 34%) dans les bases de 
données (COSMIC Sanger). 

Dans le sous-groupe des tumeurs endométrioïdes la fréquence attendue (de l’ordre 20.6%) 
n’a pu être retrouvé sur notre effectif trop réduit.  

2. Détection des mutations KRAS, NRAS, BRAF, PIK3CA et MET par séquençage haut-débit 
(NGS) 

La technique de séquençage massif est une méthode onéreuse, mais très sensible, très 
spécifique et précise pour la détection de mutations ponctuelles, unique ou multiple (131). 
Elle permet de détecter des mutations à une fréquence allélique allant jusqu’à 1% à 5% (en 
fonction de la couverture). Les limites de la technique reposent sur la nécessité d’une 
préparation de la librairie, chronophage en fonction du nombre d’échantillons et du nombre 
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de gènes à analyser, mais aussi sur l’interprétation bio-informatique qui nécessite une bonne 
expérience dans le domaine. 

Les deux mutations du gène NRAS exon 3 identifiée par PCR-HRM ont été confirmées par 
NGS présentant la même substitution nucléotidique (c.181C>A, p.Q61K). Cette mutation 
somatique, traduisant à une protéine constitutivement activée qui va ensuite activer la voie 
de signalisation MAPK, n’a été retrouvée que rarement dans les carcinomes ovariens de 
haut-grade (82) mais a été décrite comme une mutation oncogénique dans les carcinomes 
séreux de haut-grade (132). Elle a été également décrite dans le processus de la 
transformation d’un naevus mélanocytaire en mélanome (133). Des études précliniques ont 
montré une amélioration de sensibilité aux inhibiteurs de MEK des cellules tumorales 
porteuses de mutation du gène NRAS (134) et des études cliniques ont démontré l’activité 
antitumorale des inhibiteurs de MEK dans le traitement de cancers du poumon, du côlon, du 
mélanome et de la thyroïde porteurs de mutation du gène NRAS (135–137). D’autres études 
préliminaires ont montré que la protéine de choc thermique 90 (Heat shock protein 90, 
HSP90) est nécessaire pour la stabilisation des protéines mutées de NRAS et que 
l’épuisement de HSP90 par les inhibiteurs engendrant la dégradation de la protéine mutée 
pouvait exercer une activité antitumorale (138,139). Cette activité a été confirmée au cours 
d’une étude clinique dans le traitement de mélanomes (140). L’ensemble de ces éléments 
permettrait d’envisager ces  agents antitumoraux dans les thérapies ciblées dans le 
traitement des carcinomes séreux de haut-grade. 

Une mutation du gène KRAS au niveau de l’exon 2 (c.35G>T, p.G12V) a été mise en évidence 
par séquençage NGS dans une  tumeur à cellules claires. Ce résultat confirme le rôle 
potentiel de cette mutation dans les carcinomes à cellules claires notamment dans le 
processus de transformation d’une endométriose au carcinome, déjà évoqué par ailleurs 
(141). Il a été également démontré que cette mutation pouvait être prédictive de la 
sensibilité aux inhibiteurs de MEK dans les carcinomes ovariens (142).  

Les deux mutations de l’exon 21 du gène PIK3CA retrouvées par PCR-HRM et confirmées par 
NGS présentent deux substitutions nucléotidiques différentes (c.3139C>T et c.3140A<G) 
mais qui résultent d’une altération protéique au niveau d’une même acide aminé (p. H1047Y 
et p.H1047R) touchant le domaine kinase de la protéine. Ces deux mutations somatiques ont 
déjà été décrites comme pathogéniques (143) et les deux altérations protéiques ont été 
décrites comme oncogéniques contribuant à l’activation excessive de la voie de signalisation 
PI3K/AKT (144,145). Par contre une mutation de l’exon 10 (c.1571G>A, p.R524K)  a été 
retrouvée dans 3 tumeurs, deux de sous-type séreux et une à cellules claires. Cette mutation 
faux-sens code une altération protéique touchant le domaine hélicoïdal dont la conséquence 
clinique demeure incertaine (database dbSNP, COSMIC Sanger). Par ailleurs, la mutation au 
niveau de l’exon 5 (c.1037T>A) que nous avons identifiée sur une tumeur séreuse n’a jamais 
été décrite dans la littérature. Cette mutation code une altération protéique (p.L346Q) dont 
l’impacte fonctionnel et la signification clinique restent à élucider. A noter qu’une 
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substitution nucléotidique en position identique (c.1037T>G) codant une altération du 
même acide aminé (p.L346R) a déjà été décrite comme une mutation faux-sens mais de 
signification clinique incertaine (COSMIC Sanger). 

In fine, la fréquence de mutation du gène PIK3CA retrouvée dans notre étude (6.7%) 
apparaît plus importante que celle précédemment rapportée sur une étude à plus grande 
échelle (<1%) (40). Par ailleurs, sur les tumeurs à cellules claires, l’effectif de notre étude et 
la fréquence de mutation observés, 3 tumeurs à cellules claires sur 4 soit 75% ne permet pas 
de comparaison directe avec les données de la littérature (20-33%) (53,69). 

Ces résultats ouvrent potentiellement de nouvelles perspectives thérapeutiques. En effet, il 
a été montré que les carcinomes ovariens présentant des mutations du gène PIK3CA 
s’avéraient plus sensibles aux inhibiteurs de la voie de signalisation PI3K tels que les 
inhibiteurs de PI3K, AKT, mTOR ou double inhibiteurs de PI3K/mTOR que les carcinomes sans 
mutation de ce gène (146). Parmi eux, les inhibiteurs de PI3K, tels que BYL719, buparlisib 
(BKM120), taselisib (GDC0032), et GSK2636771, ont été les plus évalués dans les tumeurs 
présentant de mutations de PIK3CA, y compris les carcinomes ovariens. Les résultats des 
essais cliniques d’un pan-inhibiteur de PI3K, buparlisib (BKM120) sont équivoques en terme 
de l’activité antitumorale (147–149). Un autre inhibiteur sélectif de PI3Kα (l’unité codé par 
PIK3CA), NVP-BYL719, a montré une activité antitumorale supérieure dans les tumeurs 
présentant une mutation de PIK3CA (150). D'autres essais d'inhibiteurs de PI3K sont en cours 
et sont résumés dans tableau 10.  

Trois variations nucléotidiques du gène MET ont été retrouvées dans 5 tumeurs, toutes de 
sous-type séreux. Cette fréquence (11%) semble plus importante que celles rapportées 
(40,75). La variation la plus fréquente (c.3029C>T) se situe au niveau de l’exon 14 et a été 
retrouvée dans 3 cas. Cette variation engendre une altération protéique (p.T1010I) au 
niveau de la région juxtramembranaire de la portion intracellulaire. L’impact clinique de 
cette variation reste incertain en tenant compte du fait qu’elle peut-être considérée comme 
une mutation somatique faux-sens ou un polymorphisme nucléotidique simple (database 
dbSNP). Certaines études montrent que cette variation nucléotidique serait plutôt un 
polymorphisme sans conséquence fonctionnelle et donc sans capacité oncogénique 
(151,152). D’autres études ont montré que cette variation nucléotidique pouvait altérer la 
physiopathologie de la tumeur et donc être un biomarqueur potentiel pour l’étude des 
thérapies ciblant la protéine MET (153–155). Dans notre étude, cette variation nucléotidique 
a été retrouvée dans deux tumeurs à une fréquence allélique (FMA) proche de 50% (Tableau 
7, Annexe 7), laissant penser à un polymorphisme. Dans la troisième tumeur cette fréquence 
étant de 82%, est plutôt en faveur d’une mutation somatique. Le fait que les tumeurs 
ovariennes présentant cette mutation n’ont pas montré une réponse objective aux 
inhibiteurs de c-MET indique que la possibilité d’un polymorphisme nucléotidique simple 
dans les carcinomes ovariens ne peut pas être exclue (75). Seul un séquençage d’ADN 
constitutionnel chez les trois patientes porteuses de ces tumeurs permettrait de trancher. 
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La deuxième variation (c.2962C>T) de l’exon 14 engendre une altération protéique (p.R988C) 
touchant la même région que la précédente. C’est une mutation faux-sens (base dbSNP) 
dont la signification clinique n’a pas été établie (base ClinVar). Comme pour la variation 
précédente, certaines études montrent le potentiel de cette mutation dans la 
cancérogenèse pulmonaire en terme de la formation, la motilité et la migration des cellules 
tumorales (153,156), tandis qu’une autre étude montre qu’elle ne renforce pas la capacité 
de transformation de la protéine (152), mais augmente la sensibilité des cellules tumorales 
aux inhibiteurs de MET (157). Ceci sous-entend que cette mutation pourrait être 
oncogénique (onco-driver) dans certaines tumeurs ou constituer un évènement secondaire 
exacerbant des propriétés malignes des cellules déjà transformées dans d’autres (158). 

La troisième variation (c.3619G>A) au niveau de l’exon 18 identifiée par NGS menant à une 
altération protéique (p.A1207T) n’est pas décrite dans la littérature et son impacte clinique 
reste à étudier. A noter que des mutations menant à l’altération de l’acide aminé en position 
voisine (p.V1206L) ont été décrites comme pathogéniques (159).  

Toutes ces variations nucléotidiques évoquent l’intégration de thérapies ciblées notamment 
des inhibiteurs de MET (158,160) dans les carcinomes ovariens de haut grade, comme 
précédemment proposé dans d’autres cancers notamment des cancers du poumon (161–
163). Bien que les inhibiteurs de MET multi-kinase aient montré un  effet antitumoral 
modérée dans les tumeurs ovarienne (75), des inhibiteurs spécifiques ont montré leur 
efficacité (164). 

L’intérêt des inhibiteurs de MET dans les carcinomes ovariens apparaît également lorsque 
l’on considère ses inter-relations avec l’environnement hypoxique et l’inhibition de 
l’angiogenèse. En effet, il a été montré que l’environnement hypoxique induit par les agents 
anti-angiogéniques favorisait la prolifération des cellules tumorales via l’activation de la 
signalisation MET (74). Cette sur-régulation compensatoire pourrait probablement explique 
l’absence de prolongation de la survie globale de bevacizumab dans le traitement des 
carcinomes ovariens (165,166). Sur la base de ce concept, la double inhibition MET/VEGFR2 
a été évaluée et a montré des bénéfices cliniques dans les carcinomes papillaires du rein 
porteurs de mutation de MET (167). Un effet du même ordre a été décrit dans un modèle 
des carcinomes ovariens (168).  

En ce qui concerne les voies de signalisation PI3K et MAPK, des résultats précliniques ont 
montré l’interaction existant entre ces deux voies de signalisation intracellulaire et que 
l’inhibition d’une voie pouvait engendrer l'activation de l'autre (169). Ce phénomène 
explique probablement l’insuffisante d'activité antitumorale des thérapies ciblées par des 
agents uniques et l’efficacité plus favorable de la thérapie combinée constatée dans les 
études précliniques (169–171). Différentes approches, y compris le ciblage de la même voie 
à différents niveaux (combinaisons verticales) ou l'inhibition concertée des voies de PI3K et 
MAPK (les combinaisons horizontales) ont été entreprises. Les essais cliniques sur des 
tumeurs comprenant les carcinomes ovariens sont résumés dans Tableau 11. 
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Aucune mutation concomitante touchant les deux voies n’a été retrouvée dans notre étude, 
contrairement à d’autres (146). 

3. Comparaison de la technique de PCR-HRM avec celle de séquençage NGS 

Les gènes analysés par les deux techniques sont les gènes KRAS, NRAS, BRAF et PIK3CA. 
Toutes les mutations détectées en PCR HRM ont été retrouvées en séquençage à une 
fréquence allélique supérieure à 20% (Tableau 7, Annexe 7). Ces données nous confirment la 
bonne spécificité de la PCR-HRM. Pour les gènes BRAF et NRAS exons 3 et 4, aucune 
mutation n’a été retrouvée, ni par PCR-HRM ni par séquençage (Tableau 7). La PCR-HRM 
montre donc une bonne sensibilité pour l’analyse de ces gènes. En revanche, trois mutations 
de l’exon 10 du gène PIK3CA détectées par séquençage haut-débit à des fréquences 
alléliques (FMA) de 15%, 17% et 5% n’avaient pas été détectées par la technique de PCR-
HRM. Il semblerait donc que la sensibilité de la PCR-HRM pour l’analyse de l’exon 10 du gène 
PIK3CA ne permette la détection de mutations qu’à partir de 20% de cellules mutées.   

4. Analyse de l’expression des protéines P53 et PTEN par immunohistochimie   

L’étude immunohistochimique permet de mettre en évidence le taux d’expression de la 
protéine, souvent des formes mutées. Cette méthode est utilisée pour l’analyse de protéines 
codées par de très longs gènes ne présentant pas de zone mutationnelle bien précise (« 
hotspot »). Considérée comme une technique facile à réaliser, la lecture des lames 
d’immunohistochimie nécessite cependant l’œil d’une personne formée et qualifiée dans le 
domaine. 

4.1 P53  

L’anticorps utilisé dans notre étude permet de reconnaître à la fois le type sauvage et muté 
non-nul de la protéine P53 (127). Quand la protéine P53 sauvage est analysée par 
immunohistochimie, elle se traduit par un marquage d’intensité modeste d’une petite 
proportion de cellules tumorales à cause de la demi-vie très courte de la protéine. Dans le 
cas du phénotype muté non-nul, le marquage se présente de manière très intense. Dans le 
cas d’un phénotype muté nul, la forme tronquée de la protéine, est indétectable par 
l’immunohistochimie et donc ne génère aucun marquage (170).  

Le niveau d’expression de la protéine P53 a pu être interprété dans les 53 tumeurs analysées 
dans notre étude.  Toutes les tumeurs surexprimant P53 présentaient une coloration 
nucléaire diffuse et intense révélant un phénotype P53 muté non-nul. Les tumeurs 
présentant une absence complète de coloration nucléaire révélaient quant à elle un 
phénotype P53 muté nul (173).  

La surexpression de P53 a été constatée dans 32 sur 53 (60%) de toutes les tumeurs et 30 
sur 45 (67%) des tumeurs séreuses, une fréquence similaire aux données de la littérature 
(78,174). Globalement, ces constatations sont en accord avec les données publiées montrant 
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une altération fréquente de P53 dans les carcinomes ovariens de haut-grade, surtout le 
sous-type séreux (40). 

L’association entre la surexpression de P53 et le pronostic demeure controversée, 
probablement à cause d’une mauvaise considération des différents sous-types histologiques 
analysés, de méthodologies et de critères d’interprétation différentes (78). Dans notre étude 
du sous-groupe des carcinomes séreux de haut-grade, nous avons retrouvée une association 
entre la surexpression de P53 et une prolongation de la survie sans progression et de la 
survie globale. Ces données sont concordantes avec celles rapportées à l’issue d’une étude 
sur un effectif supérieur au nôtre (174). Bien que cela puisse être expliqué par le fait que les 
protéines P53 muté nul sont souvent tronqués et dépourvues de fonction de type sauvage, 
tandis que les protéines P53 de phénotype muté non-nul conserve en partie des fonctions 
sauvage (173), le mécanisme précis menant à cette différence en terme du pronostic n’est 
pas certain et a besoin d’investigation plus approfondie. 

La division en deux groupes des altérations de P53 dans les tumeurs trouve des implications 
différentes en matière de thérapie ciblée. Pour le groupe de tumeurs présentant une 
surexpression de P53 de phénotype muté non nul, le maintien de la stabilité de P53 est 
critique pour la chimiorésistance et la survie des cellules tumorales. Cette stabilisation exige 
la formation d’un complexe avec les HSP90 qui empêchent la dégradation de P53 non-nul 
(175). La bonne fonction de l’histone déacétylase 6 (HDAC6) est nécessaire pour la formation 
de ce complexe (176). L’inhibition de la fonction de HDAC6 est donc critique pour la 
déstabilisation et la dégradation de P53.  Le vorinostat est un inhibiteur spécifique de HDAC6 
approuvé par la FDA dont l’activité cytotoxique préférentielle a été montrée sur des cellules 
tumorales présentant un phénotype P53 muté non-nul (177).  

L'angiogenèse des tumeurs est souvent contrôlée par une hypoxie secondaire à une 
croissance tumorale ou par l’augmentation de la signalisation oncogénique. Les deux 
mécanismes entraînent une activation de la signalisation HIF-1 alpha et une augmentation 
de sa cible transcriptionnelle: le facteur de croissance de l’endothélium vasculaire (VEGF). La 
modification post traductionnelle de HIF-1alpha, y compris l’acétylation médiée par les 
histone acétyltransférases (HATs) et la désacétylation par les histone désacétylases (HDAC), 
est un phénomène critique. L’inhibition de cette signalisation par les inhibiteurs de HDAC 
devient une nouvelle piste anti-angiogénique (178). L’association de l’inhibitions de la voie 
du VEGF par le pazopanib et d’inhibition des HDAC par le vorinostat a montré une activité 
antitumorale synergique se traduisant par une prolongation de la survie sans progression et 
de la survie globale chez les patients porteurs de tumeurs de phénotype P53 muté, y 
compris des tumeurs ovariennes, par rapport aux patients porteurs de tumeurs de 
phénotype P53 sauvage (179). Il a ainsi été proposé de stratifier les carcinomes ovariens en 
fonction du phénotype P53 comme une justification moléculaire pour l'addition de 
vorinostat à la thérapie d'entretien par anti-VEGF dans le but de maximiser les avantages 
cliniques et de limiter les toxicités importantes liées à la chimiothérapie cytotoxique (180). 
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Quant aux tumeurs de phénotype P53 muté nul, la restauration d’un phénotype P53 sauvage 
par la thérapie génique a été envisagée et l’essai clinique s’y référant a montré une 
prolongation de la survie des patientes atteintes des carcinomes ovariens (181). 

4.2 PTEN 

PTEN est un régulateur négatif majeur de la voie de signalisation PI3K/AKT/mTOR dont la 
perte de fonction active la signalisation oncogénique. Probablement en raison de 
l’importante multiplicité des sites de mutations pouvant toucher le gène PTEN, il a été 
montré que l’analyse de l’expression de PTEN par immunohistochimie pouvait être préférée 
au séquençage afin de stratifier les tumeurs au regard de leur statut PTEN (182).  

Dans notre étude, l’interprétation de l’expression de PTEN a été possible dans 46/ 53 cas et 
39/45 pour les tumeurs de type séreux. 

Pour les tumeurs interprétable, la perte d’expression de PTEN a été constatée dans 19 cas 
(41%) et 15 cas de type séreux (38%), une fréquence similaire à celle révélée dans d’autres 
études (80,183).  

Bien que la perte d’expression de PTEN ait été rapportée comme un événement commun et 
un marqueur pronostique dans les carcinomes séreux de haut-grade (80), l’association avec 
la survie des patientes demeure controversée (80,183). Une étude récente qui a évalué 
l'expression de PTEN dans les carcinomes séreux de haut-grade a rapporté une association 
entre la perte d'expression PTEN et une survie sans progression plus élevée. Aucune 
corrélation n’a été relevée avec la survie globale, probablement en raison de l'hétérogénéité 
des régimes de traitement après la rechute (183). Comme suggéré par ailleurs, l'association 
de la perte d’expression de PTEN avec un pronostic plus favorable peut être partiellement 
expliquée par une relation entre la déficience de PTEN et un défaut de la réparation d'ADN 
par la recombinaison homologue et effet protecteur de la surexpression de PIK3CA 
constatée dans les carcinomes ovariens à cellules claires (184,185). Ce défaut de 
recombinaison homologue pourrait sensibiliser les cellules tumorales aux médicaments 
anticancéreux comme les sels de platine ou les inhibiteurs de PARP (186), un phénomène 
similaire à celui observé dans les tumeurs avec une déficience de BRCA. Cette association 
entre la perte d’expression de PTEN et la survie sans progression ou la survie globale n’a pas 
été retrouvée dans notre étude, probablement à cause de son effectif relativement faible. 

D’ailleurs, des études précliniques montrent que l’association d’une mutation de PIK3CA 
avec la perte d’expression de PTEN est suffisante pour initier la cancérogenèse des 
carcinomes ovariens (187). Ce phénomène a été constaté dans 3 tumeurs de notre étude, 
une tumeur de type séreux et deux tumeurs à cellules claires. Comme une large proportion 
des tumeurs présentant une perte d’expression de PTEN ont montré une régression après 
avoir exposé aux inhibiteurs ciblant la voie de signalisation PI3K (188),  la perte d’expression 
de PTEN peut être un marqueur prédictif de l’activation et la réponse aux inhibiteurs de la 
signalisation PI3K (146) tels que buparlisib (BKM120) et NVP-BYL719 (150,189). Des essais 
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cliniques d’inhibiteurs de PI3K chez des patientes porteuses d’une tumeur présentant une 
mutation de PIK3CA et/ou une perte d’expression de PTEN, y compris les carcinomes 
ovariens, sont en cours (NCT00877773, NCT 01219699, NCT01449058, NCT 01501604, NCT 
01708161, NCT 01928459, NCT02439489, NCT02449538, NCT02449564). 

5. Patientes porteuses de mutations germinales de BRCA dans notre étude 

Sept patientes sur les 19 ayant eu un test oncogénétique dans notre étude sont porteuses 
d’une mutation germinale des gènes BRCA1 ou BRCA2. Toutes sont atteintes des carcinomes 
séreux. A part de l’olaparib qui a obtenu l’AMM pour le traitement des carcinomes séreux de 
haut grade sensibles aux sels de platine, d’autres inhibiteurs de PARP tels que rucaparib, 
niraparib et veliparib sont en cours d’évaluation dans les essais cliniques pour le traitement 
des carcinomes ovariens (190). Les essais multi-centriques destinés à étendre l'AMM des 
inhibiteurs de PARP sont résumés dans Tableau 12. Parmi ces agents le rucaparib a connu un 
grand progrès depuis ces dernières années (191).  

D’ailleurs, des études pré-cliniques ont mis en évidence que l’hypoxie induite par l’inhibition 
de l’angiogenèse conduit à la régulation négative des protéines de réparation d’ADN par 
recombinasion homologue et améliore la sensibilité aux inhibiteur de PARP (192,193). Cet 
effet a été confirmé au cours d’essais cliniques de phase I et II (194,195), menant finalement 
à la réalisation d’essais de phase III sur des carcinomes ovariens de haut-grade. Ces essais 
sont résumés dans Tableau 13. 

F. CONCLUSION ET PERSPECTIVES 

Les résultats obtenus lors de cette étude ont souligné le fait que, dans les carcinomes 
ovariens de haut-grade, la voie PI3K pouvait être fréquemment dérégulée, la dérégulation 
étant engendrée soit directement par les mutations des gènes PIK3CA et PTEN ou 
indirectement par les altérations du récepteur MET situé en amont, entre autre, de cette 
voie de signalisation. De nombreuses stratégies thérapeutiques, dirigées contre les protéines 
de cette voie de signalisation sont activement étudiées et constitueraient par conséquent 
une opportunité thérapeutique pour ces patientes. 

La perspective de nouvelles analyses peut également être considérée. En effet, si le 
séquençage a permis de détecter les mutations ponctuelles ainsi que les petits 
réarrangements, certaines altérations génétiques ou épigénétiques, telles que la 
méthylation de certains promoteurs de gènes n’ont pas pu être étudiées.  

D’autre part, si certaines protéines des voies de signalisation étudiées ont été analysées, 
d’autres, au sein de ces mêmes voies et pouvant également être ciblées par des thérapies, 
pourraient faire l’objet de nouvelles analyses. Les anomalies des protéines AKT ou mTOR, 
par exemple, pourraient être présentes dans les tumeurs ovariennes.  
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Enfin, l’analyse des altérations situées dans d’autres voies de signalisation, telles que les 
différentes voies de réparation de l’ADN, présenterait un grand intérêt. L’étude des gènes 
BRCA par séquençage haut-débit, qui n’a pu être mise au point lors de ma thèse, serait par 
exemple pertinente. En effet, des altérations de ces gènes et également d’autres gènes 
s’intégrant dans la même voie de signalisation semblent être très fréquentes dans les 
carcinomes ovarien de haut-grade, notamment le sous-type séreux, et pourraient faire 
l’objet d’une thérapie par les inhibiteurs de PARP.  

En cancérologie, suite à l’identification des anomalies moléculaires tumorales et au 
développement d’agents thérapeutiques ciblant ces anomalies, de plus en plus de patients 
bénéficient d’une thérapie personnalisée. Dans les cancers de l’ovaire, la détermination du 
profil moléculaire des tumeurs pourrait donc permettre, à court ou moyen terme, 
l’utilisation de thérapies ciblées efficaces et appropriées.  
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Tableau 10 : Essais cliniques en cours évaluant des inhibiteurs de la voie de signalisation 
PI3K/AKT/mTOR. 

Protocole  Phase  Titre  

NCT 02208375 Phase I, 
phase II 

Olaparib et inhibiteur de mTOR (AZD2014) ou inhibiteur d’AKT 
(AZD5363) dans le traitement des récidives de cancers de 
l’endométre, de cancers du sein triple négatifs, et de cancers de 
l’ovaire. 

NCT02142803 Phase I Inhibiteurs de TORC1/2 (MLN0128) et Bévacizumab dans le 
traitement des glioblastomes et des tumeurs solides avancées 

NCT01827384 phase II Thérapies ciblées à base des profils moléculaires des tumeurs 
solides avancées 

NCT01623349 Phase I Buparlisib ou Alpelisib plus Olaparib dans le traitement des 
récidives de cancers du sein triple négatifs ou de carcinomes 
ovariens séreux de haut-grade 
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Tableau 11 : Essais cliniques des thérapies ciblées combinées sur des carcinomes ovariens. 

a CR = réponse complète, PR = réponse partielle, SD = maladie stable 

Phase et/ou caractères  d’essai Régime Nombre de patients Efficacité Réference 

Phase 1b, patients porteurs de tumeurs solides avancées 
avec mutation de RAS ou BRAF 

BYL719 (inhibiteur de 
PI3Kα) 

+ binimetinib (MEK162) 
(inhibiteur de MEK) 

4 (avec mutation de 
KRAS) 

3 PRa (196) 

Tumeurs avec mutation de RAS inhibiteur de   PI3K + 
inhibiteur de MEK 
(NOS) 

14 5  PR, 1 SD,  (197) 

Phase 1b,  tumeurs avec mutation de KRAS Buparlisib (pan  
inhibiteur de PI3K) + 
trametinib (inhibiteur 
de  MEK) 

21 (19 mutation de 
KRAS, 1 mutation de 
BRAF) 

1 CR, 5 PR (198) 

Phase 1, tumeurs solides de stade avancé Tivantinib (inhibiteur de  
MET) + temsirolimus 
(inhibiteur de  mTOR) 

4 1 PR, 1 SD (199) 
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Tableau 12 : Essais multi-centriques destinés à étendre l'AMM des inhibiteurs de PARP 
dans le carcinome ovarien. 

Inhibiteurs 
PARP 

Cibles Récapitulation 

 

 

 

Olaparib 

(AZD2281) 

 

 

 

PARP1/2/3 

Essais de phase III : 

-- Chez les patientes avec mutations (germinales ou somatiques) de 
BRCA en première ligne (SOLO-1; NCT01844986) 

-- Chez les patientes atteintes d’un carcinome séreux ou 
endométrioïde de haut-grade chimiosensible aux sels de platine avec 
mutations (germinales ou somatiques) de BRCA (SOLO-2; 
NCT01874353) 

 

 

Rucaparib  

(AG-014699;  

CO-338) 

 

 

PARP1/2 

Essai de phase II chez les patientes atteintes d’un carcinome 
chimiosensible aux sels de platine, accompagné d’un test de diagnostic 
de défaut de la recombinaison homologue (ARIEL2; NCT01891344)  

Essai randomisé de traitement d’entretien chez les patientes atteintes 
d’un carcinome de haut-grade récidivant chimiosensible aux sels de 
platine avec ou sans mutations de BRCA (ARIEL3; NCT01968213) 

 

Veliparib  

(ABT-888) 

 

PARP1/2 

Essai de phase III (3 bras) en première ligne associé à carboplatine et 
paclitaxel suivi d’un traitement d’entretien par veliparib (GOG 3005; 
NCT02470585)  

Niraparib 
(MK4827) 

PARP1/2 Essai de phase III de traitement d’entretien chez les patientes avec ou 
sans mutations de BRCA, accompagné d’un test de diagnostic de 
défaut de la recombinaison homologue pour les patientes sans 
mutation de BRCA (NOVA; NCT01847274) 

D’après: Ledermann JA, Ann Oncol. 2016
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Tableau 13 : Essais cliniques de phase III d’association des inhibiteurs de PARP et des agents anti-angiogéniques . 

Inhibiteur de 
PARP 

Numéro d’essai de NCT Agent 

anti-angiogénique 

Régime d’association Chimiosensibilté 
aux sels de platine 

Critères d’inclusion 

Olaparib PAOLA-1(ENGOT ov25) 

NCT02477644 

Bevacizumab platine-taxane-bevacizumab + 
Olaparib vs. placebo suivi par 
bevacizumab + olaparib vs. placebo 
en entretien 

Première ligne COHG de stade IIIB-IV 

Olaparib (NRG-GY004 NCI-2015-00606) 

NCT02446600 

Cediranib Olaparib vs. Olaparib-cediranib vs. 
Chimiothérapie à base de platine 

Chimiosensible aux 
sels de platine 

COHG ou d’autres histologies 
avec mutations germinales de 
BRCA 

Olaparib (NRG-GY005 NCI-2015-00651) 

NCT02502266 

Cediranib Olaparib vs. Cediranib vs. Olaparib-
cediranib vs. Monochimiothérapie 
sans platine 

Chimiorésistant aux 
sels de platines 

COHG ou autre histologie avec 
mutations germinales de 
BRCA 

Olaparib ICON 9 Cediranib Chimiothérapie à base de platine-
cediranib suivi par cediranib vs. 
Cediranib-olaparib en entretien 

Chimiosensible aux 
sels de platine 

COHG 

Niraparib AVANOVA 

(ENGOT ov24) 

NCT02354131 

Bevacizumab Niraparib vs. Bevacizumab vs. 
Niraparib-bevacizumab 

Chimiosensible aux 
sels de platine 

COHG 

COHG : carcinome ovarien de haut-grade 

D’après: Ledermann JA, Ann Oncol. 2016
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ANNEXE 1 : Mode opératoire de la coloration HES (Hématoxyline, Eosine, Safran) en 
méthode manuelle. 
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ANNEXE 2 : Protocole d’extraction d’ADN à partir de tissue (QIAmp DNA Mini kit). 
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ANNEXE 3 : Feuille de travail pour la préparation d’une plaque de PCR-HRM (9 patients) pour 
l’analyse des mutations de l’exon 3 du gène KRAS et des exons 2, 3 et 4 du gène NRAS. 
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ANNEXE 4 : Exemples des schémas de plaques 96 puits pour les PCR TAG et PCR MID. 

 

En couleur sont inscrits les noms des mix à déposer (24µL par puits). En noir sont indiquées les lettres 
des ADN patientes à déposer (1µL par puits). Les témoins sont constitués des mix seuls. B15 : BRAF 
exon 15 – Pik5 = PIK3CA exon 5 – Pik10 = PIK3CA exon 10 – Pik21 = PIK3CA exon 21 – M14 = MET 
exon 14 – M16 = MET exon 16 – M17 = MET 17 - M18 = MET exon 18 – M19 = MET exon 19 

 

 

En couleur sont inscrits les noms des mix des MID à déposer (24µL par puits). En noir sont indiqués 
les amplicons de la PCR TAG à déposer (1µL par puits). Les témoins sont constitués des mix seuls. 
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ANNEXE 5 : Schéma de plaque 96 puits du dosage de 26 échantillons au Picogreen. 

 

Dans les deux premières colonnes sont déposées en duplicat différentes dilutions d’un ADN 
standard dilué à 2µg/µL. Dans les autres puits de la plaque sont déposés en triplicat les 
échantillons à doser, dilués au 1/100ème. L’ajout de Picogreen dans toute la plaque permet 
l’obtention d’une droite étalon. Grâce à l’équation de cette droite sont déterminées les 
concentrations des échantillons.  
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ANNEXE 6 : Détermination de la dilution des échantillons purifiés suite au dosage par 
Picogreen. 

D’après : 454-LIFESCIENCESCORP. 2012. Amplicon Library Preparation Method Manual GS 
Junior Titanium Series 454 Life Sciences Corp. 

 

Ce raisonnement mathématique montre comment obtenir le volume de TE1X à ajouter à 1µL 
d’échantillon pour obtenir une concentration de 109 molécules d’ADN/µL, après avoir 
déterminé la concentration de l’échantillon par dosage au Picogreen.  
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ANNEXE 7 : Résultats d’analyse des échantillons par les techniques de PCR-HRM, séquençage et immunohistochimie. 

 

c. p. FMA c. p. FMA c. p. FMA c. p. FMA c. p. FMA

c.1571G>A p.R524K 15,65
2 Carcinome séreux WT WT WT WT + -
3 Carcinome séreux  WT WT WT WT + NI

c.3029C>T p.T1010I 58,65
5 Carcinome séreux WT WT WT WT + +

c.1037T>A p.L346Q 60,32
7 Carcinome séreux WT WT WT WT + NI
8 Carcinome séreux WT WT WT WT - +
9 Carcinome séreux WT WT WT WT + +

10 Carcinome séreux WT WT WT WT + +
11 Carcinome endométrioïde WT WT WT WT - -
12 Carcinome séreux WT WT WT WT + -
13 Carcinome séreux  WT WT WT WT + +
14 Carcinome endométrioïde WT WT WT WT + +
15 Carcinome séreux  WT WT WT WT + NI

c.181C>Ap.Q61K 24,12
17 Carcinome séreux  WT WT WT WT + +
18 Carcinome séreux  WT WT WT WT + +

c.2962C>T p.R988C 65,28
20 Carcinome séreux  WT WT WT WT + +
21 Carcinome séreux  WT WT WT WT + -
22 Carcinome séreux  WT WT WT WT + +
23 Carcinome séreux  WT WT WT WT + -
24 Carcinome séreux  WT WT WT WT + +
25 Carcinome séreux  WT WT WT WT + -
26 Carcinome séreux  WT WT WT WT + -
27 Carcinome séreux  WT WT WT WT + +

c.181C>Ap.Q61K 24,68

c.1571G>A p.R524K 17,08
30 Carcinome séreux  WT WT WT WT - +
31 Carcinome séreux  WT WT WT WT - +
32 Carcinome séreux  WT WT WT WT + +
33 Carcinome séreux  WT WT WT WT + +

c.3029C>A p.T1010I 45,05
35 Carcinome séreux  WT WT WT WT + +

c.3139C>T p.H1047Y 37,41

WT
WT
WT
WT
WT
WT

WT
WT
WT

WT
WT

WT
WT
WT
WT
WT
WT
WT
WT
WT

WT

WT
WT

WT
WT

WT

WT
WT
WT

WT
WT
WT
WT

WT
Exon 21

WT
WT

WT
WT
WT
WT
WT

WT
WT
WT
WT
WT
WT

WT
WT

WT

WT

WT
WT
WT
WT
WT
WT
WT
WT
WT

+-Carcinome à cellules claires36 WT WTWT

WT

WTNon analyséNon analyséExon 21 muté WT

Carcinome séreux  34 WTNon analyséNon analysé WT
Exon 14 -

- -

WTWTWTWT -

WT
WT
WT
WT

Non analysé
Non analysé
Non analysé
Non analysé WT

Exon 10 WT

Exon 14 + -

28 Carcinome séreux  WT Exon 3 muté WT WT Non analysé
Exon 3

WT WT WT - +

WT
WT

WT
WT

WT

WT
WT

WT

Patientes Type histologique de la tumeur KRAS  (exons 
2, 3, 4)

NRAS ( exons 
2, 3, 4)

BRAF 
(exon 15)

PIK3CA 
(exons 10 et 

21)

Résultats HRM

KRAS  (exons 2, 3, 4)

WT

WT

29 Carcinome à cellules claires WTWT

Expression tissulaire

P53   (expression 
nucléaire)

PTEN 
(expression 

cytoplasmique)

WT

NRAS (exons 2, 3, 4) PIK3CA (exons 5, 10, 21)BRAF (exon 15) MET (exons 14, 16, 17, 18, 19)

Statut mutationnel
Résultats séquençage

WTWT
Exon 10

WT

WT

WT

WT
WT

WT

WT
WT
WT

WT
WT

WTWTWTWT

Non analysé

WT

WTWT Non analysé Non analysé WT

WT
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WTWT
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WT
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WT
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Non analysé Non analysé
Non analysé
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WT

WT
WT
WT

WT
WT

Non analysé

Non analysé
Non analysé
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WT

Non analysé

WT
WT

Non analysé
Non analysé

Carcinome séreux 19 WT WT

WTWTWTWTCarcinome séreux 4 WT WT

WT

WT
WT

WT
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WT
WT
WT
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6 Carcinome séreux WT WTWTWT
Exon 5

Carcinome séreux  1 WTWTWT WT

WT
WT WT

WT

WT

WT
WT

WT

- NI

+ NI

NI+

Carcinome séreux 16 WTWTExon 3 mutéWT WT
Exon 3

WT
WT WT - +

WT Exon 14

WTWTWT
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37 Carcinome séreux  WT WT WT WT + -
38 Carcinome séreux  WT WT WT WT - +

c.3029C>A p.T1010I 82,77
40 Carcinome séreux  WT WT WT WT - +
41 Carcinome endométrioïde WT WT WT WT - +
42 Carcinome séreux  WT WT WT WT - +

c.1571G>A p.R524K 5,01
44 Carcinome séreux  WT WT WT WT - -
45 Carcinome séreux  WT WT WT WT + -

c.3619G>A p.A1207T 32,87

c.3140A<Gp.H1047R 41,69
49 Carcinome séreux WT WT WT WT + -
50 Carcinome non déterminé WT WT WT WT + -
51 Carcinome séreux Non analysé Non analysé Non analyséNon analysé - +

c.35 G>T p.G12V 40,79
53 Carcinome séreux Non analysé Non analysé Non analyséNon analysé - -

--Carcinome à cellules claires 48 Exon 21 mutéWTWTWT WTNon analyséNon analysé
Exon 21

WT
WT

WT

WT
WT

WT

WT
WT

WT
WT

WT

WT +-

WT
Exon 18 + +

Exon 10 WT -+

WT
WT

WT
WT

- -

Carcinome séreux  46 Non analyséNon analysé WTWTWTWTWT

Carcinome séreux  43

WTCarcinome séreux  39 WT

47 Carcinome séreux  WTWTWTWT WTNon analyséNon analysé

WT

WT
Exon 14

Non analyséNon analyséWT

WT
WT
WT WT

WT

WT

WT
WT

WT
WT
WT

WT

WT

WT
WT

Non analysé
WT

WTWTWT

Non analysé

WT

Non analyséNon analysé

Non analysé

Non analysé
Non analysé

Non analysé
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Non analysé

Non analysé

Non analysé
Non analysé

Non analysé

Non analysé
Non analysé

Non analysé

Non analysé
Non analysé

Non analysé

WT

WT
WT

-
NI52

Non analysé Non analysé Non analyséNon analysé
Exon 2

WT

WT

WT
WT WT

Carcinome à cellules claires 

WT

WT

WT

WT

WT

WT

Légende :
WT : Wild  Type 

FMA : Fréquence of Mutated Allele 

-  : Pas d'expression de la protéine
+ : Expression tissulaire de la 
protéine recherchée
NI : Non interprétable
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Abstract
Objectives: Despite the great histological and molecular heterogeneity, the clinical management of high-grade
ovarian carcinoma remains univocal. As a major subgroup, high-grade serous ovarian carcinomas (HGSOC) need
novel therapy. Additionally to conventional histological prognostic markers and oncogenetic investigations,
molecular diagnostic was performed using NGS to identify "druggable" targets that could provide access to
innovative therapy.Methods: This study was performed in 45 HGSOC patients (pts) (mean age 59.1, range 25-87)
with histologically proven HGSOC. BRCA1/2 germline mutations were screened in 17 pts with familial/personal
cancer history justifying oncogenetic investigations. P53 and PTEN expression was assessed on formalin fixed
paraffin-embedded tissues using immunohistochemistry. Somatic mutations of KRAS, NRAS, BRAF, PIK3CA and
MET were screened using NGS on DNA extracts from frozen tumor specimens taken at diagnosis. Results: With a
median follow-up of 38 months (range 6;93), 20 pts are alive, 10 pts disease-free and14 progressed within 6
months after platinum-based therapy. P53 overexpression was detected in 67% and PTEN loss in 38% of the
patients. Overexpression of mutant P53 was found to be associated with longer progression-free/overall survival.
Two NRAS (exon 3), 3 PIK3CA (exon 5 and 10) and 5 MET mutations (exons 14 and 18) were detected.
Conclusion: In HGSOC, beside P53 and PTEN alterations, somatic genetic abnormalities can be detected using
NGS and provide molecular rationale for targeted therapies, potentially offering new therapeutic opportunities to
the patients.
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                Please find enclosed our article entitled " Beside P53 and 

PTEN: identification of molecular alterations of RAS/MAPK and 

PI3K/AKT signaling pathways in high-grade serous ovarian 

carcinomas. Towards new therapeutic targets ?" for submission to 

International Journal of Oncology. 

                In this paper, beside the analysis of oncogenic alterations of P53

and PTEN expression, KRAS, NRAS, BRAF, PIK3CA and MET mutations were

screened  as  putative  sources  of  RAS/MAPK  and  PI3K/AKT  signaling

pathways  activators.  The  relation  of  these  alterations  with  the  clinical

outcome  of  patients  with  HGSOC  was  then  evaluated.  We  found  that

expression  of  non-null  mutant  P53  is  associated  with  longer

progression-free/overall survival and may be new “druggable” targets. We

also show that mutant MET, NRAS or PIK3CA present in HGSOC may be

new druggable targets for innovative therapy.

This  study  has  been  approved  by  scientific  committee  of  Institut  de

Cancérologie de Lorraine and all the patients gave their formal consent for

this study.  This paper has not been and is not meant to be published in

other journals and no conflict of interest could be raised from this work.

                All  the authors approve the observations, the results and the

conclusions described in the manuscript.
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Dr. Alexandre Harlé
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ABSTRACT

Objectives:  Despite the great histological and molecular heterogeneity,  the clinical

management  of  high-grade  ovarian  carcinoma  remains  univocal.  As  a  major

subgroup,  high-grade  serous  ovarian  carcinomas  (HGSOC)  need  novel  therapy.

Additionally  to  conventional  histological  prognostic  markers  and  oncogenetic

investigations, molecular diagnostic was performed using NGS to identify "druggable"

targets that could provide access to innovative therapy.

Methods:  This study was performed in 45 HGSOC patients (pts) (mean age 59.1,

range 25-87) with histologically proven HGSOC. BRCA1/2 germline mutations were

screened  in  17  pts  with  familial/personal  cancer  history  justifying  oncogenetic

investigations.  P53  and  PTEN  expression  was  assessed  on  formalin  fixed

paraffin-embedded  tissues  using  immunohistochemistry.  Somatic  mutations  of

KRAS, NRAS, BRAF, PIK3CA and MET were screened using NGS on DNA extracts

from frozen tumor specimens taken at diagnosis. 

Results: With a median follow-up of 38 months (range 6;93), 20 pts are alive, 10 pts

disease-free and14 progressed within 6 months after platinum-based therapy. P53

overexpression  was  detected  in  67%  and  PTEN  loss  in  38%  of  the  patients.

Overexpression  of  mutant  P53  was  found  to  be  associated  with  longer

progression-free/overall survival. Two NRAS (exon 3), 3 PIK3CA (exon 5 and 10) and

5 MET mutations (exons 14 and 18) were detected. 

Conclusion:  In  HGSOC,  beside  P53  and  PTEN  alterations,  somatic  genetic

abnormalities  can  be  detected  using  NGS  and  provide  molecular  rationale  for

targeted therapies, potentially offering new therapeutic opportunities to the patients.
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INTRODUCTION

Ovarian carcinoma is the seventh most common cancer in women worldwide, and

the  leading  cause  of  death  from  gynecological  malignancies  (1).  Despite  the

development of surgical techniques and emergence of novel chemotherapy agents,

the 5-year overall survival rate remains as poor as nearly 30%. High grade serous

carcinoma (HGSOC)  is  the  dominant  subgroup of  ovarian  carcinomas with  rapid

evolution,  late  diagnosis  and  very  poor  prognosis  and  justify  the  need  of  new

therapeutic  strategies  (2).  Many  genetic  alteration  events  are  involved  in  the

molecular  mechanisms  of  cancer  development,  progression  and  metastasis.

Understanding and elucidating these genetic aberrations in HGSOC could provide

innovative therapeutic options with novel targeted agents.

P53 alterations  are  frequently  detected in  HGSOC and  are  associated with  high

tumor cell proliferation  (2). Beside its interest as prognostic marker, P53 alterations

could serve as a theranostic biomarker in HGSOC. As an example, destabilization

and degradation of mutant P53 by the HDAC6 inhibitor vorinostat has been reported

(3), leading to antitumor activity. Further, since tumor angiogenesis could be inhibited

through the downregulation of VEGF induced by HDAC-mediated HIF inhibition (4),

synergistic anti-tumor activity has been reported when combined inhibition of VEGF

and  HDAC  was  induced  by  pazopanib  and  vorinostat  and  demonstrated  better

anti-tumor  activity  with  a  significantly  longer  progression-free  survival  (PFS)  and

overall survival (OS) achieved in patients bearing mutant P53 solid tumors including

ovarian cancers, than in P53 wild type tumors  (5). Stratifying HGSOC patients on

P53 alteration status has therefore been proposed as a molecular rationale for the

addition  of  vorinostat  to  anti-VEGF maintenance  therapy  and  may  maximize  the
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clinical  benefits  limiting  the  significant  toxicities  related  to  the  use  of  cytotoxic

chemotherapy (6).

RAS/MAPK  and  PI3K/AKT and  are  two  major  intracellular  signaling  transduction

pathways  whose  activation  can  result  from  loss  of  PTEN  function,  PIK3CA,

KRAS/NRAS, BRAF gene mutations (7), and/or activating mutations of MET receptor

(8) involved  in  the  carcinogenesis  of  HGSOC.  These  genetic  abnormalities  are

correlated with a decreased responsiveness to conventional chemotherapy and poor

prognosis (9–11). 

PI3K/AKT  pathway  is  activated  in  approximately  70%  of  ovarian  carcinoma,

activation of this pathway is associated with higher invasive and migratory capacities

of tumor cells and resistance to cytotoxic chemotherapy (12).

PTEN is a major negative regulator of PI3K signaling pathway and PTEN loss has

been reported as a common driver event and prognostic classifier in HGSOC (13).

Previous study has shown that IHC should be preferred for identifying loss of PTEN

function (14). However, the relationship between loss of PTEN and patient outcome

remains controversial (13,15).

Although  RAS mutations  have  been  considered  as  the  molecular  feature  of  the

low-grade ovarian cancer,  NRAS gene, member of the  RAS family, was found as

oncogenic  driver  in  HGSOC,  which  indicates  some overlapping  of  the  molecular

profiles of low and high grade ovarian carcinomas (16).

Pathologic activation of MET through  MET gene mutation is well characterized as

driver  in  oncogenesis  (8) and  has  been  reported  to  promote  tumor  proliferation,

invasive growth, and angiogenesis, which are widely observed in HGSOC (7,17). In

addiction, MET activation can promote angiogenesis by activating common signaling

pathways  such  as  PI3K/AKT and  RAS/MAPK,  and  it  has  been  shown  that  the
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hypoxic  environment  induced  by  anti-angiogenic  agents  could  promote

MET-dependent   spreading of  cancer  cells  (18).  This  suggests  that  the selective

targeting of one pathway may induce the compensatory up-regulation of another one.

This may explain that in clinical trials evaluating bevacizumab in ovarian carcinoma,

no  significant  increase  of  overall  survival  was  observed  (19,20) and  that,   dual

inhibition  of  MET/VEGFR2  in  MET-mutated  papillary  renal  carcinoma  (21)

demonstrated clinical benefit as observed in ovarian cancer models (22). 

In  this  study,  beside  the  analysis  of  oncogenic  alterations  of  P53  and  PTEN

expression,  KRAS,  NRAS,  BRAF,  PIK3CA and  MET mutations were screened as

putative sources of  RAS/MAPK and PI3K/AKT signaling pathways activators. The

relation of these alterations with the clinical outcome of patients with HGSOC was

then evaluated.
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PATIENTS AND METHODS 

Patients

Patients treated between January 2007 and December 2012 in our institution with a

proven  diagnosis  of  HGSOC  were  selected.  In  all  cases,  final  diagnosis  was

established  according  to  FIGO  and  WHO  criteria.  All  women  have  received

cytoreductive surgery and a platinum-based chemotherapy and were followed-up in

the same institution. Tumor sample were taken before chemotherapy. This study has

been approved by scientific committee of Institut de Cancérologie de Lorraine and all

the patients gave their formal consent for this study.

Tumor samples

Formalin  fixed  paraffin-embedded  (FFPE)  specimens  were  used  for

immunohistochemistry (IHC). Hematoxylin-eosin (H&E) staining was performed on

5-µm section and the tissue was validated by a senior pathologist. Only specimens

with more than 20% tumor cells were used in the study.  

Frozen tumor fragments were used for mutation analysis. Five-µm cryosections were

immediately  fixed  in  AFA  (Alcohol,  Formalin,  acetic  acid)  then  stained  with

hematoxylin-eosin  (H&E)  and  the  tissue  was  validated  by  a  senior  pathologist

ensuring tumor cell  content. Unfixed frozen macrodissected areas with more than

20% tumor  cells  were  then  used  for  DNA extraction  using  QIAmp DNA mini  kit

(Qiagen). Extracted DNA was then purified and DNA concentration was measured by

NanoVue (GE Healthcare) and finally stored at -80°C until processed for PCR and

NGS.

Immunohistochemisty (IHC) 
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Five micrometer sections were cut from each block and deposed on an IHC specific

slide with a distilled water drop and dried on a hot plate, then placed overnight in a

stove  at  56°C. The  sections  were  deparaffinized  and  rehydrated  using  EZ  Prep

solution (Ventana Medical System Inc.) then restored with Cell Conditionner 1 (CC1,

Ventana) for protein conformation. Primary mouse anti-human anti-PTEN antibody

(D4.3,  Dako)  was incubated for  1  hour  at  room temperature  (dilution 1:125)  and

primary  anti-P53  antibody  (DO-7,  Dako)  was  incubated  for  32  minutes  at  42°C

(dilution 1:50). The procedure was performed in a BenchMark Ultra® with UltraView

Universal DAB Detection Kit (Ventana) and the sections were lightly counterstained

with hematoxylin and « bluing reagent ». The IHC results were recorded as follows:

cytoplasmic staining of PTEN was considered as positive, nuclear staining of P53

was  considered  as  positive.  The  interpretation  of  staining  was  blinded  from  the

clinical outcome data. 

Mutation analyses by High Resolution Melting PCR (HRM-PCR) and NGS

PCR assays were performed to screen somatic mutations in KRAS and NRAS exons

2, 3, 4, BRAF exon 15, and PIK3CA exons 10 and 21. PCR fragments were stained

with Resolight®DNA fluorescent intercalant probe, then amplified using LightCycler®

480 High Resolution Melting Master kit  (Roche Diagnostics, Meylan, France) in a

LightCycler®480 thermocycler for 35 cycles (Roche Diagnostics).

Appropriate  positive  and  negative  controls  were  included  for  each  of  the  exons

evaluated.  Cell  lines were used as positive controls  were:  Lovo,  Calu6 and ML2

(KRAS exon 2, 3 and 4); Molt 4, MZ2 and Nalm6 (NRAS exon 2, 3 and 4); HT29

(BRAF exon 15); MCF7 and HCT116 (PIK3CA exon 10 and 21). The cell lines used
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as negative control were: WIDR (KRAS and  NRAS exon 2, 3 and 4); Lovo (BRAF

exon15); MDA-MB231 (PIK3CA exon 10 and 21). 

NGS was performed using ultra-deep biparallel pyrosequencing (GS Junior, Roche

Diagnostics) to confirm and identify the somatic alterations detected by HRM-PCR

and further investigate PIK3CA exon 5 and MET exon 14, 16, 17, 18, and 19. Firstly,

for the library preparation, sequences of interest were amplified by TAG-PCR and

MID-PCR  using  FastStart  High  Fidelity  PCR  System,  dNTPack  kit  (Roche

Diagnostics). The procedure was performed using Nexus Mastercycler® (Eppendorf

AG, Hamburg, Germany). The PCR products were then controlled by agarose gel

electrophoresis and quantitated using Quant-iTTM PicoGreen dsDNA Assay kit (Life

Technologies, Eugene, Oregon, USA). DNA concentration was finally adjusted to 106

DNA molecules/µL.  Second,  the prepared library was amplified by emulsion-PCR

using GS Junior Titanium emPCR kit (Roche Diagnostics) and enriched with emPCR

Bead Recovery Reagents kit (Roche Diagnostics) before being sequenced using GS

Junior  Titanium  Sequencing  kit (Roche  Diagnostics)  kit.  Data  were  treated  with

Amplicon  Variant  Analyzer  software  (454  Life  Sciences  Corp.  Roche,  Branford,

Connecticut, USA). Sequences were aligned with NM_002524.4, NM_006218.2 and

NM_000245.2 for references for NRAS, PIK3CA and MET sequences respectively

and  variant  calling  was  processed.  At  X1000  depth,  NGS sensitivity  was  1%.  A

second data  analysis  using  BWA 0.7.12 (mem algorithm,  default  parameters)  for

mapping  and  sorting  and  indexing  using  SAMtools  was  performed.  VarScan2

(mpileup2snp algorithm, with filters --min-coverage 100 --minreads 20 --min-var-freq

0.01 --p-value 0.05) was used for variant calling as reported previously (23).

8

152

153

154

155

156

157

158

159

160

161

162

163

164

165

166

167

168

169

170

171

172

173

174

8

Page 10 of 30 ESub : 165650 04-04-2016



Statistics

Quantitative  variables  were  described  with  mean,  standard  deviation  and  range;

qualitative variables by frequency and percentage.

The association between P53 expression, PTEN loss of expression,  KRAS,  NRAS,

PIK3CA,  MET mutations and patient age, FIGO stage, chemosensitivity to platinum

drugs  (defined  as  lack  of  tumor  progression  at  6  months)  was  analyzed  using

Chi-squared  test  or  Fisher’s  exact  test.  The progression-free  survival  (PFS)  was

defined as the time interval between the termination of frontline therapy and the first

recurrence either by radiological findings or a rising of CA-125 level by two serial

tests ≥1 month apart. Patients alive and free of recurrence were censored at the last

follow-up.  The  overall  survial  (OS)  was  defined  as  the  time  interval  between

termination  of  frontline therapy and death  (all  causes).  All  causes of  death  were

counted as failures. The PFS and OS curves according to the expression status of

P53 and PTEN and the mutational status were established using logistic regression.

The  PFS  and  OS  were  described  with  the  Kaplan  Meier  method.  Results  are

described with cumulative incidence and 95% confidence interval.

For each outcome, prognostic factors were tested with the Cox proportional hazard

model in univariate analysis. Parameters with a p-value less than 0.1 were introduced

in  a  multivariate  Cox  proportional  hazard  model  with  stepwise  selection  (with  a

significance level for entering effects at 0.1 and for removing effects at 0.05)

All statistical analyses were performed using SAS version 9.3 (SAS, Cary, NC, USA).

The significance level was set at 0.05. 
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RESULTS

Patient characteristics

Forty-five  patients  were  included  into  this  study.  The  characteristics  of  patient

population  are  summarized  in  Table  1.  Seven  BRCA germline  mutations  (5  with

BRCA1 mutation, 2 with BRCA2 mutation) were found in 17 patients that underwent

oncogenetic  test  because  of  familial  and/or  personal  history  of  ovarian/breast

carcinoma.  Primary cure was achieved in  all  patients combining surgery and 5-8

cycles of platinum-based chemotherapy.   

Immunohistochemistry

P53 overexpression  was observed  in  30  of  45  tumors  (67%)  and  PTEN loss  of

expression  was  observed  in  15  of  39  tumors  (38%)  (Figure  1).  Six  cases  with

negative  stromal  cell  staining  for  PTEN  were  considered  as  unsuccessful  IHC

reactions and were excluded from the statistical analysis. 

P53  overexpression  was  associated  with  the  sensitivity  to  platinum-based

chemotherapy  (P=0.0393)  (Table  2).  No  other  clinicopathological  feature  was

associated with P53 status. No clinicopathological feature was associated with PTEN

status.  

Mutation analysis

HRM-PCR assay was performed in tumor DNA extracts from 50 tumors. Two cases

were  found to  bear  NRAS exon 3  mutation,  none had  KRAS,  BRAF or  PIK3CA

mutation (Table 3).
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Using NGS, all the mutations found by PCR were confirmed. In addition, 3 mutations

of PIK3CA (2 in exon 10, 1 in exon 5) and 5 mutations of MET (4 in exon 14 and 1 in

exon 18) were detected (Table 3).

The  group  of  patients  harboring  one  of  these  mutations  showed  no  survival

differences compared with the patients without any of these mutations. 

Clinical outcome

The median follow-up was 38 months (range 6-93). Out the 45 patients, 35 patients

had disease progression and 25 patients died during the follow-up. The 2-year PFS

rate was 28% [16%;42%] and 5-year OS rate was 37% [21%;53%]. 

In univariate analysis, residual disease was significantly identified as predictive factor

for shorter PFS (Hazard Ratio (HR) and 95% confidence interval (95% CI) : 2.134

[1.080 ; 4.214]) and P53 overexpression (HR and 95% CI : 0.440 [0.216 ; 0.894]) was

found to predict longer PFS (Table 4A). There was a trend for longer PFS among

patients belonging to the subgroup with personal history of breast cancer (HR and

95% CI: 0.319 [0.097; 1.045]) or BRCA germline mutations (HR and 95% CI: 0.321

[0.098; 1.054]). In multivariate analysis, P53 overexpression remained significantly

associated with a longer PFS (HR and 95% CI: 0.351[0.167; 0.739] (Table 4A).

In univariate analysis, no significant predictive factor of OS was identified (table 4B)

although a trend for longer OS was observed (0.450 [0.195; 1.041]) in patients with

tumors  with  P53  overexpression.  In  a  multivariate  Cox  regression  analysis,  P53

overexpression (HR and 95% CI: 0.269 [0.102; 0.708]) and personal history of breast

cancer (0.168 [0.035; 0.809]) were identified as predictive factor of longer OS (Table

4B). 
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DISCUSSION

The median  PFS and  OS of  the  cohort  found  in  our  series  are  consistent  with

previous studies (24). 

Considering P53 IHC, the antibody used in our study can recognize both wild-type

and non-null mutant P53  (25). When assessed by IHC, non-null mutant P53 often

exhibits  an intense nuclear  staining in  a high percentage of  tumor cells  whereas

wild-type P53 exhibits a moderate nuclear staining in a small percentage of tumor

cells. The null-mutant P53 is truncated and unstable, and does not produce nuclear

staining (26). In our study, all P53 positive tumors exhibit a diffuse and intense P53

nuclear  staining  and  may  present  the  non-null  mutant  P53  group,  and  the  P53

negative tumors showed a complete absence of nuclear staining which may present

a null-mutant P53 group (27). This may reflect that P53 alterations occur in almost all

HGSOC, presented as null or non-null mutant P53 (9).

P53 overexpression was observed in 30 of 45 (67%) tumors, while the complete

absence of  P53 expression was observed in  15 of  45 (33%) tumors,  as already

reported (28). 

The association between the P53 overexpression and the patient outcome remains

controversial,  and this should be due to the different tumor populations explored,

different methodology of detection and interpretation of P53 alterations  (29). In our

study, we found that P53 overexpression was associated with longer PFS and longer

OS when compared with the group with complete absence of P53 expression, which

is consistent with a broad-scale study (28). Although this can be explained by the fact

that null-mutant P53 are often truncated and have no wild-type P53 function, while

non-null P53 retain part of the wild-type P53 function  (27), the full the mechanism

underlying this difference in outcome is uncertain and needs further investigation. 
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Association  between  loss  of  PTEN  and  HGSOC  patient  outcome  remains

controversial  (13,  15).  In  the present  study,  PTEN loss was observed in  38% of

tumors, as previously reported (15). A recent study that evaluated PTEN expression

in HGSOC reported an association between loss of PTEN expression and higher

PFS  (15).  As  suggested  elsewhere,  the  association  of  PTEN  loss  and  better

prognosis may be partially explained by defected homologous recombination DNA

repair  function  that  could  be  caused  by  PTEN deficiency  (30).  This  homologous

recombination defect could sensitize tumor cells to anticancer drugs such as platinum

or  poly  ADP ribose  polymerase  (PARP)  inhibitors  (31),  similarly  as  observed  in

BRCA-deficient tumors. In our series, the lack of association of PTEN loss with PFS

or OS may be related to the small sample size.

The rate of  MET mutations (11%) observed in our study is consistent with previous

study (32) and we confirm here the juxtamembrane exon 14 mutations (c.2962C>T

p.Arg988Cys and c.3029C>T p.Thr1010Ile). These mutations have been reported to

induce  constitutive  activation  of  MET  in  lung  cancer  cells  (33) but  were  also

described  as  SNP  (rs34589476  and  rs56391007,  respectively)  in  NCBI  ClinVar

database.  The c.3029C>T p.Thr1010Ile  variation  has also  been related  to  ethnic

polymorphism in people from Italian origin, which was the case of one of our patients

with  frequency  of  mutated  allele  of  45.0%.  In  addition,  in  other  studies,  these

mutations  did  not  enhance  any  transforming  capacity  (34),  and  did  not  exhibit

onco-driver  activity  but  could  sensitize  tumor  cells  to  MET  inhibitor  (35).  This

suggests  that  these  mutational  activations  of  MET could  be  either  an  oncogene

addiction as onco-driver in some cancers or an oncogene expedience as second

event that exacerbates the malignant properties of already transformed cells in others

(36).  In  addition,  we  identified  a  new  mutation  in  the  tyrosine  kinase  domain
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(c.3619G>A p.Ala1207Thr  on  exon  18),  for  which  the  relationship  with  disease

progression and response to therapy remains to be elucidated. The impact of these

MET nucleotide variations in the biological or clinical behavior of HGSC needs to be

thoroughly elucidated as MET inhibition is of great interest as a novel therapeutic

target  and many MET inhibitors are  currently  under  investigation in  other  cancer

types (36).

Large-scale  study  showed  that  the  mutation  of  PIK3CA is  usually  observed  in

endometrioid  carcinomas  (9).  In  the  present  study,  2  different  PIK3CA mutations

were  detected  in  3  patients  (7%)  with  one  mutation  newly  identified  (c.1037T>A

p.Leu346Gln) that remains further investigated for its impact of protein function and

tumor behavior. This mutation frequency is consistent with another study with a small

sample  size  analysis  including  both  types  of  ovarian  cancers.  PTEN  loss  was

detected in 1 of the 3 tumors with PIK3CA mutations, as already reported previously

in a study reporting that PIK3CA mutation associated with PTEN loss was sufficient

to initiate ovarian tumors in animal models (37). Further, tumors with PTEN loss were

reported to regress when exposed to drugs targeting PI3K pathway (38). Since more

than one third of the HGSOC samples presented loss of PTEN expression, PTEN

loss could be a predictive marker of PI3K pathway activation and response of PI3K

pathway  inhibitors  such  as  NVP-BYL719  (39).  Clinical  trials  of  PI3K  pathway

inhibitors are ongoing in selected patients with tumors harboring  PIK3CA mutation

/PTEN  loss  including  HGSOC  patients  (NCT00877773,  NCT01219699,

NCT01449058,  NCT  01501604,  NCT01708161,  NCT01928459,  NCT02439489,

NCT02449538, NCT02449564).

Although the RAS/MAPK pathway was considered to  be  mostly  altered in  type I

ovarian carcinoma (2),  further studies showed that the HGSOC could share similar
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molecular profiles. The NRAS mutation (c.181C>A p.Gln61Lys) identified in our study

in 2 patients was already reported as oncogene driver in HGSOC (16). Besides, no

KRAS or  BRAF mutation was found in our study. This confirmed the less frequent

dysregulation of RAS/RAF pathway and the potential interest of NRAS as biological

marker  for  selecting  patients  who  may  benefit  of  targeted  therapy  (39).  As  the

emerging targeted therapy showed antitumor activity in NRAS-mutated cancer (40),

the role of NRAS mutations in HGSOC warrants further investigation.

CONCLUSIONS

High grade serous ovarian carcinoma is a group of heterogeneous malignancies with

regard of P53 alteration, PTEN loss and alterations of PI3K/AKT and RAS/MAPK

signaling pathways.  Routine therapies almost  reached the efficacy limit,  and new

therapeutic  strategies  are  urgently  needed.  Mutant  P53  and  loss  of  PTEN  are

frequent events in HGSOC and showed association with patient outcome, these two

markers  may  serve  as  predictive  marker  for  stratifying  patients  for  appropriate

therapy. The pathway alterations bring new insights of personalized therapy for the

clinical application of targeted therapy that has been used for other type of cancer.

CONFLICT OF INTEREST STATEMENT

The authors have no conflicts of interest to declare.

ACKNOWLEDGEMENTS

C.SH is supported by the China Scholarship Council. 

15

316

317

318

319

320

321

322

323

324

325

326

327

328

329

330

331

332

333

334

335

15

Page 17 of 30 ESub : 165650 04-04-2016



REFERENCES

1. Torre  LA,  Bray  F,  Siegel  RL,  Ferlay  J,  Lortet-Tieulent  J,  Jemal  A.  Global  cancer

statistics, 2012. CA Cancer J Clin. 2015 Mar 1;65(2):87–108. 

2. Kurman RJ, Shih I-M. Pathogenesis of ovarian cancer: lessons from morphology and

molecular  biology  and  their  clinical  implications.  Int  J  Gynecol  Pathol.  2008

Apr;27(2):151–60. 

3. Li  D,  Marchenko ND, Moll  UM. SAHA shows preferential  cytotoxicity  in mutant  p53

cancer  cells  by  destabilizing  mutant  p53  through  inhibition  of  the  HDAC6-Hsp90

chaperone axis. Cell Death Differ. 2011 Dec;18(12):1904–13. 

4. Ellis  L,  Hammers  H,  Pili  R.  Targeting  tumor  angiogenesis  with  histone deacetylase

inhibitors. Cancer Lett. 2009 Aug 8;280(2):145–53. 

5. Fu S, Hou MM, Naing A, Janku F, Hess K, Zinner R, et al. Phase I study of pazopanib

and vorinostat: a therapeutic approach for inhibiting mutant p53-mediated angiogenesis

and facilitating mutant p53 degradation. Ann Oncol. 2015 May;26(5):1012–8. 

6. Matulonis U, Berlin S, Lee H, Whalen C, Obermayer E, Penson R, et al. Phase I study

of  combination of  vorinostat,  carboplatin,  and gemcitabine in  women with  recurrent,

platinum-sensitive  epithelial  ovarian,  fallopian  tube,  or  peritoneal  cancer.  Cancer

Chemother Pharmacol. 2015 Aug;76(2):417–23. 

7. Bast RC, Hennessy B, Mills GB. The biology of ovarian cancer: new opportunities for

translation. Nat Rev Cancer. 2009 Jun;9(6):415. 

8. Skead G, Govender D. Gene of the month: MET. J Clin Pathol. 2015 Jun;68(6):405–9. 

9. Cancer  Genome  Atlas  Research  Network.  Integrated  genomic  analyses  of  ovarian

carcinoma. Nature. 2011 Jun 30;474(7353):609–15. 

16

336

337

338

339

340

341

342

343

344

345

346

347

348

349

350

351

352

353

354

355

356

357

358

16

Page 18 of 30 ESub : 165650 04-04-2016



10. Huang J, Zhang L, Greshock J, Colligon TA, Wang Y, Ward R, et al. Frequent genetic

abnormalities  of  the  PI3K/AKT  pathway  in  primary  ovarian  cancer  predict  patient

outcome. Genes Chromosomes Cancer. 2011 Aug;50(8):606–18. 

11. Choi K-C, Auersperg N, Leung PCK. Mitogen-activated protein kinases in normal and

(pre)neoplastic ovarian surface epithelium. Reprod Biol Endocrinol. 2003 Oct 7;1:71. 

12. Bai H, Li  H, Li  W, Gui T, Yang J, Cao D, et al. The PI3K/AKT/mTOR pathway is a

potential predictor of distinct invasive and migratory capacities in human ovarian cancer

cell lines. Oncotarget. 2015 Sep 22;6(28):25520–32. 

13. Martins FC, Santiago I de, Trinh A, Xian J, Guo A, Sayal K, et al. Combined image and

genomic analysis of high-grade serous ovarian cancer reveals PTEN loss as a common

driver event and prognostic classifier. Genome Biol. 2014;15(12):526. 

14. Djordjevic  B,  Hennessy  BT,  Li  J,  Barkoh  BA,  Luthra  R,  Mills  GB,  et  al.  Clinical

assessment  of  PTEN  loss  in  endometrial  carcinoma:  immunohistochemistry

outperforms gene sequencing. Mod Pathol. 2012 May;25(5):699–708. 

15. Bakkar  RM,  Xie  S-S,  Urbauer  DL,  Djordjevic  B,  Vu  K,  Broaddus RR.  Intact  PTEN

Expression  by  Immunohistochemistry  is  Associated  With  Decreased  Survival  in

Advanced  Stage  Ovarian/Primary  Peritoneal  High-grade  Serous  Carcinoma.  Int  J

Gynecol Pathol. 2015 Nov;34(6):497–506. 

16. Emmanuel C, Chiew Y-E, George J, Etemadmoghadam D, Anglesio MS, Sharma R, et

al.  Genomic  classification  of  serous  ovarian  cancer  with  adjacent  borderline

differentiates  RAS  pathway  and  TP53-mutant  tumors  and  identifies  NRAS  as  an

oncogenic driver. Clin Cancer Res. 2014 Dec 15;20(24):6618–30. 

17. Gentile A, Trusolino L, Comoglio PM. The Met tyrosine kinase receptor in development

and cancer. Cancer Metastasis Rev. 2008 Mar;27(1):85–94. 

17

359

360

361

362

363

364

365

366

367

368

369

370

371

372

373

374

375

376

377

378

379

380

381

382

17

Page 19 of 30 ESub : 165650 04-04-2016



18. Gherardi E, Birchmeier W, Birchmeier C, Vande Woude G. Targeting MET in cancer:

rationale and progress. Nat Rev Cancer. 2012 Feb;12(2):89–103. 

19. Oza AM, Cook AD, Pfisterer J, Embleton A, Ledermann JA, Pujade-Lauraine E, et al.

Standard chemotherapy with or without bevacizumab for women with newly diagnosed

ovarian cancer (ICON7): overall survival results of a phase 3 randomised trial. Lancet

Oncol. 2015 Aug;16(8):928–36. 

20. Aghajanian C, Goff B, Nycum LR, Wang YV, Husain A, Blank SV. Final overall survival

and  safety  analysis  of  OCEANS,  a  phase  3  trial  of  chemotherapy  with  or  without

bevacizumab  in  patients  with  platinum-sensitive  recurrent  ovarian  cancer.  Gynecol

Oncol. 2015 Oct;139(1):10–6. 

21. Choueiri TK, Vaishampayan U, Rosenberg JE, Logan TF, Harzstark AL, Bukowski RM,

et  al.  Phase  II  and biomarker  study of  the  dual  MET/VEGFR2 inhibitor  foretinib  in

patients with papillary renal cell carcinoma. J Clin Oncol. 2013 Jan 10;31(2):181–6. 

22. Zillhardt  M, Park  S-M, Romero IL,  Sawada K,  Montag A,  Krausz T,  et  al.  Foretinib

(GSK1363089), an orally available multikinase inhibitor of c-Met and VEGFR-2, blocks

proliferation, induces anoikis, and impairs ovarian cancer metastasis. Clin Cancer Res.

2011 Jun 15;17(12):4042–51. 

23. Harlé A, Filhine-Tresarrieu P, Husson M, Boidot R, Rouyer M, Dubois C, et al.  Rare

RAS  Mutations  in  Metastatic  Colorectal  Cancer  Detected  During  Routine  RAS

Genotyping Using Next Generation Sequencing. Target Oncol. 2015 Dec 11; 

24. Hennessy  BT,  Coleman  RL,  Markman  M.  Ovarian  cancer.  Lancet.  2009  Oct

17;374(9698):1371–82. 

25. Bonsing  BA,  Corver  WE,  Gorsira  MC, van  Vliet  M,  Oud PS,  Cornelisse  CJ,  et  al.

Specificity of seven monoclonal antibodies against p53 evaluated with Western blotting,

18

383

384

385

386

387

388

389

390

391

392

393

394

395

396

397

398

399

400

401

402

403

404

405

406

18

Page 20 of 30 ESub : 165650 04-04-2016



immunohistochemistry,  confocal  laser  scanning  microscopy,  and  flow  cytometry.

Cytometry. 1997 May 1;28(1):11–24. 

26. Psyrri A, Kountourakis P, Yu Z, Papadimitriou C, Markakis S, Camp RL, et al. Analysis

of p53 protein expression levels on ovarian cancer tissue microarray using automated

quantitative  analysis  elucidates  prognostic  patient  subsets.  Ann  Oncol.  2007

Apr;18(4):709–15. 

27. Hashimoto T, Tokuchi Y, Hayashi M, Kobayashi Y, Nishida K, Hayashi S, et al. p53 null

mutations undetected by immunohistochemical staining predict  a poor outcome with

early-stage non-small cell lung carcinomas. Cancer Res. 1999 Nov 1;59(21):5572–7. 

28. Köbel M, Reuss A, du Bois A, Kommoss S, Kommoss F, Gao D, et al. The biological

and clinical value of p53 expression in pelvic high-grade serous carcinomas. J Pathol.

2010 Oct;222(2):191–8. 

29. Kmet LM, Cook LS, Magliocco AM. A review of p53 expression and mutation in human

benign, low malignant potential, and invasive epithelial ovarian tumors. Cancer. 2003

Jan 15;97(2):389–404. 

30. McEllin B, Camacho CV, Mukherjee B, Hahm B, Tomimatsu N, Bachoo RM, et al. PTEN

loss  compromises  homologous  recombination  repair  in  astrocytes:  implications  for

glioblastoma  therapy  with  temozolomide  or  poly(ADP-ribose)  polymerase  inhibitors.

Cancer Res. 2010 Jul 1;70(13):5457–64. 

31. Mendes-Pereira  AM,  Martin  SA,  Brough  R,  McCarthy  A,  Taylor  JR,  Kim J-S,  et  al.

Synthetic lethal targeting of PTEN mutant cells with PARP inhibitors. EMBO Mol Med.

2009 Sep;1(6-7):315–22. 

19

407

408

409

410

411

412

413

414

415

416

417

418

419

420

421

422

423

424

425

426

427

428

19

Page 21 of 30 ESub : 165650 04-04-2016



32. Tang C, Jardim DLF, Falchook GS, Hess K, Fu S, Wheler JJ, et al. MET nucleotide

variations and amplification in advanced ovarian cancer: characteristics and outcomes

with c-Met inhibitors. Oncoscience. 2014;1(1):5–13. 

33. Ma PC,  Kijima T,  Maulik  G, Fox EA,  Sattler  M,  Griffin  JD,  et  al.  c-MET mutational

analysis in small cell lung cancer: novel juxtamembrane domain mutations regulating

cytoskeletal functions. Cancer Res. 2003 Oct 1;63(19):6272–81. 

34. Tyner JW, Fletcher LB, Wang EQ, Yang WF, Rutenberg-Schoenberg ML, Beadling C, et

al.  MET receptor  sequence  variants  R970C  and  T992I  lack  transforming  capacity.

Cancer Res. 2010 Aug 1;70(15):6233–7. 

35. Arriola E, Cañadas I, Arumí-Uría M, Dómine M, Lopez-Vilariño JA, Arpí O, et al. MET

phosphorylation predicts poor outcome in small cell  lung carcinoma and its inhibition

blocks  HGF-induced  effects  in  MET  mutant  cell  lines.  Br  J  Cancer.  2011  Sep

6;105(6):814–23. 

36. Comoglio PM, Giordano S, Trusolino L. Drug development of MET inhibitors: targeting

oncogene addiction and expedience. Nat Rev Drug Discov. 2008 Jun;7(6):504–16. 

37. Kinross KM, Montgomery KG, Kleinschmidt M, Waring P, Ivetac I, Tikoo A, et al. An

activating  Pik3ca  mutation  coupled  with  Pten  loss  is  sufficient  to  initiate  ovarian

tumorigenesis in mice. J Clin Invest. 2012 Feb;122(2):553–7. 

38. Janku  F,  Wheler  JJ,  Westin  SN,  Moulder  SL,  Naing  A,  Tsimberidou  AM,  et  al.

PI3K/AKT/mTOR  inhibitors  in  patients  with  breast  and  gynecologic  malignancies

harboring PIK3CA mutations. J Clin Oncol. 2012 Mar 10;30(8):777–82. 

39. Fritsch  C,  Huang  A,  Chatenay-Rivauday  C,  Schnell  C,  Reddy  A,  Liu  M,  et  al.

Characterization  of  the  novel  and  specific  PI3Kα inhibitor  NVP-BYL719  and

20

429

430

431

432

433

434

435

436

437

438

439

440

441

442

443

444

445

446

447

448

449

450

451

20

Page 22 of 30 ESub : 165650 04-04-2016



development of  the patient  stratification strategy for clinical  trials.  Mol  Cancer Ther.

2014 May;13(5):1117–29. 

40. Ascierto PA, Schadendorf D, Berking C, Agarwala SS, van Herpen CM, Queirolo P, et

al. MEK162 for patients with advanced melanoma harbouring NRAS or Val600 BRAF

mutations:  a  non-randomised,  open-label  phase  2  study.  Lancet  Oncol.  2013

Mar;14(3):249–56. 

21

452

453

454

455

456

457

21

Page 23 of 30 ESub : 165650 04-04-2016



FIGURE LEGENDS

Figure 1 : P53 and PTEN expression analysis using immunohistochemistry (X 20).

    (A)  Positive P53 expression: Diffuse and intense nuclear staining. 

    (B)  Negative P53 expression: Complete absence of nuclear staining. 

    (C)  Positive PTEN expression: The intensity of PTEN nuclear expression in tumor cells is 

           comparable with that of stromal cells that acts as an internal positive control. 

    (D)  PTEN loss of expression: complete absence of nuclear expression in tumor cells.
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Table 1: Clinico-pathological characteristics of the patient population

Cohort
Number 
(percentage)

Number of patients 45
Age
    Mean, years (STD)
    range

59.1 (12.1)
25-87

Familial history
    YES 19 (42%)
    NO 26 (58%)
Personal history
    YES 7 (16%)
    NO 38 (84%)
Oncogenetic counsultation
    YES 17 (38%)
    NO 28 (62%)
BRCA mutation (n= 17)
    No mutation 10 (59%)
    BRCA 1+ 5 (29%)
    BRCA 2+ 2 (12%)
Tumor stage
    I-II 5 (11%)
    III-IV 40 (89%)
Surgery modality
    Primary cytoreductive 36 (80%)
    Neoadujuvant chemotherapy 9 (20%)
Surgical outcome
    Completed 21 (47%)
    Not competed 24 (53%)
Adjuvant chemotherapy regimen
    Single agent platinum 8 (18%)
    Platinum/Taxane doublet 31(69%)
    Bevacizumab included 6 (13%)
Response to platinum-based 
chemotherapy
    Sensitive1 31 (69%)
    Resistant2 14 (31%)

PFS, progression-free survival; OS, overall survival; STD, standard deviation; SE, standard error; 1 interval 

between last course of platinum-based chemotherapy and disease progression > 6 months; 2 interval between 

last course of platinum-based chemotherapy and disease progression < 6 months
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Table 2: Relationship between P53 and PTEN protein expression* and the 

clinicopathological features 

P53+ P53- P PTEN+ PTEN- P

Expression, n (%) 30 (67%) 15 (33%) 24 (62%) 15 (38%)

Age, n (%)
    < 59 17 (57%) 7 (47%)

0.546
14 (58%) 7 (47%)

0.525    > 59 13 (43%) 8 (53%) 10 (42%) 8 (53%)

FIGO stage
    I-II 3 (10%) 2 (13%)

1.000
3 (13%) 1 (7%)

1.000    III-IV 27 (90%) 13 (87%) 21 (87%) 14 (93%)

Response to platinum-based 
chemotherapy, n (%)
    sensitive 24 (80%) 7 (47%)

0.0393
15 (63%) 10 (67%)

1.000    resistant 6 (20%) 8 (53%) 9 (37%) 5 (33%)

* 39 tumors were available for PTEN expression interpretation 
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Table 3: Mutation analysis 

HRM-PCR NGS              Clinical significance4

Chromosome exon Number
of cases

exon c. p. Number
of cases

Mutated allele
frequency (%)

NRAS
1 1 3 2 3 181 C>A Gln61Lys 2 24.7 / 24.1 Pathogenic

PIK3CA
2 3 5 1037 T>A Leu346Gln 1 60.3 New identified mutation

10 1571 G>A Arg524Lys 2 17.1 / 5.0 Missense mutation, uncertain

MET
3 7

14 2962 C>T Arg988Cys 1 65.3 Missense mutation uncertain

3029 C>T Thr1010Ile 3 45.1 / 82.8 / 58.7 Missense mutation, uncertain
18 3619 G>A Ala1207Thr 1 32.9 New identified mutation

1 based on the 100% negative results of PCR, only the sample of 24 patients in the 45 analysed by PCR and the last 3 patients directly analysed by NGS 
2 PIK3CA exon 5 only analyzed using NGS
3
MET only analyzed using NGS

4 database “ensembl”  (http://www.ensembl.org/index.html)
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Table 4: Pronostic factors of progression-free survival (A) and overall survival (B)

A

Variable
Univariate analyses Multivariate analysis

HR and 95% CI P HR and 95% CI P

Age (years)
    < 59 1
    > 59 1.564 [0.803 ; 3.045] 0.1888

Family history1

    No 1
    Yes 0.984 [0.499 ; 1.942] 0.9632

Personal history2

    No 1 1
    Yes 0.319 [0.097 ; 1.045] 0.0592 0.261[0.078;0.869] 0.0286

BRCA mutations3

    No 1
    Yes 0.321 [0.098; 1.054] 0.0610

Stage 
    I+II 1
    III+IV 2.030 [0.616 ; 6.687] 0.2443

Surgery modality 
    Upfront surgery 1
    Interval surgery 1.962 [0.876 ; 4.395] 0.1014

Residual disease
    Complete 1 1
    Non complete 2.134 [1.080 ; 4.214] 0.00291 2.127[1.056;4.286] 0.0346

Bevacizumab- 
containing 
chemotherapy 
    No 1
    Yes 1.105 [0.426 ; 2.870] 0.8372

P53 overexpression
    No 1 1
    Yes 0.440 [0.216 ; 0.894] 0.0233 0.351[0.167;0.739] 0.0058

PTEN loss 
    No 1
    Yes 0.886 [0.426 ; 1.841] 0.7452

Mutation status4 
    No 1
    Yes 0.763 [0.331 ; 1.758] 0.5259
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B

Variable
Univariate analyses Multivariate analysis

HR and 95% CI P HR and 95% CI P

Age (years)
    < 59 1
    > 59 1.524 [0.690; 3.369] 0.2974

Family history1

    No 1
    Yes 0.876 [0.393 ; 1.954] 0.7463

Personal history2

    No 1 1
    Yes 0.299 [0.069 ; 1.284] 0.1043 0.168[0.035;0.809] 0.0261

BRCA mutations3

    No 1
    Yes 0.186 [0.025 ; 1.382] 0.1002

Stage 
    I+II 1
    III+IV 3.933 [0.530 ; 29.158] 0.1804

Surgery modality 
    Upfront surgery 1
    Interval surgery 1.440 [0.480 ; 4.318] 0.5155

Residual disease
    Complete 1
    Non complete 1.983 [0.885 ; 4.442] 0.0961

Bevacizumab- 
containing 
chemotherapy 
    No 1
    Yes 0.739 [0.216 ; 2.533] 0.6308

P53 overexpression
    No 1 1
    Yes 0.450 [0.195 ; 1.041] 0.0619 0.269[0.102;0.708] 0.0078

PTEN loss 
    No 1
    Yes 1.027 [0.442 ; 2.388] 0.9501

Mutation status4 
    No 1
    Yes 1.022 [0.381 ;2.741] 0.9655

1 ovarian and/or breast cancer 
2 breast cancer 
3 BRCA 1/2
4 any NRAS, PIK3CA or MET mutation
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Figure 1 : P53 and PTEN expression analysis using immunohistochemistry (X 20). 
    (A)  Positive P53 expression: Diffuse and intense nuclear staining.  
    (B)  Negative P53 expression: Complete absence of nuclear staining.  
    (C)  Positive PTEN expression: The intensity of PTEN nuclear expression in tumor cells is   
           comparable with that of stromal cells that acts as an internal positive control.  
    (D)  PTEN loss of expression: complete absence of nuclear expression in tumor cells. 
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