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Mon stage s’est déroulé au sein du laboratoire de recherche de biologie
moléeculaire situé a la Faculté de Médecine et Pharmacie de Feés sous la direction

du professeur BENNIS Sanae.

C’était un stage d’observation qui a duré deux mois, pendant cette période j’ai
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Introduction

Les glioblastomes sont les tumeurs céerébrales malignes les plus fréquentes et les plus
agressives avec 240 000 nouveaux cas diagnostiqués dans le monde entier, pour une médiane

de survie inférieure a 15 mois [35].

IIs représentent 57% de tous les gliomes et 48% des tumeurs malignes du systéme nerveux
central (SNC) [36]. lls peuvent se manifester a tout 4ge mais affectent principalement les
adultes ayant une incidence maximale entre 45 et 75 ans, et touchent plus souvent 'homme

que la femme.

Les outils de diagnostic couramment utilisés sont d'abord la tomodensitométrie (TDM) et
I'imagerie par résonance magnétique (IRM) suivies d'une confirmation anatomopathologique
apres biopsie ou résection chirurgicale. Cette biopsie fera I'objet de plusieurs interventions au
sein du laboratoire de biologie moléculaire. Dont I’identification par immunohistochimie de la
présence du phénotype MSI par la détection de 1’expression de la protéine, pour déterminer

une stratégie thérapeutique et des soins adapteés et spécifique pour le patient.

L’objectif de ce travail est de détecter la présence ou I’absence de deux protéines du
systtme MMR qui est un systéme de réparation des erreurs de copie de ’ADN (MSH2 et
MSH®6) chez 17 patients par I’utilisation des techniques de la biologie moléculaire.



Partie | : Etude bibliographique
I. Généralites sur le cerveau

1. Anatomie

L’encéphale et la moelle épinicre constituent le systéme nerveux central. La moelle épiniére
est le prolongement du cerveau comme elle est considérée le connecteur du cerveau avec le
reste du corps, I’encéphale a son tour est constitué de trois grandes parties le cerveau, le
cervelet et le tronc cérébrale. Commencant par le cerveau qui est le controleur d’ensemble
d’organismes, il modifie le corps pour I’adapter aux conditions de I’environnement il dispose
de deux hémisphéres séparés par une scissure profonde et es formé d’une substance blanche
et I’autre grise(figure 2), on distingue a chaque hémisphére quatre lobes qui sont: le lobe
frontal, le lobe pariétal, le lobe occipital, le lobe temporal, (figure 1) et il est formé également
diencéphale qui représente sa partie médiane constitué du thalamus et
I’hypothalamus[1][2][3] .

Fissure interhémisphérique

LOBE FRONTAL: LOBE PARIETAL

LOBE OCCIPITAL
LOBE TEMPORAL,

CERVELET e
Hémisphére -

S Hémisphére
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droit
Figure 2: représentation des différents lobes

du cerveau [5] Figure 1: représentation externe du cerveau
humain [4]




2. Histologie

a) Cellules nerveuses
Le cerveau étant un élément tres complexe, est constitué de deux types de cellules : cellules
nerveuses et cellules gliales qui subsistent une différence sur les plans structuraux et
fonctionaux. En effet les cellules nerveuses représentent la machinerie de base pour le
cerveau, elles sont constituées de deux parties différentes, une partie centrale qui contient la
corp et des prolongements qui se répartissent en deux catégories : les axones et les dendrites.
Elles jouent un r6le important dans la réponse aux sensations du corps, le traitement de

I’information cérébrale et elles se caractérisent par 1’échange de 1I’information entre elles [6].

b) Cellules gliales
Les cellules gliales représentent la majorité des cellules du cerveau avec un pourcentage de
plus de 70% de la population cellulaire. Elles jouent le rdle de soutien puisqu’elles assurent la
protection des neurones et les alimentent par les nutriments et 1’oxygéne. Plusieurs études
antérieures ont démontré le réle important que joue les cellules gliales dans le traitement de

I’information de SNC et le contrdle de la fonction nerveuse (figure3) [7].
On distingue 4 types de cellules gliales :

Les astrocytes: c’est la population cellulaire la plus abondante, ils représentent les
intermédiaires entre les neurones et les vaisseaux sanguins. Ils ont une forme stellaire et sont
constitués de plusieurs prolongements qui leur permettent d’interagir avec d’autres types de
cellules. lls exercent différentes fonctions vitales qui bénéficient I’organisation du cerveau, ils
assurent le maintien de I’homéostasie et la migration des neurones lors du développement, et
participent a la régulation des flux ioniques et particulierement du potassium. En outre, leur
organisation dans |’espace assure la communication des neurones puisqu’elles sont
indispensables a la formation de la barriére hemato-cérébrale. Les cellules astrocytaires sont
considérées comme un lieu de stockage de glucose dans le systeme nerveux et une source

d’énergie des neurones [8].

Les oligodendrocytes : lls participent principalement a la myélinisation d'axones des

neurones cérébraux [7].

Les microglies : Il s’agit petites cellules ovoides qui contiennent des prolongements épineux
relativement long et ils représentent les principales cellules capables de défendre contre un

agent pathogene dans le cerveau. Ils expriment de nombreuses caractéristiques de monocytes




sont capables de répondre aux médiateurs de signalisation. Dans des conditions
physiologiques normales, ces cellules sont inactives et ils exercent un role de surveillance
immunitaire de SNC. lls s’activent par des messages chimiques du systéme immunitaire et ils

se transforment en macrophages [7].

Les épendymocytes : ils assurent les échanges entre le liquide céphalorachidien et le systéme
nerveux central. 1ls constituent un épithélium cubique qui maintient le revétement des cavités

ventriculaires du SNC [9].

Glial cells

Neuron

Figure 3: schéma illustrant les différents
partenaires gliaux du SNC

II. Les tumeurs cérébrales
1. Définition

C’est la croissance d’une masse des cellules anormales dans le cerveau d’une fagon
incontrélée. Il existe 2 types des tumeurs cérébrales : Primitives provenant des cellules
intracraniennes ou des cellules de structure adjacente au cerveau, elles peuvent étre bénignes
(non cancéreuse) ou malignes (cancéreuse). Celles secondaires sont issues des métastases

elles se développent dans une autre zone du corps avant qu’elles envahissent le cerveau [10].

2. Les symptomes :
Les symptdmes varient en fonction de I'emplacement et de la taille de la tumeur. Au fur et a
mesure qu'une tumeur se développe, elle exerce une pression sur les structures cérébrales

adjacentes, altérant leur fonction.




Parmi les symptomes les plus fréquentes :

o Des maux de téte inhabituels, fréquents et intenses ;

« Des nausées et vomissements ;

« Des troubles de la vision : vision embrouillée, vision double ou perte de la vision
péripherique ;

e Des engourdissements ou une perte de sensibilité d’un c6té du corps ;

e Une paralysie ou une faiblesse d’un bras ou d’une jambe, d’un seul cdté du corps ;

e Des vertiges, des problémes d’équilibre et de coordination ;

e Des problémes d’¢locution ;

e Des troubles de la mémoire et confusion ;

« Une modification des comportements de la personnalité, ou des changements d’humeur ;

e Des troubles d’audition (surtout en cas de neurinome acoustique, une tumeur du nerf
auditif)

e Des crises d’¢épilepsie ;

e Une perte de conscience ;

e Une perte d’appétit [11].

3. Diagnostic

L’examen par imagerie est obligatoire dans le diagnostic des tumeurs cérébrales et le type

d’examen est choisi en fonction de la situation du patient :
a) Examen clinique

Examen radiologique : I’IRM permet de préciser la localisation et le type de tumeur. Il est
précédé d’un scanner qui peut étre demandé secondairement pour avoir les informations que
I’IRM ne permet pas de donner avec précision.

Examens électrophysiologiques : tels que [I’électroencéphalogramme (EEG), permet
d’analyser I’activité électrique du cerveau du patient, et les potentiels évoqués (PE), pour

enregistrer la réponse des voies nerveuses et du cerveau suite a une stimulation.

Une biopsie peut déterminer la nature exacte de la tumeur avec certitude pour prescrire
directement un traitement convenable, ceci concerne les tumeurs primitives qui sont situées

dans des zones de cerveau dont la chirurgie est risquée [12].




4. Traitement

Le traitement des gliomes nécessite une approche multidisciplinaire comprenant une
résection chirurgicale maximale de la tumeur suivit d’une radiothérapie associée a un

traitement concomitant et adjuvant de chimiothérapie avec 1’agent alkylant témozolomide
[13].

5. Les gliomes

Parmi les tumeurs primitives malignes, il y a les gliomes qui sont les plus grave et elles

représentent 65% des tumeurs cérebrales primitives.

Les gliomes sont des tumeurs primitives d’origine gliale qui affectent le SNC, ils peuvent se
développer dans des différentes régions du cerveau mais sont fréquemment localisés dans les
hémispheres cérébraux. Elles sont des tumeurs fatales car leur propriété d’extension rende
impossible toute chirurgie complete et surtout que des zones fonctionnelles doivent étre

préservées.
Il existe 3 types de gliomes :

e Les astrocytomes provenant des astrocytes
e Les oligodendrogliomes provenant des oligodendrocytes

e Les tumeurs mixtes ou Oligo-astrocytomes
a) Epidémiologie

Selon GLOBOCANZ2020, chaque année le monde entier exprime 308102 nouveaux cas des
cancers du cerveau et systéme nerveux et 251329 cas de déces. L’incidence de ces cancers est
répartie d’une maniere inéquitable entre les différents continents, mais en faveur des pays
fortement industrialisés. En premier rang I’Asie qui a enregistré 54,2% des cas, ensuite
I’Europe avec 21,8%, I’Amérique du Nord avec 8,9% des cas, I’Amérique de Sud et les
caraibes ont enregistré 8,4 des cas, puis I’Afrique avec 5,9% des cas et la derniere place est

remportée par 1’Océanie avec 0,8% des cas [14].
b) Les facteurs de risques

Les gens plus de 60 ans sont plus susceptibles d’avoir des gliomes. D’autres facteurs

augmentent le risque de survenue d’un glioblastome tels que ’appartenance ethnique, le sexe,




I’existence d’un syndrome de prédisposition Génétique, et la présence des polymorphismes

génétiques.

c) Classification des gliomes

Le but de la classification anatomopathologique est d’indiquer le type histologique du

gliome, et son grade pour proposer un Protocol thérapeutique approprié. La classification la

plus reconnue est celle de ’OMS.

Classification 2007 :

Cette classification était basée sur un concept histologique associé au phénotype des cellules

tumorales (astrocytaires, Protocol, ou mixtes) et le grade de malignité (du grade | au grade

V).

Les astrocytomes

L’astrocytome pilocytique est le seul figurant astrocytaire appartenant au grade |I. Il
s’agit d’une tumeur bénigne a croissance lente, un volume bien circonscrit et un
néoplasie a faible potentiel prolifératif. C’est un gliome des voies optiques développé
dans les régions hypothalamiques, chiasmatiques et sur les nerfs optiques. 1l représente
5% des gliomes de I’enfant [15].

Les astrocytomes de grade Il sont principalement développés au niveau des lobes
frontaux et temporaux, leur croissance reste lente mais leurs limites sont imprécises.
IIs présentent un caractere infiltrant et une atypie cytologique. lls se traduisent par une
lésion infiltrante homogene, sans cedéme péri tumoral ni hémorragie.

Ils sont associés a un pronostic relativement bon avec une médiane de vie de 5ans dans

43% des cas, mais un grand risque d’évolution vers des grades supérieurs.

Les astrocytomes anaplasiques grade 111 présentent les mémes caractéristiques des
gliomes de bas grade (GBG) accompagnés d’une anaplasie et d’une activité mitotique
accélérée, leur pronostic n’est généralement pas bon avec un grand risque de

transformation en grade V.

Les astrocytomes de grade IV ou glioblastome (GBM) présentent les signes de

malignité (infiltration et mitose) et représentent la forme la plus fréquente et la plus




sévere, avec le plus pénible pronostic, une médiane de survie de 15 mois et un taux de

survie de 5 ans pour 5% des cas.

Les oligodendrogliomes

Les oligodendrogliomes sont des gliomes de grade Il et I11. Ceux du grade Il représentent
moins de 2,5% des tumeurs chez I’enfant et le méme grade de malignité des astrocytomes
chez les adultes. Néanmoins ils présentent une grande hétérogénéité de pronostic et de
réponse aux traitements antitumoraux. Ils sont extrémement difficiles a prévoir lors de la prise
en charge initiale des patients, 1’intervention de la biologie et la génétique en particulier ont
permis de dégager des biomarqueurs permettant d’identifier des sous-catégories histo-

moléculaires au comportement clinique plus homogéne [16].

Les gliomes mixtes

e Les Oligo astrocytomes ou les gliomes mixtes sont les tumeurs a contenu cellulaire
mixte entre les cellules astrocytaires et oligodendrogliales qui sont classées en grade
Il ou 11l en prenant en considération différents criteres de malignité comme la
densité cellulaire, les atypies nucléaires, ’activité mitotique et la prolifération

vasculaire.

Tableau 1: Classification des gliomes selon ’OMS 2007

[17].
Les tumeurs astrocytaires
* Astrocytome cellules géantes sous-épendymaire Grade I
* Astrocyvtome pilocytique Grade I
o Astrocytome pilocytique, vanant pilomyxo~de Grade 11
* Astrocvtome di fius Grade I1

o Astrocytome fibrillaire
o Astrocytome protoplasmigue
o Astrocyiome gemistocyiique

* Astrocytome anaplasique Grade IIT
* Xanthoastrocytome pléromorphe Grade [T
* Gliobl astome Grade IV

o Glioblastome a cellules géantes Grade IV

o Gliosarcome Grade III

* Gliomatose cérébrale

Les tumeurs oligodendrogliales

* Oligode ndrogliome Grade IT

* Oligodendrogliome anaplasique Grade III
Les tumeurs mixtes oligo-astrocytaires

* Oligoastrocytome Grade I1

* Oligoastrocytome anaplasique Grade ITT




Classification 2016

Suite aux avancées majeures de la technologie qui ont influencé les techniques
d’investigation et de diagnostic, la classification établie par I’OMS en 2007 a subi plusieurs
changements en ce qui concerne les gliomes dans la version publiée en 2016. En plus du
caractere histologique (la morphologie), ils ont incorporé des paramétres moléculaires
(génétique) dans le but d’établir différentes catégories de tumeurs homogénes en termes de
réponses aux traitements et pronostic. Cette classification est basée sur la séparation des
tumeurs astrocytaires, oligodendrogliales et épendymaires ; cependant le classement histo-

pronostique reste constant pour les tumeurs.

Ces résultats sont basés directement sur des essais a immunohistochimie (IHC) qui s’averent
soit contributifs soit non contributifs ou méme réalisables, les chercheurs lui ont attribué le
terme « NOS » (not otherwise specified) [19]. A ce propos, ils ont pu identifier des marqueurs
utiles a prédire la réponse a certains traitements, ainsi que leurs utilisations pour le diagnostic

et le pronostic.

Tableau 2 : classification des gliomes selon ’OMS 2016

Tumeurs diffuses astrocytaires et nli;ndendmgl’l:]es

Autres tumeurs astrocytaires

Astrocytome diffus, (DH-mute | Astrocy ilocytigue
AstroCytome gémistocytique, (DH-muts FSLTOCYINTE: M OCyquE

. . Astrocytome pilomyxoide

Astrocytome diffus, IDR-mon muté !

Astrocytome diffus, NOS I Astrocytome subdpendymaire 2 cellules geantes

Astrocytome anaplasique, IDH-musté I ¥anthoastrocytome pleomaorphe

I Astrocytame anaplasigue, IDH-non muté 1] ¥anthoastrocytome pléomarphe anaplasique
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Classification 2021

Dans cette derniere édition, de nouveaux types et sous-types sont introduits et les critéres
de diagnostic histomoléculaire et de grading sont affinés, notamment pour les gliomes diffus.
L’identification des gliomes diffus « de sous-type pédiatriqgue » (de bas ou haut grade)
représente une amélioration majeure de la classification. Le réle des anomalies genétiques et
épigénétiques dans le diagnostic intégré des tumeurs est plus important par rapport a 1’édition
2016. Cette cinquieme édition, tant attendue, devrait permettre une meilleure prise en charge
des patients [19].

IIl. Les bases moléculaires

1. Mutation de P’isocitrate déshydrogénase 1 et 2 (IDH1 et IDH2)

La décarboxylation de l'isocitrate en alpha- kétoglitarate est réalisée a I'aide de 1’enzyme
isocitrate déshydrogénase codé par les genes IDH1 et IDH2. La récurrence des mutations dans
les gliomes affecte le codon R132 pour IDH1 et R172 pour IDH2, se résulte par l'altération
d'un seul alléle et I'accumulation de 2-hydroxyglutarate et I’hyperméthylation de I'ADN
(phénotype métylateur des flots CpG) qui inhibe la différenciation cellulaire. 1l existe une
fréquence élevée des mutations IDH dans les gliomes infiltrants de grade Il soit 87%, ou de
grade 111 soit 83% et 85% pour les glioblastomes secondaires qui en dérivent. Une mutation
IDH est considérée comme un facteur de bon pronostic dans les gliomes de grade 11, 11l et IV
[20].

2. La co-délétion 1p/19q
La Codélétion 1p19q correspond a une perte totale du 1q et 19p et une translocation

réciproque déséquilibrée (1 ;19) (q10 ; p10). Cette codélétion est associée a un bon pronostic
et une meilleure réponse a la chimiothérapie. Les gliomes codélétés 1p/19g expriment la
signature proneurale et des marqueurs neuronaux comme l’internexine a (7). Ils présentent
des mutations fréquentes et non exclusives des génes CIC (40-70%) et FUBP1 (15-30%)
situés respectivement en 199 et 1p. Ces mutations et la codélétion 1p19q inactivent les alleles
CIC qui est un antagoniste des récepteurs tyrosine kinase ou FUBP1 qui est un inhibiteur de
I’oncogéne MY C [20].
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3. Mutation du promoteur du géne de la télomeérase reverse
transcriptase TERT

La protéine TERT est une transcriptase reverse des téloméres impliqués dans le maintien de
la taille des télomeéres et a chaque division cellulaire le raccourcissement des téloméres assure
la senescence replicative en absence de TERT. Réecemment des mutations du promoteur
TERT ont été observée dans environ 80% des glioblastomes ces mutations assurent le
maintien de facon anormale la longueur des téloméres donc assurent 1’échappement des

cellules a la senescence et leur survie par conséquent, 1I’apparition de la tumeur [21].

4. Altération Du géene P53

Parmi les genes suppresseurs de tumeurs dont les pertes de fonctions sont le plus souvent
impliquées dans le développement des tumeurs cérébrales est le géne TP53 qui code pour une
protéine de 35 KD, il est localisé sur le bras court de chromosome 17 (17p13.1). La protéine
P35 est impliqué a la fois dans : la stabilité du génome, le contrdle du cycle cellulaire et
I’induction de I’apoptose. Elle joue aussi un role dans la réponse a de nombreux stimuli
cellulaires, dont les 1ésions de I’ADN, I’hypoxie, I’activation d’oncogeénes, la sous-expression
de facteurs de croissance. Elle répond également aux stimuli, en effet, la protéine P35 peut
interrompre le cycle cellulaire ce qui permet la protection de 1’organisme soit par I’initiation
de I’apoptose en ¢liminant les cellules défectueuses soit en réparant I’ADN avant la division
cellulaire. En conséquence une mutation du géne P35 induit I’apparition d’une tumeur
cérébrale. Lors de la gliomagenese, deux genes dont les produits contrdlent p53 sont
pl4/p19ARF et MDM2. P14ARF contrdle I’activit¢ de MDM2, qui a son tour controle p53.
La perte des deux copies du geéne de pl4ARF ou I’amplification ou la surexpression de
MDM2 conduisent a un effondrement rapide de la protéine p53 sauvage, la cellule étant alors
dépourvue de p53 sauvage, on observe I’absence de P35 sauvage dans la majorité des

glioblastomes ou pas de p14ARF, ou surexprime MDM2 [22].

5. Altération du géne BRAF

C’est un geéne qui code pour la protéine BRAF serine/thréonine intracellulaire participant a
la voie de signalisation et au processus tumoral. Plusieurs types d’altérations du géne BRAF,
localisé sur le chromosome 7934, ont été découvertes dans les astrocytomes pilocytiques : des

mutations de type V60O0E transformant une valine en position 600 en un acide glutamique, des
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insertions et des duplications en tandem-réarrangements de BRAF avec les génes KIAA1549
[23].

6. Altération des instabilités des microsatellite « MSI »

L’instabilité des microsatellites (MSI) est un phénotype tumoral reli¢ a une déficience du
systéme de réparation des mésappariements de I’ADN (MMR), et ce phénotype est retrouvé

dans les tumeurs cérébrales.

Les microsatellites sont constitués d’une répétition continue en tandem d’un motif
nucléotidique d’une a quelque bases , ils sont trés nombreux est dispersés dans tout le génome
dans des zones codantes ou non codantes, en cas de déficience du systtme MMR, qui
reconnait et répare les erreurs d’insertion de délétion ou de mésappariement de base qui
survient lors de la réplication de I’ADN avec D’intervention d’un complexe protéique
comprenant MLH1, MSH2, MSH6 et PMS2 qui fonctionnent sous la forme d’hétérodimeres
(MLH1/PMS2, MSH2/MSH®), les erreurs de réplication des microsatellites ne se corrige pas

amenant a leur instabilité .

La perte de fonction du systtme MMR est acquise et reliée dans I’immense majorité des cas
a une perte d’expression du géne MLHI1 par hyperméthylation de son promoteur. Cet
événement épigénétique s’inscrit généralement dans un contexte génétique plus large.
D’hyperméthylation de I’ADN, dit phénotype hyperméthylateur ou CIMP (CpG Island
Methylator Phenotype) [24].
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Partie Il ; matériel et méthodes

I. Matériel biologique

Le glioblastome est une tumeur hétérogéne caractérisée par plusieurs altérations
génétiques et moléculaires. Afin de déterminer le grade et de collecter plus d’informations il
faut cibler la biopsie qui doit étre trompée dans une solution de fixation et transportée au

laboratoire d’anatomopathologie pour réaliser 1’acte chirurgicale par les neurochirurgiens

[I. Etude histologique
1. Préparation des échantillons
a) Réalisation des coupes

Le bloc solide de paraffine contenant le tissu est coupé grace a un microtome (Figure 4).

Les coupes de 3 a 5 microns d’épaisseur sous forme de rubans mis dans un bain chaud, puis

étalés sur des lames.

BIOBASE

Figure 4 : Microtome
1. Coloration
a) Principe

On utilise la coloration de type H.E (hématoxyline- éosine). L’hématoxyline colore le noyau

en violet, 1I’éosine colore le cytoplasme en rose.
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Figure 5 : vue microscopique de la coloration Hématoxyline-éosine d’un
GBM

b) Déparaffinage

Dans cette étape on met les lames dans 1’étuve pendant une nuit a 60°C, puis on les incube

dans 2 bains de toluéne (5min chacun) afin d’enlever la paraffine.
c) Hydratation

Elle consiste a enlever la lame de toluéne et le remplacer par I’eau (toluéne est non miscible
dans I’eau). Puis I’incuber dans 3 bains d’alcool a titre décroissants 100°, 80° et 70° (5 min

chacun), enfin les lames sont rincées a I’eau courante.
d) Coloration

Premierement, on incube dans un bain d’hématoxyline pendant 5min, ensuite on rince a
I’eau courante et on passe dans 1’eau chlorhydrique, puis on rince a I’eau ammoniacale, et on
élémine cette derniere par I’eau courante (voir les annexes). Les lames sont alors placées dans
un bain d’éosine 2% pendant 5Smin. Enfin un dernier ringage est effectué grace a 3 bains

d’alcool a titre croissant 70°, 80° et 100° une minute chacun.
e) Montage entre lame et lamelles

Cette opération est réalisée a 1’aide d’un milieu de montage, une lamelle de verre qui

protégera le tissu des frottements mécaniques ou des modifications induites par les colorants.
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f) Observation microscopique

C’est la derniére étape de la coloration est réalisée par le médecin anatomo-pathologiste
pour identifier la zone contenant plus que 50% des cellules tumorales pour assurer la fiabilité
des tests qui suivent, et éliminer les faux négatifs obtenus par des cellules saines interférentes.

1.  Etude immunohistochimique (IHC)

L’immunohistochimie est devenue une technique d’appoint indispensable en anatomie
pathologique. Elle ne peut étre interprétée qu’en fonction des orientations diagnostiques
cliniques et morphologiques. Depuis plusieurs années, elle a permis de progresser dans le

diagnostic morphologique, en particulier celui des maladies cancéreuses.
1. Principe

L’immunohistochimie a pour but de mettre en évidence, dans les tissus, des molécules
(antigenes) membranaires, cytoplasmiques et/ou nucléaires visualisées grace a la détection par

un anticorps spécifique, couplé & un chromogéne agissant sur un substrat.

La méthode immuno-enzymatique indirecte consiste a introduire 1’Ac primaire au tissu puis
révélé par un Ac secondaire couplé a une enzyme qui va donner un produit chromogene
quand elle réagit avec son substrat. Les complexes Ag-Ac sont le site de fixation de la

coloration (figure 6).

Exemple de I'THC n 0, *
immunoenzymatique JOX® k.
indirecte

Antigéne

Anticorps primaire

Anticorps secondaire couplé au complexe avidine-biotine péroxydase
Révélation par substrat de la peroxydase (DAB)

HDWN =

Figure 6 : Principe de I'immunohistochimie indirecte (enzymatique)
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Les anticorps primaires utilisés dans la réalisation de ce travail sont :

e L’anticorps monoclonal anti- MSH2(FLEX Monoclonal Anti-human MutS Protein
Homolog 2 Clone FE11) : cet anticorps reconnait la protéine normale
e L’anticorps monoclonal anti-MSH6(FLEX Monoclonal Anti-humain MutS Protein

Homolog 6 Clone EP49) : cet anticorps reconnait la protéine normale.

2. Protocole expérimental de ’ITHC manuelle

Les coupes du tissu tumoral obtenues des cassettes sont incubées pendant une nuit a 37°C.
Aprés la récupération des lames, on commence par le déparaffinage qui se réalise par une

solution de démasquage (En vision FLEX Target Retrieval solution High pH x50) concentrée
est diluee au 1/50éme a I’eau distillée, ou on incube les coupes pendant 20 min a une

température de 65°C. Et aprés le démasquage des épitopes qui s’effectue aussi grace a la
méme solution de démasquage, on incube les lames a une température de 98°C pendant 20
min, une fois le démasquage est terminé on laisse la solution refroidir jusqu’a 65°C pendant
20 min, aprés on place les lames dans une cuve contenant le tampon de lavage FLEX WASH
BUFFER %20 dilué pendant 20min, puis on égoutte les lames et on entoure les fragments par
le PAP- PEN pour déposer la protéine bloquante des peroxydases endogenes (En vision FLEX
peroxydase Reagent) pendant 5 min dans le but d’atteindre la saturation des épitopes contre
les liaisons non spécifiques, puis on rince dans la méme solution de tampon pendant 7 min,
puis I’étape de dépdt d’anticorps primaire (antiMSH2/MSHG6) les clones respectivement
utilise EP49 et FE11 et on préserve les lames dans chambre humide.

Aprées 30 min on rince les lames dans la solution de tampon pendant 7 min apres on ajoute
MOUSE OU RABBET LINKER pour I’anticorps MSH2 Clone FE11 pour amplifier le
signale et on I’incube pendant 20 min. puis on ajoute 1’anticorps secondaires et on dispose les

lames dans une chambre humide pendant 20 min.

Enfin, on effectue un ringage avec le tampon et on incube les lames dans la solution de la
DAB chromogéene qui représente le substrat de I’enzyme. Le résultat se traduit par le dépot de

taches visibles d’une teinte brune. Finalement, la contre coloration par ’hématoxyline.
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IV. Etude moléculaire des glioblastomes

L’extraction d’ADN tissulaire est 1’étape initiale pour I’analyse moléculaire des tumeurs
cerébrales, permet I’isolement de I’ADN a partir des cellules tumorales tissulaires en quantité

suffisante pour permettre son analyse moléculaire.

1. Extraction d’ADN génomique

Aprés la sélection des blocs de chaque patient, pour augmenter le nombre de cellules
tumorales et éviter les faux positifs la détermination de la zone tumorale (contenant™+ de 50%
des cellules tumorales) est obligatoire. Le protocole d’extraction d’ADN Kit Invitrogéne se

passe en 3 étapes :
a. Déparaffinage

On pose dans une tube Eppendorf de 1,5 ml, 10 coupes de 5 um réalisées a partir du bloc
sélectionné et 1ml de xyléne 100% pour éliminer la paraffine et on vortex brievement pour
mélanger aprés on centrifuge le mélange pendant 30s puis on chauffe I’échantillon pendant
5min a 50 °C et on centrifuge une autre fois pendant 2 min a une vitesse maximale et on jette
le surnageant. On refait ces étapes 3 fois pour retirer toute la paraffine. Le culot obtenu
contient des traces de xyléne alors on les élémines par 1’éthanol donc on ajoute 1ml d’éthanol
100% et on vortex apres en centrifuge le mélange a vitesse maximale pendant 3 min et on
jette I’éthanol en laissant le culot intact et on répéte ces étapes 3 fois pour sécher toute trace
d’éthanol ensuite une nouvelle centrifugation permet de collecter les gouttes d’éthanol et

enlever le max puis on le culot a 40°C pendant 35 min.

b. Digestion a la protéase

Pour la digestion des protéines et des tissus et des membranes présente dans le culot on
ajoute a ce dernier 200 ul du tampon de digestion et 4 pl, on agite délicatementement et on

incube tout a 65°C pendant une nuit.
c. Isolation des acides nucléiques

Premierement on prépare un mélange de 240 pl d’isolation additif + 550 pul d’éthanol et on
mélange avec la pipette puis on pipete 700 pl du mélange et on dépose sur la cartouche du

filtre puis on centrifuge a 10000 tour par minute pendant 30s et on jette les débris on refait ces
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¢tapes 2 fois, apreés on ajoute 700 pl du Washl sur la cartouche et on incube 1min a une
température ambiante puis on centrifuge pendant 30s & 12000 g et on jette les débris ensuite
on ajoute 500 ul du Wash 2/3 sur la cartouche du filtre et on centrifuge pendant 30s a 12000 g

et on jette les débris, on répéte ces deux étapes 2 fois afin d’assurer un bon lavage.
d. Elution et quantification de PADN

On commence par le chauffage de la solution d’élution a 95°C puis on dépose 60 ul de la
solution sur 1’échantillon et on le laisse a température ambiante pendant 1 min, apres on

centrifuge 1min a vitesse max, afin de précipiter I’ADN.

Enfin, PADN extrait est dosé par fluorimétric sur Qubit. L’étape ci-aprés assure la

quantification de I’ADN en suivant le protocole suivant (figure 7).

Standards from kit
Ensure all reagents are

at room temperature @ &a; Vortex all assay tubes for
. . 2-3 seconds
ﬁﬂ; \ \ Incubate at room temperature
' 10 qu muL“ for 2 minutes
| {| Final volume
\ \ " \ “ is 200 pl T

-
[ 190 pL |
Qubit v v |/
Reagent 1 xnpL*
|

/m User samples
: -y ,—T‘i -y
| |

/99 xnpuL*

v v
Qubit Qubit 120\ 1-20 )\ 1-20\
Burrer Working -
Sclution T’) T Final volume Read tubes in

| ;
300190 5L \ |/ || is2004L Qubit Fluorometer

K

* where n = number of standards plus number of samples
Figure 7 : Protocole du dosage d’ADN sur Qubit Fluorometer
2. Réaction de la chaine polymérase (PCR)

La PCR, (Polymerase @ Chain  Reactionou  réaction),est une  technique
d'amplification enzymatique qui s’effectue dans un thermocycleur, permettant d'obtenir un

grand nombre de copies identiques d'un fragment d’ADN en utilisant des amorces spécifiques.

Le processus de synthése de I'ADN nécessite la succession de nombreux cycles. Chaque

cycle de PCR se passe en trois étapes, effectuées a températures différentes :
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e La dénaturation thermique de I'ADN a 95°C. Les 2 brins de I'ADN se séparent par
rupture des liaisons hydrogénes. Nous obtenons alors des matrices simple brin.

e Hybridation des amorces a 50°C-65°C. Les deux amorces contenues en large exces
s’hybrident lorsqu’elles rencontrent les séquences complémentaires. La température
permet aux liaisons hydrogénes de se reformer. Les amorces s’hybrident plus
facilement que les longs brins d’ADN ainsi, plus la température d’hybridation est
¢levée, plus I’hybridation est sélective et spécifique.

e Elongation a 72°C. La Taq polymérase (ADN polymérase) catalyse la réplication a
partir des ADN monocaténaires amorcés donc de fagon sélective (sélectivité qui

découle du choix des amorces).

On va s’intéresser a la recherche des mutations du géne BRAF. Deux couples d’amorces
sont ainsi utilisés et représentés dans le tableau 3.

Tableau 3 : Amorces utilisées pour la mise en évidence des mutations de géene BRAF

Nom de ’amorce Séquence nucléotidique
BRAF — F 5 TCTAAGAGGAAAGATGAAGTACTATG -3°
BRAF -R 5-AGACCTTCAATGACTTTCTAGTAA -3’

Le milieu réactionnel est préparé a partir d’une concentration d’ADN de 100 ng/ul selon les

indications du tableau 4. Les conditions de PCR sont résumées dans le tableau 5.
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Tableau 4: Composition du milieu réactionnel pour la détection des mutations du gene BRAF

Mix PCR Concentration initiale | Volume pour une réaction

Tampon PCR 10X 10 pl
dNTP 10 mM 2 ul
Amorce F 10 uM 2 ul
Amorce R 10 pM 2 ul

Taq polymérase 0,4 ul

Eau pure (gsp 50ul) T 28,6 ul
ADN amplifié 100ng/ul 5ul

Tableau 5: Programme PCR de I’exon 4 du géne BRAF

Cycles Temps Température
Dénaturation 5 min 94°C
Dénaturation 30 sec 94°C

Hybridation x40 45 sec 60°C
Elongation 1 min 72°C
Elongation finale 10 min 72°C
Conservation o 8°C

20




3. Electrophorese

Pour I’électrophorése on doit préparer un gel d’agarose 2% (\Voir annexes), et pour
chaque échantillon on mélange 5 ul du produit PCR avec 2 ul de tampon de charge (voir
annexes), donc on aura une migration des fragments d’ADN a 100 V selon leur tailles et

charge (figure 8).

Sens de migration de I'ADN

&

Wﬁ

Cathode(-) Anode(+)

/‘H] . |
uits de dépot \
\ \

Cuve a électrophorése Gel d'agarose Tampon TAE pH8

©

Figure 8 : sens de migration de ’ADN

a) Révélation et observation

Pour la révélation de ’ADN on va utiliser la méthode de révélation au bromure d’éthidium
ou BET. Le bromure d’éthidium est généralement employé comme marqueur non radioactif
pour identifier et visualiser des bandes d'acides nucléiques. Lorsqu'il est exposé a des
rayonnements ultraviolets, il devient fluorescent avec une couleur rouge orange, 20 fois plus

intense lorsqu'il est lié a I'ADN.

Apres la migration des bandes d’ADN, le gel est éclairé sous ultraviolet afin d'observer les
bandes d’ADN fluorescentes.

Si la PCR est satisfaisante, on procéde au séquencage dans le but de détecter les mutations
du géne BRAF.

21




4. Séquencage
a. Purification des produits de la PCR

Avant le sequencage, on doit purifier les produits PCR par un traitement a I’exo AP
(Exonulease and Shrimp alkaline phosphatase) en utilisant deux enzymes hydrolytiques,
I’exonucléase I et la phosphatase alcaline. L’exonucléase I supprime les amorces simples brin
résiduelles et tous les ADNs simple brin étrangers produits dans la PCR. La phosphatase
alcaline supprime les dNTPs restant dans le mélange de la PCR. Donc on a ajouté, 2,5ul
d’exoSAP directement a 5.5ul de produit PCR et on a incubé le tout était a 37°C pendant
30min. Le réactif EXoSAP était ensuite inactivé par un simple chauffage a 80°C pendant

30min.

Partie 111 ;: Résultats et discussion

I. Epidémiologie descriptive des glioblastomes étudiés

Une étude prospective est menée sur 17 patients atteints de glioblastomes.

1. Reépartition des cas des glioblastomes selon le sexe

Dans la population étudiée, on trouve que le pourcentage des hommes atteints de
glioblastomes est plus important 58,82% (10 patients) que celui des femmes 41,17% (7

patients).
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B Homme

B Femme

Figure 9 : Répartition des cas de glioblastomes selon le sexe

Ce résultat est compatible avec la plupart des études rapportant une prédominance
masculine. Une équipe francaise a décrit un sexe ratio de 1,5 a 1,8 [25], alors que le service de
neurochirurgie de I’Hopital Universitaire Joseph Ravoahangy Andrianavalona a Madagascar a
rapporté un sexe ratio de 1,2[26]. Une étude au Maroc a présenté une valeur de sexe ratio de
1,17 [27].

Alors on peut conclure que les hommes peuvent développer un glioblastome plus que les
femmes. D’aprés The Journal of Clinical Investigation cette différence définit liée au sexe est
da a la présence de la protéine rétinoblastome qui participe au contrdle du cycle cellulaire, et
réduit le risque de cancer, et qui est moins active dans les cellules du cerveau des hommes que

dans les cellules du cerveau des femmes [28].

2. Répartition des cas des glioblastomes selon d’age

L’age moyen des patients est 50,5 ans et 41% sont &gés de 61 a 81 ans (figure 10).

S




41%

29%

17%

11%

16-20 21-39 40-60 61-81

Figure 10 : histogramme représentant la répartition des glioblastomes selon les tranches d'dges

Notre étude montre que les glioblastomes peuvent se développer a tout age et surtout chez
les patients appartenant a la tranche d’age [61-81], ce qui concorde avec la majorité des
études, en effet les chercheurs Francais Zouaoui et coll ont présenté un &ge moyen de 52 ans
[29], et une autre étude en Espagne a rapporté un age moyen entre 59,5 ans [30], et au Maroc
une étude a revelé un age moyen de 52,4 ans avec un taux d’incidence élevé dans la tranche
d"age [50, 60 ans] [31].

Il. Etude Histologique

Sur le plan histologique, les glioblastomes sont caractérisés par une densité cellulaire
élevée, des rapports cyto-nucléaires éleves et plusieurs mitoses atypiques. On peut détecter les
phénomenes de nécrose et d’angiogenése qui sont important a relever sur des coupes

histologiques.
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Dans cette étude une large discordance inter-observateurs a été notée qui donne un effet
néfaste sur la prise en charge des patients, d’ou I’intérét de recourir a la recherche protéique
par étude immunohistochimique. Ainsi, [’identification de nombreux biomarqueurs
moléculaires a considérablement élargi I'utilisation de I'immunohistochimie et la biologie
moléculaire et leur rdle capital dans la prise en charge des glioblastomes. En effet, elle est

caractérisée par l’'utilisation d’un large éventail d’anticorps associant des biomarqueurs

spécifiques.
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Figure 11: Aspect histologique caractéristique d'un glioblastome

m. Etude Immunohistochimique

Une étude himmunostochimique a été réalisée sur 17 cas.
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Résultat d’THC négatif donc perte de la protéine

Tableau 6 : liste des patients inclus dans cette étude

N° du patient | Sexe Age MSH2 MSH6
1 F 16 - +
2 M 34 + +
3 F 18 + +
4 M 43 + +
) F 29 + +
6 M 65 + +
7 M 11 + +
8 M 68 + +
9 M 60 + -

10 M 51 + +
12 M 80 + +
13 F 79 + +
14 F 55 + +
15 M 62 + +
16 F 80 + +
17 F 42 + +

Résultat d’THC positif donc la protéine est préservée

D’apreés ce tableau, on observe que la plupart des cas sont positifs avec un pourcentage de

(88,23%), donc I’expression des deux protéines est conservée sauf chez le patient numéro 1
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ou on observe une perte d’expression de la proteine MSH2 et le patient numéro 9 qui présente
une perte d’expression de la protéine MSH6 avec un pourcentage de (11,76%), et ces résultats
concordent avec la majorité des études. D’aprés une étude frangaise, le phénotype MSI est
rarement présent dans une tumeur cérébrale avec un pourcentage de 1 a 5% [32], une autre
étude a estimé I’incidence du phénotype MSI a 5,5% [33]. Alors Chrystelle Colas et al. Ont
rapporté un pourcentage de 32% de la présence du phénotype MSI dans les tumeurs

cerébrales [34].

Le phénotype MSI est un puissant biomarqueur de 1’efficacité de I’immunothérapie En
effet, il a été démontré récemment que le statut MSI+ (présence d’une instabilité
microsatellitaire est un critére indépendant de réponse a I’'immunothérapie, quelque soit le

type de cancer.
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Conclusion

Malgré les progrés actuels, les glioblastomes restent un probléme majeur de santé publique
vu leur gravité et les difficultés de traitement.

Leur diagnostic fait intervenir la radiologie pour assurer une bonne chirurgie et
I’anatomopathologie basée sur les techniques histologique et immunohistochimique pour
confirmer le diagnostic clinique. Mais la biologie moléculaire reste nécessaire pour la prise en

charge du patient.

A travers notre étude nous nous sommes intéresses a la détermination du profil histologique,
immunohistochimique des glioblastomes en utilisant un panel d’anticorps spécifiques (anti-
MSHBG6 et anti-MSH2) pour révéler I’expression des deux protéines MSH6 et MSH2. En effet

la perte d’expression de ces deux protéines caractérise le lignage tumoral.

Il est actuellement recommandé par les sociétés savantes de documenter une inactivation du
systeme de réparation de I'ADN en biologie moléculaire par immuno-histochimie car la
détection du phénotype MSI est un enjeu majeur dans I’immunothérapie et un facteur

pronostic dans certains cas.
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Annexes

Annexe 1 : Préparation des solutions pour I’é¢tude histologique
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Eau chlorhydrique 0.5%

» On ajoute 0.5 ml de Hcl dans 100 ml de H20 distillée.

Eau ammoniacale

* On ajoute 10 gouttes de solution d’ammoniac dans 100ml de H20 distillée.

Annexe 2 : Préparations pour la PCR

Gel d’agarose a 2%

* 1 gd’agarose.
* 50 mlde T.AE (1X).
Chauffage sous agitation jusqu’a ébullition et obtention d’un liquide transparent.

* Ajouter 2ul de B.E.T.
Couler dans un moule muni d’un peigne dont les empreintes formeront des puits au sein du
gel servant au dép6t des eéchantillons a tester (produits PCR).
Apreés refroidissement (environ 30min), la moule est ensuite installée dans une cuve remplie
du tampon de migration (TAE 1X).

Tampon de migration TAE 1X

" Tris base 2,42g.

" Acide acétique glacial 5,71 ml.

" EDTA (0,5 M) 10 ml.
Pour préparer TAE 1X : 50 ml du TAE 10X et compléter jusqu’a 500 ml avec de I’eau
distillée.

Solution de charge

2 pl de Bleu de Bromophénol. C’est un colorant de charge qui permet de suivre visuellement
I’avancée de la migration. Une fois mélangé a I’ADN, il densifie le mélange pour éviter

I’échappement de I’ADN par les puits.

32




