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file:///C:/Users/fayza/Downloads/partie%20I%20(Enregistré%20automatiquement).docx%23_Toc518258383
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Avant-propos

Ce projet de fin d’études est réalisé dans le cadre de 1I’obtention de la Licence sciences biologiques

appliquées et santé¢ (SBAS) de la FST FES. Le stage s’est déroulé du 26 avril 2021 au 18 Juin 2021,

au sein du service d’analyse médicale du centre hospitalier Hassan Il

Sous I’encadrement du Dr ABBASSI Meriame et Pr GUISSI Sanae.

Le sujet porte sur : « Etude génétique du géne XPA chez des patients Xeroderma Pigmentosum ».

Etablissement du stage :

Le Laboratoire Central d’Analyses Médicales est situé au batiment J et congu comme un pole

d’activité hospitaliére comportant plusieurs spécialités d’analyses médicales :

Composé de :

Anatomie pathologique ;
Bactériologie-Immunoanalyses;
Parasitologie;

Biochimie et pharmaco-toxicologie;
Hématologie;

Génétique médicale et biologie moléculaire.

Salle de réception ; Salle de prélévements ;
Laboratoire de biochimie/Pharmacotoxicologie ;
Laboratoire d’hématologie ;

Laboratoire de bactériologie /Immunologie ;
Laboratoire de parasitologie ;

Laboratoire de génétique ; Laboratoire d'anatomie pathologique

L’unité de génétique meédicale et d’oncogénétique UGMO, représente une premiere expérience

dans un CHU au MAROC, elle est activement mise en place depuis sa création en Mars 2009. Elle est

subdivisée en trois disciplines qui assurent des activités variées :

Géneétique clinique (activité clinigue)

% Consultation de génétique (au centre du diagnostic)

) X/
A X4 o0

7/
L X4

A X4

Conseil génétique (au centre du diagnostic)
Consultation d’oncogénétique (au centre du diagnostic)
Avis du médecin généticien dans les services cliniques

Hopital de jour (en coordination avec les services cliniques)

Génétique chromosomigque (analyse des chromosomes)




% Cytogénetigue classique (caryotype)

%+ Cytogénetique moléculaire (FISH : Hybridation In Situ en Fluorescence)

Génétigue moléculaire (analyse des genes)

% Réaction de polymérisation en chaine (PCR), séquencage...Etc.



Liste des abréviations

ADN : Acide désoxyribonucléique

XPA : Xeroderma Pigmentosum groupe de complémentation A (et de méme pour XPB, XPC,
XPD, XPE, XPF, XPG et XPV)

ARN : Acide ribonucléique

BLAST : Basic Local Alignment Search Tool

UVB : ultraviolet de type B

CPD : Dimeéres de cyclobutane pyrimidines

UVC : ultraviolet de type C

EDTA : Acide Ethyléne Diamine Tétraacétique
GG-NER : Global Genom-Nucleotide Excision Repair
HHR23B : Human rad23 Homolog

NER : Nucleotide excision repair

PCR : Polymerase Chain Reaction

PCNA : Proliferating cell nuclear antigen

6-4PP : les pyrimidines (6-4) pyrimidone

RPA : Protéine de réplication A

RFC : Replication factor C

SLB : solution de lyse des Globules blancs

TC-NER : Transcription Coupled-NER, NER couplée a la transcription
TFIIH : Facteur de transcription I1H

UV : ultraviolet

UDS : Unschedduled DNA Synthesis

XP : Xeroderma pigmentosum
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INRODUCTION

Le génome humain est exposé en permanence a des menaces endogénes et exogénes affectant
I’intégrité de 1’acide désoxyribonucléique (ADN), et le rayonnement UV (rayons invisibles émis par
le soleil, mais également par certaines lumieres artificielles) est 1’'une des causes les plus fréquentes
des Iésions d’ADN [1]. Ces rayons UV (surtout I’UVB et I’UVC) provoquent la formation des photo-
produits, principalement des diméres de cyclobutane pyrimidine (CPD) ou les diméres TT ; qui créent

des distorsions dans I’ADN et peuvent donc inhiber la réplication de I’ADN ainsi que la transcription

[2].

D’une maniére générale, les cellules eucaryotes supérieures posseédent différents systemes de
réparation d’ADN, qui sont bien conservés au cours de 1’évolution. Ainsi plusieurs stratégies ont été
développées pour faire face aux diverses lésions d’ADN causées par les agressions d’agents internes

et externes, afin d’assurer I’intégrité du matériel génétique et limiter les conséquences mutagenes.

En revanche, lorsqu’un de ces systémes n’existe pas ou présente un dysfonctionnement dans ses
composants, les cellules ne peuvent plus lutter contre les dommages induits au niveau du patrimoine

génétique ce qui aboutit & ’apparition d’une multitude de pathologies.

Parmi ces maladies, Le Xeroderma Pigmentosum (XP), est I’une des maladies génétiques les
plus graves causées par des mutations au niveau de certains chromosomes et qui touche une bonne
partie de la population. La fréquence du XP varie suivant les régions du monde ; les pays du Maghreb
et de I’Afrique, ou les mariages consanguins sont plus fréquents, sont les plus touchés [3].

En effet, cette maladie met en jeu plusieurs mutations génétiques , leur identification est facilitée
par les techniques de diagnostic (PCR, Séquencage..) de la génétique médicale qui permet d’identifier,
d’analyser et de prévoir la transmission des caractéres héréditaires afin de guérir, prévenir ou limiter
la gravité des symptdmes ; tout en recherchant les principales mutations et mettant au point des

traitements pour soigner cette maladie.



L’objectif de ce travail est de décrire I’aspect génétique de la mutation €.682C > T (p.Arg 228
Ter) du gene XPA, étant donné que cette mutation est parmi les mutations les plus fréquentes du
XERODERMA PIGMENTOSUM chez la population marocaine.

La recherche de cette mutation a 1’aide des techniques de biologie moléculaire sera ainsi
réalisée chez des patients XP recrutés dans le service de dermatologie au sein du Centre Hospitalier

Hassan II, Ceci a I’aide des techniques de la biologie moléculaires tel que la PCR, séquencgage...etc.
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A.ASPECT CLINIQUE:

I.  Xeroderma Pigmentosum
1. Définition
Xeroderma pigmentosum (peau séche pigmentée), est une génophotodermatose (maladie génétique
rare (1 personne sur 1 000 000)); transmise selon un mode autosomique récessif (Figure 1); et elle est
définie par une extréme sensibilité a la lumiére du soleil; plus précisément aux rayons UV entrainant des

coups de soleil, de pigments dans la peau avec une incidence tres élevée de cancers cutanés [5] ; il s’agit

d’une pathologie grave et invalidante liée a un défaut de réparation de I'ADN dans les cellules exposées

»

fa I fa
..P
a

aux rayons UV[6].

.l
! fa /!
Homozygote sain

@ Homozwvgote malade
- Heéterozygote porteur sain

Figure 1 : Illustration de la transmission autosomique récessive de Xeroderma Pigmentosum [1°]

2. Caractéristiques du Xeroderma Pigmentosum

Xeroderma Pigmentosum est caractérisé par un systeme de réparation par excision des nucléotides
(NER) defaillant incapable de réparer les Iésions induites par les UV. Cela conduit a des altérations
génétiques avec un risque fortement élevé de cancer cutanés et ophtalmogiques [6 ; 7], chez certains et
des troubles neurologiques chez d’autres [8].

Elle se manifeste dés I’enfance par une hyper-photosensibilité, une pigmentation ressemblant a des
taches de rousseur sur la peau exposée et une atteinte cutanée et oculaire(Figure2) [7]. Les modifications
cutanees apparaissent selon 3 stades :

Premier stade : des érythémes et des brllures persistantes avec une photophobie, xérose et une
chéilite.
Deuxieme stade : des troubles pigmentaires se développent progressivement (macules pigmentées

lenticulaires ; atrophie cutanée, télangiectasies....)



Troisieme stade : des tumeurs cutanéo-muqueuses ainsi que des anomalies neurologiques chez les
groupes AB D et G [9].

Figure 2 : Patient présentant la maladie XP [2]

3. Symptdmes :
Les formes classiques du XP commencent dés les premiers mois et se manifestent par divers signes
(Figure3d) :

% Signes cutanées :

> Une extréme sensibilité a la lumiére du soleil (photophobie) (avec des cloques; érythéme
persistant ;...) [8]

> Présence de lentigines (pigmentation ressemblant a des taches de rousseur) dans les zones exposées
au soleil (nez, front, cétés du cou et zone sous le menton...).

> Peau vieille, séche, rugueuse et atrophique.

> Macules hypopigmentées

» Télangiectasie (peut étre une caractéristique tardive).

» Zones d'hyper et d’hypo-pigmentation

> Neéoplasmes et Tumeurs malignes in situ des mélanocytes et des kératinocytes, et éventuellement
de multiples carcinomes basocellulaires et carcinomes épidermoides invasifs et des mélanomes [9,
10, 11,12].



% Signes oculaires :

» Altération de ’ADN des cellules épithéliales de la conjonctive, de la cornée, du cristallin et des
paupiéres

> Kératite (inflammation de la cornée) sévere, entrainant une opacification et une vascularisation de
la cornée [12, 13]

% Signes neurologiques :

> 20 a 30% des patients ont des problémes neurologiques et une déficience intellectuelle ; dus a une
dégenérescence neuronale progressive entrainant une surdité neurosensorielle, une ataxie, une

microcéphalie, des troubles de la parole et de la démarche, et une altération de la vue. [1, 14,15]

Figure 3 : Les différents symptémes cliniqgues du XERODERMA PIGMENTOSUM [3’]

I1. Incidence du Xeroderma Pigmentosum :

La prévalence du xeroderma pigmentosum varie de 1 a 4 cas pour 1 000 000 en Europe et aux
Etats-Unis. Le Japon et les pays du Maghreb sont les plus touchés avec prés d’1 cas pour 100 000
personnes. En Tunisie la prévalence est estimée a 1/10 000 [49], tandis qu’au Maroc, elle est d’environ
1/80 504 [4].

Elle touche les filles et les garcons avec la méme fréquence. 1l s’agit d’une maladie génétique
grave et sévere affectant profondément la qualité et 1’espérance de vie humaine. Lorsqu’un enfant ne
dispose d’aucun moyen de protection contre le soleil, I’espérance de vie est en moyenne de 20 ans
[48].



I1l. Diagnostique :

Diagnostic clinique :

Le diagnostic clinique se base sur I’étude des signes cliniques que présente le patient atteint de
cette maladie et qui apparaissent dans trois zones principales de 1’organisme ; la peau (par exemple :
coup de soleil, pigmentation anormale, brulures...) ; les yeux (inflammation de la cornée ...) et le

systéme nerveux, ainsi que les cancers dont la fréquence est fortement accrue chez ces patients [16].

Diagnostic Moléculaire :

o TestUDS:

Le diagnostic peut étre confirmé définitivement par 1’utilisation des tests cellulaires robustes pour la
réparation défectueuse de I'ADN qui sont disponibles dans plusieurs pays. Le test le plus couramment
utilisé est la mesure de la synthése d'ADN non programmée UDS (unscheduled DNA synthesis)
dans les fibroblastes cutanés en culture. Le test UDS, ou encore la synthése d’ADN non programmée
mesure la resynthése d’ADN qui a lieu lors de la NER et non lors de la phase S. Le principe de cette
méthode a été décrit pour la premiére fois, en 1964, par R.E Rasmussen et R.B Painter [15].Ce test
peut étre utilisé aussi sur les cellules amniocytaires pour le diagnostic prénatal [18]. Les cultures de
fibroblastes cutanés sont établies a partir d'une biopsie prélevée sur une zone non exposee de la peau,
telle que la partie supérieure, I'intérieur du bras ou les fesses. Les fibroblastes sont irradiés aux UV
dans une boite de Pétri, et 'UDS peut étre mesuré comme l'incorporation de nucléotides dans I'ADN
des cellules irradiées soit par autoradiographie ou par fluorescence.... [17]. Un niveau réduit d'UDS

confirme le diagnostic de XP (Figure 4).

Figure 4 : Cellules normales (a gauche), cellules d’un patient XP (a droite) [51]



o PCR et Séquencage :
Ce test est basé sur I’amplification du gene d’intérét par la technique de Réaction de
Polymérisation en Chaine puis son séquencage pour déterminer la succession des nucléotides au niveau
du géne, tout en recherchant la présence ou I’absence des mutations. (Détails dans la partie Matériels et

méthodes)

IVV.  Prise en charge et conseil génétique :

Jusqu’aujourd’hui, il n’existe aucun traitement curatif pour cette pathologie .Tandis que, la prise
en charge des manifestations cliniques du XP est le seul moyen pour prévenir des complications de cette
maladie ; elle doit se faire a vie devant les risques majeurs de cancers de la peau et elle repose sur une

éviction solaire préventive précoce. Les mesures de protection comprennent : [14]

v’ Prise en charge Cutanée :

o La personne doit éviter toute source de lumiére ultra violette les lumieres d’hopital, les lampes
halogénes, les lampes aux halogénures métalliques et certaines lampes fluorescentes ; Toutes les
fenétres de la maison, de la voiture et de I'école doivent étre recouvertes d'un film résistant aux UV.

o Lapeau exposée au soleil a I’extérieur doit étre recouverte d'un écran solaire et d'un baume a levres ;
les pantalons longs, les manches longues et les gants ; un masque facial résistant aux UV et des
lunettes de soleil enveloppantes doivent étre portées (Figure5).

o Des visites régulieres doivent étre effectuées chez le dermatologue, afin que toute Iésion
précancéreuse puisse étre enleveée le plus t6t possible.

v’ La prise en charge ophtalmologique :
o Des examens oculaires fréquents par un ophtalmologiste sont recommandés.
v’ La prise en charge neurologique :
o La prise en charge des patients présentant une atteinte neurologique peut inclure l'utilisation de

prothéses auditives, la physiothérapie, I'ergothérapie et I’orthophonie.



Figure 5 : Exemple d’une photoprotéction (Contre les rayons UV) [4]

Comme pour tous les troubles génétiques, le conseil génétique et le soutien psychologique sont
appropriés pour les familles, pour discuter de I'étiologie, de la probabilité d'occurrence lors des futures
grossesses, de la probabilité accrue d'occurrence dans les communautés ou les mariages consanguins

sont courants.

B.ASPECT MOLECULAIRE

I.  Le systeme de réparation par excision de nucléotides :

La réparation par excision nucléotidique (NER) est une voie de réparation polyvalente de I'ADN
qui élimine diverses lésions de base déformant I'hélice telles que les photolésions induites par les
ultraviolets (UV) [19] y compris les dimeéres de cyclobutane pyrimidine de thymines adjacentes (T),
cytosines (C) ou mixtes T et C ou le 6,4 pyrimidone. Le NER se compose de deux sous-voies distinctes :
le NER génomique global (GG-NER), qui fonctionne dans tout le génome, et le NER couplé a la
transcription (TC-NER), qui intervient dans la réparation des lésions bloquant la transcription par I’ARN
polymeérase 11 [20].

Le processus de NER (GG-NER ou TC-NER) se divise en trois étapes principales :

o Reconnaissance des dommages
o Double incision a I’extrémité de la 1ésion

o Synthése de I’ADN et remplissage de lacunes [21,22].



Notre intérét va porter sur la voie GG-NER qui est affectée dans la maladie de XP. I
existe plusieurs génes (par exemple, XPA, XPB, XPC, XPD, XPE, XPF et XPG) qui codent pour des
protéines indispensables dans GG-NER [20] ; ces protéines participent a la réparation de la maniére
suivante :

Premiérement le complexe XPC-HHR23B et XPA(DDB?2) se lie a ’ADN avec une forte
affinité et permet la détection de dommage [23, 24]. Cette liaison permet au complexe XPC de servir
de plate-forme pour le recrutement de TFIIH et de XPA qui Vérifie I’existence de Iésion. Ensuite le
complexe TFIIH est chargé en 5 'sur le site de la lésion et utilise ses composants XPB et XPD pour
transloquer le long des deux brins d'ADN et dérouler 'ADN vers la lésion [25]. XPB(ERCC3) et
XPD(ERCC2) présentent des fonctions ATPase et hélicase ADN-dépendantes ; XPB peut dérouler
I'ADN dans une direction 3 '— 5' et XPD dans la direction opposée [26]. Enfin XPA et RPA stabilisent
I’ADN ; XPA se lie aux nucléotides endommagés et RPA a I'ADN simple brin intact ; jouant un role
important dans la formation d'un complexe entiérement ouvert pour le recrutement des nucléases XPF-
ERCC1 et XPG (ERCC5) qui vont réaliser la double incision afin de permettre I'élimination de ~ 24—
32 oligonucléotides contenant la lésion d'ADN [27-28]. L'incision coté 5 'est réalisée par
I'nétérodimere XPF-ERCC1, suivie de I'incision c6té 3' par XPG [29]. L'oligonucléotide contenant la
Iésion reste associé a TFIIH jusqu'a ce qu'il soit finalement libéré et traité par la ou les nucléases. La
synthése ultérieure d’ADN remplissant les lacunes est réalisée par I'action concertée de Pol 6 qui est
aidee par les cofacteurs PCNA (proliferating cell nuclear antigen), RFC (Replication factor C) et RPA
(Replication protein) [30]. Et les entailles sont finalement scellées par des ADN ligases spécifiques

pour compléter la réparation (Figure 6) [31, 32]
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Figure 6 : Schéma du systeme NER [1°]
I1. Les genes impliqués dans la maladie du xeroderma pigmentosum :

Il existe huit groupes de complémentation génétique dans XP. Sept de ces groupes, XP-A a XP-
G, sont associés a une réparation par excision de nucléotides défectueuse (NER), tandis que le groupe
restant, une forme variante de XP (XP-V), est compétent en NER mais manque d'un ADN spécialise.
XPV est caractérisé par une mutation au niveau du géne POLH qui code pour un ADN polymérase
translésionnel, qui s’appelle L’ADN polymérase (1)) ; une polymérase de synthése de Translésion qui
peut répliquer des modéles d'ADN contenant des dommages induits par la lumiere ultraviolette [33];

c’est-a-dire elle est nécessaire pour répliquer I'ADN contenant des dommages non réparés.(Figure 7).
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Figure 7 : Synthése Translésionnelle de I’ADN polymérase n [52]

Huit génes impliqués dans les différents groupes génétiques du XP ont été identifiés [34], sachant

que la mutation de type XPC et XPA sont les plus fréguentes :

Tableau 1 : Les différents types des genes du systeme NER impliqués dans la réparation des dimeéres
de thymines [53]

NOMBRE DES
GENE EXONS LOCALISATION | FONCTION DE PROTEINE

XPA 5 9g22.33 Veérification du dommage
XPB/ERCC3 15 2q14.3 Hélicase

XPC 16 3p25.1 Reconnaissance du dommage
XPD/ERCC2 ’3 19013.32 Hélicase

XPE/DDB2 10 11p11.2 Reconnaissance du dommage
XPF/ERCC4 1 16p13.12 Nucléase

XPG/ERCC5 15 13¢33.1 Nucléase

XPV /POLH 11 6p21.1 Polymérase
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[1l.  Les groupes de complémentation les plus fréquents du Xeroderma
Pigmentosum :

1. Groupe de complémentation C :

o Caracteristiques generales :

Le groupe le plus fréquent ; il représente 25-40% de tous les cas de XP et sa prévalence

prédomine dans les pays méditerranéens et dans le Nord de I’ Afrique [67].

Les patients atteints de XPC présentent des Iésions de la peau typiques du XP (taches de rousseur
progressives, sécheresse de la peau, cancers de la peau, tumeurs malignes oculaires...), mais en général
ils ne présentent aucune réaction aigué au soleil (types coup de soleil). Les patients XP-C ont trés
rarement des problémes neurologiques, mais ils ont un risque tres accru de développer des cancers non

seulement cutanés mais également colorectaux, du poumon ou du sein [42].

o Gene XPC:
XPC est Situé sur le chromosome 3p25 et s'étend sur 33 kb et contient 16 exons (82-882 Pb) et
15 introns (Figure 8), et code pour une protéine XPC de 940 acides aminés, dont la fonction est de
détecter les dommages de I'ADN lors de la premiere étape de GG-NER pour « Global Genome
Nucleotide Excision Repair ». La protéine codée est importante pour la détection des dommages et la
liaison de I'ADN, pour le recrutement du complexe de transcription générale IIH (TFIIH) et ses sous
unités XPD et XPB [43].

Exon 1 . 3451526 7 8 9 1 1112131415

-+

(bp) 103 196 113 124 85 158 121 90 882 161 82 135170 9490 216,
lntron§1 2 5 45152 6 7 8 g 10 111 31'13%5
oms«b zzubmt 2 0.6kb o 0.8kb 15K .0, 34k mo&b- P

Figure 8 : structure du géne XPC [7’]
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o Mutations :

Les patients XP-C ont un GG-NER déficient qui correle trés souvent avec un niveau d’expression
trés bas d’ARNm codant pour XPC (5 a10% de la normale) [42]. De nos jours, plus de 36 variantes
pathogenes ont été signalés dans le géne XPC et la mutation ¢.1643 1644delTG(Exon9) est connue
pour étre la plus commune chez les patients XP mediterranéens. Cette mutation de décalage du cadre
de lecture provoque I'absence de protéine XPC. Il a été constaté que le niveau de réparation de 'ADN

induit par cette mutation a été réduit a 10-20% de celle de compétence cellules normales [44].

2. Groupe de complémentation A :

o Caractéristiques générales :

C’est une forme sévere du XP, elle Représente 24 % des cas de XP. Les patients XPA souffrent
d’une sensibilité¢ dermatologique ¢élevée a la lumiere du soleil (sensation de brulures, taches de
rousseur, cancer de la peau...) ; associée souvent a une déficience neurologique et d'un de vieillissement
précoce [35]. Des retards de croissance et du développement sexuel peuvent également étre observés

chez ces patients [36]

o Geéne XPA :

Le géne XPA est situé sur le chromosome 9g22.33 et contient 6 exons et 5 introns [37] (Figure 9),
il code pour une protéine XPA de 31 kDa, 273 acides aminés (aa) .XPA est la protéine clé du NER ;
elle joue un role trés important dans la vérification des dommages d’ADN et le recrutement d'autres
protéines NER telles que RPA et ERCCI...[38]. En plus de la reconnaissance et la vérification des
dommages d’ADN, XPA peut se lier indépendamment a des jonctions ds-ssDNA (ADN simple brin et
I’ADN double brin) et les stabiliser pendant le processus NER et / ou pendant d'autres types de
métabolisme de I'ADN [39]

Exon 1 Exon2 Exon3 Exon 4 Exon§ Exon 6
(289 bp) (111 bp) (106 bp) (166 bp) (118 bp) (678 bp)
Nucl.: 1 n 172 282 283 387 388 555 556 672 673 819
—t+~—u I stmadiomee dddibis o8 pod menfoimiel  Bles) Beven o ¢ .--ou--.mu‘m | 'c‘a U )
AA: 1 57 58 % % 129 130 185 186 224 225 2713
5'UTR Intron 1 Intron 2 Intron 3 Intron 4 Intron 5 3'UTR
(-117-0) (23,650 bp) (21,850 bp) (28,740 bp) (41,326 bp) (38,070 bp) (*1-"543)

Figure 9 : Structure du gene XPA
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o Mutations :

Plusieurs mutations peuvent étre détectées dans le géne XPA, chaque mutation se traduit par un
phénotype plus ou moins sévére. Cependant, la sévérité des symptdémes varie considérablement en
fonction de la position et le type de mutation. Les patients XPA les plus severement atteints(cancer de
la peau ; complications neurologiques...) présentent des mutations homozygotes (sur les deux alleles)
dans la région du géne qui permet la fixation de la protéine XPA a I’ADN (domaine central : exons
111, IV et V) [40].Tandis que les mutations dans I'extrémité C terminale de la protéine, qui interagit

avec le facteur de transcription TFIIH, provenaient de patients avec maladie de la peau uniquement
[4]

La mutation récurrente du géne XPA chez la population marocaine est une substitution dans
P’exon 6 du géne XPA, c.682C > T (p.Arg 228 Ter) [8].
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CHAPITRE 1. MATERIEL ET METHODES

A/ Description de I’étude

1. Echantillonnage

11 s’agit d’une étude rétrospective sur une période allant de «juin 2017 » a « Juin, 2021 », portée
sur une série de 52 patients diagnostiqués dans le service de dermatologie et adressés au laboratoire de
génétique au Centre Hospitalier Universitaire Hassan 11 de Fes pour une confirmation génétique.

La premiére étape de cette étude est d’explorer la mutation du géne XPC siégeant au niveau de
I’exon 9 (c.1643 1644delTG ou p.Val548Ala fsX25) chez tous les patients, puis celle du géne XPA
siégeant au niveau de 1’exon 6 (€.682C> T, p.Arg228X) chez ceux, dont la mutation XPC était négative
(21 patients).

2. Déroulement de travail

L’analyse génétique repose sur une analyse de ’ADN génomique a partir du sang total. Pour
cela, une extraction de ’ADN est d’abord réalisée a partir d’un échantillon sanguin des différents
patients, suivie de sa quantification par dosage spectrophotométrique. L’ ADN ainsi extrait, est amplifié
par la suite, en ciblant la région responsable de la maladie, grace a une technique de PCR "polymérase
Chain réaction”. Apres purification du produit PCR, un séquencage est réalisé pour 1’identification de
la mutation recherchée et qui est une substitution de C par T au niveau de I’exon 6 (c.682C > T
(p-Arg 228 Ter) du gene XPA.

B. Méthodes

1. Préléevements

Le prélévement de sang se fait dans deux tubes EDTA (Ethylénediaminetétraacétique) de 5
ml chacun dans le but d’une extraction d’ADN par kit ou par sel. Les tubes peuvent étre conservés a

+4°C ou a -20°C pour une utilisation ultérieure.

2. Techniques d’extraction et de purification d>’ADN

L’extraction de I’ADN est une étape primordiale avant de commencer toute étude. C’est une
technique d’isolement de I’ADN a partir de cellules en quantité et en qualité suffisante pour ensuite
étre utilisé et analysé par les techniques de biologie moléculaire. Il existe différents protocoles pour

extraire I'ADN, qui suivent approximativement le méme schéma de principe :
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Parmi les méthodes les plus utilisées, le laboratoire de Génétique médicale et d’oncogénétique
effectue I’extraction selon deux méthodes : soit par SEL ou par KIT commercialisé (invitrogéne).

Concernant notre travail, I’extraction d’ADN par Kit est celle utilisée.

2-1) Extraction d’ADN par Kit
2-1-1) Principe

L’extraction d’ADN par Kit sur suspension cellulaire est une technique qui permet d'isoler
I'ADN a partir d'une suspension cellulaire grace a un kit muni d’une colonne. Aprés lyse cellulaire
I'ADN dispersé dans la solution est collecté sur une membrane permettant ainsi de le purifier avec un

rendement maximal, ce qui rend cette technique avantageuse lorsque le volume de sang est faible.

2-1-2) Protocole expérimental

Dans un tube Eppendorf de 1 ,5 ml, 200 pl de sang + 20ul de protéinase K (20 mg/ml) + 20ul
de RNase A (20 mg/ml) sont ajoutés. L’ensemble est Vortexé environ 15 secondes puis incubé 2
minutes a température ambiante. 200 pl de Pure Link TM Genomic Lysis Binding Buffer (fourni par
le Kit) sont ensuite ajoutés et ’ensemble est vortexé environ 15 secondes. Le mélange est incubé 10
minutes a 55°C. 200ul d’éthanol absolu sont additionnés et I’ensemble est vortexé environ 5 secondes.

Le mélange est ensuite placé dans la colonne Pure Link TM et centrifugé 1 minute a 8000rpm.

La colonne est placée dans un tube collecteur de 2ml (fourni dans le kit) et le tube contenant le filtrat
est jete. 500ml de tampon Wash Buffer 1(Premier lavage) sont ajoutés et I’ensemble est centrifugé 1

minute a 8000rpm.

La colonne est placée dans un tube collecteur de 2ml (fourni dans le Kit) et le tube contenant le filtrat
est jeté. 500ml de tampon Wash Buffer 2 sont ajoutés (2°™ lavage) et I’ensemble est centrifugé 3

minutes a 14000 rpm.

La colonne est placee dans un tube Eppendorf de 1,5ml; entre 50 et 100 ml de tampon Pure Link TM
Genomic Elution buffer sont ainsi ajoutés suivis d’une incubation 1 & 5 minutes & tempeérature
ambiante, apres centrifugation 1 minute a 8000rpm. Une deuxiéme élution est réalisée : les 50ml sont

mis dans la colonne et centrifugés 1minute a 8000rpm.
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L’ADN extrait est conservé a +4°C ou -20°C.

2-2) Dosage de ’ADN

Le dosage d’acides nucléiques consiste a déterminer la concentration d’acides nucléiques ; en

utilisant un spectrophotomeétre Nano Drop, ...

Une fois I’ ADN extrait, il sera dosé pour déterminer sa concentration. En effet, les acides nucléiques
présentent un pic d’absorption dans I’ultra-violet, dont le maximum se situe a 260 nm (Figure10). Un

ADN est considéré pur lorsqu’il présente un rapport DO2eo/ DO2go compris entre 1.8 et 2.

Vvuiiay sunuos A D A Ot 4 &8 Ol S Odi g et

2,31~
2,20-

m—
1,00~
1,60~
1,40~

wzlll'ttll"ltul
220 230 240 250 260 270 W0 290 300 IO R0 30 MO0 0

Figure 10 : Spectre relatif a un dosage d’acide nucléique [5’]

3. Amplification des séguences nucléotidiques par PCR

3-1) Principe

La Réaction de Polymérisation en Chaines PCR (Polymerase Chain Reaction) est une technique
primordiale de la biologie moléculaire qui permet d’amplifier in-vitro une région spécifique d’un gene
afin d’obtenir une quantité suffisante pour le détecter et 1’étudier. Cette réaction est réalisée en une
succession de cycles. Les produits obtenus a la fin de chaque cycle servent de matrice pour le cycle
suivant. L’amplification est donc exponentielle. Cette technique a révolutionné le diagnostic

moléculaire de plusieurs maladies génétiques d’une maniére rapide et efficace.
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3 -2) Protocole expérimental de la PCR

Le KIT « DreamTaq Green PCR Master Mix » est celui utilisé. C’est une solution préte a I'emploi
contenant DreamTaq DNA Polymerase, DreamTaq Green buffer optimisé, MgCI2 et dNTP et I’Eau

(Water nuclease free).

La PCR a été effectuée et optimisée sur I’ADN génomique préalablement dilué a 100 ng/ul en
utilisant les amorces sens et antisens spécifiques pour chaque région de 1’exon 6 du géne XPA. Etant
donné que I’exon 6 est trés long et contient plus de 1138 pb, il sera donc difficile a amplifier. Pour
cette raison, il est divisé en deux parties a et b. Chaque partie a deux couples d’amorces bien spécifiques
(Tableau 2) : Le couple d’amorces XPA-a permettra I’amplification d’un fragment d’ADN de 594pb.

Le couple d’amorces XPA-b permettra I’amplification d’un fragment d’ADN de 544pb.

Tableau 2 : Séquences d’amorces utilisées pour I’amplification de ’exon 6 du géne XPA.

Amorces XPA-a Amorces XPA-b

Amorce sens Amorce antisens Amorce sens Amorce antisens

5’GTGAGGTAAGAAAG | SSTCTAGCACTCAG | 5’GTTTCAGTGAA | 5’ GGTTGGTAAATGCT
TAAGTTTGCCAAG3’ CTCCCATCTCTG3” | GGTCACCTGGC3’ | CAGTAAATGTTAGCY’

Dans un tube Eppendorf, un mélange de 12ul d’H20+10ul de Tampon+1pl d’amorce F+1pl
d’amorce R +1pul d’ADN est réalisé. Aprés centrifugation pendant 1 min, I’ensemble est placé dans un
thermocycleur (Applied Biosysteme) : un appareil qui permet d’amplifier I’ADN pendant 35 cycles et
chaque cycle se fait en trois étapes selon un programme déterminé.

= La dénaturation de I’ADN en simples brins a 95°C pendant 30 secondes.

= L’hybridation des amorces F et R a 64°C : la température d’hybridation est calculée a partir de
la formule suivante : Ta=Tm —5°C, avec Tm = [2(A+T) + 4(C+G)] :

= L’élongation & 72°C.
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Figure 11 : Programme PCR dans le thermocycleur (Applied Biosysteme)

3-3) Témoins de la réaction PCR

Les témoins inclus pour chaque réaction PCR comprennent :
- Témoin positif a pour fonction de s’assurer des bonnes conditions de la PCR, ce témoin est
représenté par I’ADN d’un sujet normal sain.
- Témoin négatif assure I’absence de contamination, auquel il n’y a pas d’ADN.
Dans notre cas, le témoin négatif qui va nous confirmer s’il y’a une contamination ou pas est
celui réalisé.

3-4) Contréle des produits PCR

Le contr6le du produit PCR se fait par électrophorése, pour évaluer la quantité et la qualité
d’ADN. La migration de I’ADN sous I’effet du champ électrique est réalisée dans un gel d’agarose a
2 %.

Préparation du Gel d’agarose : dans une fiole jaugée, 2g d’agarose pure et 100ml de TBE (1X)[Tris

Borate EDTA] sont mélangés et placés dans un four micro-onde pour fondre 1’agarose et homogénéiser
le gel. Apres homogénéisation du gel et élimination totale de la mousse, 4 ul de BET (Bromure
d’éthydium (10mg/ml)) est ajouté puis le mélange est versé dans une cuve jusqu’a ce qu’il se solidifie.
La cuve est ensuite placée dans le tampon de migration. La migration est lancée pendant 10 min a 80

Volts et la visualisation des fragments d'ADN se fait aprés exposition a la lumiére ultra-violette.

4. Séquencage d’ADN

Le séquencage est la derniere étape qui permet de connaitre la succession nucléotidique du gene

étudié et de détecter les différentes mutations du géne XPA.
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4-1) Purification par Exo SAP-IT®

EX0SAP sert a la purification rapide et efficace des produits de PCR. Il comporte deux enzymes
hydrolytiques, I'exonucléase I(Exo) qui dégrade les ADN simples brins et la phosphatase alcaline de
crevette (SAP) qui hydrolyse les dNTP libres. L’enzyme est active a 37°C et inactive a 80°C. Les
fragments simples brins inferieurs a 100 pb sont ainsi dégradés. 2,5ul de 1’enzyme ExoSAP-IT sont
ajoutés a 5,5ul du produit PCR, et une centrifugation a 8000 pendant une minute est réalisé, le tube est

placé dans le thermocycleur et soumis au cycle suivant :

Tableau 3 : Cycle du fonctionnement d’ExoSAP-IT®

Température Durée
37°C 5 min
80 °C 1 min
10°C ©

4-2) Réaction de séquence par BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing

La réaction de Sanger repose sur I’incorporation aléatoire de didéoxynucléotides interrupteurs
de chaine (ddNTP) présents dans le milieu réactionnel dont chacun est marqué par un fluorophore
specifique et dont le spectre d’émission est spécifique (Figurel2). Une analyse spectrale va différencier
les différents fluorochromes, associer la base correspondante et donc définir la séquence nucléotidique
du brin d’ADN initial. Les fragments d’ADN synthétisés portent ce fluorophore terminal. On les appelle

des terminateurs d'élongation ou "BigDye Terminators" ou "Dye-labeled terminator".

Fluoresceine : fluorochrome donneur

conunun a tous les ANTP . .
Dichlororhodamine : fluorochrome

/" accepteur. spécifique du ddNTP

- FRET |
Laser T~ + »
d’excitation —» Fluorescence émise
e
ddNTP

Figure 12 : Mécanisme de la fluorescence par la technique du transfert d’énergie par résonance.
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Dans chacun des 2 tubes, les réactifs suivants sont ajoutés pour avoir un volume final de 10ul :

Tableau 4 : Réactifs utilisés dans la réaction de séquencage

4ul du produit PCR exosapé 4ul du produit PCR exosapé
4ul de I’eau pure 4ul de I’eau pure

Iul d’amorce F 1ul d’amorce R

1ul de Big Dye 1pl de Big Dye

Ensuite, aprés centrifugation, les deux tubes sont placés dans le Thermocycleur pour effectuer
une amplification en 25 cycles selon un programme qui contient des conditions spécifiques a la réaction

de séquence.

Un cycle correspond a :
Une étape de dénaturation de ’ADN a 96°c pendant 10 seconde pour obtenir I’ADN sous

forme simple brin.

Une étape d’hybridation a 50°c pendant 5 seconds (température moyenne d’hybridation pour

la majorité des amorces utilisées).

Une étape d’élongation_de I’ADN par la tag polymérase a 60°c pendant 2 min. Cette

température faible ralentit la Taq et va déplacer 1’équilibre pour permettre une meilleure incorporation

des ddNTP.

4-3) Purification de la réaction de séquence avec le Kit BigDye-XTerminator :

Le kit BigDye® XTerminator™ permet la purification des produits de réaction de séquence en
capturant les nucléotides non incorporés dans la réaction, les sels et autres molécules chargées qui
pourraient interférer lors de la détection des bases par le séquenceur.

Le kit contient :
- un flacon “SAM Solution” (stockage a T°ambiante)
- un flacon : « XTerminator Solution (stockage a 4°C, ne pas congeler)

Un mix contenant 45 ul de solution SAM et 10 pl de XTerminator Solution est préparé par
puits, le melange de 55ul est ensuite vortexé puis déposé dans chaque puits, et 10ul de produits de
réaction de séquence sont ajouté dans la plaque (la plaque doit étre scellée correctement avec un film
adhesif).La plaque est placée sur I’agitateur a 8000 rpm pendant 30 minutes.

(Les plaques peuvent étre conservées 7 jours a 4°C (pas congelées) avant d’étre analysées avec le

séguenceur).
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4-4) Détermination de la sequence :

La plaque est placée dans le séquenceur qui est un automate d'électrophorese 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 lumiére a une longueur d'onde
différente qui sera détectée puis convertie en séquence par le logiciel d'analyse des séquences. Les
séquences d'ADN sont déterminées par séquencage automatique (séquenceur a 8 capillaires
appliedbiosystem 3500 DX).

5. Les outils bio-informatiques :

5-1) Logiciel BLAST (nucléotide BLAST) :

Le logiciel blast permet de comparer la seéquence nucléique étudiée a une banque de séquences
nucléiques sur les 2 brins. (www.blast.ncbi.nlm.nih.gov)
5-2) Logiciel NCBI (CCDS database) :

Ce logiciel permet de localiser la mutation au niveau de la partie codante du géne étudié et
éventuellement de connaitre 1’acide aminé touché par la mutation sur la séquence protéique
correspondante.

5-3) Logiciel NCBI (Clin Var) :

Le logiciel permet d’évaluer I’impact clinique de la mutation (pathogénique ou pas), son origine

(germinale ou somatique), son positionnement sur le génome entier et si elle a déja été rapportée par

autres auteurs.
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CHAPITRE 2. RESULTATS ET DISCUSSION

I. Caractéristiques epidémiologiques des patients :

1. Nombre:

I1 s’agit d’une étude rétrospective, réalisée sur une série de 21 patients marocains, présentant
les symptdmes cliniques de la maladie du Xeroderma Pigmentosum et dont le diagnostic moléculaire
de la mutation du géne XPC était négatif.

2. Répartition des patients selon I’age :

L’age moyen des patients était de 16 ans avec des extrémes allant de 2 a 39 ans.

La majorité des patients (42,85%) avait un &ge entre 10 et 20 ans (Figure 13).

50%

45% 43%
40%
35%, 33%
30%
25% 24%
20%
15%
10%

5%

0%

<10 ans 10-20 ans >20 ans
HAge

Figure 13 : Répartition des patients en fonction de 1’age

3. Répartition des patients selon le sexe :

Les patients étudiés présentent un sexe ratio (H/F) de 0,61 avec 8 hommes (38,09%)
pour 13 femmes (61,90%). (Figure 14)
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Figure 14 : Répartition des patients en fonction de sexe

1. Résultats de I’étude moléculaire :

1. Résultats de PCR et de migration sur gel d’agarose :

Dans le cadre de la recherche de la mutation du géne XPA, une amplification de 1’exon 6 du
géne (XPA a et XPA b) a eté réalisée par la technique de PCR aprés I’extraction d’ADN par le KIT

commercialisé « DreamTaq Green PCR Master Mix ».

Ensuite, la qualité du produit PCR a été vérifiée par électrophorése sur gel d’agarose en
présence d’un témoin négatif. La visualisation des fragments d’ADN est réalisée aprés exposition du

gel a la lumiére ultra-violette (Figurel5 et 16) :

5
12

594pb —

Figure 15 : Electrophorése en gel d’agarose 2% des produits d’amplification par PCR avec les
amorces Amorces XPA-a chez 15 patients XP.

De C1 & C15: Patients XP
T- : ttmoin négatif
Taille du fragment a (XPA-a) : 594 pb
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544pb —

Figure 16 : Electrophoréese en gel d’agarose 2% des produits d’amplification par PCR avec les
amorces Amorces XPA-b chez 15 patients XP.

De C1 & C15 : Patients XP
T- : témoin négatif
Taille du fragment b (XPA-b) : 544pb
Le résultat du profil du gel d’électrophorése de I’exon 6 du gene XPA montre que les produits
PCR amplifiés ne présentent pas de contamination. Cette observation est confirmée par le témoin

négatif qui ne montre aucune bande au niveau du gel (Figure 15 et 16).

2. Résultats du séquencage de I’exon 6

La réaction de séquencage des 21 patients a montré que 9 patients présentant la mutation XPA
qui est une substitution de nucléotide Cytosine situé dans la position 682 par la thymine (mutation non-
sens (c.682C>T, p.Arg228X).Pour les 13 autres sont non mutés dans le géne XPA.

Un exemple de 1’¢électrophérogramme d’un patient présentant la mutation XPA est montré ci-dessous
(Figure 17)

1 1338 1955 1372 1382 Z008 2023 £040 2057 2074 2031 z108 ZL1E5

T T G C G G [ G G c G T
0 161 16z 163 164 165 166 167 168 169 170 171 172 173 174 175 176 177

\_Y_)

Mutation non sens C>T

Figure 17 : Electrophérogramme de I’exon 6(Région XPA-a) présentant la mutation.
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Un exemple de 1’électrophérogramme d’un patient ne présentant pas la mutation XPA est montré ci-
dessous (Figure 18) :

I Zlos Zlzs Z1l42 2153 2176 Z1393 ZZ10 2227 ZZ a4 ZZ6L
fF 11 11111 v | 1P 11 1
r T G C G G c G L G C L G T
4 165 166 187 lss 169 170 171 172 173 174 175 176 177

| Séquence normale |

Figure 18 : Electrophérogramme de I’exon 6(région XPAa) non muté.

L’alignement avec une séquence de base de données BLAST a confirmé le résultat obtenu
(Figure 19) :

B Download ~ GenBank Graphics

Home sapiens XPA, DNA damage recognition and repair factor (XPA), transcript variant 5, non-coding RNA
sequence ID: NR_149092 1 Length: 1363 Number of Matches: 1

Range 1: 683 to 1035 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
547 bits(350) 0.0 352/353(99%) 0/353(0%) Plus/Plus
Query 125  AGAA AAGAAGCAGCGTGTGGAARAGGGAGAC L 184
ey 11} W A O | e
Query 185 AGTA (GAAGALAACCTAGAAGATGACATGTACCGTAA 244
Y se2
Query 245 TGATTTTTTAGTTCAGTGA L 3eq
Seict 303 TekHHTAHU s a2
Query 385 A ATATTTAAATAAAGGAAATTTAGATTGGTCCTTTTCAAAA 364
Seict 363 ATHHATATHAMATMAGHATHAGTHEI AL 022
Query 365 GTATAAGTAATACTTCAI 424
seict 923 STMMSATACHL, 52
Query 425 AAGGTCACCTGGCCTGGT

seict 983 MGt

Figure 19 : Alignement de la zone séquencée compléte du gene XPA avec une séquence de la base
de données Blast.

Comme résumé, I'analyse des mutations a révélé que 9 patients sur 21 étaient homozygotes pour

la mutation XPA et 13 patients ont été negatifs pour cette mutation.

De ce fait, la fréquence d’altération du gene XPA est estimée a 42,85% (9/21) chez nos patients

marocains étudiés.
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DISCUSSION

Le résultat obtenu dans cette étude rétrospective a montré que le taux de confirmation de la
mutation du géne XPA est de 42,85%. Pour d’autres études moléculaires ; par exemple en Tunisie, Six
des sept patients XP du groupe A présentaient cette mutation non-sens avec une fréequence de 86 %
[54]. Une étude menée par Soufir et al. incluant 66 familles XP non apparentées d'Afrique du Nord, a
montré que la mutation ¢.682C>T (p.Arg228X) était présente chez 12% patients analysés avec une
fréquence de 87,% [46]. Une étude génétique des genes XPC et XPA sur une population marocaine
constituée de 24 cas appartenant a 22 familles non apparentées a révélé 14 cas de patients XPC et 6 cas
XPA avec un pourcentage de 25% [50]. Une autre étude génétique du gene XPA menée par Zineb et
al,. a montré que 7 des 9 patients étaient homozygotes pour la mutation ¢.682C>T, p.Arg228X, sachant
que leur famille étudiés étaient hétérozygotes. La fréquence de cette mutation a été estimée a 83,33 %
(5/6 familles). Cela suggére que cette mutation peut avoir un effet fondateur commun dans la région
d'Afrique du Nord [55].

La comparaison de nos résultats avec ceux de la littérature montre une discordance dans les
pourcentages de la mutation XPA. Notre résultat peut éventuellement étre lié au nombre des patients

étudiés qui est un peu faible.

Les patients de notre série présentent un 4ge moyen de 15,95 ans avec des extrémes allant de 5 a
39ans. En Tunisie I’age moyen des patients était de 23,85 avec des extrémes allant de 9 a 35 ans [45]. Pour
I’étude moléculaire menée par Zineb Kindil et al, sur une population marocaine, le moyen d’age des patients
était de 16,42[55]

Notre résultat s’approche de celui des études réalisées par Zineb Kindil et al, et dont 1’étude a

porté également sur une population marocaine.
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Conclusion et perspectives

Le XP est une maladie trés hétérogéne par sa présentation clinique et cellulaire du fait d’une
hétérogénéite génetique (sept groupes de complémentation en plus du XP-V), ce qui rend le diagnostic
un peu difficile. Il regroupe des manifestations dermatologiques et oculaires avec un risque élevé

aux néoplasies cutanéomuqueuses, 1’atteinte neurologique est parfois rapportée.

Notre travail qui s’intéresse a la recherche de la mutation du gene XPA chez les patients XP

marocains constitue la premiere étude réalisée dans notre région.

Notre but était de définir le profil mutationnel des patients XP non apparentés du Nord-est du
Maroc. La connaissance de ces mutations est importante pour le conseil génétique. Cela va grandement
simplifier le diagnostic moléculaire permettant ainsi la recherche ciblée et rapide des mutations les plus
fréguentes dans notre contexte. Ainsi, cela offrirait la possibilité d’effectuer un conseil génétique pour
les proches de XP dans notre pays, pour instaurer une prise en charge précoce et réduire la morbidité

et la mortalité liée a cette maladie.

La comparaison de nos résultats avec ceux rapportés dans différentes études des populations
voisines, montre qu’il est intéressant d’¢largir 1’effectif de la population étudiée pour appuyer nos

résultats concernant la fréquence des mutations et le taux de consanguinité évoqués dans ce travail.

De plus, la découverte de ces anomalies moléculaires permet de proposer un test génétique aux
individus issus de familles a risque. Ceci afin de mettre en place une stratégie de prévention a travers
le conseil génétique pour I’identification des hétérozygotes et le diagnostic prénatal dans un premier
temps, et pourquoi pas offrir une perspective de recherche et de développement de nouvelles
thérapeutiques plus ciblées. A titre d’exemple, le remplacement du géne défectueux par thérapie

génique.
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