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Résume

Le cancer de la peau se caractérise comme tout cancer par une croissance anormale des cellules,

dans ce cas celles de la peau. Ce cancer se divise principalement en deux types: le cancer de type non-
mélanome ou carcinome (carcinome basocellulaire, carcinome épidermoide) et le type mélanome.

Le mélanome est une tumeur maligne des cellules de la peau qui fabriquent la mélanine, un pigment
qui colore la peau et la protége des méfaits des rayons ultraviolets.

Les patients ont des chances de guérison a la seule condition que le mélanome soit découvert et enlevé
a un stade tres précoce. Le dépistage précoce est donc essentiel dans toute stratégie de prévention.

Le travail présent a permis I'étude concrete d'une série de 15 patients souffrant de mélanome grace
aux moyens de biologie moléculaire.

Ces patients se sont présentés a I'unité de génétique médicale et d'oncogénétique du CHU Hassan |1
de Fés munis de résultats des nombreux examens et analyses médicales qui détectent leur cancer, mais
qui ne permettent pas de préciser le diagnostic definitif et de répondre aux interrogations de ces
patients et de leur famille.

L’étude est commencée tout d’abord par I’extraction d’ADN, suivie de sa quantification par dosage
spéctrophotométrique, les échantillons sont analysés par la suite par PCR (pour amplification du gene recherché
responsable de mélanome), et enfin le séquencage du fragment permet I’identification de la mutation
recherchée.

Le résultat d’amplification d’exon 15 du géne BRAF, montre que tous les patients possédent une
bande d’une taille approximative de 145 pb. Les fragments amplifiés des 15 patients ont été séquencés, Pour 14
patients, aucune mutation n’a été détectée, par contre pour le dernier patient, 1’alignement montre la présence
de mutation V600E qui correspond a une substitution du nucléotide T en A. Cette mutation est caractéristique
du mélanome cutané de type SSM. La détection de la mutation permet de donner naissance a un type de
traitement appelé la thérapie ciblée.

Ces thérapies ciblées, adaptées a chaque patient selon les caractéristiques génétiques de la tumeur,
permettent d’obtenir dans certain cas des survies prolongées.

Le travail effectué a permis de prendre en charge les patients dont le diagnostic a été définitif, et
d'éliminer également certaines hypothéeses et poser d'autres pour les patients qui nécessitent plus de recherche

avant de préciser le diagnostic définitif.


http://dermato-info.fr/definition/melanine

Objectif de stage

Le stage est une étape indispensable pour 'étudiant, en vue
d’apprendre les méthodes de travail, les problemes du domaine, et

surtout de pratiquer ce qui a été acquis durant les études.

Ce stage, d’'une durée d’'un mois et demi a consisté a mettre en
place les techniques de la biologie moléculaire au sein de laboratoire de

génétique et d’oncogénétique a CHU de Fes.

Ainsi, ce rapport présente le travail effectué au sein de
laboratoire. Mon projet consiste a mettre en ceuvre l'apport de la
biologie moléculaire (PCR et séquencage) dans la détection de la
mutation V60OE du gene BRAF dans le mélanome.

Ce stage s’est avéré tres mtéressant et tres enrichissant pour ma
propre expérience dans le domaine médical. En effet, ma formation (BS)
s'inscrit précisément dans ce cadre, et grice a ce stage, jyai eu
lopportunité de mettre en pratique mes connaissances théoriques

acquises durant ma formation a la FST.
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Liste des abréviations

A Adénine

ADN Acide Désoxyribonucléique
ALM Mélanome Acrolentigineux
BET Bromure d’Ethidium

C Cytosine

dATP Désoxy Adénine tri-phosphate
dCTP Désoxy cytosine tri-phosphate
dGTP Désoxy Guanine tri-phosphate
dNTP Désoxy Nucléotide tri-phosphate
E Acide glutamique

F Forward

G Guanine

h Heure

Kb Kilo base

M Mole

MgClI2 Chlorure de magnésium

ml Millilitre

min Minute

ng Nanogramme

nM Nanomolaire

pb Paire de base

PCR Polymerase Chain Reaction

R Rivers

Sec Seconde

SSM Mélanome superficiel extensif
Th Thymine




T Temoin

uv Ultraviolet

UGMO Unité de génétique médicale et d’oncogénétique
\% Valine

Vol

Volume




Présentation de I’établissement

Le Laboratoire Central d’Analyses Médicales est situ¢ au
batiment J et concu comme un pdle d’activité¢ hospitaliere comportant
plusieurs spécialités d’analyses medicales :

e Anatomie pathologique;

e Bactériologie-Immunoanalyses;

e Parasitologie;

e Biochimie et pharmacotoxicologie;

e Hématologie;

e (énétique médicale et biologie moléculaire.

Il se compose de :
Salle de reception;
Salle de prélévements;
Laboratoire de biochimie/Pharmacotoxicologie;
Laboratoire d'hématologie;
Laboratoire de bactériologie /Immunologie;
Laboratoire de parasitologie;
Laboratoire de génétique;
Laboratoire d'anatomie pathologique.
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L’unité de geénetique meédicale et d’oncogénétique UGMO,
représente une premiéere expérience dans un CHU au MARQOC, elle est
activement mise en place depuis sa création en Mars 20009.

L’unité de genétique medicale et d’oncogeneétique est
subdivisée en trois disciplines qui assurent des activités variées:
+ Génétique clinique (activité clinique)

» Consultation de génétique (au centre du diagnostic) ;

» Conseil génétique (au centre du diagnostic) ;

» Consultation d’oncogénétique (au centre du diagnostic) ;

> Avis du médecin genéticien dans les services cliniques ;



» Hopital de jour (en coordination avec les services
cliniques).
+ Génétique chromosomique (analyse des chromosomes)
» Cytogenétique classique (caryotype) ;
» Cytogénétique moléculaire (FISH : Hybridation In Situ en
Fluorescence).
# Génétique moléculaire (analyse des génes)
» Amplification de gene par PCR ;

> Séquencage.

Dutroduction

Les gens atteints d'un mélanome, une forme grave de cancer de la peau, ont
maintenant plus d'espoir pour la survie et le choix d’un traitement plus ciblé. Les médecins
continuent a trouver de nouveaux traitements contre le mélanome et les moyens d'aider les
gens atteints a mener une vie meilleure. [1]

Il existe trois types de cancer de la peau [2] :

1. Mélanome ;
2. Carcinome basocellulaire ;



http://repli.net/sujet/cancer-de-la-peau

3. Carcinome a cellules squameuses.

Le cancer de la peau le plus grave est le mélanome. Le mélanome est une forme beaucoup
moins fréquente de cancer de la peau que le carcinome basocellulaire ou le carcinome
épidermoide [2], il affecte les cellules de la peau, appelées mélanocytes et qui donne a la peau
sa couleur.

La peau est I’organe du corps, qui nous protége de la chaleur, la lumiere du soleil, les
blessures et les infections. 1l stocke également I'eau et la graisse, et produit de la vitamine D.
La peau comporte trois couches illustrées dans la figure 1 :

1. la couche extérieure, I'épiderme;
2. la couche médiane : le derme ;

3. la couche interne ou I’hypoderme.

Epidermis
Dermis —
Hypodctmis——
Figure
1: les constituants de la

peau

Les mutations du géne BRAF sont fréguemment observées dans les tumeurs. Dans les
mélanomes, environ 40% des tumeurs présentent une mutation de ce géne. Les mutations du
codon 600 représentent a elles-seules 90% des mutations observeées [3].

La biologie moléculaire a pris une place importante en cancérologie, actuellement, le
développement de cette discipline a permis d’aborder les mécanismes moléculaires de la
progression tumorale et de mettre en lumiére des génes impliqués dans 1’évolution de cette
pathologie.

Le génie génétique permet de réaliser le diagnostic, et faciliter également la mise en
évidence de nouveaux traitements.

La détection des mutations dans le géne BRAF permet de donner naissance a un type de
traitement appelé la thérapie ciblée. Contrairement aux chimiothérapies qui agissent contre la
multiplication des cellules, les thérapeutiques dites ciblées sont des médicaments dirigés
contre des cibles moléculaires. Ces cibles peuvent étre des récepteurs, des genes ou des
protéines qui jouent un rdle dans la transformation des cellules normales en cellules


http://www.e-cancer.fr/soins/les-traitements/lacces-aux-therapies-ciblees/un-programme-pour-faciliter-lacces-aux-therapies-ciblees/mutations-du-gene-braf-dans-les-melanomes
http://www.e-cancer.fr/soins/les-traitements/lacces-aux-therapies-ciblees/un-programme-pour-faciliter-lacces-aux-therapies-ciblees/mutations-du-gene-braf-dans-les-melanomes

cancéreuses. Le médicament cible peut étre un anticorps contre un gene exprimé a la surface
ou dans la cellule cancéreuse, une molécule capable de bloquer la transmission d’un signal de
division cellulaire, ou encore un anticorps dirigé contre les nouveaux vaisseaux fabriqués par
la tumeur qui permettent de I’alimenter.

Ces thérapies ciblées, adaptées a chaque patient selon les caractéristiques génétiques de la
tumeur, permettent d’obtenir dans certain cas des survies prolongées.

Le traitement du mélanome malin métastatique a connu récemment un développement
considérable par I’introduction de deux médicaments: le vemurafenib (zelboraf), utile chez les
patients porteurs d’'une mutation BRAF V600E, et I’ipilimumab (yervoy), un stimulant du
systeme immunitaire.

Dans 1’étude BRIM publiée dans le NEJM en février 2012, sur 132 patients BRAF V600E
mutés des réponses cliniques ont été observées dans plus de 50% de patients traités avec
vemurafenib. La survie moyenne a été prolongée a 16 mois.

Le vemurafenib est un inhibiteur de la forme activée de I’enzyme sérine-thréonine-
kinase BRAF. En tant qu’inhibiteur puissant et sélectif de la protéine mutée BRAF V600, le
vemurafenib inhibe la voie des MAP kinases.



Revue
bibliographique

1. Bases cliniques et histologigues des mélanomes :
a) Le mélanome :

Qu’est-ce gue le
mélanome?
Le mélanome est

une tumeur maligne qui se développe a partir de cellules de la peau appelées mélanocytes, Il
représente une minorité des cancers de la peau, mais c’est le plus grave d’entre eux. Lorsqu’il
est détecté tot, au tout début de son développement, il peut étre guéri. [4]

Dans 80 % des cas, le mélanome se manifeste par I’apparition d’une tache
pigmentée sur la peau saine qui ressemble a un grain de beauté et dans 20 % des cas, par la
modification de la couleur et de la forme d’un grain de beauté préexistant.



http://www.e-cancer.fr/cancerinfo/ressources-utiles/dictionnaire/c_cellule/
http://www.e-cancer.fr/cancerinfo/ressources-utiles/dictionnaire/g_grain-de-beaute/

On distingue quatre principaux types de mélanome de la peau :

> Le mélanome superficiel extensif (SSM) : Il correspond a la prolifération tumorale de
cellules a cytoplasme clair et abondant. Le noyau est rond ou ovale et le pigment
mélanique prend une disposition en poussiere. Les cellules se disposent tres
rapidement en nid, envahissant 1’épiderme. Aprés cette phase de croissance
horizontale, vient la phase de croissance verticale qui se caractérise par
I’envahissement du derme. [5]

» Le mélanome nodulaire : Ce type mélanocytaires tumorales qui proliféerent a la
jonction dermoépidermique et envahissent le derme en profondeur, sans phase
d’extension horizontale. L’ulcération est fréquente et tres rapide. [5]

» Le mélanome de Dubreuilh : Ce type de mélanome se caractérise par une phase intra-
épidermique tres prolongée, et correspond a une prolifération mélanocytaire
intraépidermique atypique. Les cellules sont localisées le long de la membrane basale,
et migrant peu vers les couches superficielles de I'épiderme. [5]

» Le mélanome acrolentigineux (ALM): multiplication des mélanocytes dans
I’épiderme, sous forme de cellules isolées le long de la basale, elle évolue en deux
phases d’abord horizontale lentigineuse, puis verticale dermique. [5]

Chaque mélanome est unique et se caractérise en fonction de son épaisseur, de la

présence ou non d’une ulcération (plaie) et d’'un mode d’extension.

b) Epidémiologie :

L'incidence du mélanome double environ tous les 10 ans dans les pays a population
essentiellement blanche. En France, et dans la plupart des pays d’Europe, on estime
I’incidence, 5 a 10 nouveaux cas/ 100.000 habitants et par an. [6]

De grandes différences s’observent en fonction de la latitude (soleil) et des caractéristiques
ethniques des populations. Cette incidence atteint des sommets (40 nouveaux cas/ 100.000
habitants et par an) chez les blancs en Australie, alors qu’elle est tres faible dans les pays ou
les sujets sont noirs ou jaunes. [6]

Le mélanome cutané représente la 14 eme et 12 éme cause de déces chez la femme et chez
I’homme avec, respectivement, 720 et 900 déces estimés pour I’année 2011. [6]

Le Maroc qui partage les mémes facteurs de risque et habitudes que les autres pays

de Maghreb, connait un taux d’incidence bas : ceci est fort probablement di au phototype
foncé de leurs_populations. En fait, les statistiques officielles sont rares. Néanmoins, on
rapporte que 287 cas de mélanome ont été reépertoriés entre 1’année 1973 et 1994 aux centres
hospitaliers universitaires (CHU) de Casablanca et de Rabat, donnant un taux d’incidence de
0,048 cas/100.000 habitants/an. Selon une étude publiée en 2007, faite au CHU Ibn Rochd de
Casablanca, le mélanome cutané représente 3,5 % des cancers cutanés diagnostiqués sur une
période s’étalant entre 1984 et 2007. [7]

A Fés, cette fréquence est estimée a 4,3% de 1’ensemble des cancers cutanés selon
le registre des cancers cutanés du service d’anatomopathologie du CHU Hassan II.

Le mélanome occupe le troisieme rang, aprés les carcinomes primitifs et les
sarcomes. (Figure 2)
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Figure 2: Répartition du cancer de la peau selon le type

histologique [8]

c) Facteurs de risque :

Le principal facteur de risque des mélanomes est I’exposition au soleil, et
notamment les coups de soleil répétés pendant 1’enfance, mais aussi a tous les ages [9].
Cependant, ce risque se combine avec des facteurs de susceptibilité personnelle: les individus
a peau claire et/ou avec de nombreux grains de beauté sont les plus a risque. Un systéeme
immunitaire affaibli, comme chez les personnes traitées par immunosuppresseurs apres
une greffe d’organes, ou bien des antécédents familiaux de mélanome chez des proches
parents, constituent également des facteurs de risque importants.[10]

d) Diagnostic Clinique

Le diagnostique du mélanome repose sur 1’analyse morphologique d’une lésion
cutanée, habituellement pigmentée et sur 1’histoire de cette 1ésion rapportée par le malade.
La figure suivante montre les différentes caractéristiques histologiques des tumeurs de
mélanome en comparaison avec les naevus bénins.


http://www.frm.org/modules/recherche-medicale/toute-l-actualite/7470/le-don-d-organes-grande-cause-nationale-2009.html
http://www.frm.org/modules/recherche-medicale/toute-l-actualite/7266/peut-on-donner-en-toute-confiance.html
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Différentes
caractéristigues des

tumeurs de

mélanomes en comparaison avec les naevus bénins: La régle ABCD: A :
Asymétrigue, B : Bords irréguliers, C : Coloration non homogéne, D : Diamétre important (>

6 mm).

e) Histogenése des mélanomes :

Les mécanismes d’apparition des mélanomes ne sont pas complétement élucidés. Les
études épidémiologiques ont montré une corrélation entre une exposition solaire brutale et
intense (brilure solaire) et 1’apparition d’un mélanome. Ce dernier peut cependant survenir
sur des zones cutanées non exposées au soleil.

Le développement de mélanome commence par une Iésion bénigne dans les mélanocytes au
niveau de la couche basale. Cette lésion se propage superficiellement suite a une série de
division cellulaire incontr6lée. 1l donne naissance a des cellules de forme irréguliére avec un
noyau volumineux et un cytoplasme peut abondant. La propagation se poursuit radialement
puis verticalement (Figure 4), pour arriver finalement au stade le plus dangereux qui est le
mélanome métastasique, ou les cellules cancéreuses se propagent par la circulation sanguine
et lymphatique dans tout le corps vers les poumons, le foie et le cerveau. [11]

normale Naevus
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Figure 4 : histogenése du mélanome

L’analyse histologique des mélanomes permet de déterminer :
» L’épaisseur ;
» Le caractere ulcéré ou non ;
» Le degré d’invasion de la peau en profondeur.

2. Biologie moléculaire des mélanomes :
a) Genéralités :

< Cancer .

Il s’agit d’une tumeur maligne formée a partir d'une cellule initialement normale qui
se transforme gréce a une accumulation d’événements moléculaires (Ex mutations des génes).
(Figure 5)

La transformation cellulaire tumorale peut se traduire par:
Perte de contrdle du cycle cellulaire (prolifération tumorale) ;
Insensibilité a I'apoptose ;

Anomalies de la réparation de I'ADN ;

Migration, invasion et métastase.

Evénement 1 Evénement 2 Evénement 3 Evénement 4

Cellule normale Cellule pré-cancéreuse Cellule cancéreuse




Figure 5 : Transformation d’une cellule normale en cellule cancéreuse

+» Mutations :

Une mutation est une variation du matériel génétique (ADN) par rapport a la séquence de
référence.
Deux types de mutations:
e Germinales (affectent les gameétes, transmissibles).
e Somatiques (ne touchent pas les cellules destinées a la reproduction, elles ne seront
donc jamais héréditaires ; une cause importante de cancers).

b) Définition médicale du géne BRAF :

Le gene produit la protéine BRAF, qui est impliquée dans I'envoi de signaux dans les
cellules pour leur croissance. Ce gene peut étre muté dans de nombreux cancers et conduisent
a une modification de la protéine BRAF. Cela peut augmenter la croissance et la propagation
des cellules cancéreuses [12].

Normalement, la protéine BRAF est activée et désactivée en réponse a des signaux
qui contrélent la croissance cellulaire et le développement. Les mutations somatiques
entrainent la formation d’une protéine BRAF active en permanence. La protéine hyperactive
peut contribuer a la croissance des cancers en permettant aux cellules anormales de croitre et
de se diviser de fagon incontrolable.

Le géne BRAF se localise au niveau du bras long g du chromosome 7. Sa taille
recouvre approximativement 199.622 bases et code pour la protéine BRAF de 766 acides
aminés. (Figure 6)

Localisation du gene BRAF
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Figure 6 :
localisation du géne BRAF sur le bras long g du chromosome 7

Ce géne contient 18 exons séparés entre eux par des introns de tailles différentes,
La mutation la plus courante du géne BRAF, remplace la valine par I’aminoacide glutamique
a la position 600 (Val600Glu ou V600E). Cette mutation a été fréquemment trouvée dans la
forme agressive du cancer de la peau, ainsi que dans des excroissances de la peau non
cancéreuses appelés naevus. Elle a également eté identifiée dans les cancers du célon, du
rectum, de l'ovaire et de la glande thyroide. La plupart des mutations retrouvées dans ce gene



sont localisées au niveau de I’exon 15. Le mutant BRAF V600E, forme la plus habituelle, a
une activité catalytique 500 fois supérieure a la protéine normale. [13]

c) Papport de la biologie moléculaire dans le diagnostique :

Les techniques de la biologie moléculaire ont permis, en moins de 30 ans d’établir
la carte de tous les génes humains. L’automatisation des techniques, en particulier pour
I’amplification de I’ADN et le séquengage, permet une accelération constante du rythme des
recherches.

La réaction de polymérisation en chaine est une technique extrémement puissante
pour ’amplification d’ADN. La PCR a de nombreuses variantes comme la (RT-PCR) et la
plus recemment la PCR en temps réel qui permet des mesures quantitatives de molécules
d’ADN [14]. Dans le cas du géne BRAF, la PCR suivie par le séquencage sont utilisées pour
la recherche d’une ou plusieurs mutations au niveau de ce géne.

La méthode PCR (Polymérase Chain Réaction) est utilisée dans le but d’amplifier in
vitro une région spécifique d'un acide nucléique donné afin d'en obtenir une quantité
suffisante pour le détecter et 1’étudier. Les réactions de PCR sont constituées de plusieurs
‘cycles PCR’ permettant la réplication d’une matrice d’ADN double brin. Ainsi, les produits
PCR obtenus a la fin de chaque cycle servent de matrice pour le cycle suivant, I’amplification
est donc exponentielle.

La PCR se déroule en trois étapes :

1. Dénaturation : Séparations des « matrices doubles brins en simples brins » ;
2. Hybridation: pour cibler ’amplification sur la région ADN souhaitée a I’aide d’amorces
spécifiques ;
3. Amplification PCR : étape de polymérisation du brin complémentaire.
A la fin de chaque cycle, I’ADN double brin est synthétisé. (Figure 7)
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Figure 7: les étapes d’amplification d’ADN
II faut entre 30 et 40 cycles pour qu’il y ait une réelle amplification de 1’ADN.

Chaque cycle double la quantit¢é d’ADN synthétisée au cours du cycle précédent. Un seul
cycle dure environ 5 min.

Aprés la PCR, il faut analyser la séquence nucléotidique du gene amplifié pour
vérifier la présence ou non de mutation. Le séquencage de I’ADN consiste a déterminer
I’ordre d’enchainement des nucléotides pour un fragment d’ADN donné. Il a été inventé dans
la deuxieme moitié des années 1970.

Deux méthodes ont été développées indépendamment, I’une par 1’équipe de Walter
Gilbert aux Etats-Unis, et 1’autre par celle de Frederick Sanger au Royaume-Uni. Dans la
méthode de Sanger, la polymérisation de I’ADN est initiée par un petit oligonucléotide
(amorce). L’¢élongation de ’amorce est réalisée ~pdt ’ADN polymérase dans le sens 5’
3.

Les quatre désoxynucléosides triP (AATP, dCTP, dGTP, dTTP) sont ajoutés, ainsi
qu’en faible concentration des quatre ddNTP (ddATP, ddCTP, ddGTP, ddTTP) marqueés par
des fluorochromes différents. Ces didesoxynucléosides une fois incorporés a la nouvelle
chaine synthétisée, inhibent 1’élongation. Il en résulte de nouveaux fragments d’ADN de taille
variable, qui sont ensuite séparés sur un gel d’électrophorese. (Figure 8)
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Materiels
&
Methodes

A.Matériel utilisé :
1) Echantillonnage :

a) Patients :

Il s’agit d’une étude rétrospective portée sur une série de 15 patients ayant le mélanome.
Ces patients ont été colligés au sein du laboratoire d’oncologie et biologie moléculaire de
CHU de Fg¢s, afin d’évaluer I’implication du gene BRAF comme facteur prédictif et pronostic
dans le diagnostic et le traitement de ces cancers.

» Dans notre cas (géne BRAF), I’extraction est réalisée a partir des tissus tumoraux.

Le Kit utilisé : Recover All *TM Total Nucleic Acid Isolation Kit.

2) Stratégie de travail :

Une extraction de ’ADN est d’abord réalisée a partir des tissus tumoraux, suivie de sa
quantification par dosage spéctrophotometrique, par la suite les échantillons sont analysés par




PCR (pour amplification de géne recherché responsable de mélanome, le séquencage du
fragment amplifié permet I’identification de la mutation recherchée.

B. Méthode :
. Extraction d’ADN:

L’extraction de I’ADN (acide désoxyribonucléique) est une technique qui isole de
I’ADN a partir d’une cellule en quantité suffisante pour permettre son analyse. Au niveau du
laboratoire de Génétique médicale et d’oncogénétique, I’extraction se fait selon deux
méthodes : soit par SEL ou par KIT commercialisé.

a) Principe :

Les tumeurs identifiées incluses en paraffine sont incubées dans le xyléne ou toluéne a
température ¢élevée (afin d’enlever la paraffine des tissus), et ensuite lavées dans des solutions
d’alcool pour enlever les traces de xyléne. Les échantillons ainsi déparaffinés sont sujets a une
étape de digestion des protéines liées a I’ADN et I’ARN par 1’action d’une protéase. Enfin les
acides nucléiques sont purifiés par capture sur un filtre puis lavage et élution.

b) Protocole expérimental :
1. Préparation des solutions de lavage :

Deux solutions de lavage sont utilisées (wach 1 et wach 2/3).

» 42 ml d’éthanol 100% sont ajoutés a la bouteille de concentré de lavage Wash 1.
» 48 ml d’éthanol 100% sont également ajoutés a la 2éme solution de lavage Wash 2/3.

2. Déparaffinage :

Dans un tube de 1,5 ml contenant 8 coupes de 10 um, 1 ml de xyléne est ajouté. Le
traitement au xyléne est nécessaire pour eliminer le complément de paraffine.

Une centrifugation bréve est réalisée, et les échantillons sont incubes 3 min a 50°C pour
faire fondre la paraffine. Une centrifugation pendant 2 minutes a 14000 rpm permet
d’¢liminer le xyléne. Le culot est lavé avec 1’éthanol absolu 2 fois pour enlever I’excés de
xylene. Le surnagent est enlevé et le culot est séché dans I’étuve a 45°C pendant 30 min pour
¢liminer I’éthanol.

3. Digestion a la protéase :

La digestion de la membrane cellulaire se fait par élution de 1’échantillon dans un
volume précis du tampon de digestion. Le volume utilisé dépend de la taille de 1’échantillon.
100 ul du tampon de la digestion avec 4 ul de protéase sont ajoutés au culot séché puis on
procéde a une incubation de 16 heures a 50°C sous agitation.

4. Isolement des acides nucléiques :




L’isolement de I’ADN, des débris protéiques et cellulaires se fait par le kit (Recover

All *TM Total Nucleic Acid Isolation). Aprés avoir préparé le mélange (Isolution
additif /Ethanol), il sera ajouté a I’échantillon et mélangé. (Tableau 1) :

Tableau 1: Volume du mélange lIsolation Additif /Ethanol selon le

volume du tampon de digestion

Volume du tampon de digestion
100ul

Isolation Additif 120 pl

Ethanol 100% 275

Total 395

Le mélange est passé a travers un filtre cartouche puis lavé avec 700 pl de la
solution de lavage Wash 1. Une centrifugation pendant 30 secondes permet d’éliminer les
débris restants sur le filtre. Un lavage avec 500 ul de la solution de lavage Wash 2/3 suivi
d’une centrifugation 30 secondes & 10000 rpm sont réalisés.

On ajoute 700 ul de la solution Wash 1 au filtre, le tout est incubé pendent 30
secondes a la température ambiante. On centrifuge a 10000 rpm pendant 30 secondes. Les
échantillons sont ensuite lavés 2 fois avec 500 pl de Wash 2/3, puis centrifugés pour éliminer
le liquide résiduel. Le filtre est transféré dans un nouveau tube de collecte et 60 ul de la
solution d’élution a 95°C sont ajoutés. Une derniére centrifugation pendant 1min a 14000
rpm permet de récupérer I’ADN qui est conservé a -20°C.

II. Dosage des acides nucléigues :

Apres I’extraction de I’ADN a partir d’un tissu tumoral, un test qualité¢ de I’ADN est
réalisé.
a) But .

La concentration de I’ADN extrait est dosée par le nanodrop (Figure 10). Afin d’amplifier
le géne_recherché par PCR, il est nécessaire que les solutions d’ADN extraits aient la méme
concentration (10 ng /ul), il faut donc estimer la quantité d’ADN pour diluer a la bonne
concentration.




Figure 9 : Spectrophotomeétre nanodrop

b) Principe :

Pour la quantification de I’ADN, on utilise la longueur d’onde 260 nm qui correspond a la
zone d’absorbance maximale des acides nucléiques dans 1’ultraviolet. Une seconde mesure a
280 nm permet de controler la pureté de I’extraction, & savoir la présence de protéines
résiduelles dans la solution d’ADN.

Pour une solution d’ADN purifiée, le rapport R=A(260)/A(280) permet d’évaluer la pureté
de ’ADN. Il doit étre entre 1,8 et 2. Si R est nettement inferieur a 1,8 alors des protéines
contaminent probablement la solution. Si le rapport est supérieur a 2, cette valeur indique une
probable contamination par des ARN. [15]

1.  Amplification de I’ADN extrait par PCR :
a) Principe :

La réaction PCR (Polymérase Chain Reéaction) permet damplifier in vitro une
région spécifique d'un acide nucléique donné afin d'en obtenir une quantité suffisante pour le

détecter et 1’étudier.

Pour ce faire, une série de réactions permettant la réplication d’une matrice d’ADN double
brin est répétée en boucle. Ainsi, au cours de la réaction PCR, les produits obtenus a la fin de
chaque cycle servent de matrice pour le cycle suivant, I’amplification est donc exponentielle.

b) Les acteurs de la PCR .

1. L’ADN : généralement sous forme de double-brin, il contient le fragment a amplifier.

2. Deux amorces, sens et anti-sens, qui sont des petits brins d’ADN d’environ 20 bases,
capables de s’hybrider de fagon spécifique, grace a la complémentarité des bases. Les
amorces sont choisies de fagon a encadrer la séquence d’ADN a amplifier.

3. Une enzyme : la tag Polymérase, une ADN polymérase thermorésistante extraite de la

bactérie Vhemas aguaticud. 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
I’automatisation de la procédure.

4. Les Nucleotides : dGTP, dATP, dTTP, dCTP, sont les éléments de base utilisés par la
taq Pol pour synthétiser les brins d’ADN complémentaire.

c) La réaction :

Une réaction de PCR correspond a la succession d’une trentaine de cycles comportant
chacun 3étapes : 1 : dénaturation, 2 : hybridation, 3 : élongation. (Figure 10)
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Schéma général d’une réaction de polymérisation en chaine

Tous les éléments nécessaires a la réaction sont regroupés dans un tube qui sera soumis a
différentes températures. Ces cycles de température sont réalisés automatiqguement dans un

thermocycleur.

d) Protocole expérimental :

La PCR a été effectuée et optimisée sur ’ADN génomique (10 ng/ul), en utilisant des
amorces spécifiques pour le géne étudié (exon 15 du gene BRAF).

Tableau 3: les amorce utilisées dan la PCR de 1’exon 15 du géne BRAF

[16]
Nom Référence SEQUENCE 5’ - 3’

Amorce Eurofins MWG TGC-TTG-CTC-TGA-

sens: TAGGAA-AAT-G
BRAF_15F |operon
Amorce Eurofins MWG GTA-ACT-CAG-CAG-
Anti sens: CATCTC-AGG-G
BRAF_15R |operon

Le mélange est préeparé selon les indications du tableau 5 :

Tableau 4: les réactifs utilisés dans la PCR [16]




Mix PCR concentrations Volume pour 1 réaction
initiales
Eau stérile 30 ,6ul
Amorce sens 10pM 2ul
Amorce anti-sen 10puM 2ul
Dntp 10puM 1l
Mgcl2 25uM 4ul
Tampon PCR 5X Sul
Taq polymeras 5U/ul 0,4ul
A DN 10nalil Tl
7 YTV LTOTTgr|T \JHI

Le mélange prépareé est aliquoté a raison de 45ul par tube. En suite, Sul d’ADN sont
ajoutés dans chaque tube pour avoir un volume total de 50ul. les tubes sont placés dans un
thermocycleur. (Figure 12)

Figure 12 : thérmocycleurAppliedBiosystem

Le programme de thermocycleur est lancé selon le tableau (5) :

Tableau 5 : programme de thermocycleur [16]

Programme PCR

Etapes Cycles Températur Temps
e
Dénaturatio
n initiale 1 95°C 10




minutes
Dénaturation
94°C 30 secondes
Hybridation
60°C 1 minute
Elongation 35240
72°C 30 secondes
Elongation
finale 1 72°C 10 minutes

L’ ADN amplifié est ensuite conserve a 4°c.
IVV. Visualisation du produit PCR par électrophorese sur qel

d'agarose :
a) Principe :

Le contréle des produits amplifiés se fait par électrophorése sur gel d’agarose.

L’ADN est une macromolécule chargée négativement, de ce fait, elle peut migrer dans un
champ électrique de la cathode (-) vers I'anode (+) dans un tampon de migration TAE (Tris-
Acétate-EDTA).

Les échantillons sont mélangés au bleu de bromophénol, colorant qui possede une
masse moléculaire faible et qui permet de détecter le front de migration.

Lors de la préparation du gel d’agarose, le BET (Bromure d’éthidium), agent
intercalant qui se fixe entre les bases nucléiques a l'intérieur du double hélice, est ajouté. Cette
molécule est fluorescente sous UV et permet de détecter les fragments d’acides nucléiques.

b) Protocol expérimental :

Dans un premier temps, le gel d'agarose 2% est préparé. Pour ceci, dans un
récipient, 1g de poudre d'agarose et 50 ml de TAE 1X est mélangés, on porte a ébullition puis
on ajoute 2 pl de BET. On coule le gel dans le moule a électrophorése, on y installe un peigne
qui sera retire aprés refroidissement du gel en laissant
a sa place des puits ou sera deposé I'ADN.

Apreés refroidissement, on installe le moule
dans la cuve qui est remplie du tampon de migration
(TAE 1X), on dépose dans chaque puits un mélange de
6 ul de produit PCR et de 2 ul de solution de charge qui
a pour role de stabiliser 'ADN au fond du puits et la
migration est lancée a 100 V. (Figure 13)
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Finalement, les bandes d'’ADN fluorescentes sont visualisées sous UV.

Figurel3 : Cuve remplie de tampon(TAE)
V. Séquencage des produits PCR du gene BRAF :
a) Principe:

Le séquencage est un procédé qui permet d'obtenir la séquence nucléotidique exacte
d'un fragment d’ADN. Initialement appliquée par Frederick Sanger, cette technique a reconnu
depuis, un énorme progres consistant en l'utilisation de kits spécifiques, marquage par quatre
types de fluorochromes, automatisation du processus..., Avant de procéder au séquengage
proprement dit, il est nécessaire de passer par des étapes de préparation du produit a
séquencer afin d'obtenir un résultat optimal.

Cette condition nécessite trois étapes :

1- Purification par I’exosap ;
2- Reéaction de séquence par BigDyeR. Terminator ;
3- 2eme Purification de produit de PCR.

1. Purification de produit PCR :
a) Principe :
La purification du produit PCR consiste & éliminer les traces des constituants de la
réaction de PCR, a savoir, les amorces, les résidus, les dNTP... et ne garder que 'ADN a

séquencer pour ne pas géner les réactions en aval.

b) Réactifs nécessaires :
o Produit PCR;
o L'ExoSap-IT® qui est constitué principalement de deux enzymes:
e L'exonucléase S1 qui dégrade tous les brins monocaténaires et donc toutes les
amorces.
e La phosphatase alcaline qui va déphosphoryler tous les dNTP qui n'étaient pas
incorpores dans la réaction précédente.

[ ]
c) Protocole expérimental :
Dans un tube eppendorff de 0.2 ml, on met 2 pl de la solution ExoSap en présence
de 5 pl du produit PCR. On met le mélange réactionnel dans le ThermoCycleur et on lance le
programme spécifique de I'ExoSap :




Tableau 6: Programme de I'ExoSap [16]

Stade Temps cycle
Température
1 37° 15min 1
2 90° 15min 1
3 10° 00 1

2. Réaction de séquence :
a) Principe :

Cette technique comme la PCR, est basée sur la copie d'un fragment d’ADN que I'on
désire séquencer par une Taq polymérase. Sauf que dans cette réaction on ajoute en plus des 4
dNTP une faible quantité des 4 ddNTP (didésoxyribonucléotides) dont le groupement OH du
carbone 3' du désoxyribose est remplacé par un atome d'hydrogéne de fagcon a bloquer la
réaction d'élongation chaque fois incorporé. Chaque type de ddNTP est marqué par un
fluorochrome différent qui servira a la détection des bases au niveau du séquenceur.

b) Réactifs nécessaires :
O Kit de la réaction de séquence ABI®BigDye® Terminator, Kit qui contient
principalement:
e Taq polymérase ;
e dNTP;
e ddNTP marqués ;
e tampon;
e MgCL2.
o Produit PCR purifié
o Amorces specifiques
o Eau stérile.
c) Protocole expérimental :
On prépare dans des tubes eppendorff de 0.2 ml, le mélange illustré dans le tableau
7, soit 2 tubes pour chaque patient.

Tableau 7 : VVolumes des réactifs du mélange de la réaction de séquence

[16]




Tubes BigC Amorg Pr.PC Eau Volume

réaction e (ul) 6MmM UM (ul) purifi¢ stérile (ul) finale
(1) (u)

Tube 1 F 2 1 4 3 10
(contenant les
amorces F)

Tube 1 2 1 4 3 10
(contenant les amorg
R)

Les tubes sont incubés dans le Thermocycleur et le programme suivant est lancé:
Tableau 9: Programme de Thermocycleur pour la réaction de séquence

[16]
Stade Temps cycles
Tempeérature
1 96°C 1 min 1
96°C 10's
5 50°C 5s
25
60°C 4 min
3 10°C 0 1

3. Purification du produit de la réaction de séquence :

a) Principe :

Le kit BigDye® Xterminator™ permet la purification des produits de réaction de
séquence. Cette purification consiste a éliminer I'excés des réactifs pour ne pas gainer le

séquengage.

b) Réactifs nécessaires :

o Kit "BigDye® XTerminator™ purification Kit" contenant:
e SAMT™Solution (tampon) ;
e BigDye®XTerminator™Solution (résines).
c) Protocole expérimental :

45ul du

produit

SAM™Solution
BigDye®XTerminator™Solution préalablement vortexés pour suspendre les résines et 10 pl

et 10 ul

du

produit




du produit de la réaction de séquencage sont déposés dans les puits de la plaque. La plaque est
mise ensuite sous agitation légére pendant 30 min, puis une centrifugation a 1000 tr/min
pendant 2 minutes est réalisée. Le surnageant contenant les fragments a séquencer est
transféré dans les puits de la plaque du séquenceur.

4. Chargement de ’appareil :

La plaque est placée dans le sequenceur (Figure 14), qui est un automate d'électrophorése
capillaire. Ce dernier lance un flux électrique d'ions a travers un capillaire, ce qui entraine la
migration des fragments d'’ADN. Une fois arrivés au site de détection, les quatre
fluorochromes des ddNTP terminaux seront excités. Suite a cette excitation, chaque
fluorochrome émettra une lumiere a une longueur d'onde différente qui sera détectée puis
convertie en séquence par le logiciel d'analyse des séquences.

Figure 14 : Analyseur génétique 3500Dx
Ci-dessous un exemple d’enregistrement obtenu a partir du  séquenceur
automatique :
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Figure 15 : Image d’un résultat de séquencage. Pic en bleu : C, pic en
rouge : T, picenvert: A, piennoir: G

5. Les outils de bioinformatigue :

Le logiciel blast permet de comparer une séquence nucléique dite requéte a une banque de
séquences nucléiques sur les 2 brins, c'est-a-dire la séquence étudiée (brin +) et son
complémentaire inversé (brin -).
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D1iscussion

A. Parametres épidémiologiques :

1. Sexe:

Parmi les 15 cas explorés, il y avait 6 hommes et 9 femmes, le sexe ratio H/F était

donc 0.67 H/1F.

B homme

femme




Figure 16 : Répartition des malades selon le sexe
Les études réalisées sur le mélanome montrent que ce type de cancer
occupe le troisiéme rang parmi 1’ensemble des cancers cutanés. Ce dernier est
prédominant chez les femmes que chez les hommes.
En France, en 2000, le nombre estimé de nouveaux cas de mélanomes
mbre des cutanés était de 7231, avec 58% de femmes et 42% d’hommes. La méme
situation a été signalée dans le Queensland et I’ Australie. [17]

2. Lage :

L’age des patients de notre série varie entre 18 et 85 ans, avec un age
moyen de 54.56 ans. Ce résultat n’est pas compatible avec celui retrouvé dans
certain pays comme les Etats unis ou 1’4ge moyen varie de 52 ans a 63 ans selon

les races. [18]
» Une taille faible de I’échantillon.
3. Phototype :

No

patients

Le type de la peau ou phototype, caractérise la sensibilit¢ de la peau aux
rayonnements UV. Il existe six phototypes correspondant a six types de peaux et couleurs de
cheveux. Plus la peau, les cheveux et les yeux d’une
personne sont clairs, plus le risque de mélanome est important.

Dans notre série, il y avait 9 patients (60%) avec un phototype du groupe 1V, 4 avec
un phototype du groupe 11 (26,67%), et 2 avec un phototype 11 (13,33%).

>
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Figure 17 : Répartition des patients selon le phototype
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Le phototype est lie a la production de mélanine par les mélanocytes. Il existe deux
principaux types de mélanine : la mélanine noire et la mélanine rouge. La couleur de la peau
varie en fonction de la présence plus ou moins importante de mélanine.. .
Seule la mélanine noire (plus importante chez les personnes a phototype élevé) est protectrice
vis-a-vis des UV car elle renvoie la lumiere. Les personnes a la peau foncée sont donc mieux
protégees du soleil que les personnes a la peau claire (phototype faible) chez qui la mélanine
rouge est prédominante.

En synthéese, les personnes de phototype I et Il ont un risque plus élevé de
mélanome. Ce résultat est conforme a la totalité des statistiques réalisées dans le monde et
peut étre expliqueé par la sensibilité élevée des peaux blanches aux rayons ultraviolets.

Néanmoins, les personnes de phototypes V et VI peuvent aussi développer d’autres
types de mélanome, non directement liés aux UV : mélanome des muqueuses ou mélanome
acro-lentigineux qui siége sur la paume des mains, la plante des pieds ou sous les ongles. [19]

B. Parametres clinigues :
1. Type anatomo-clinique :

Dans notre série, 3 patients ont présenté un mélanome de type nodulaire, 6 patients
ont présenté un mélanome acro-lentigineux, un seul cas de mélanome type SSM et deux cas
de mélanome de Dubreuilh et 3 patients ont présenté un mélanome a stade métaphasique.

B M. Nodulaire

B M. acrolentigineux

M. de dubreuilh

H M. SSM

B M. Metastase

Figure 19 : Répartition des patients selon le type histologique

C. Etude moléculaire :

Il s’agit d’une étude rétrospective, réalisée sur une série de 15 patients et qui
consiste a une amplification et séquencage du géne BRAF.


http://www.e-cancer.fr/cancerinfo/ressources-utiles/dictionnaire/m_muqueuse/

1. Dosage et qualité de ’ADN extrait :

La qualité de I’ADN obtenu apres extraction requiert une importance majeure, car
elle influence directement sur la qualité des résultats de la PCR et du Séquencage.
L’extraction d’ADN a été réalisée par la méthode classique a partir des tissus tumoraux des
patients étudiés.

Le rapport de I’absorbance DO,s0/DO,g9 €St compris pour la majorité des
échantillons entre les valeurs 1,8 et 2, ce qui permet de conclure que ces extraits ne sont
contaminés ni par I’ARN ni par les protéines et peuvent étre qualifiés de purs.

2. Amplification de ’exon 15 du géne BRAF :

Dans le but de rechercher la mutation ponctuelle du géne BRAF dans 1’exon 15,
I’ADN de 15 patients a été amplifié.

Les profils électrophorétiques des produits d’amplification des différents patients
sont présentés dans la figure 19 :

P1L P2 P3 P4 PS5 P6 P7 P8 P9 P10 P11 P12P13 P14 P15 T+ T-

652pb
00pb

45pb

00pb

Figure 19 : Electrophorése en gel d’agarose 2% des produits d’amplification par
PCR avec

les amorces a partir de ’ADN génomique de I’exon 15 chez 15 patients

M .T : Marqueur de taille 2652 pb
P1....P15: patients.
T+ : Témoin positif.
T-: Témoin négatif.
Le résultat d’amplification de I’exon 15 du gene BRAF, montre que tous les patients
posseédent une bande d’une taille approximative de 145 pb.



3. Résultats de séquencage :

Les fragments amplifiés des 15 patients ont été séquencés, puis les séquences
obtenues ont été alignées avec les séquences de la base des données « BLAST ». Pour 14
patients, aucune mutation n’a été détectée, par contre pour le dernier patient, 1’alignement
montre la présence de mutation V600E qui correspond a une substitution du nucléotide T en
A. Cette mutation est caractéristique du mélanome cutané de type SSM.

Figure 20: profil d’une séquence de I’exon 15 du BRAF d’un échantillon
du mélanome gqui ne présente pas de mutation T en A.
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Figure 21 : profil d’une séquence F de 1’exon 15 du géne BRAF d’un
échantillon du




mélanome qui présente la mutation T en A.

' | . / l rl : | N ! ‘
”' N T .| | | |l'."w“ [
|| ' ( l ﬂ |{\w || ‘ \ ‘ ' | | | ' | |‘ ,
.l ‘|\| I1'H | ||| | \j' ' ||| H( | ,H |
LA.LL'“ .J_.l lhl‘.‘u‘nl‘ LJ.J..A’.L'.U ]’.‘ .‘._;.J' I\AI LL..i' ‘ .;u .I.JAL.J_L mnlu.l.‘...lm.‘..k._s_._

Figure 22 : profil d’une séquence R de 1’exon 15 du géne BRAF d’un
échantillon du
mélanome qui présente la mutation T en A.

(Couclusion et perspectives

Le meélanome est une tumeur maligne développée aux depens des
mélanocytes. Son incidence est en augmentation constante dans le monde.

L'objectif de notre travail, est d'étudier les aspects moléculaires,
thérapeutiques et pronostiques des mélanomes a travers une étude rétrospective,
portant sur des prélévements colligés au laboratoire d’anatomie pathologique du
CHU de Fes.

L’utilisation de la biologie moléculaire et la génétique est devenue
désormais un outil clé dans le diagnostic des différents types de cancers. Elles
permettent a la fois la determination des facteurs prédictifs de réponse aux
thérapies ciblées par la recherche des mutations du gene BRAF, et par
conséquent la sélection des patients présentant cette mutation.



Vu I’'importance de ce sujet certes treés vaste, et qui demande un travail
laborieux, toutes les études et techniques permettant la détection d’autre types de
mutations comme la duplication de la région contenant le géne BRAF n’ont pas
pu étre cernées. Pour cela, il sera trés important d’appliquer toutes les techniques
permettant la révélation de ces altérations pour améliorer le dépistage et cibler le
traitement le plus efficace.

L’age moyen de nos patients est de 54.56 ans avec une prédominance
féminine. Sur le plan moléculaire, on a trouvé une seule mutation du gene
BRAF correspondant a un cas de mélanome de type SSM.

Les perspectives de ce travail :

L’élargissement de la taille de 1’échantillon, ce qui permettra d’évaluer la
fréquence de la mutation observée dans la population marocaine.

La mise en évidence des mutations appartenant a d’autres exons du méme
geéne, ce qui permettra d’étudier I’effet de ces mutations sur I’apparition du
phenotype cancéreux.

La mise en évidence des mutations appartenant a d’autres genes.
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