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Notre stage s’est déroulé dans l'unité de génétimédicale et d’'oncogénétique UGMO
au sein du laboratoire central d’analyses médiadlesentre hospitalier et universitaire CHU
Hassan Il de Fes.

L’'unité de génétique médicale et d’oncogénétigeprasente une premiere expérience
dans un CHU au Maroc, apres I'INH et linstitut Bas de casablanca. Elle est activement
mise en place depuis sa création en Mars 20009.

Elle est subdivisée en deux disciplines : la géuétimédicale et 'oncogénétique.

La génétigue médicale, par les méthodes de cyttigaee permet la mise en évidence
des anomalies chromosomiques.

L’'oncogénétique est une nouvelle discipline, qui @&sociation avec |'anatomie
pathologique devient une méthode clé pour le disfimen cancérologie.

Ainsi la cytogénétique et la biologie moléculairens devenues des outils
complémentaires et nécessaires pour le choix derrant et pour une meilleure prise en
charge des patients.

Les animations de l'unité comprennent des staffalbmadaires, des conférences et des
formations continues.
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Introduction :

Chaque année dans le monde, prés de 10 millionsodeeaux cas de cancer sont
diagnostiqués. C’est alors ainsi, que le cancerdestenu l'une des maladies les plus
dévastatrices pour I'humanité. Les causes et pestgle cancer varient selon les régions, mais
dans la plupart des pays, il n'existe guére undll&aqui soit épargnée par ce fléau. Le
fardeau que représente cette maladie est immenseseulement pour les malades eux-
mémes, mais aussi pour leur famille et leurs afuisniveau des sociétés, le cancer pose des
défis considérables pour les systemes de soinardé, glans les pays pauvres comme dans les
pays riches.

Aujourd’hui dans les pays en voie de développenmuas, de 25 millions de personnes
vivent avec le cancer. 11 millions de nouveaux aagaraissent par an dont 7 millions de
déceés (12.5% ou 1/8 de tous les déces dans le mdaedenouveaux cas de cancer pourraient
augmenter de 50% d'’ici 2020

Le cancer est donc un probleme de santé publique feair qui
affecte tous les pays. La situatiode son traitement entre pays riches et pays en voie
de développement est un modéle d’inégalitéelaboration et la mise en ceuvre
d’'un plan efficace de lutte contre le cancer congtient un enjeu national
dans chaque pays. Ceci nécessite une étude tres fprule de cette
maladie a savoir les genes intervenant dans sonoéwion, pour pouvoir
développer des stratégies de traitement efficacest esans effets
indésirables. Une nouvelle discipline appelée I'ongénétique a été creée.
Elle s'intéresse a étudier l'origine génétique tigmeurs solides ou bien les anomalies
génétiques des cancers. Cette discipline est némtdees vingt derniéres années et est liées
aux progres de la biologie moléculaire. Il est atgithui admis que le développement d’'une
tumeur résulte de l'altération des processus dé@ende la croissance, de I'organisation et

de la mort cellulaire. Cette altération des mécaass cellulaires normaux est le résultat de
I'acquisition de mutations dans trois types priacip de genes :

> les proto-oncogenes, qui codent pour des protéimiesrenant le plus souvent, dans
les voies de signalisation régulant le cycle cellel Apres mutation, ces proto-
oncogenes deviennent des oncogenes dominants ;

> les génes suppresseurs de tumeurs qui sont imgpligaés le contréle du cycle
cellulaire et aussi dans I'adhésion cellulaire ;

> les genes codant pour des enzymes impligués danmmdeanismes de réparation de
'ADN et dont les mutations provoquent une instiabildu génome a l'origine du
développement des tumeurs.

L’étude profonde et la détection des mutations dassgenes permettent de donner
naissance a un type de traitement appelé la tleecegée. Contrairement aux chimiothérapies
qui agissent contre la multiplication des cellules thérapeutiques dites ciblées sont des
médicaments dirigés contre des cibles moléculales. cibles peuvent étre des récepteurs,
des genes ou des protéines qui jouent un role ldanansformation des cellules normales en
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cellules cancéreuses. Le médicament cible peuuéteaticorpscontre ungeneexprimé a la
surface ou dans la cellule cancéreuse, une moléapiable de bloquer la transmission d'un
signal de division cellulaire ou encore un antisogrigé contre les nouveaux vaisseaux
fabriqués par la tumeur qui permettent de I'alireeniis peuvent étre administrés seuls, ou en
association avec urimiothérapieou des rayons.

Ces thérapies ciblées, adaptées a chaque patlentles caractéristigues génétiques
de la tumeur, permettent d’obtenir dans certaindsss survies prolongées. Cependant, ces
traitements ne sont pas efficaces dans toutes Badms. De plus ils sont couteux et
potentiellement toxiques. Ce qui rend nécessaidétarmination des facteurs prédictifs de
réponse dont découle I'étude de B-raf.

Vu l'intérét des outils moléculaires en diagnostes tumeurs, l'unité de génétique
médicale et d’oncogénétique (UGMO) du centre Hadipit universitaire CHU Hassan Il de
Fes a tracé parmi ses principaux objectifs, la rrsplace de la plateforme nécessaire pour le
diagnostic des maladies cancéreuses dans le lgatrdetir aux patients une meilleur prise en
charge et un bon pronostic, d’ou le but de notogepr

En effet, dans ce rapport, sera présenté le traffattué dans l'unité de génétique
meédicale et d’'oncogénétique (UGMO) du centre Hadipit et universitaire CHU Hassan Il
qui a pour objectif la détection des mutations pguivent toucher le géne B-raf (code pour
une seérine thréonine kinase jouant un réle damsé&bolisme cellulaire) et qui provoquent
par conséquent, le développement du cancer.

Cette étude est reéalisée sur trois types de cara®orectal, cérébral et mélanome.
Pour les tumeurs du cancer du colon une étude mlaléz a été réalisée sur le matériel
géneétique (extraction d’ADN a partir de tissu, PE&iRéquencage des régions d’intérét). Pour
les tumeurs de mélanome et cérébrale, I'étude micliée a été précédée par une étude
immunohistochimique.

Cette approche permet de connaitre les patientsgpolbénéficier d’'une thérapie
ciblée et de leur proposer la stratégie thérapeetig plus adaptée.
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. Geénéralité sur le mélanome ;

1. Définition du mélanome :

Le mélanome est le cancer de la peau ou des muegjaliveloppé aux dépens des
meélanocytes. Son siege initial est la peau damsnénse majorité des cas. Il existe des
mélanomes de I'ceil (mélanome choroidien), des nusgse(bouche, canal anal, vagin), et
plus rarement, des organes internes. En dépit dgi€eson nom suggere, un mélanome n'est
pas toujours foncé. 5 % environ des mélanomes awodalsont « achromiques » de la couleur
normale de la peau chez les personnes autresepuanpire.

La peau est constituée de trois couches représep@ie 'épiderme, le derme et
’hypoderme. Le mélanome se forme dans environ 78e% cas, sur une peau auparavant
indemne, et dans environ 30 % des cas, sygrraim de beautpréexistant de typesevus Il se
développe a partir des mélanocytes.kiéaatosesolaire favorise la survenue de ce caficer
Ainsi, contrairement a une idée recue, les naeeusont pas dans I'immense majorité des cas,
des états précancéreux qui se transforment enrcsuite & des expositions solaires multiples.
L'exérese systématique des naevus dans le buted'éwisurvenue de mélanome est donc
inutile. De plus, les naevus du tronc et de la f@mmes habituellement plus exposées aux
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UV) n'ont pas plus de risque de se transformer élamome que ceux d'autres zones de la
peau, qui sont plus protégéks

S

1 | L’épiderme.

2 Jonction dermo-épidermique

3 Derme

4 Hypoderme

ok

igure 1 : composition de I'épiderme

Il est cependant reconnu que les grands naevuggibagx ont un risque plus élevé
de transformation cancéreuse, et qu'un nombre élevéevus sur le corps est un marqueur
de risque de développer un mélanome, sans queroemdeisulte de la transformation des
dits naevus. Il se manifeste d'abord comme unelsitaghe pigmentée. La figure suivante
montre les différentes caractéristigues histologgqudes tumeurs de mélanome en
comparaison avec les naevus bénins.

b ’

. N N Ny RNy

Figure 2 : différentes caractéristiques des tumeurde mélanome en comparaison avec
lesnaevusbénins : la régle ABCDE :a Asymétrique, b : Bords irréguliers, c. Coloration
non homogene_dDiamétre important (> 6 mm). e:Evolutif, dont I'aspect se modifie
avec le temps.



UNIVERSITE SIDI MOHAMED BEN ABDELLAH
FACULTE DES SCIENCES ET TECHNIQUES DE FES

Département de Biologie

2. Epidémiologie :

La fréquence du mélanome augmente plus que celle tlmut autre cancer (elle a
doublé ces dix dernieres années).

Son incidenceest tres variable selon la latitude et la composin ethnique des
populations. Il est de 5 a 15 nouveaux cas pour 100.000 habitzar an en Europe. Ce taux
est bien plus élevé en Australie et en Nouvelldazae (40 a 50 nouveaux cas pour 100.000
habitants par an), mais par contre nettement pgsdans les pays a phototype V dominant
(Asie, Amérique Latine) et plus bas encore en Aigiqrares cas de mélanomes palmo-
plantaires). En Europe, l'incidence diminue du Nwveds le Sud avec 15 nouveaux cas pour
100.000 habitants par an en Scandinavie et 5 aiveaoix cas pour 100.000 habitants par an
au pourtour de la Méditerranée.

Il est exceptionnel chez I'enfant, rare avant 20 an Au-dela, il survient a tous les
ages. La sex-ratio en France (F/H) est de 1,4. Lissnmes sont touchées en moyenne 3 a 5
ans plus t6t que les hommes. Il constitue ker cancer chez la femme entre 15 et 29 ans (25
% des cancers) et chez I'homme entre 30 et 44 ans.

3. Facteurs de risque :

La brOlure solairgen particulier dans I'enfan@eet les antécédents familidlsont les
principaux facteurs de risque. L'exposition solagguliere et modérée d'une peau susceptible
de bronzera un certain effet protecteur. Bien qu'il puisppaaitre partout, le mélanome a
tendance a se former plus souvent sur les partiesogps qui sont couvertes dans la vie
guotidienne mais exposées occasionnellement laddms de soleil, comme le torse et les
jambes. De méme, l'utilisationuéiraviolets artificiels dans un but de bronzage, augmente
significativement le risque de mélanome avec urtte rerrélation avec les doses prises. |l
semble également exister une majoration modérégsque de survenue d'un mélanome en
cas d'antécédentedidométrioseu defibrome de I'utérushez la femne:

La couleur de la peau joue également un réle inaparte risque est plus que doublé
chez les roux et trés sensiblement augmenté chgetsonnes avec peau pald est plus de
dix fois moins important chez les personnes deergude peau non blanche.

4. Physiopathologie du mélanome :

Les mécanismes d’apparition des mélanomes ne ssntgmpletement élucidés. Les
études épidémiologiques ont montré une corrélagioine une exposition solaire brutale et
intense (brdlure solaire) et I'apparition d’'un méee. Ce dernier peut cependant survenir
sur des zones cutanées non exposées au soleil.

Le développement de mélanome commence par unenldsémigne dans les
meélanocytes au niveau de la couche basale. Csttlée propage superficiellement suite a
une série de division cellulaire incontr6lée. linde naissance a des cellules de forme
irréguliere avec un noyau volumineux et un cytoplaspeut abondant. La propagation se
poursuit radialement puis verticalement pour arrivefinalement au stade le plus
dangereux qui est le mélanome métastatique ouelades cancéreuses se propagent par la
circulation sanguine et lymphatique dans tout ipswers les poumons, le foie et le cerveau.
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Figure 3 : les étapes de développement de mélanome

5. Altérations génétiques dans le mélanome :

5 a 10 % des patients ayant un mélanome ont ucétdat familial de cette maladie.
Des mutations sur plusieurs genes sont associéss @ cancer. Comme la mutation de
CDKN2A située sur leehromosome 9des mutations dans les genes GNAQ/GNA11, N-ras,
KIT, PTEN ont été mise en évidence. La mutatiopliess fréquente est celle trouvée dans le
géne BRAF. Elle est présente dans plus d'un cagesurde mélanomes métastadés

Son incidence augmente de plus de 2 % par an, ellaigend a se stabiliser dans
certains pays, probablement du fait des changem@&htbitude d'exposition au soleil.
Cependant, sa mortalité¢ diminue régulierement, gitgment du fait que la plupart des
mélanomes détectés sont de petite taille, et dnmeilleur pronostic.

V. Généralité sur le cancer du colon :

1.Définition du cancer du colon:

Le cancer du c6lon se développe a partir des esllgui tapissent la paroi interne du
cblon qui est un organe court du caecum jusqu’atume et constitue la partie terminale de
l'intestin, appartenant a I'appareil digestif, sentinant au niveau du rectum. Il se dispose en
cadre dans la cavité abdominale et mesure de lBmadvec un diametre de 8 cm (caecum) a
4 cm (rectum). La paroi du colon comprend de laiéwendu tube a I'extérieur, un épithélium
de revétement vascularisé et innervé, un tisswactif contenant des glandes exocrines, des
fibores musculaires lisses et une mince couche ootij@ dans laquelle circulent les
vaisseaux et les nerfs. La division du cadre celige fait en deux portions définies par leur
vascularisation. Le cblon droit (ceecum, colon adaah angle colique droit et deux tiers
droits du cdlon transverse) dépend des vaisseasgnt@¥riques supérieurs, et le célon gauche
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(tiers gauche du cblon transverse, angle coliquectyg colons descendant, iliaque et
sigmoide) dépend des vaisseaux mésentériqueseunferi

ESTOMAC

chrLom
TRANSVERSE _

cOLON —
ASCEMDANT

16%

L
CAECUM

= o
"/4 chLOM
SIGMOIDE
RECTUM
ILEON

ANUS

Figure 4 : 'anatomie du colon

Dans plus de 80 % des cas, le cancer du colongirodiunetumeur bénigneappelée
polype adénomateux, qui évolue lentement et finit paredavcancéreuse. La tumeur se
développe dans Isigmoide(boucle située dans la fosse iliaque gauche) @ar% des cas.
Les cancersdu colon et du rectum étant assez semblablessrebroupe sous le terme de
cancer colorectal. Il s’agit du second cancer emés de fréequence, chez la femme (apres le
cancer du sein) et le troisieme chez 'homme (apgésancer du poumon et celui de la
prostate). (Fédération nationale des centres tedontre le cancer, 2009).

Figure 5 : Tumeur du colon sigmoide

7. Epidémiologie du cancer du colon :

Le cancer colorectal est le quatrieme cancer damsonde. Les cancers de l'intestin
(célon et rectum) sont la troisieme cause de nit#tall Maroc derriere les cancers du sein et
du poumon. Dans 'année 2010 a été rapportée letdbie a Casablanca par le Dr Mounir
Bachouchi, cancérologue au Centre d’oncologie Ata#zde Rabat et membre de la Société
Marocaine de Cancérologie.

Au Maroc l'incidence est mal connue vue I'absencm degistre national. Cependant,

il y a des registres régionaux dont le registre dasers de Rabat et le registre de cancer de
Casablanca seront cités.



FST FES

UNIVERSITE SIDI MOHAMED BEN ABDELLAH
FACULTE DES SCIENCES ET TECHNIQUES DE FES

Département de Biologie

D’aprés le registre des cancers de Rabat pourd@ar2005, le cancer du colon est
relativement peu fréquent. Son incidence est pralgseincidences retrouvées par les autres
registres de cancer au Maghreb (excepté en Lybie¢ste trés inférieure aux incidences
observées dans les pays occidentaux comme le dapta Chine (Registre des cancers de
Rabat, 2005).

Dans la région du grand Casablanca, l'incidencecauocer colorectal est de 5,3
nouveaux cas/100000 habitants, a savoir 192 cagistmés en 2004. La moyenne d’age étant
de 56 ans avec des cas extrémes allant de 17-83Lan®partition par sexe du cancer
colorectal est de 51% de femmes et 49% des hon(Registre des cancers de la région du
grand Casablanca, 2007).

En France, il est au premier rang pour les deurseavec 33 500 nouveaux cas par
art®. L'incidence la plus faible (<10 pour 10 000 hahis) est observée dans les continents
en voie de développement comme I'Asie et I'Afriquéncidence la plus élevée est observée
en Amérique du Nord, en Australie et en Nouvelléadde (30-50 pour 10 000 habitants).

L’incidence du cancer du colon au sein des poparatiqui émigrent d'un pays a
faible incidence vers un pays a forte incidenceimgjcelle du pays d'accueil en une
génération, ce qui témoigne de l'intervention detdars d’environnement. La probabilité
d’étre atteint d’un cancer colorectal au coursalei¢ est de 5%. Le cancer colique est rare
avant 50 ans (6% des cas). L'incidence augmenteitensapidement avec l'age. La
proportion de cas diagnostiqués double chaque déxemtre 40 et 70 ans dans les deux
sexes. L’age moyen au diagnostic est de 69 ans ldimnme et 72 ans chez la femme.
L’augmentation de l'incidence du cancer colique mpaiti Etre liée au vieillissement de la
populatiori®.

8. Facteurs de risque :

Il existe plusieurs facteurs qui interviennent déapparition et le développement
d’'un cancer du colon. Les plus importants sontiatadies inflamatoires du colon, chrome et
RFCH. Si la majorité des cancers du colon se tnoudans les pays développés, cela n'est
pas anodin. Le mode de vie alimentaire a donc &émévidence comme facteur de risque
principal du cancer du colon.

Tableau 1: Facteurs de risque impliqués dans la caérogenése colorectafé

Facteurs associés a une augmentation deFacteurs associés a une diminution
risque de tumeur colorectale du risque de tumeur colorectale

Excés calorique, obésité, sédentarité| Légumes, en particulier cruciferes
(choux, navets, brocolis)

Repas fréquent, grignotage Fibres (surtout les fibres des légumes
et le son de blé)

Viandes grasses : charcuterie, moutor), Calcium et produits laitiers fermentés

abats
Céréales raffinées Vitamines antioxydantes
Fer Folates

Alcool et tabac Café
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Dans environ 5 % des cas, le cancer colique surdans un contexte de maladies
héréditaires prédisposant au cancer colique, ssrrasion autosomique dominante et a
pénétrance élevée. Un age inférieur a 50 ans lordiabnostic, des antécédents tumoraux
personnels, une agrégation familiale de cancersedb faire évoquer une prédisposition
familiale et reconstituer I'arbre généalogique djes La polypose adénomateuse familiale et
le syndrome de Lynch ou HNPCC (hereditary non-patyp colorectal cancer) sont les deux
maladie§4associées aux genes majeurs de suscptihil cancer colorectal actuellement
identifies™

9. Physiopathologie du cancer du colon

Le cancer colorectal est souvent une maladie déacseuse, c'est-a-dire qu’elle peut
se développer sans symptémes. Il existe cependatdirs signes d’alerte comme des
douleurs ou des saignements.

Lorsque des cellules cancéreuses apparaisserg, selle d’abord localisées sur la
surface interne de la paroi du célon ourdotum (la muqueusk Ensuite, petit a petit, elles
atteignent les couches plus profondes. Etudieailk tet surtout la profondeur de la tumeur
donne donc une indication sur le degré d’évolutdera maladie. Plus la tumeur est localisée
et « superficielle », plus elle sera facile a éait

Au cours de I'évolution, les cellules cancéreusesvpnt s’échapper du codlon ou du
rectum et se disséminer ailleurs. Leanglionslymphatiques situés dans la graisse qui
entoure le cblon ou le rectum, peuvent alors &uvehés. Pour déterminer si des ganglions
contiennent des cellules cancéreuses, il faut fedyser au microscope, aprés les avoir
prélevés. Si aucun ganglion n’est atteint, celaiBegque le cancer est a stadeprécoce et
gu'il est resté localisé. Si au contraire des ganglsont atteints, cela signifie que la maladie
a commencé a se disséminer. Le nombre de gangiorahis permet d’en savoir plus sur le
degré de propagation du cancer. Moins il y a dagylgans envahis, meilleures sont les
chances de guérison.

Les cellules cancéreuses peuvent envahir d’autrgmnes que les ganglions
lymphatiques et y développer destastased.es organes les plus souvent touchés par des
meétastases lors d’'un cancer colorectal sont le feggpoumonset le péritoine Les cancers
colorectaux qui présentent des métastases (on parleancermétastatique sont plus
difficiles a soigner.

La taille et la profondeur de la tumeur, atteinten@n des ganglions lymphatiques et
nombre de ganglions atteints, présence ou non tiestages sont les trois criteres permettant
de définir le stade du cancer selorl@ssification TNM (TNM = «Tumor, Nodes, Metastasis

») .
L’évolution du cancer du colon passe par 5 étapesipales :

» Stade 0 :la tumeur est in situ, ce qui signifie qu’elle é&sts superficielle et
gu’elle n’envahit pas la sous-muqueuse. Les gangllpmphatiques ne sont pas
atteints et il n'y a pas de métastase a distance.
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- Stade | : la tumeur envahit la deuxieme couche (sous-muqglienséa couche
musculaire (musculeuse) de la paroi du célon oureftium, les ganglions
lymphatiques ne sont pas atteints et il n'y a pamétastase a distance.

- Stade Il : les cellules cancéreuses ont traversé plusieaushes de la paroi du
cblon ou du rectum, mais aucun ganglion n’estrattiil n'y a pas de métastase.

- Stade Il : les cellules cancéreuses ont envahi les gargyligmphatiques
proches de la tumeur.

- Stade IV : le cancer s'est propagé au-dela du cb6lon ou dumecters des
emplacements ou des organes éloigneés, généraltarfeid ou les poumons.

Les stades du cancer colorectal

Slade ¢ Slade | = Slamde 10 : Stade 110 T Sdade IV

Tumeur u

PV O Ll L

LS P L e LR

sl e s

SETREULE

Figure 6 : les différentes étapes de développemedd cancer colorectal.

10.Types du cancer du colon :

Le cancer du cdlon peut se classer en 3 farfiles

» le cancer du célon droit Ce type de cancer est latent et présente urefaigdue
d’occlusion. Douleurs abdominales et anémie sonsgmes. Ce type de cancer peut
engendrer une infection locale ou générale, voine péritonite mais cela reste
exceptionnel.

» le cancer du coélon transverseCe type de cancer du cOlon se caractérise par un
développement lymphatique avec envahissement gamglire, lequel va souvent
engager le pronostic vital. Troubles coliques dandit et ballonnement sont les
premiers signes du cancer du c6lon transversesigees sont souvent sous-estimées
au départ.
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» le cancer du célon gaucheeste le plus fréquent des cancers du célon.dasactérise
trés souvent par une propagation lymphatique mdrmréatique. Occlusion aigle,
infection, fistule colo-vésicale et d’autres évaus possibles sont les signes de ce
cancer.

Macroscopiquement, le siege du cancer est variabé. sur le célon droit, 20% sur le
cblon transverse, 5% sur le colon gauche et 45%essigmoide. Il est multiple dans 3% des
cas et associé a deslypesdans 1/3 des cas.

\ / o =

ascendant
—

CGaecum Colon

descendant

Colon
sigmoide

Figure 7 : les localisations des tumeurs cancéreussselon le type de cancer
colorectal

11.Altérations génétiques liées au cancer du colon :

Plus de 30% des cas dancer du colon ¢u cancer colorectal)seraient lies a des
mutations génétiques. Les genes touchés sont :

» Les proto-oncogénes ont une action positive sur la prolifération oidire. Leur
version mutée, s’appelle oncogéene. Le plus impldags le CCR est le géene Kras.

> Les genes suppresseurs de tumeurau contraire ont une action négative sur la
prolifération cellulaire. Les deux copies du germvent étre modifiees pour qu’il
perde sa fonction inhibitrice. Les génes supprasdes plus impliqués dans le CCR
sont APC (Adenomatous Polyposis Coli), TP53 (géadadprotéine p53) et DCC
(Deleted in Colorectal Cancer).
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> les genes MMR (Mis-Match Repair) :représentent les sept genes impliqués dans le
systeme de réparation des mésappariements. On kltdH1 (human mutL, homolog
= gene homologue au mutL isolé chegcherchia coli), hMSH2 (human mutS
homolog = gene homologue au mutS isolé diseherichia coli), h PMS1, h PMS2, h
MSH6, h MSH3 et h MLHZ.

Les types d’anomalies touchant ces genes cibldssombreux. Schématiquement, on
peut distinguer trois grands types d’anomaliesonaadies chromosomiques, nucléotidiques et
épigénétiques.

l1l. Généralités sur les gliomes :

1. Définition des gliomes :

Les gliomes ou tumeurs gliales sont des tumeursydteme nerveux central (SNC).
llIs sont localisés le plus souvent dans I'encéphpéefois dans la moelle épiniere. lls
proviennent des cellules qui entourent les neuronesstrocytes, oligodendrocytes et
épendymocytes. Une théorie plus récente laisssugiposer que des cellules progénitrices
(cellules non encore différentiées), voire desutedl souches, seraient a l'origine de ces
tumeurs. Ce sont des tumeurs rares, dont le pionest extrémement variable. Elles
justifient toujours une prise en charge dans umicerspécialisé afin d'adapter au mieux le
traitement.

Le cerveau est constitué de plusieurs lobes (périgbntal, occipital, temporal) et de
différentes parties profondes, comme le thalamusorhmunique avec le reste du corps par
des influx nerveux transportés par la moelle épiniqui se poursuit a l'intérieur du crane par
le tronc cérébral. Le tronc cérébral, le cervealeetervelet forment ce que I'on appelle
I'encéphale.
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Figure 8 : anatomie de cerveau

2. Epidémiologie des gliomes :

Chaque année, approximativement 2 500 personn€suaada eB000 en France sont
atteintes d'une tumeur au cerveau. La plus fréguest un gliome. Il s'agit de la tumeur
primitive cérébrale la plus fréquente, représentit de gliomes. L'incidence annuelle est
de 5 & 7 sur 100 080 Ces tumeurs sont la troisiéme cause de moretigg I'adulte jeune.
Chez l'enfant, il s'agit du deuxieme cancer le friéguent aprés la leucémie.

Les gliomes peuvent se manifester a tout age awmec pointe d’incidence a la
trentaine pour les gliomes de bas grade et undeaita cinquantaine pour la forme la plus
agressive, les glioblastomes multiformes (GBM).ntidence des GBM, tres faible chez
'enfant, augmente de facon linéaire jusqu’a 75@mg diminuer ensuite.

Les GBM restent des tumeurs relativement rares Ew@ope et aux Etats-Unis, I'incidence
des GBM est respectivement a 2 et 3 sur 100 00fe @eidence a cependant augmenté au
cours des 30 derniéres anriée€eci s'explique par le vieillissement de la pepioin avec un
accroissement du nombre de cas au-dela de 70 ‘ansélioration de I'accés a I'imagerie et
des moyens diagnostiques (radiologiques, histolegg) peuvent aussi expliquer cette
augmentation.

3. Physiopathologie des gliomes :

L’évolution des gliomes passe par plusieurs étapesaractérisant par des mutations,
délétions ou inactivation des protéines spécifiquestype des gliomes est différent selon les
étapes. Le schéma suivant explique la progressesncellules souches vers des cellules
cancereuses.
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Figure 9: les différentes altérations des geénes qudonnent les différents types des
gliomes.

4. Classification des gliomes :

La classification histologique de référence adte de 'OMS révisée en 2007. Elle
est basée sur le type cellulaire prédominant (egiaoe, oligodendrocytaire ou mixte). Un
grade est attribué a chaque tumeur en fonctioncd&ses suivants : la densité cellulaire,
I'atypies nucléaires, les mitoses, la prolifératinitro vasculaire et nécrose.

La classification de I'OMS pose différents types pmblemes. Elle n'est pas
reproductible car elle repose sur des criteres hwogiques qualitatifs qui laissent une
grande part a l'interprétation et a la subjectivit@&ci explique notamment un taux élevé de
discordance selon I'observateur en terme de grade e lignage ». Elle ne tient pas compte
de I'hétérogénéité tumorale et ne prend pas enidénagion des données de la clinique et de
limagerie.

Les gliomes de grade | correspondent essentiefiera I'astrocytome pilocytique,
circonscrit bénin. Les gliomes infiltrants sontldes grade (II) ou de haut grade (Il ou V).
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Figure 10 : localisation des différentes tumeurs cébrales

5. Altérations génétiques liées au gliome :

Les études génétiques réalisées ces derniereegnont permis de décrire les
principales anomalies récurrentes caractéristiglessgliomes. Il s’agit d’'une activation de
certaines voies de transduction du signal avecifiogpion d’oncogenes, tels que EGFR, B-
raf, dérégulation du cycle cellulaire avec délétitngenes suppresseurs de tumeurs, tels que
p16, p53.

Des modeles de progression tumorale ont étéopésp En revanche, ces anomalies ne
sont pas spécifigues d'un type histologique donnéwr valeur pronostique est souvent
controversée, a lI'exception de la perte totale kkormosome 1p combinée a celle du 19q
caractéristique des oligodendrogliomes, leur camférun bon pronostic. Dans l'avenir,
'analyse du transcriptome ainsi que les travaurgmb sur les cellules souches neurales
fourniront des éléments clés pour la compréhendemmécanismes de gliomageriéskea
figure suivante résume lI'ensemble des altératiofisétigues en fonction des grades de
gliome.

Tableau 2 : les genes altérés dans les différenygpes de gliome.
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A. Pilo Oligo Astro GBM GBM
llaire de
novo
MAPK/BRAF +++ - - - -
IDH1/IDH2 mut. - +++ +++ +++ -
Codel. 1p19q - +++ - - -
TP53 mut. - - +++ +/- +/-
EGFR amp. - - - - ++
Altération voie P53 + voie - +/- +/- ++ +++
de RB + activation voie des
RTK

V. Généralité sur B-raf :

1. Géne B-raf:

Ce gene code pour une sérine-thréonine kinasB-1iaé se localise au niveau du bras
long q du chromosome 7 (7q34) entre deux genesléGppdUFB2 et MRPS33. Sa taille
recouvre approximativement 199.622 bases et code yoee protéine (B-raf) de 766 acides
aminés.

Localisation du géne Braf

Figure 11 : localisation du gene B-raf sur le bratong g du chromosome 7.
Ce géne contient 18 exons séparés entre eux paintiess de taille différente.
L’ARNmM de ce gene contient en général 2478pb.
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Figure 12 : digramme du gene B-raf. Les exons sormirésentés en échelle gris. Les
régions intermédiaires représentent les introns. Ldaille de chaque intron et exon est
indiquée dans le diagramme.

2. Protéine B-raf (rapidly accelerated fibrosarcoma):

C’est un proto-oncogene qui appartient a la famdibesérine-thréonine kinase. Son
poids moléculaire est 84436 daltons. BRAF estsoforme de RAF. Les protéines Raf (Raf-
1, A-Raf, B-Raf) sont des substances intermédiaitesRas et MAPK dans la voie de
prolifération cellulaire. Ces protéines jouent Glerclé dans divers procédés physiologiques:

» Le métabolisme cellulaire,
> La progression du cycle cellulaire et la mort delhe.

Elles participent a la voie de signalisation des MWKinases par la transduction du
signal mitotique de la membrane cellulaire versnéyau. L’isoforme B-raf est a peine
détectable dans les cellules par rapport aux aigoésrmes (A-raf, raf-1). Son expression est
prédominante dans les cellules hématopoiétiqueseumses, dans les testicules est aussi dans
les cellules folliculaires au niveau de la thyroide

Les exons a partir desquelles chaque partie déipeoest transcrite.CR1, CR2, CR3
sont les régions conservées de protéine avec ales-raf. Les bras en vert représentent
(Ras binding Domain) pour RBD

sags ST D448

-

RB.D l.’_ RD = T ED

TS  S682

Figure 13 : diagramme de structure de protéine Braf. Les hiffres a coté des régions
grises montrent, (Cystéine-rich domain) pour CRD et(Kinase Domain) pour KD. G-
loup représente la glycine conservée dans I'exon.1lla région rose dans I'exon 15 est le
segment d’activation (AS). Les fleches montrent $e sites de phosphorylation de
protéine. *

Une équipe de recherche a démontré que le gene BRWE pour de multiples
isoformes présentant une expression tissu-spéeifejurésultant, entre autres, de I'épissage
alternatif de deux exons situés en amont de laonégodant pour le domaine kinase de la
protéine. lls ont montré que la présence de casesegs alternatives modulait les propriétés
biochimiques et oncogéniques de la protéine B-Rafils ont récemment caractérisé les
mécanismes moléculaires responsables de ces dif&el'activités.

La conservation de ces exons alternatifs au coait&dolution, ainsi que l'expression
tissu-spécifique des différents isoformes suggermgme chaque isoforme posséde des
fonctions physiologiques spécifiques. Afin d'idéeti ces fonctions, ils ont généré des souris
knockout conditionnel permettant l'invalidation dens alternatifs de B-Raf. lls ont ainsi
montré que les isoformes de B-Raf contenant |'eaiternatif 9 b étaient nécessaires aux
processus d'apprentissage et de mémoire chezria*sou
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3. Fonction de la protéine B-raf:

La fonction de B-Raf est de relayer les signauxlalenembrane cellulaire, ce
processus se fait par toute une série de réactamtivétion par phosphorylation des agents
intervenants dans la voie Ras-Raf-Mek-Erk. Ras-GTP.

La cascade de signalisation commence a la memipiasenique ou le facteur de
croissance se lie au récepteur EGFR provoquantirséridation. La phosphorylation du
récepteur active des facteurs d’échange de gud@i&), comme SOS. Ces facteurs sont
attachés au récepteur par des protéines adapsasiimeet grb-2. Les protéines GEF, dont
SOS, poussent RAS a relarguer le GDP et a I'echiasagdre le GTP. En effet, SOS se fixe
sur des régions particuliéres de Ras-GDP (Switeh2), ce qui déplace S1 du site de fixation
de GDP-GTP. Le GDP diffuse laissant la place au.@&JdPa conduit a la forme active de Ras
qui est Ras-GTP. Ras GTP active la protéine Rafuparphosphorylation. A son tour, Raf
phosphoryle Mek qui active une kinase régulatricetragellulaire Erk par une
phosphorylation. Erk phosphoryle plusieurs cibles grovoquent des modifications de
I'expression des génes et I'activité enzymatigue.

Récepteur tyrosine kinase

Membrane cellulaire

= -

Cytoplasme

Substrat

|—> W Noyau

Figure 14: Voie Ras-Raf-Mek-Erk. Ras-GTP active uneascade de kinases par
phosphorylation, ce qui a des effets sur la régulian de genes cibles.

Bien que la relation entre signalisation Ras/B-Blabncogenese soit bien établie, la
régulation de l'activité de la protéine kinase B-Rate mal connue.

« Mutations dans le gene B-raf :

Le génome peut subir des altérations. Si ces demige sont pas réparées, il y aura
des modifications de l'expression des génes. Cewdwt a la synthése d'une protéine
anormale ou a sa surexpression, c’est ainsi qualt@&stions peuvent étre a l'origine de
maladies, dont beaucoup de cancer.

Pour le géne B-raf, les recherches ont détecté @#u30 mutations qui peuvent étre
associées avec le cancer humain. Elles causentréapsession de ce géne et sa présence
fréquente dans la cellule provoque une activateihadlivision cellulaire et par conséquent le
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développement des tumeurs canceéreuses. La pluparesl mutations sont somatiques. La
fréquence de mutations de B-raf est différenterstde types du cancer. Le taux d’activation
du BRAF kinase est different selon la mutationast activité augmente avec la mutation de
HRAS™. Des rapports récents montrent qu'elle est présdans 80% des mélanomes et
jusqu’a 18% du cancer colorectal. Dans 90% de¥ kabase thymine est substituée par une
adénine au nucléotide 1799. Cette substitution wibradla formation d’'une protéine dont la
valine est remplacée par un glutamate au codof €&te mutation est appelée V60OE. Elle
est associée a 8% des tumeurs humaines solidesfatgemment trouvée dans le cancer de
thyroide, du colon, du poumon et le mélandnf&’ Une équipe de recherche en 2011 a
identifié la mutation V600E comme une mutation fglgrobable dans 100% des cas de
leucémie & tricholeucocyt®s Les autres mutations 20% sont faux-sens. Ellsisleét dans
les glycines de la G-boucle dans I'exon 11 ou tasegment d'activation dans I'exon 15 prés
de la V600. Le tableau suivant résume les différgqalymorphismes d’'un seul nucléotide
(single polymorpgism nucleotide SNP) trouvés dangné' :

Tableau 3 : les différentes mutations détectées dsite géne B-raf".

Substitution dans le Substitution dan la
gene protéine
Al1023G P341P
Al1227G S409S
A1383G Q461Q
Al1797C T599T
A1929G G643G
G2272A G758R
G1388A G463E
G1388T G463E
G1394C G465A
G1394A G465E
G1394T G465V
G1403C G468A
G1403A G468E
G1753A E585K
T1782G F594L
G1783C G595R
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C1786G L596V
T1787G L596R
TG1796-97AT V599D

A c6té de ces SNP détectées, il existe d’autrésatibns qui peuvent toucher ce gene.
Ces altérations caractérisant spécifiquement leezarérébral sont : la duplication 7434t
la fusion entre KIAA 1549 et BRAE

« Mutation du gene B-raf dans le mélanome :

Différents types d’anomalies chromosomiques ouideanx d’expression génique ont
été mis en évidence sur des échantillons de tupréuitive de mélanome. Les anomalies les
plus fréequemment retrouvées sont les délétionsatprients chromosomiques au niveau des
chromosomes 1, 6, 9 et 10, et des translocatiooprogues ou complexes entre les
chromosomes 6, 7 et 8, dans plus de 95 % dé§ cas

Le mélanome acral, qui intéresse essentiellemenzd@es non photo-exposées, est
frequemment porteur d’'un nombre supérieur de reema@nts en gain, c’'est-a- dire de
trisomies, lorsqu’il est comparé au meélanome diesiten superficielle. Les mélanomes
survenant en zones photo-exposées, quant a esenpeét le plus souvent des aberrations sur
les régions chromosomiques 13q et 17p. De leur, dé® mélanomes atteignant les
mugueuses sont surtout porteurs de translocationsecnant les genes sur les régions
chromosomiques 1q, 6p et 8qg. Les régions chromageai amplifiées contiennent le plus
souvent des oncogenes connd&AS, CDK4, BRAF, cyclin D1), mais également des génes
non identifiés. Plusieurs études concordantes omt démontré que la nature des aberrations
chromosomiques et le niveau d’expression de cesogames sont corrélés au type
anatomoclinique de mélanome et & sa survenue enptmio-exposée ou ndn

BRAF est une molécule agissant en aval de la veiMAP kinase. Il a été démontré
gue ce gene intervient dans la pathogenese de onédarBRAF est muté dans 40% a 80%
d'échantillons de mélanomal. constitue un élément précoce dans I'évolutionnaéianome
puisqu’on peut le trouver dans les tumeurs bénfgnBsns la plupart des cas, les mutations
de B-raf se localisent dans I'exon 15. La mutateorplus commune est au niveau du codon
600, entrainant la substitution de l'acide glutaraigpar la valine (mutation VG0OEY.
Parfois, des mutations ont été identifiées dan®ieaine de la boucle (exon 11). La mutation
de B-raf n’est pas associée au développement denorék uved!

. VGOUE,

TN Va0

GaBIE| |G assE Vo00E
GA64N | o VE00R

K490 - 1 LE8TO \ E6llE
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Figure 15 : digramme représentant les mutations dB-raf retrouvées dans le mélanome.
Les fleches en noires indiquent les mutations. Lesutations encadrées sont dans le
méme acide aminé. La mutation la plus connue V600&st en rouge.

A c6té de ces mutations, il y en a d’autres quivpat étre rencontrées comme par
exemple :la mutation TG1796-97AT qui donne V599D, la mutati&1394C qui donne
G465A et la mutation G1394A qui se traduit par sabstitution G465E.

. Effet de mutation de B-raf sur le développementrdélanome :

Les mutations du geri8BRAF semblent constituer un €lément précoce dans I'éeolu
du mélanome, la progression métastatique de ladmeadd la prolifération vasculaire associée
au développement tumoral. Elles sont détectablgesadghase de croissance horizontale de ce
cancer. Le transfernh vitro du geneBRAF muté conduit a des modifications du phénotype des
mélanocytes, avec augmentation de leur prolifénagicformation de tumetf's

Associées a un mélanome, les mutations du §&#¢- sont plus fréquentes chez les
sujets jeunes, lorsque le mélanome survient surzdeses d’exposition au soleil intense et
intermittente (dos, jambes). En revanche, ces moatatont rares sur les zones exposées de
maniere chronique aux radiations solaires (visaggemités des membres), et absentes au
cours des mélanomes oculaire et desmoplastifueitro, la suppression des produits
d’expression du genBRAF limite la prolifération cellulaire. Les mutationsl djeneBRAF
représente une cible thérapeutitfue

- Mutation de B-raf dans le cancer du colon :

La mutation de B-raf est présente dans 5 a 10 ¥C@#s. Presque 95% des mutations
de BRAF rencontrées dans le cancer colorectal coaaee substitution T-A dans la position
1799 (la mutation V600OE). Cette mutation est agsoavec une instabilité microsatélitaire
(MSI) dans 40% des cas et avec une stabilité matébtaire (MSS) dans 5% des cas. Les
mutations les plus connues qui touchent le génaf Bemt citées dans la figure suivante.

GA68C GS9ER
GAGAE CAGOE F3o5L Ts901

Figure 16: digramme représentant les mutations de B-raf retrouées dans le cancer
colorectal. Les fleches en noires indiquent les mations. Les mutations encadrées sont
dans le méme acide aminé). La mutation la plus cone V600E est en rouge

A cOté de ces mutations, des recherches ont mé&viedence d’autres mutations qui
peuvent toucher le gene B-raf, comme par exempieukation G1783C qui donne G596R, et
la mutation G1388T qui se traduit par une subsnituG463\.
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La détection de la présence de ces mutationsueteféet sur I'évolution du cancer
colorectal, est utilisée seulement en termes degsta. Des mutations dans un autre gene
sont souvent recherchées et leur détection orlestencologues a donner le médicament le
plus efficace. Il s’agit du géne K-ras.

« Géne K-ras:

KRAS est un proto-oncogene humain homologue d'urtogéne viral (gene
transformant) isolé a partir du « Kirsten RAt Saneovirus », localisé sur le chromosome 12
(12p12.1), code pour une protéine de 21 kD envi@onstitué de six exons et mesurant 38
kb,

Gene K-ras (12p12.1)

(ULLDCIRLIRLLLLELTED

Figure 17 : Localisation chromosomique du gene K-msur le chromosome 12

Le géneKRAS, code pour une protéine G monomeérique activéelgmrécepteurs
membranaires des facteurs de croissance. Il ietetrventre autres, dans le contréle du cycle
cellulaire et l'organisation du cytosquelette. Eas ale mutation du géne, la protéine est
activée en permanence, en I'absence de facteupdsance (mutation activatrice).

Les mutations de KRAS sont parmi les altérationsétjgues les plus précoces au
cours de la cancérogenése colorectale, survenaitubiiement dés le stade d’adéndthe
Ces mutations sont dites dominantes : 'altératam seul allele suffit a I'activation de ce
proto-oncogene en oncogéne, a son tour respondablactivation dérégulée de diverses
voies de transduction de signaux intracellulaire®ar ailleurs, ces mutations étaient
mutuellement exclusives de celles présentes siarie EGFR.

Le testKRAS est un test de génotypage innovant qui permethderda population la
plus susceptible de répondre a un traitement par therapie ciblée de type anticorps
monoclonal anti-EGFR1. Ce type de test fait padiela prise en charge personnalisée du
patient car selon son résultat, le médecin sauize ghatient peut bénéficier ou non d’un
traitement par anticorps anti-EGFR. Ce test congrilainsi & I'acces de chacun a des
traitements innovants et adaptés, accessible®gulet territoire, conformément aux mesures
21.1 et 21.2 du Plan Cancer 2009-2013.

. Altération de B-raf dans les astrocytomes pilocyi&s :

Les astrocytomes pilocytiques se caractérisentifgguéement par des altérations de
gene BRAF. La mutation la plus fréquente est unenswersion unique
dans l'exon 15 (T1799A), qui représente 90% de tiouts BRAF dans les cancers humains,
et conduit a une substitution de valine par l'agtlgamique en position 600 (V600E). Une
deuxiéme mutation a été trouvée dans I'exon 11ljngplique une substitution de la glycine
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par une alanine au niveau du résidu 469 (G4694etésulte d’'une substitution de guanine
par cytosine en position 1406 (G1406C). Ces mutat@mnduisent & une activité plus élevée
de la protéine B-raf qui stimule EREXtracellular signal-regulated kinaye®t donne en fin
une division cellulaire incontrolé&

Un deuxieme type d’altération de B-raf rencontrésdkes astrocytomes pilocytiques
est la duplication 7934 qui couvre 2,6 Mb de séqaegénomique et contient environ 20
genes. Parmi ces genes deux sont tumoraux ; HIRIBRAF. Cette duplication donne une
expression intense de protéine B-raf et donc umisidn incontrdlée des cellufés La RT-
PCR suivie par le séquencage a révélé un prodtitsien entre KIAA1549 et BRAE.

V. Méthodes de diagnositic :

Les méthodes de diagnostic utilisées par les mésigmur identifier le cancer sont
multiples et regroupent la biopsie, ou le préléveimge cellules du tissu pour examen,
'endoscopie; les rayons X ou scanner, des tesgusas et I'imagerie médicale nucléaire. Les
tissus prélevés passent par un test immunohistighénlLes résultats de ces tests peuvent
révéler la présence et le type du cancer. EnseaitaliAgnostic oncogénétique permet
d’identifier le probléeme moléculaire responsable ldemaladie et conduit a adapter un
traitement selon le principe de la thérapie ciblée

3. Immunohistochimie :

L'immunohistochimie (IHC) est une technique peramtia localisation de protéines
dans les cellules d'une coupe de tissu. Elle censis la détection ahhtigenesau moyen
d'anticorps L'immunohistochimie exploite le fait qu'wmticorpsse lie spécifiquement a des
antigénesdans les tissus biologiques. Les anticorps peug@amst d'originepolyclonale ou
monoclonalgles anticorps monoclonaux étant plus spécifiquescouple anticorps-antigéne
peut étre visualisé de plusieurs fagcons. Dansupgpt des cas, un anticorps est conjugué a
une enzyme (ex peroxydaspgqui peut catalyser une réaction de productioadeur (ex:
coloration immunoperoxydase). Alternativement,daicorps peuvent aussi étre marqués par
unfluorophore(ex :FITC, Rhodaming Texas Red ou Alexa Fluor).

L'immunohistochimie est largement utilisée pourdignostic et/ou le suivi de
cancerspar détection de cellules anormales telles queescdtouvées dans les tumeurs
cancéreuses. Desarqueurspeécifiques sont ainsi aujourd'hui connus pouerdicancers :

» Antigene carcino-embryonnai(€EA) : utilisé en cas de cancer du colon.
» CD117 : utilisé en cas deimeur stromale gastro-intestinagé¢ de tumeur de
mélanome.

4. Technigues moléculaires :
Les techniques de la biologie moléculaire ont psrman moins de 30 ans d’établir la
carte de tous les génes humains. L'automatisaties t@chniques, en particulier pour
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'amplification de '’ADN et le séquencage, permeteuaccelération constante du rythme des
recherches.

R/

X PCR et séquencage des génes d'intérét

La réaction de polymérisation en chaine est unenigae extrémement puissante pour
'amplification d’ADN. La PCR a de nombreuses vates, comme la (RT-PCR) et plus
récemment la PCR en temps réel qui permet des gseguantitatives de molécules d’ADN.
Cette technique suivie par le séquencage estadtispécifiguement pour la recherche des
mutations d’une ou plusieurs bases.

La biologie moléculaire a pris une place importa@tecancérologie, dans le cadre
d’un diagnostic oncogénétique, orienté par uneyaeammunohistochimique en amont. Dans
le cas d’étude de B-raf, la PCR suivie par le segage sont utilisées spécifiguement pour la
recherche des mutations d’une ou plusieurs basewveau de ce géne.

La PCR est une technique basée sur une répétigortydles de transition de
température. Chaque cycle contient trois étapestegci-dessous :

> Etape 1 La dénaturation : tous les doubles brins d’ADN sont dissociés par la
chaleur en brins monocaténaires.
> Etape 2 L’hybridation : fixation des amorces sur les séquences complémentai

Un refroidissement de I'ADN en présence d'un lamgeces des deux amorces

(oligonucléotides) permet leur hybridation spécigavec les séquences d’ADN

complémentaires.

> Etape 3 L’élongation : synthése des brins a partir des amorces hybriglrels Taq
polymérase : le mélange hybridé est ensuite inembgrésence de ’ADN polymérase
et des quatre désoxyribonucléosides triphosphaesde que les régions de I'ADN
en aval des amorces soient sélectivement synthstisé

Il faut entre 20 et 30 cycles pour qu’il y ait urdelle amplification de ’'ADN. Chaque
cycle double la quantité d’ADN synthétisée au caluscycle précédent. Un seul cycle dure
environ 5 min.

Apres la PCR, il faut analyser la séquence nudépte du gene amplifié pour vérifier
la présence ou non de mutations.

Le séquencage de I'ADN consiste a déterminer Eodtdnchainement desicléotides
pour un fragment &DN donné. Il a été inventé dans la deuxiéme moiteaamees 1970.

Deux méthodes ont été développées indépendammend, par I'équipe deValter
Gilbert, aux Etats-Unis et l'autre par celle derederick Sangerau Royaume-Uni Ces deux
méthodes sont fondées sur des principes diaméeateapposés. L'approche de Sanger est
une méthode par synthese enzymatique sélectiwdistgue celle de Maxam et Gilbert est une
méthode par dégradation chimique sélective.

Dans la méthode de Sanger, la polymérisation A®N! est initieée par un petit
oligonucléotide (amorce) complémentaire et uneigaiti fragment d’ADN a séquencer.
L’élongation de I'amorce est réalisée par la « gégse » (Un@DN polymérase dépourvue
d’activités exonucléasiques -53’'et 3—5', et 100 fois plus rapide que feagment de
Klenow).



UNIVERSITE SIDI MOHAMED BEN ABDELLAH
FACULTE DES SCIENCES ET TECHNIQUES DE FES
Département de Biologie

FST FES

Les quatre désoxynucléosides triP (dATP, dCTP, dGIIFP) sont ajoutés, ainsi
gu’en faible concentration les quatre 2'-3'didésaxyéotides triP (ddATP, ddCTP, ddGTP,
ddTTP) marqués par des fluorochromes différentss @elésoxynucléosides, une fois
incorporés a la nouvelle chaine synthétisée, imtib&ongation.

Il en résulte de nouveaux fragments d’ADN de tailigiable, qui sont ensuite séparés
parélectrophoréssur un gel deolyacrylamide

Prirmer ou
Séaquence a repliquer

Fragment 4 ségquencer

",

Fréparation des réactifs ""'“I

spécifiqgues aux nucléotides =

C G A T [ :

v “)

h*;. : Fragrments d'aDm . Séparation des génes
isolés = ¥ surgel déelectrophorése

Lecture du résultat
sur ardinateur

Figure 18 : schémas expliquant le principe du séquencage du géme. Aprés la PCR, son
produit est purifié puis mélangé avec une amorce owplémentaire a une partie du fragment
amplifiés, les ANTP et les ddNTP fluorescents. Urfeis un ddNTP est incorporé il émit un signal
détecté par le PC et se traduit en pic coloré

% Hybridation in situ : FISH

Cette technique est basée sur le principe d'hyiiwidal'hybridation est un processus
moléculaire qui joint deux molécules d'ADN simplenbcomplémentaires pour former une
molécule d’ADN double brin. La FISH utilise ce pessus pour localiser des sondes sur des
chromosomes cibles. Les sondes sont des petiteéxaies d'’ADN simple brin, marquées par
une substance fluorescente. Elles s’hybridentesucthromosomes cibles sous forme simple
brin lorsque leurs séquences sont complémentdieefluorescence est ensuite capturée sur
une image permettant de localiser les sondes swhi®mosomes cibles.
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Figurl9: Les différents types de sondes utilisées &ISH, et leur observation
correspondantes au microscope apres hybridation.

< Northern blot :

C’est une méthode dgologie moléculairgpermettant I'analyse dé\RN. Elle dérive
du Southern blot(appelé ainsi par le biologistedwin Southerrqui a aussi inspiré le nom
western blotqui fait référence aux séquences en acides ardegprotéines), sauf qu'au lieu
d'étudier IADN, on étudie ARN. Uneélectrophorespermet de séparer les ARN en fonction
de leur taille. Ces derniers sont ensuite détqua¢sinesonde Comme dans le transfert de
Southern, la sonde d'hybridation peut étre faiteds@DN soit dARN.

Le northern blot permet d'apprécier la distributitas ARN dans les tissus et d'étudier
leur abondance relative, et par conséquent de domitiexpression plus ou moins importante
de certaingienes Enfin, cette technique sert a détecter les indeiaires de maturation et les
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différentes formes d'épissage des ARN, ainsi geigdmes de grande taille ou de fusion (exp :
fusion entre KIAA1549 et BRAF).

. Thérapie ciblée :

Il existe classiquement trois armes contre le canggrésentées par la chirurgie, la
radiothérapie et la chimiothérapie cytotoxique.t€eterniére permet incontestablement de
sauver des vies mais au prix d'une toxicité impuda
Une révolution est en marche grace aux thérapidged. Celle ci est permise grace aux
progrées de la recherche notamment dans la compi@mendes meécanismes de
fonctionnement de la cellule cancéreuse. Ces mm@aics ont une action ciblée en
intervenant & un niveau précis du développementadmellule tumorale. lls interviennent
principalement dans la transduction des signaugngsix qui demandent a la cellule de se
multiplier...). La voie des tyrosines kinases eshlaux connue a ce jour.

Cette voie peut étre bloquée par des anticorpsrionaux 1AB) ou des inhibiteurs
enzymatiquesiNIB):

En agissant sur des récepteurs spaesi ces médicaments peuvent :
> Bloquer la croissance des cellules cancéreusesc’est le cas du

TRASTUZUMAB/Hercepti®, et également dBERTUZUMAB/OMNITARG® ou
duLAPATINIB/TYKERB®© ;

> Affamer la tumeur en I'empéchant de détourner Ist&spe sanguin a ses fins en
s’opposant a la formation des nouveaux vaisseauformés en périphérie de la
tumeur et qui contribuent & sa croissance enduant Gngiogenege Parmi ces
composés anti-angiogéniques, on peut citeBEVACIZUMAB/ Avastir® ou le
SUNITINIB/SUTENT® ;

> Diriger les réactions immunitaires de I'organisme contre ces cellules cancéreuses.
Ces thérapeutiques vaccinales sont développéedatacancers du sein, de la prostate
et du rein ;

» Commander la mort de la cellule cancéreusel s’agit de stimuler I'apoptose, la
mort naturelle de la cellule. Ce phénomeéne n’ass pffectif chez la cellule tumorale
qui cesse de se diviser. Quelques produits sodéealoppement pour les cancers des
voies aéro-digestives supérieures (téte et cou).

Les médicaments largement utilisés de nos jour ledrapie ciblée et ayant
significativement amélioré le traitement de cedaiancers sont les suivants :

» Le Cetuximab (Erbitux)est un anticorps monoclonal qui se lie a un factbel
croissance épidermique humain (EGFR) et sa liamtmaine la non activation des
signaux intracellulairesK(NASES) diminuant la croissance cellulaire et induisant |
mort par apoptose Il est utilisé dans le cancer du colon en phastastatique
ameéliorant considérablement la réponse a la chimérapie. En plus il est utilisé dans
le cancer de la sphére ORL et probablement bigradt le cancer du poumon. Son
principal effet secondaire est de produire une géeigl’acné qui peut étre séveére. La
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liste des thérapies ciblées se développe consigénaht. Aujourd’hui une dizaine de
molécules sont prescrites en pratique quotidienheplas de 150 sont en
développement.

Fixation de i"anti-EGFR
(empéche la fixation
de I'EGF)

Proteine RAS
non activeée

de la croissance et
de la division
des cellules cancéreuses

Figure20: action de I'anti-EGFR sur la prolifération céllulaire.
» PLX4032 (Plexxikon; RG7204gst un inhibiteur de BRAF avec la mutation V600E

dans le traitement de mélanome. Son utilisatiort ok seulement en tres faible
concentration (qlgq nM}.

Dans un premier temps ces molécules ne devraientdpactement supprimer les
thérapeutiques classiques (chimiothérapie, radiaie) mais s’y associer pour en améliorer
la réponse. Probablement dans l'avenir, elles sdramque traitement parfaitementaadapté.

+ Les différentes stratéqgies d’inhibition de la prolfération tumorale

La thérapie ciblée peut agir a différents niveaux :

1) L’anticorps se lie au ligand. Le ligand spéaifégne pourra pas se fixer au domaine de
liaison durécepteur.

2) L’anticorps se lie au récepteur. Le ligand nernpa pas se lier au récepteur car le site
de liaisondu récepteur n’est plus accessible.

3) Des inhibiteurs enzymatiques bloquent la trastda du signal générée par la liaison
du ligandsur le récepteur.

Dans les trois cas, la prolifération tumorale esilhée.
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1) Anticorps
ﬂi@ @ se liant au

ligand

ﬂwﬁ . (Avastin)

2) Anticorps
se liant au
recepteur

(Cetuximab)

Cytoplasme

3) Inhibiteur
enzymatique
(Iressa,

Tarceva

Gleevec)

Transduction du signal

9 Lo # [Une celiul
Prolifération. .. i

tumorale

Figure 21: les voies d’inhibition de la prolifératon cellulaire.
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Il s’agit d’'une étude prospective porsdg une série de 70 patients : 34 ayant un
cancer colorectal, 26 ayant un mélanome issu aesuts primitives ou des métastases et 10
patients ayant un astrocytome pilocytique. Ceseptgiont été colligés au sein du laboratoire
d’oncologie et biologie moléculaire de CHU Hassladel Fes, afin d’évaluer I'implication du
gene B-raf comme facteur prédictif et pronostic dé diagnostic et le traitement de ces
cancers.

II. Méthode :

Les échantillons issus de résections chirurgicalesle biopsies fixés au formol ont
éte collectés du Service d’anatomie pathologiqu€dW Hassan Il de FES.

5) Biopsie :

Elle correspond au prélévement d’un échantillomripde tissus de I'organisme, dans
le but de réaliser un examen microscopique. Ellet ge faire de trois fagons différentes
suivant I'échantillon :

3 Prélévement surfacique.
3 Prélévement a l'aide d’une aiguille.
3 Prélevement par aspiration avec une seringuetagui

N.B : Les foyers de nécrose ou d’hémorragie ne doiyed étre prélevés.
Fragment de biopsie casette

Figure 22 : Biopsie sous forme de plusieurs fragmés

6) Examen histologique sur tissu fixé :

Les prélevements destinés au laboratoire pour @amer histologique, passent par
une série d'étapes avant qu’ils ne soient lustetpnétés par le pathologiste responsable.

La technique est réalisée en cing étapes:

=>» La fixation.

=>» L'inclusion.

=>» La microtomie.
=>» La coloration.
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= Le montage.

f) _La fixation :

Elle constitue une technique de référence poundéthistologique des prélevements
humains destinés a un examen anatomopathologiqest Gne étape essentielle dans la
préparation tissulaire.

Le but de cette étape est de s'opposer a l'autbbmdaire et a la putréfaction, pour
garantir la conservation des structures et le dsetnent des pieces, afin de garder le
prélevement dans un état aussi proche que posiblétat vivant.Le choix du fixateur
dépend de la nature de I'échantillon. Le laboratallanatomopathologie utilise le formol
10% dont la durée d'action et le volume sont pribgamels a la taille de la piece.

Les prélévements arrivent au laboratoire I'apredingt restent toute la nuit dans le
fixateur, ils seront analysés le lendemain parnat@nopathologiste qui se chargera de faire
un examen macroscopigue (taille mesurée dans diesénsions, couleur, forme, aspect a la
coupe, ...etc.). Il peut méme avoir recours a unarua afin d’apprécier d’éventuelles
variations de poids des organes.

Apres cet examen macroscopique, le pathologistabmdes fragments dans des
cassettes susceptibles de subir une inclusionldgeasaffine.

Figure 23 : inclusion des fragments dans les castet
g) _L'inclusion :

Elle a pour but d'enfermer le préléevement dans sutestance qui le pénetre et
linfiltre. Les tissus acquiérent ainsi une coremte permettant d’obtenir des coupes minces
au microtome.

La substance d'inclusion, généralemengdeaffine, est une substance liquide a chaud,
solide a température ambiante et insoluble daas B¢ dans I'alcool. Comme cette substance
est hydrophobe (non miscible a I'eau), la pieéa@anique doit étre entierement déshydratée
avant son inclusion dans la paraffine. Vue qu'ellest pas non plus soluble dans [l'alcool
utilisé pour la déshydratation ; une double stuigin doit étre réalisée : I'eau est remplacée
par de l'alcool (déshydratation) et l'alcool estpacé par le toluene (substitution).
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Pour réaliser cette étape, un automate d’incluajmpelé histokinette peut se charger
de toutes les phases conduisant a la mise a digposiun bloc de paraffine prét a étre
microtomisé.

oge: B8 B8
e 0000

=i

L

Figure 24 : Histokinette
L’étape qui consiste a faire séjourner les pieéeasdine série de liquides
intermédiaires s’appelle la circulation. Les étagesa circulation sont :

v Fixation dans 2 bains de Formol 10% (30 min X
2)

v' Déshydratation dans 5 bains d’Alcool de degré crassnt 75%, 80%, 90%, 95%,
et absolu (1h x 3, 1h30 et 2hpour débarrasser le tissu de I'eau qu’il contitemiant
compte que l'agent déshydratant doit étre miscédrieméme temps a l'eau et a la
paraffine.

v Eclaircissement par 3 bains de Toluene (1h, 1h30 &h) : Cette étape permet le
remplacement de l'alcool par un solvant de la paw&f qui est destiné a chasser
I'alcool par trois bains successifs de toluéne.r&mplacant I'agent déshydratant, le
tissu devient transparent d’ou le nom d’éclairaisset.

v Enrobage dans 2 bains de Paraffine (2h et 3h).

Il s’agit de I'étape terminale de la circulatio®alisée par passage du tissu dans la
paraffine liquide.L'inclusion ne se fera de fagon satisfaisante qua piéce a couper ne
contienne ni eau ni solvant intermédiaire (alcoG®. bloc est plus facile a manipuler que le
tissu seul, et il peut s’attacher a la pince poligt du microtome sans briser la piece.
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Figure 25 : Enrobage dans la paraffine
h) _Réalisation des coupes ou microtomie :

Apres montage du bloc dans le porte-bloc du mionetgui est construit de maniere a
produire de fine tranche de matiére, et apres gégiu rasoir de maniére a dresser une face
de coupe nette, ainsi qu’un réglage de I'épaisdesarcoupes (3-5) ; la réalisation des rubans
est effectuée.

Figure 26: Microtomie.

Ces coupes sont immergées dans des bains d'gieoslétalées en les déplissant sur
la lame par flottation a la surface d'un bain chaud

i) _Coloration :

j) La coloration histologique permet de différencierement tous les éléments d’un
tissu. Elle consiste a accentuer les contrastes moeux reconnaitre les différents
eléments de la préparation.

Les lames doivent étre préparées, afin de pougoavoir les colorants.

» Déparaffinage :

Il consiste a enlever la paraffine de la coupautésee pour que les colorants (préparés
en phase aqueuse), puissent pénétrer le tissweloler. Ce déparaffinage consiste a mettre
tout d'abord les lames dans I'étuve a une températa 70° pendant une heure, puis les faire
plonger dans le toluene.

» Hydratation :

Elle a pour objet de retirer le toluene du tissteaemplacer par de I'eau. Le toluene
et 'eau n’étant pas miscibles, le toluene est afdlremplacé par I'alcool, puis les coupes
sont passées dans un bain d’eau courante, etigaplacera ainsi I'alcool du fait de leur
miscibilite.
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k) Le montage :

Cette opération consiste, une fois la coloratioomieée, a fixer a l'aide d’'une
substance appelée milieu de montage (composé dérglyde gélatine et de thymol), une
lamelle de verre sur la coupe tissulaire.

Le montage permet une protection mécanique desesp@insi qu’une protection chimique
des colorants.

Figure 27 : Lames montées et colorées

La lame colorée est ensuite transmise au médecatomopathologiste de la
plateforme pour identifier une zone contenant plei®0% de cellules tumorales.

La zone d'intérét est cerclée avec un marqueurnsuite séparée du reste de
I'échantillon par macro-dissection, afin de s’assui’'une proportion de cellules tumorales
supérieure a 50 % et de réduire ainsi la contamimgtar les cellules normales. S’il y a plus
de 50% de cellules tumorales, le test est considgméme fiable, dans le cas contraire, les
cellules saines peuvent interférer et il y a uguésde conclure a un résultat faux négatif.

Les lames préparées sont ensuite étudiées par iohmstochimie.

7) Immunohistochimie:

c) Principe:

Avant d’avoir recours aux outils moléculaires, laéthode d’immunohistochimie
(IHC) permet d'étudier sur une coupe histologiqlexgdression tissulaire des antigenes,
cellules, organites cellulaires, bactéries, viets, Le réactif principal est un anticorps dirigé
contre l'antigene a marquer. Des traceurs (molsctileorescentes, enzymes etc.) fixés
directement ou indirectement sur cet anticorps péant de voir la réaction.
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Figure 28 : Les différents composants d'une immundaaction

* Pour les échantillons de mélanome, les anticolipsad sont : melanl et PS100.

d) Protocole expérimental de I'immunohistochimie maniiee:

+ Préparation a la technique: Déparaffinage

Le déparaffinage consiste a enlever la paraffiréefidans le tissu. Il s’effectue par
passage a I'étuve (58°C) pendant 1 nuit, puis digox bains de toluéne et d’alcool absolu
pendant 7 min chacun. Un ringcage a I'eau couramite®l’eau distillée termine cette étape.

« Technique

Les lames sans égouttées puis passée d#dsa,4% (H20 30%) pendant 10 min.
Plusieurs tissus contiennent des peroxydases eneeggli peuvent donner des réactions non
spécifiques c’est pour cela que les tissus soiésrpar HO, puis rincés avec le tampon PBS
pendant 5 min.

Un Ringage a I'eau courante puis aCHdistillé pendantl0 min est ensuite réalisé,
ainsi d’'un Passage des lames dans le tampon ciicatdlant (cocotte) pendant 5 min. Le
démasquage antigénique permet aux anticorps d'aceéct antigenes en coupant les liaisons
covalentes et intramoléculaires entre les protéilessglycoprotéines, les polysaccharides et
les acides nucléiques. Apres ringcage des lamesl@aae distillée puis PBS (1 bain) pendant
5 min elles sont ensuite égouttées.

Les fragments sont entourés par le Pap-Pen. louaid est mis sur le fragment (lait
ecremé 0,4%) et les lames sont disposées danshamebee humide pendant 10 min. le
surplus du bloquant est éliminé en secouant la ler&nticorps primaire est appliqué. les
lames sont cachées par un couvercle pour qu'elleohent pas pendant 1h puis rincées par
3 bains de PBS 5 min chacun et [I'anticorps sedomdsst ensuite appliqué (15 min). les
lames sont couvertes pour qu’elles ne sechenepaacées une autre fois dans 3 bains de
PBS 5 min chacun. Une goutte de la peroxydase mstqaée sur chaque fragment. La
réaction dure 15 min. Aprés ce temps, les lames$ sonées dans 3 bains de PBS et
égouttées. Sur chaque lame le substrat chromogaiehdément préparé (2 gouttes + 5 ml
d’AEC) est appligué 4-15 min. Pour la révélation domplexe Ag-Ac primaire, une
technique basée sur I'utilisation de Streptaviddnatine est utilisée. Les lames sont rincées a
'eau courante 10 min, égouttées, puis 'hématmeylest appliquée pendant 3 min. deux
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rincages a I'eau de robinet et a I'eau distillértgéalisés et enfin les lames sont montées a
l'eau.

8) Etude moléculaire :

g) Extraction d’ADN a partir de tissus tumoraux

< But:

Extraction d’ADN a partir de tissus FFPE (formalgetparaformaldehyd
fixed/parafin-embedded tissues) : ADN et ARN
%Kit utilisé :
RecoverAll™ Total Nucleic Acid Isolation Kit.
% Principe général :

Les tumeurs identifiées incluses en paraffine smbées dans le xylene ou toluene
a température élevée (afin d’enlever la paraffies tissus), et ensuite lavées dans des
solutions d’alcool pour enlever les traces de xgldres échantillons ainsi déparaffinés sont
sujets a une étape de digestion des protéines dd&8DN et 'ARN par l'action d'une
protéase.

Enfin les acides nucléiques sont purifiés par aapsur un filtre puis lavage et élution.

FFPE( ) acides

Déparaffinage des : Protéase digestion : Purification des
nucléiques

néral d cerAll T
X Isolation
® Formaldehyde or paraformaldehyde-fixed paraffirbedued tissues

% Protocol experimental d’extraction:

* Préparation des solutions de lavage :

Deux solutions de lavage sont utilisées (wachwaeth?2/3).
42 ml d’éthanol 100% sont ajoutés a la bouteedncentré de lavage Wash 1.
48 ml d’éthanol 100% sont également ajoutés @&ihae2solution de lavage Wash 2/3.

« Déparaffinage

Dans un tube de 1,5 ml contenant 8 coupes de 10uy4#ncoupes de 20 um, 1 ml de
Xyléne ou de toluéne est ajouté. Le traitement g@ene est nécessaire pour éliminer le
complément de paraffine.

Une centrifugation bréve est réalisée, et les ddlmars sont incubés 3 min a 50°C
pour faire fondre la paraffine. Une centrifugatéomitesse maximale pendant 2 min a 140 rpm
x 100 permet d’éliminer le xyléne.

Le culot est lavé avec I'éthanol absolu 2 fois penlever I'exces de xylene (ajouter
1ml d’éthanol, vortexer, centrifuger 140 rpm 2 mirg.
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Le surnagent est enleetle culot est séché dans I'étuve a 45°C pendantiBQoour
éliminer I'éthanol.
» Digestion a la protéase :

La digestion de la membrane cellulaire se fait gation de I'échantillon dans un
volume précis de tampon de digestion. Le volumiesétdépend de la taille de I'échantillon.
Le tampon de digestion et 4 ul de la protéase Kis@tages .
Tableau 4 : Volume du tampon de digestiaselon la taille des échantillons FFPE

Taille de I'échantillon Tampon de djestion par échantillon
<40 pm 100 pl
40-80 pum
104

104 ou 204 ul du mélange sont déposés dans chalogieGes derniers sont mélangés
légerement du bout des doigts pour décoller lestgusi nécessaire, il faut faire immerger le
bout sortant avec un canees échantillons sonhcubés pendant 16H a 50°C au bain marie.
Si au bout de 16 H, des culots trés clairs sorgralg, on arréte l'incubation, sinon le temps
d’incubation sera augmenté.

» Isolement des acides nucléiques

L’isolement de 'ADN des débris protéiques et delites se fait par un mélange
isolation additif/ éthanol préparé au préalablereSpavoir Préparé le mélange « Isolation
Additif/Ethanol », il sera ajouté a I'échantillohraélangé.

Tableau 5: Volume du mélange Isolation Additif/Ethanol selon le volume du tampon de

digestion
Volume du tampon de digestion
100 pl 200 pl
Isolation additif 120 pl 240 pl
Ethanol 100% 275 pl 550 pl
Total 790
395

Le mélange est passé a travers un filtre a cartoyehis lavé avec 700 ml de la
solution de lavage Wash 1. Ugentrifugation pendant 30sec permet d’éliminerdébris
restants sur le filtre qui sera replacé sur le mérhe de collecte x.2Jn Lavage avec 500 ml
de la solution de lavage Wash 2/3 suivi d'une c¢frgation 30 secondes a 10000 rpm sont
réalisés. Les débris restants sur le filtre saétjet le filtre est placé sur le méme tube.

» Digestion a la nucléase et purification finale déADN

Afin de purifier '’ADN, il est nécessaire de dégeades ARN contenus dans
I'échantillon. Le mélange RNase est préparé augivéa
Tableau 6: Volume de chaque cditisant du mélange RNase
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Volume (par réaction) Composant
10 pl RNase A
50 pl Eau sterile ultra pure

60ul du mix sont ajoutés au centre du fjltpriis incubé a température ambiante
pendant 30min. 700 ul de Wash 1 sont ajoutés, sdivine incubation 30 sec a température
ambiante. Une centrifugation a vitesse maximale @@ x 100 pendant 30 sec permet
d’éliminer le liquide. Les échantillons sont ensui@vés 2x avec 500 pl de Wash 2/3, puis
centrifugés pour éliminer le liquide résiduel. likré¢ est transféré dans un nouveau tube de
collecte. 60 ul de la solution d’élution a 95°C tsajoutés suivis d’une centrifugation pendant
1min a 140 rpm x 100. L’ADN est enfin récupéré @iservé a -20°C.
h) Test qualité de 'ADN : dosage des acides nucléisjue

< But:

Apres extraction de I’ADN a partir d'un tissu turagrun test qualité de 'ADN est
réalisé.
La concentration de 'ADN extrait est estimée pgaectrophotométrie. Afin de passer
a la phase d’amplification d’'un gene recherché R@R, il est nécessaire que les solutions
d’ADN extraits aient la méme concentration (10 ny/m faut donc estimer la quantité
d’ADN pour diluer a la bonne concentration.
« Principe :

En biologie moléculaire, ce test est utilisé apfestraction de I'ADN, pour le
guantifier et déterminer sa pureté. On utilise dagueur d'onde 260 nm qui est la zone
d'absorbance maximale des acides nucléiques dalteviolet. Une seconde mesure a
280 nm permet de contréler la pureté de l'extractid savoir la présence de protéines
résiduelles dans la solution d’ADN.

Pour une solution d'ADN purifiée, le rapport R= B03/A(280) permet d’évaluer la
pureté de '’ADN. Il doit étre compris entre 1,&etSi R est nettement inférieur & 1,8 alors des
protéines contaminent probablement la solutioneSapport est supérieur a 2, cette valeur
indique une probable contamination par des ARN.

R = (Aze0 - A320)/(A280 - Azz0)
R est simplifié lorsque (cas fréquent,{= 0.

La concentration d’ADN peut-étre calculée a paila mesure a 260 nm en utilisant
un facteur de corrélation :
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* ADN double-brin : 1 Abs =50 ng/ul
* ADN simple-brin : 40 ng/ul (comme I'ARN simpleii)
* ARN : 1 Abs =40 ng/ul.

i) Amplification de 'ADN extrait par PCR :

% Principe :

Le principe de la PCR consiste a utiliser, de maniépétitive, I'une des propriétés
des ADN polymérases, celle de ne pouvoir synthétisebrin complémentaire d'’ADN qu'a
partir d'une amorce.

% Les acteurs de la PCR
1. L’ADN : généralement sous forme de

double-brin, il contient le fragment & amplifier °
Il sera représenté de la facon suivante: 3

2. Deux amorces, sens et anti-sens.
Ce sont de petits brins d'ADN d'environ 20
bases, (appelés oligonucléotides), capables 7~ '
. L, epe ~ < amorce sens amorce anti-sens
s'’hybrider de facon spécifique, grace a
complémentarité des bases, sur le brin d'AC 3" 5
ou sur son brin complémentaire. Les amorc |
sont choisies de fagon a encadrer la séquence
d'ADN a amplifier.

3. Une enzyme : La Taq Polymerase (Taq
Pol), une ADN polymérase thermorésistante
extraite de la bactériehermus aquaticus. Sa
température optimale d'action est de 72°C et
elle est capable de résister a des passages

successifs a 95°C, ce qui a rendu possible
'automatisation de la procédure.

4. Nucléotides : dGTP, dATP, dTTP,
dCTP, appelés globalement dNTPs
(DésoxyNucléotides-Tri-Phosphates), qui sont =
les eléments de base utilisés par la Taq Pol pour
synthétiser les brins d'’ADN complémentaires.

« La réaction

Une réaction de PCR correspond a la succession tfemtaine de cycles comportant
chacun 3 étapes :

Dénaturation
Hybridation
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Elongation

Tous les éléments nécessaires a la réaction sgraupes dans un tube qui sera
soumis aux différentes températures correspondenague étape. Ces cycles de température
sont réalisés automatiquement dans un thermocycleur

Cycle 1 Cycle 2 Cycle 3 Cycle 4 Cycle 30
rF 3
10°
| mpie . T l::o‘pies
@
| 25 O T
R i i
E z el CA A i [ IR
I e ] e —"
i g — -,
— —
Matrice AbN . —
i awTes 5 —
5:5 Polymérase :._"'
-|-:- Amorces

Temps / o

Figure 30 : schéma général d'une réaction de polyméation en chaine

@ . La phase de dénaturation

@ . la phase d’hybridation

@ : la phase d’élongation
% protocole expérimental :

Une dilution d’ADN dans I'eau stérile est réalig@mir avoir une concentration de 10
ng/pL pour les échantillons de colon et 20ng/ulrpes échantillons de mélanome et
cérébral.

Les amorces utilisées pour I'amplification de I'extt du géne B-raf sont :

Tableau 7 : les amorce utilisées dan la PCR de lI'em 15 du gene B-raf

NOM référence SEQUENCE Y5’ - 3 es L
Amorce sens: Eurofins MWG operon TGC-TTG-CTC-TGA-TAG- amor
BRAF_15F GAA-AAT-G ces
Amorce Eurofins MWG operon GTA-ACT-CAG-CAG-CAT- | |iilis
antisens: CTC-AGG-G ées
BRAF_15R pour

'amplification du gene KRAS (I'exon 2 de 115pb)ysd’ADN extrait a partir des tumeurs du
colon sont :
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*KRAS 2 BIS +/-:
KRAS 2BIS+/
KRAS 2BIS -/

AGGCCTGCTGAAAATGACTG (20nt)
TGGATCATATTCGTCCACAAAA (22nt)

- le mix PCR est préparé selon les indicationsathleqwu 7 :
Tableau 8: les réactifs utilisés dans la PCR

MIX PCR Concentration initiale Volume pour 1 réaction
Eau stérile 30.6 pl
Amorce sens F 10 uM 2 ul
Amorce anti-sens R 10 uM 2 ul
dNTPs 10 pM 1 ul
MgCl, 25uM 4 ul
Tampon PCR 10X 5 ul
Taq polymérase 5U/ul 0,4 ul
Volume total
45 ul

Le mix préparé est aliquoté a raison de 45 pl pbhe.t Ensuite, 5ul d’ADN sont
ajoutés dans chaque tube pour avoir un volume tietd&0 pl. Les tubes sont placés dans le

thermocycleur et le programme suivant est lanceé :
Tableau 9: programme de thermocycleur

Cycles Températures Temps
1 95°C 10 min
94°C 0 &c
35/40 cycles
60°C 1 min
72°C 30 sec
1 72°C 10 min
1 4°C 0

]) _Détection et analyse des produits PCR par élecipborese sur gel d’agarose :

% Principe :

L’électrophorése est l'une des principales techesquitilisées en biochimie ou
biologie moléculaire pour la séparation des pr@®iou des acides nucléiques. Dans un
milieu donné, la séparation des particules se daitfonction de leur charge électrique
(déplacement d’ions sous effet d’'un champ éleotliget pour des charges identiques, en
fonction de leur taille. Les molécules anioniqugsigrent vers I'anode (+) et les molécules

cationiques (+) se déplacent vers la cathode (-).
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La molécule d’ADN est un polynucleotide chargé rggment. Les charges sont
portées par les groupements phosphate du squdlettenolécule d’ADN placée dans le
tampon (TAE 1X, pH 8) va migrer vers I'anode (+).

La migration de I'’ADN sous l'effet du champ éleqtre va se réaliser dans I'épaisseur
du gel poreux d'agarose dans lequel 'ADN a étéodép Les pores de ce gel vont se
comporter comme un tamis qui freine le déplacerdeatfragments d’ADN.

La vitesse de migration des fragments sera déawéerpar :

o larésistance du gel a la migration des fragmemgqartionnelle a leur taille,

o la charge des fragments proportionnelle a ledetail
o la concentration du gel en agarose

Les fragments d’ADN vont donc se séparer en fonctie leur taille. Si le facteur le
plus important est la résistance du gel a la mmnatie 'ADN, ce sont les plus petits
fragments qui migreront le plus loin.

% Préparation du gel d’agarose 2% :

A la fin de la PCR, un gel d’agarose de 2% estam&pPour cev la 1g d’agarose est
solubilisé dans 50 ml de TAE 1X (Tris-Acétate-EDTAE mélange est chauffé au micro-
onde, puis 2uL de BET sont ajoutés. Pour chaquanéiton, 5 pl de produit PCR est
mélangé avec 2 ul de tampon de charge. La migrati@d0V est lancée. Les bandes sont
visualisées a l'aide des ultraviolets.

k) Séquencagedes produits PCR des genes BRAF

< But:

% A lafin de la PCR, un gel d’'agarose de 2% estgn&pPour cev la 1g d'agarose est
solubilisé dans 50 ml de TAE 1X (Tris-Acétate-EDTAE mélange est chauffé au
micro-onde, puis 2uL de BET sont ajoutés. Pour ghaechantillon, 5 pl de produit
PCR est mélangé avec 2 pl de tampon de chargeidration a 100V est lancée. Les
bandes sont visualisées a I'aide des ultraviolets.

» Purification par I'exosap :

2ul de 'enzyme ExoSAP sont ajoutés a 5 pl du ptddGR. Ce kit est congu pour
une purification rapide et efficace des produits RPCl comporte deux enzymes
hydrolytiques ; I'exo | qui dégrade les ADN simplBen et la phosphatase alcalines des
crevettes (SAP) qui hydrolyse les dNTP libres eceexL’enzyme est actif a 37°C et inactif
a 80°C. Les fragments simple brins inférieurs a PB0sont ainsi dégradés. Le mélange est
placé dans le thermocycleur selon le programmeastiiv
Tableau 10 : programme de thermocycleur pour la preniére purification de produit de

PCR

Température Durée
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15 min
37°C

15 min
90 °C

« Reaction de séquence par Big Dfeterminator :

La réaction de sanger repose sur l'incorporatié@ataire par 'ADN polymérase (Big
Day) de ddNTP. Ces derniers sont présents danslieuméactionnel et chacun est marqué
par un fluorophore spécifique, dont le spectre d8man est spécifique.

Une analyse spectrale va différencier les diffé&@dhtorochromes associés a la base
correspondante et donc, définir la séquence nudigoe du brin d’ADN initial. Les
fragments d’ADN synthétisés portent ce fluorophtereninal, on les appelle des terminateurs
d’élongation ou Big dye terminator.

Le mix PCR est préparé selon les indicationsatiletu suivant:

Tableau 11: produit de réaction de séquence

produit Volume utilisé en pL
Big dye 1.1 2
Amorce F ou R (6puM) 1
Produit de purification 4
Eau stérile 3
Volume totale 10

Le mix est centrifugé rapidement puis placé dariedemocycleur selon le

programme suivant :
Tableau 12 : programme de thermocycleur pour la réation de séquence

96°C 10s

50°C 5s

60°C 4min
25 cycles

«  2°™ Pyrification de produit de PCR :

Le kit big dye terminator permet la purificationsderoduits de réaction de séquence
en capturant les dyes non incorporés dans la ofaeti d’autre molécules chargées qui
pourraient interférer lors de la détection de base®lectrophorese capillaire.

Le mix suivant est prépare : \

Tableau 13 : produit de 2™ purification

produit Volume en pL
SAM 45
X-terminator 10

Produit de séquence 10
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| Volume final 65 \

Le mélange est vortexé pendant 30 min puis ceggifi vitesse maximale pendant 2
min. les échantillons sont finalement lancés darsgquenceur.
» Détermination de séquence :

Les séquences d’ADN sont déterminées par séquengatpmatique selon la
méthode de Sanger.
Séquenceur capillaire 3500Dx.
[) Lecture de la séquence :

Une fois la réaction de séquencage terminée, |k tdes fragments obtenus est
déterminée par une chromatographie. Le séquencagtectd la fluorescence sortant des
colonnes de chromatographie repérant ainsi lesmieags d’ADN et leur taille précise. Le
résultat est présenté dans I'appareil sous formmodebes présentant la fluorescence détectée
etl interprétation qui en est faite en termes delentldes
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Figure 31: image d'un résultat de séquencage. Pia éleu :C. pic en rouge : T. pic en
vert : A. pic en noir : G

Il n'y a qu' une seule réaction de séquencagn présence des didésoxyribonucléotides:

ADN matrice + dNTP + ddCTP fluorescent bleu + ddATPfluorescent vert + ddGTP
fluorescent jaune + ddGTP fluorescent rouge
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|. Etude statistigue

Pour évaluer les caractéristiqgues épidémiologigless différentes tumeurs étudiées,
une étude statistique rétrospective a été realissecas etudiés ont été recrutés et recenseés au
sein du service d’anatomie pathologique du CHU blads de Fés par l'unité de génétique
meédicale et d’'oncogénétique.

Au cours des ces deux derniéres années, une awgioendu nombre de patients
souffrant d’'un cancer donné a été remarquée. Gmitgnentation peut étre en partie
expliqguée, par linauguration du nouveau CHU HasHade Fés et par conséquent, le
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recrutement de plus de malades, provenant desadif&Es localités autour de Fés pour la prise
en charge. La présence d’'un CHU, implique l'augraiton de la capacité litiere et la mise en
place de nouvelles techniques d’exploration etidpdie (biopsie écho-guidée pour le cancer
de prostate, biopsie scanno-guidée...).
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Figure 32 : répartition du nombre de cas du canceau cours des années 2004-2010

Le CHU Hassan Il de Fés a enregistré entre 2002088, 3070 cas de cancers,
représentant 55,48% de I'ensemble des cas. En@@ @02010, il a colligé seulement 2462
cas, représentant 44,52% de I'ensemble des casoRsequent, le CHU a réalisé une étude
statistique incluant uniquement les cas recensé® @909 et 2010, afin de réduire au
maximum le biais de recrutement dans sa série ehetére le point sur les changements
épidémiologiques observés avant et aprés linatigmradu CHU. La comparaison des
résultats statistiques réalisés entre 2004 et 2088 que celle enregistrée entre 2009et 2010
sont présentées dans le graphe suivant :
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Figure 33 : Répartition de I'ensemble des cancerelon le siege et I'année

Le graphe montre une répartition différente ded&nble des cancers étudiés, selon
lannée et la localisation. Les cancers de I'appadigestif, représentant 20,88% de
'ensemble des cas, occupent le premier rang, sdes cancers de I'appareil gynécologique
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qui représentent 19,09% des cas. Au quatrieme samj,classés les cancers thoraciques qui
représentent 8,49% de I'ensemble des cas. Paurailleméme si les cancers cutanés sont
surpasseés par les cancers gynécologiques, lewreinég reste en évolution.

L’étude au niveau du CHU, révéle la présence al'ldgére prédominance masculine
avec 52,56 % des hommes et 47,44 % des femmes(f3gy.

= HOMMES = FEMMES

Figure 34 : répartition de cancer selon le sexe

La moyenne d’age des patients porteurs des carestrel’environ 60 ans avec des
extrémes d’age de 31 et de 70 ans.
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Figure 35 : répartition de cancer selon les trancled’age
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Par ailleurs, en corrélant I'age avec le sexe llpat des tranches d’age examinées
présente une prédominance masculine. Cependaat|ashpatients agés entre 31 et 50 ans, le
nombre de cas est plus élevé chez les femmes e leb hommes. Il est important de

signaler que plus de 50% des malades recensésaims e 50 ans. Ceci peut étre expliqué
par la population jeune de la ville de Feés.

Enfin, la répartition des tumeurs selon le typeédhigyique donne le résultat suivant :
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Figure 36 : Répartition des tumeurs selon le typeistologique

Les tumeurs épithéliales représentent le type lbgigue le plus fréquent avec une
incidence de 80,55% de l'ensemble des cas étudifisies des lymphomes avec un
pourcentage beaucoup plus faible (10,09% des kes)sarcomes, occupent le troisieme rang

(4,66% des cas) suivis des mélanomes (1,07%) eautess types histologiques qui restent
relativement rares (3,61% de I'ensemble des cas).

4. Cancer du colon :

Le cancer du colon occupe le troisieme rang desetan en termes de fréquence. |l
représente le troisieme cancer masculin (8%), ejultrieme chez la femme (7,79%). Ce

cancer est classé le premier cancer digestif (38)&2 il est plus fréquent chez 'lhomme que
chez la femme.
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Figure 37: Répartition de I'ensemble des cancersgistifs selon le siege
Une étude statistique rétrospective portant sura#2de tumeurs colorectales, recrutés
et recensés au sein du service d'Anatomie Patlgplegiu CHU Hassan de Fes, a été réalisée
par l'unité de génétique médicale et d'oncogénétigMGO), afin d'évaluer les
caractéristiques épidémiologiques des tumeurs ectiales.
a) Répartition du cancer colorectan fonction de I'age
Dans notre série, 'dge médian des patients ayasttumeurs colorectales malignes
est de 64 ans, avec des extrémes de 22 ans etais.84
b) Répartition du cancer colorectal en fonction dusexe
Pour la répartition de cette tumeur en fonctiorsdxe, notre étude montre une légere
prédominance masculine avec 53,33% des hommesGt4ale femmes.

M Hommes

I Femmes

Figure 38 : répartition du cancer du colon selon Isexe.
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e) Répartition du cancer colorectal selon le milieu deésidence

L’étude montre une légére différence d’incideno&eele milieu urbain (57 %) et le
milieu rural (43%).

®milieu
urbain

wmilieu
rural

Figure 39 : répartition du cancer du colon selon deésidence.

La localisation de la tumeur colorectale a étérdditeee pour 8 patients (figure 40).
1 Patient

. - Transverse ;
H*:ﬁ': . ‘. Colon Left Splenic
; ) - r = Fh‘

lexure - - - &

2 Patients \ - . . ._ - 3 paterts

Figure 40 : localisation de la tumeur dans le colon
Donc il s’agit d’un pourcentage de 75% de canoéorectal au niveau du colon et de
25% au niveau du rectum.

5. Mélanome :
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Les cancers cutanés, qui incluent le mélanomegsepient le deuxieme cancer le
plus fréquent apres les cancers digestifs. lls pagque 2 fois plus fréquents chez 'homme
(62%) que chez la femme (38%), avec un sexe Fdfade 1,65.

Figure4l : répartition des cancers cutanés selon &xe.
Le mélanome occupe le troisieme rang parmi leserarzutaneés.
Pour notre étude, représentée par 38 cas cotligest les 4 derniéres années au sein

du CHU, le mélanome représente 3,89% de I'ensedddeancers cutanés.
900

800

700

600

500

400

M Nombre de cas

200

200

100

B s ° >
o]
Carcinomes Sarcomes Mélanomes Meétastases Lymphomes Carcinomes Tumeur mixte
cutanés annexielles

primitifs

Figure 42 : Répartition des cancers de la peau selde type histologique
Aucune prédominance de I'un ou l'autre des deuesexa été notée. L’age moyen de
survenue est de 56,3 ans. Aucun cas de mélanomé&é’enregistré chez I'enfant, I'age le
plus jeune étant de 18 ans. 75% des cas ont uerdige47 et 70,5 ans.

6. Gliomes :
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L’étude statistique faite sur 129 cas de tumeurbgmes du systeme nerveux central
montre que la localisation hémisphérique étaitlles fréequente (68,22%), suivie par la fosse
cérébrale postérieure (24,80%) et enfin la mogdiriére (6,98%).

Moelle épiniere
6,98%

Figure 43: Répartition des cancers du systeme neme central par siege

a. Répartition des cancers du SNC en fonction du sexe

La fréquence des tumeurs du systeme nerveux cesdrgiresque similaire chez les
hommes (67 cas = 51,94%) et chez les femmes (62 4896%), avec un sexe ratio de 1,08.

Figure44 : répartition des tumeurs du SNC selon lsexe

b. Répartition des cancers du SNC en fonction de I'age
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25% des malades ont moins de 43,5 ans et 75% oageirentre 43,5 et 61 ans. Les
extrémes d’'age vont de un an a 91 ans. Le pic épuénce, 49% des cas environ, a été
enregistré entre 50 et 60 ans.

Dans notre série d’étude, les tumeurs malignesysti¢me nerveux central touchent 4
fois plus I'adulte que I'enfant. De plus, I'age sgjnificativement lié au type histologique.

Les tumeurs astrocytaires constituent le type lugique le plus fréquent dans la
série, elles représentent 47,52% de I'ensemblewesurs malignes primitives du systeme
nerveux central.

Les tumeurs épendymaires, a savoir le médullobtastmccupent le deuxiéeme rang
des tumeurs primitives malignes du systéme nenaamtral et représentent 25,74%. Les
tumeurs oligodendrogliales et oligo-astrocytairesmtsmoins fréquentes et représentent
16,83% de ces tumeurs.

Les métastases représentent le deuxieme type dygjok le plus fréquent et sont
rencontrées dans 21,71% des cas.

Aucune relation significative entre le type histgitue et le sexe n’a été trouvée dans cette
série.
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Figure 45: répartition des cas selon le type histogique

[I. Etude histologique :

Avant de passer a I'étude immunohistochimique, étnde histologique est nécessaire
pour déterminer le type de tumeur, son aspect gusison stade. Cette étape permet de
déterminer I'étendue de la tumeur, le choix dutéraent, et il tient également compte de la
propagation de la tumeur dans les organes voisimdus éloignés (métastases).

3. Cancer du colon :

A partir des résultats obtenus, les adénocamu@so représentent 94% des cancers
colorectaux. Le grade histologiqgue de maligrdéini par le degré de différenciation est
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un facteur prédictif aussi bien de I'envahiseat locorégional, que de la dissémination
métastatique. 4 types de tumeurs sont définis:
A) Tumeurs bien différenciées: prolifération tumoralsposée en tubes bien
différencié avec mucosecrétion abondante
B) Tumeurs moyennement différenciées : présencmabacribriforme avec
cellules tumorales pluristratifiée et basophiligli@inution de la mucosécrétion
C) Tumeurs peu ou indifférenciées : la prolif@attumorale disposée en nappe
diffuse avec des cellules atypiques
D) Adénocarcinome colloide ou mucineux. : présermrceealiules en bague a
chaton avec un cytoplasme clair abondant et ununeyaentré

Figure 46 : adénocarcinomes colorectaux a leursftérents stades de différenciation
Enfin, le stade de la tumeur colorectale est déternpar le pathologiste par
microscopie, pour le bon choix de traitement ague pour I'étude moléculaire.

4. Mélanome :

Dans notre série, tous les échantillons sont ddanoses cutanés acraux ou acro-
longitudinaux qui se caractérisent par des praltféns cellulaires d’architecture différente.
La plupart des cas ont un cytoplasme qui renfgram®is une pigmentation mélanique:

1. 60% des cas présentent une prolifération nodutaieedes cellules de grande taille, au

cytoplasme large éosinophile et au noyau de grdaile avec une chromatine
granuleuse présentant des figures de mitoses.

2. 20% présentent une prolifération en nappe de esllgt de theques. Les cellules
nucléées montrent la présence des atypies cyfiéaites.

3. 20% présentent une infiltration tumorale malignerizantale ou verticale
d’architecture lengitineuse.
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Figure47: les trois aspects des tissus du mélanome retrouves

Une étude immunohistochimique est indispensable géterminer le stade du cancer.

l1l. Etude immunohistochimique :

L’étude immunohistochique a été réalisée seulenpantr les tumeurs du mélanome
pour confirmer la présence de ce cancer. Pouy leslantigénes exprimés par les cellules du
mélanome sont identifiés en utilisant deux antis@pécifiques : anti PS100 et anti mélanA.
Les résultats sont présentés dans le tableau suivan

Anticorps utilisé Nombre des cas positifs Nombres das
négatifs

Anti PS100 14 3

Anti melan A 16 0

Sur un total de 17 patients, 14 ont donné uneigFrarhmunologique positive avec
I'anticorps anti PS100. Avec I'anticorps anti mekantous les patients testés ont réagi
positivement.
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L’'aspect des tumeurs présentant une expressidfamtéecorps anti PS100 et anti
melan A sont les suivants :

Figure48 : Immunomarquage des cellules tumorales pda PS 100.

V. Etude moléculaire :

L’étude moléculaire a été réalisée sur une sériépatients dont 34 présentent le
cancer de colon, 16 présentent le mélanome et &8eptent I'astrocytome pilocytique.
L’étude moléculaire consiste en une amplificatiangene B-raf et du géne K-ras pour le
cancer colorectal, et du géne B-raf pour le mélaneti'astrocytome pilocytique.

Le dosage d’ADN par mesure de la densité optiquentre une concentration
d’ADN plus élevée dans les tumeurs du colon papod aux tumeurs du mélanome et
cérébrale.

La concentration d’ADN extrait a partir des tumeduscolon est de 760ng/ul. Celle
de 'ADN extrait a partir du mélanome est 400 ng/albrs que la concentration d’ADN
extrait a partir des astrocytomes est de200 ng/ul

« Cancer du colon :

2.3. Reésultat de PCR:

- Résultat de PCR du géne BRAF exon 15 :

La série des 34 patients présentant le cancer k& eofait I'objet d’'une analyse
moléculaire visant a amplifier le géne B- Raf p@R? et ensuite de le séquencer dans le but
de rechercher la présence ou non de la mutatioctyelfe du géne BRAF dans I'exon 15.

20 patients parmi les 34, ont donné une bonne &ogtion de I'exon 15. Cet exon
comprend le codon 600 du géne BRAF, ou se prockquEmment la mutation recherchée.

Les produits d’amplification ont été visualiséssdJV, apres électrophorése sur gel
d'agarose a 2%. La spécificité des séquences d'Adplifices a été confirmée par
comparaison a un marqueur de taille.

Les profils éléctrophorétiques des produits d’afigation par PCR du gene B- Raf

des différents patients montrent I'apparition d’lraade de taille approximativement 145pb.

lls sont présentés dans la figure ci- dessous :



UNIVERSITE SIDI MOHAMED BEN ABDELLAH
FACULTE DES SCIENCES ET TECHNIQUES DE FES

Département de Biologie

honde d'exom 135
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Figure 49: Profil d’électrophorése sur gel d’agaros a 2% des produits PCR du gene BRAF exon
15. Sa taille est approximativement 147 pb. MT : mgueur de taille ; 1Kb. T: témoin négatif.
Eau: eau pure en migration

Le résultat d’amplification par PCR du géne B- Babn 15, montre pour tous les
patients une bande correspondant a la séquencdiaengé I'exon 15 du gene B- Raf d’'une
taille approximative de 147pb.

- Résultat de PCR du géne K-ras exon 2:

Dans le but de révéler la présence ou non de latiantdans I'exon 2 du gene k-ras,
14 échantillons de cancer de colon ont été étudiés.

Les produits d’amplification de 10 échantillonsrrpales 14, ont donné un bon
résultat et ont été visualisés sous UV apres élglctrése sur gel d’agarose a 2%. La
spécificité des séquences d’ADN amplifiées a étdiagnée par comparaison a un marqueur
de taille.

Les profils éléctrophorétiques des produits d’afigation par PCR du géne K-Ras
exon 2, des différents patients sont présentéslddimgire ci- dessous :

MT 127 130 117 129 ] il

honde d'exom 2 de K-ras

Figure
50 : Profil d’électrophoréese sur gel d’agarose a 2% degroduits PCR du gene K-ras, exon 2, la
taille est 260 pbbMT : marqueur de taille ; 1Kb. T: témoin négatif. Eau: eau pure en migration

Le résultat d’amplification par PCR du géne K- Rasn 2, montre pour tous les
patients une bande correspondant a la séquencdiaegé I'exon 2 du géene K- Ras d’'une
taille approximative de 260 pb.

2.4. _Seéguencage :

Pour le géne B-raf, le séquencage a éte réaliselgopatients, mais il n'a été réussi
gue pour 6 échantillons.

L’alignement entre la séquence étudiée et cadpothible dans la banque de données
montre gqu'il n’ya aucune mutation sur I'exon étudi@ séquence établie ne contient pas la
substitution T en A qui aboutit & une mutation UEO
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Les patients étudiés ont donc le gene B- Raf sauvag
Un exemple de séquence de I'un des échantilloalys#s, est présenté dans la figure
suivante:
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e 51 : profil d’'une séquence de I'exon 15 du B-raf'un échantillon du colon qui ne présent
pas de mutation T en A.
Pour le séquencage des produits PCR de I'exong&de K-ras, I'alignement des
séquences n’a pas pu étre réalisé a cause dailaisaqualité des pics obtenus.
3. Mélanome :

3.1. Résultat de PCR d’'exon 15 du B-raf:

Dans le but de rechercher la mutation ponctuellegéine BRAF dans I'exon 15,
'ADN de 16 patients présentant un mélanome agtiglifie.
Une bonne amplification a été obtenue pour 11 édluans.
Les profils éléctrophorétiques des produits d’afigaltiion par PCR du géne B- Raf
exon 15, des différents patients sont présentés lddigure ci- dessous :
25 35 4 Gy By s 25 13 145 1os

honde de I'exon 135

ATDTCEe

Figure 52 : profil d’électrophorése sur gel d’agarose a 2% des prodsitPCR du gene B-raf,
exon 15, (taille est 14pb).des échantillons du mélanome.
Le résultat d’amplification par PCR du géne B- Babn 15, montre pour tous les
patients une bande correspondant a la séquencédiaengé I'exon 15 du géene B- Raf d’'une
taille approximative de 147 pb.

3.2. Résultat de séguencage :

Parmi les 11 cas séquencés, 5 seulement ont dysaivlas.

L’alignement entre la séquence étudiée et cellpotible dans la banque de données
montre la présence de mutation V60OE au niveau dégBences. La mutation n’'a pas été
mise en évidence au niveau des autres échantillons.



UNIVERSITE SIDI MOHAMED BEN ABDELLAH
FACULTE DES SCIENCES ET TECHNIQUES DE FES

Département de Biologie

ity

Figure53: profil d’'une séquence de I'exon 15 du B-raf d’'uréchantillon du mélanome qui
ne présente pas de mutation T en A.

i GT GATTT T GGTCTAGC TACAGJA\GAAATCTCGATGGAG T
78 85 92 9 106 113

W AMN\N "M\N\/\f\f\ﬁj
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e

Flgure 54: profil d’'une séquence F de I'exon 15 dB-raf d’un échantillon du
melanome qui present Ia mutatlon T en A

Figure 55 : proﬁl d'une sequence R de I'exon 15 du B-raf d’uréchantillon du
meélanome qui présent la mutation T en A.
Pour confirmer I'utilité de la technique PCR all&@pécifigue dans la détection des
mutations, 11 cas de mélanome ont été testés.
Cette technigue a permis de confirmer les résulta séquencage par I'apparition de 3
bandes qui correspond a I'exon 15 du géne B-rahille approximativement 120pb pour 3
échantillons. Ces bandes témoignent de la présinoritation dans '’ADN de ces tumeurs.

bonds d'sxon 15 muié

Figure
56 : Profil d’électrophorése sur gel d’agarose a 2% deproduits PCR alléle spécifique du géne
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B-raf, exon 15des échantillons du mélanome. Taillest environ 120 pb MT : marqueur de
taille ;1Kb. T: témoin positif. L'échantillon 4, 13, 14 contiennent la mutation.

4. Astrocytome pylocitique :

4.1. Résultatde PCR

L’ADN de 10 patients présentant des astrocytomdscpigques a été amplifié puis
séquencé pour révéler la présence ou non de nudaGO0E.
Les profils éléctrophorétiques des produits d’afigaltion par PCR du gene B- Raf exon 15,
des différents patients sont présentés dans leefigudessous :

——— bonde de l'exon 13
du B-raf

1 amorees

Figure 57: profil d’éléctrophorese sur gel d’agaros a 2% des produits de PCR du gene
B-raf, exon 15 (taille est 147 pb) des échantillsrdes astrocytomes pylocitiques.MT :
marqueur de taille de 1 Kb. T : temoin négatif.

Le résultat d’amplification par PCR du gene B- Babn 15, montre pour tous les
patients, une bande correspondant a la séquenddi@enge I'exon 15 du gene B- Raf d’'une
taille approximative de 147 pb.

3-2 Résultat de séguencage :

L’alignement entre la séquence étudiée et cefipatiible dans la banque de données
montre qu’il n’ya aucune mutation sur I'exon étudi@ séquence établie ne contient pas la
substitution T en A qui aboutit a une mutation UEO

[T TOT oo o000 T o 0T 0D 00 D000 o0 00 0l L0 .o 0l 1

T T TGGT CTAG C TACAG TG A AMAAT CT CG ATG G AG TG G G
85 20 25 10 11
1 | 1 1 1

0 105 110 115

el

Figure58: profil d’'une séquence de I'exon 15 du B-raf d’uréchantillon des astrocytomes
pylocitiques.
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+ Alignement des séquences de B-raf :

Pour I'ensemble des cas du cancer analysés et @yirésent pas de mutation
I'alignement montre un degré d’homologie de 100%rda séquence de I'exon 15 du gene
BRAF, ce qui confirme I'absence de la mutation T9X9
B-raf :

Score = 272 bits (147), Expect = 3e-71
ldentities = 147/147 (100%, Gaps = 0/147 (0%
St rand=Pl us/ Pl us

Query 1

ACAACTGTTCAAACT GATGGGACCCACTCCATCGAGATTTCACTGTAGCTAGACCAAAAT
60

FETTTEETTE R e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e eyl
ACAACTGI TCAAACT GATGGGACCCACT CCATCGAGATTTCACTGTAGCTAGACCAAAAT
1048777

Query 61

CACCTATTTTTACTGTGAGGT CTTCATGAAGAAATATATCTGAGGT GTAGTAAGTAAAGG
120

LETTEEETTEEEE e e e e e e e e et e e e e e e e eyl
CACCTATTTTTACTGTGAGGTCTTCATGAAGAAATATATCTGAGGT GTAGTAAGTAAAGG
1048837

Query 121 AAAACAGTAGATCTCATTTTCCTATCA 147

RN
Sbj ct 1048838 AAAACAGTAGATCTCATTTTCCTATCA 1048864

Figure 59: Alignement entre le segment du géene BRAF amplifiégs 'amorce BRAF-
15R et le segment de référence dans les bases dendes.
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|. Etude statistique :

La comparaison des résultats obtenus a partir tlele® rétrospectives réalisées au
CHU de Fés avec les autres registres nationaughmhbins et internationaux montre
certaines divergences. Les résultats des valeatistgjues obtenus sont nettement inférieurs
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aux données occidentales, proches des donnéess atbwaghrébines et supérieurs aux
données africaines.

Cette différence des résultats statistiques ne gexpliquer que par la taille de notre
échantillon qui n'est pas représentaties résultats plus concluants pourraient étre olsten
apres utilisation d’'un échantillon plus large.

« Cancer du Colon

Les études réalisées sur le cancer de colon mongem les hommes sont plus
susceptibles de développer le cancer colorectalegieemmes. Ces résultats sont différents
de ceux obtenus en Tunisie, car selon le registreud de la Tunisie, les cancers colorectaux
sont plus fréquents chez la ferithe

Cependant, nos résultats sont proches de ceuwagissigaux élevé d'incideriCainsi
que des statistiques réalisées par les centresalamgie de Rabat et de CasabldfAca

Des études statistiques similaires ont été séadi en France et montrent que le
pourcentage de cancers digestifs chez I'homme @3,&st plus faible que celui chez la
femme (68,5 %), avec un taux d’incidence voisingdi@s deux sexes jusqu’a I'age de 50 ans.
Les taux bruts d'incidence augmentent réguliereraprds 50 ans, plus rapidement chez les
hommes que chez les femrffes

Cette différence d’incidence entre les deux sexesrpit étre due a certains facteurs
tels que par exemple, les variations hormonaleseptés entre les deux sexes, l'activité
physique, les habitudes alimentaires, etc........

La légére différence d’incidence selon le milieu résidence suggere le réle des
facteurs environnementaux, surtout alimentaires.

* Mélanomes.

Les études réalisées sur le mélanome montrent ejigpe de cancer occupe [8"3
rang parmi I'ensemble des cancers cutanés. Ceedegsii prédominant chez les hommes que
chez les femmes.

Les études statistiques réalisées sur le mélaraamsein du CHU montrent que les
gens dont la couleur de la peau est blanche sarg glsceptibles de développer un
mélanome. Ce résultat est conforme a la totaligé alatistiques réalisées dans le monde et
peut étre expliqué par la sensibilité élevée desip®lanches aux rayons ultraviolets.

L’étude ne montre aucune prédominance de l'uriaure des 2 sexes.

En France, en 2000, le nombre estimé de nouveasixle mélanomes cutanés était de
7231, avec 58% de femmes et 42% d’hommes. La méomeien a été signalée dans le
Queensland, et I'Austrafté

L’age médian de survenue de mélanome dans la dérCHU est de 53.6 ans. Ce
résultat n'est pas compatible avec celui retrouésdcertain pays comme les Etats Unis ou
I'age moyen varie de 52 ans a 63 ans selon les*face
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Ces données montrent que la survenue du mélanatesrage dans notre série d’étude
du CHU par rapport aux données occidentales.

Des études épidémiologiques ont confirmé I'hygse¢hque la majorité des cas de
mélanome sont dues, au moins en partie, a une iEigposxcessive aux rayons du soleil.
Contrairement a un carcinome épidermoide, le risigumélanome ne semble pas étre associé
a l'exposition cumulative, mais intermittente aldaniére du soleil. Par conséquent des
campagnes de prévention et de détection précot@éoessairéa

* Gliomes:

L’étude rétrospective réalisée sur 129 cas de tumnda systéme nerveux central
montre que la localisation hémisphérique étaitlies firéquente suivie par les tumeurs de la
fosse cérébrale postérieure et enfin la moellei@gnavec une fréquence presque similaire
chez les hommes et les femmes.

Les tumeurs des astrocytomes constituent le typwlbgique le plus frequent dans
notre série. Aucune relation significative entraylpe histologique et le sexe n'a été trouvée
dans cette série.

Le glioblastome représente la tumeur maligne prmnita plus fréquente dans la
littérature. Aux états unis, il représente entre €1727,7% de I'ensemble des tumeurs
primitives du systeme nerveux central.

En Europe, il constitue 25% de I'ensemble des tumenalignes du systéme nerveux

centraf® 4’

Selon la littérature, environ 60% des patientsusnéige entre 55 et 74 ans. Dans notre
série, 44% des patients ont entre 50 et 70 ans.

Ce cancer est plus fréquent chez les hommes (Isp fgue chez les femmes, mais
dans notre série, une nette prédominance fémingpegsentant 41,94% de I'ensemble des
cad’ a été notée.

Ces données occidentales montrent une grande divacavec les résultats de notre
série du CHU. Ceci peut étre di au faible effeddis patients sur lequel I'étude a été réalisée.
Un nombre plus important de malades pourrait dodasirésultats plus exacts.

Cependant, ces données sont un peu proches desedomationales fournies par les
registres du cancer de Rabat et du Grand Casablanceffet, a Casablanca, 76 cas ont été
enregistrés en 2004, représentant 2,27% de l'erleedds cancers, 55,26% étaient des
hommes et 44,74% étaient des femmes.

Le registre de la ville de Rabat, quant a lui, gctivé, en 2005, 19 nouveaux cas,
(52,63% de sexe masculin), représentant respeciveth60% et 2,37% de I'ensemble des
cancers masculins et féminths

Ces différences sont dues a plusieurs facteuesxposition a de fortes doses de
radiations ionisantes est le facteur le plus ingurt De facon générale, lincidence des
tumeurs augmente avec I'age. Elles sont égalenmepéw plus fréquemment observées chez
les sujets d'origine caucasienne par rapport aj@xssafro-américains aux Etats-Unis.
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[I. Etude histologique :

- Cancer du colon

Avant de passer a I'’étude immunohistochimique, énée histologique est nécessaire
pour déterminer le type de tumeur, son aspect ajosi son stadification. Ces criteres
permettront par la suite de déterminer I'étendudadeimeur, et le choix du traitement, qui
tient également compte de la propagation de la turdans les organes voisins ou plus
éloignés (métastases).

Nos résultats révelent que les adénocarcinomgsésentent 94% des cancers
colorectaux. lls démontrent un aspect de glandbefiuglandulaires) ou la présence de
sécrétions mucineuses (muco-sécrétions). Ces atswoincident avec ceux cités dans la
littérature et qui permettent de confirmer la maili§ de la tumeur colorectale.

D’apres plusieurs études réalisées paivre J en France en 2001, le cancer
colorectal se situe le plus souvent au nivel colon proximal, ensuite au niveau du
rectum et en dernier lieu au niveau du colon distal

La pathologie moléculaire a montré aussi desewiffices d’emplacement. Les
tumeurs avec un haut niveau d’'instabilité micrekitdire (MSI-H), ou les mutations RAS
proto-oncogene sont plus fréquemment localisées niveau du coecum, du colon
ascendant et du colon transverse.

- Mélanome :

L’histologie affirme la nature mélanocytaire airgiie la malignité d’'une lésion
cutanée pigmentée.

En se basant sur les critéres qui permettent dérwen I'état de la tumeur, I'étude
histologique réalisée sur notre série, a révelé gos échantillons sont des mélanomes
cutanés acraux ou acro-longitudinaux se caractérisar des proliférations d’architecture
différente. La plupart des cas ont un cytoplasme rqoferme parfois une pigmentation
mélanique.

[1l. Etude histochimique :

L’étude histochimique réalisée sur les échantilldnsmélanome a confirmé que les
cas analysés en examen histologique sont de videnomes de type malin. Le résultat a été
confirmé en utilisant des anticorps qui réveleaxpression des antigenes spécifiques.

Les anticorps utilisés ne sont pas tous spéciigseul I'anti-Melan A, s’il donne un
marquage positif, permet de confirmer que la tumeaminée est maligne et est de type
mélanome. Cet anticorps qui est monoclonal marquea80 % des meélanomes. Son
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marquage est cytoplasmique et souvent trés homodjeast responsable de la coloration
bleue qui apparait dans les lames au cours debmarvation.

Il existe un autre anticorps trés spécifique appfB45, mais qui n'a pas été utilisé
pour notre étude. Par contre, I'anti PS100 qui lestplus sensible des marqueurs
cytoplasmique et nucléaire est non spécifique deetirs mélanocytaires. Il ne permet pas la
distinction entre tumeurs bénignes et malignesedt utilisé juste pour voir le taux
d’expression de I'antigene ciblé.

V. Etude moléculaire :

Le dosage d’ADN extrait a partir des tumeurs deorgbrésente la concentration
d’ADN la plus élevée. Ce résultat peut étre di &aike du fragment analysé qui est plus
grande (plus de cellules cancéreuses) que les ém@tgmde mélanome et cérébral. La
concentration d’ADN est évidemment proportionnelléa quantité de cellules tumorales a
partir desquelles I'extraction est réalisée.

Pour les échantillons du mélanome, bien que leetdil fragment était assez grande, la
concentration de I’ADN extrait était moins éleves papport a 'ADN des tumeurs du colon.
Ce résultat peut étre expliqué de deux facons:

- la premiere est la durée de fixation des fragmetdass le formol qui est
normalement différente selon la taille du fragmedbans ce cas les fragments
pourraient étre incubés pendant un temps plusdben utilisant un type de formol
qui peut alterer les cellules et par conséquenindien la concentration finale de
I’ADN.

- Un autre argument qui est plus sdre est I'effetadmélanine qui se trouve dans les
cellules mélanocytaires. Une équipe de recheraheraré que ce pigment altere le
dosage d’ADNE. Pour cette raison, un de nos échantillons quit éestiné a
'analyse a été exclu parce qu’on n’a pas pu ledos

Pour les échantillons de tumeur cérébrale, la gadttlle des fragments analysés
(seulement des biopsies) est certainement la gairs@pale de ce faible résultat de dosage.

Au cours de la PCR, seulement 20 cas parmi 34 ca®ldn, et 11 cas parmi 16 cas
du mélanome ont donné une bonne amplification. dlizse de la courbe d’absorbance des
échantillons non amplifiés montre qu’ils sont dauwveise qualité. L’ADN est dégradé, et
pour cette raison, I'amplification a échoué.

Le résultat PCR montre une bande correspondanséglaence amplifiée de I'exon 15
du géne BRAF d’une taille approximative de (143/@&8tte bande est visible pour 20 patients
atteints du cancer colorectal, pour 11 patientsrdat du mélanome et pour 10 patients atteints
de I'astrocytome pilocytique. La taille de la baredt presque la méme que celle obtenue dans
une étude qui vise & détecter la mutation de Blaab différents type de canter

Les résultats montrent aussi qu’apres le séquent¢agautation est plus fréquente
dans le mélanome.

Puisque le géne B-raf et K-ras entrent dans la méigede signalisation qui active la
division cellulaire, donc forcement la mutation ben ou de l'autre géne peut agir sur
I'efficacité du traitement ciblé donné. Pour cdldaut détecter la mutation dans les deux
genes.
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L’exon 2 du K-ras de quelques échantillons du caoatée amplifié par PCR puis
séquencé pour Vvérifier la présence ou non de muatatMalheureusement, aucun des
échantillons n’a donné un bon résultat. Probablémeiagit d’ un probleme technique.

D’aprés I'étude de Laurent-Puig P et al, en 2006Bhquante pour cent des malades
dont le cancer ne présente pas de mutation de BAS ne répondent pas aux anticorps
anti-EGFR. Dans ce contexte, la mutation activatde BRAF, pourrait constituer d’autres
biomarqueurs de résistance. Les mutations de BRARuyellement exclusives de celles de
KRAS, constituent un facteur de résistance auxcargs anti-EGFR obéissant aux mémes
mécanismes que les mutations de KRAS. Il existpaint chaud de mutation au niveau du
quinzieme exon du gene BRAF, représentant plus @e¥® des mutations observées,
responsable du changement d’'une valine en acidangigue en position 600 (V600E), du
fait de la transversion T1799A. La région mutégespond au domaine kinase de la protéine,
qui est une sérine/thréonine kinase. La mutatioBRIAF, outre sa valeur prédictive négative,
représente également un facteur de trés mauvaiggtio.

Jusqu’aujourd’hui, seulement la mutation de genea¥-est demandée dans le
diagnostic. Celle de B-raf est demandée juste |gopronostic.

On peut donc conclure que le réle des mutationg&he BRAF chez les patients
traités par des agents anti-EGFR est identiquéua joeié par les mutations du gene K- Ras.
L’analyse combinée des mutations de KRAS et BRAWaltétre utilisée pour sélectionner
prospectivement les patients atteints de CCR,béigipour un traitement par les anti-EGFR,
d’ou la nécessité de I'étude moléculaire de laathon du géne KRAS.

Pour confirmer I'utilité de la technique PCR allgfgécifique dans la détection des mutations,
cette derniere a été réalisée pour les 11 casétinome. Cette technique a permis de confirmer les
résultats de séquencgage par I'apparition de 3 Isapdar 3 échantillons, montrant la présence de
mutation dans ’ADN de ces tumeurs.

Des études similaires sur d’autres maladies gametigomme la maladie, JAk 2, ont
été réalisées par I'utilisation de la techniqueP@R allele spécifique. Ces études ont montré
gue cette technique est plus sensible dans latabétete mutations en cas d’hétérozygote que
le séquencad@
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Conclusion et perspectives
L'utilisation de la biologie moléculaire et la géiggie est devenue désormais un outil
clé dans le diagnostic des différents types du eranklles permettent a la fois la
détermination des facteurs prédictifs de réponsethérapies ciblées comme par exemple
anti-EGFR, par la recherche de mutations des g&RASS et BRAF et sélectionner les
patients ayant une absence de mutations de ces,gem@ prescrire un anticancéreux et
eviter un traitement couteux, non dénué d’effexgqiees potentiels.

Vu l'importance de ce sujet certes trés vaste,uetdgmande un travail laborieux,
toutes les études et techniques permettant |atd@tied’autres types de mutations comme la
duplication de la région contenant le gene B-raint’pas pu étre cernées. Pour cela, il sera
tres important d’appliquer toutes les techniquesnpétant la révélation de ces altérations
pour améliorer le dépistage et cibler le tragat le plus edite.

L’analyse somatique des altérations génétiqueraies (« carte d’identité » des
tumeurs), la pharmacogénétique des anti-cancéreuixdentification des prédispositions
héréditaires aux cancers, rendues possibles mvigloppement de la biologie moléculaire,
constituent des outils précieux pour la découvdddels facteurs. Ainsi, la génomique des
tumeurs et des patients doit étre désormais ie¢egrla recherche clinique afin de disposer
des bases de données indispensables a I'étude diecteurs pronostiques et prédictifs. Ainsi,
d’autres genes peuvent étre étudiés par les tapdmide biologie moléculaire. On peut citer,
les génes de la prédisposition héréditaire au caraterectal par amplification et recherche
de leur mutation caractéristiques a savoir :

v Genes MMR du systeme de réparation des mésappatierde I'ADN: MSH2,

MLH1, PMS1, PMS2 ET MSH6 impliqués dans le syndrd#iNPCC
v Géne APC impligué dans la polypose adénomateusédkniPAF
v Gene KRAS
* Analyse d’instabilité des microsatellites MSI p&@HR multiplex
» Analyse de perte d’hétérozygotie qui atteint le®aotosomes 5 et 18
» Caryotype métaphasique sur tumeur pour mise erege@de la monosomie 18 dans les
tumeurs colorectales

Technique FISH sur tissu tumoral pour laedédn du nombre de copies du géne de
'EGFR dans les tumeurs colorectales avant et ap#ement avec les anticorps anti-EGFR.

L’intégration de biomarqueurs aux pratiqeésigques courantes permettra sans doute,
d’obtenir davantage de résultats positifs, notampmenévitant aux patients de subir les effets
toxiques inutiles découlant d’'un traitement inedfie, ou en étant en mesure, de choisir un
traitement qui pourrait se révéler plus efficacarpmmbattre leur maladie.
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