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LIEU DE STAGE

Le stage est une étape indispensable pour I’étudiant, en vue d’apprendre les méthodes de
travail, les problémes du domaine, et surtout de pratiquer ce qui a été acquis durant les
¢tudes. Mon stage de deux mois s’est consisté a mettre en place les techniques de la biologie

moléculaire au sein de deux structures :

= Le laboratoire de recherche de biologie moléculaire situé a la faculté de Médecine et
de Pharmacie de Fes sous la direction de Mme. LE PROFESSEUR BENNIS
SANAE

= Ainsi qu’au sein de laboratoire de génétique et d’oncogénétique a CHU de Fes.

Ce stage s’est avéré trés intéressant et treés enrichissant pour ma propre expérience dans le
domaine médical. En effet, ma formation SBAS s’inscrit précisément dans ce cadre, et grace
a ce stage, j’ai eu I’opportunité de mettre en pratiqgue mes connaissances théoriques acquises

durant ma formation a la FST.




Introduction

Le cancer constitue la deuxiéme cause de déces dans le monde apres les cardiopathies
ischémiques et les accidents vasculaires cérébraux, il a fait 8,8 millions de morts en 2018.
Selon I’organisation mondiale de la santé, prés d’un déces sur 6 dans le monde est di au

cancer.
Les premiers types de cancers qui causent la mortalité sont les suivants :

1. cancer du poumon (1,69 million de déces);
2. cancer du foie (788 000 déces);

3. cancer colorectal (774 000 déces);

4. cancer de I’estomac (754 000 déces);

5. cancer du sein (571 000 déces). [OMS, 2018]

Le terme « cancer» signifiait mortalité et morbidité, il n’existait aucun test sensible et fiable
permettant de surveiller les patients et de détecter les métastases a distance avant une récidive
manifeste.  De nouvelles recherches décrivent une analyse sanguine qui pourrait
potentiellement permettre de détecter le cancer des mois ou méme des années plus tot
qu’avec les examens habituels. Avec une détection précoce et un traitement adéquat, les
chances de guérison sont prometteuses pour de nombreux cancers.

En effet, c’est dans ce cadre que s’inscrit mon projet de fin d’études. Mon travail va consister
a mettre au point la technique d’extraction de I’ADN circulant a partir du sang dans le but de
comparer entre I’ADNc et I’ADN normal chez des patientes atteintes de cancer de sein au
CHU de Fes.
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Dés qu’une tumeur est présente dans 1’organisme, des acides nucléiques disséminent et se
retrouvent dans le sang. "'lls sont porteurs d’un grand nombre d’informations utiles pour le
suivi du patient. Toute la difficulté consiste d’une part, a les détecter et d’autre part, a
déterminer leur signification™, explique le Dr Frangois-Clément Bidard, oncologue médical a
I’Institut Curie, spécialiste des biomarqueurs circulants. Ces acides nucléiques sont
accessibles par une simple prise de sang, ils renseignent sur la nature du cancer, la

progression tumorale, et la réponse au traitement. [Frangois-Clément Bidard, 2012]

I. Histoire des acides nucléigues :
5 ans avant la description de la structure en double hélice de I’ADN (Acide
Désoxyribonucléique) par Watson et Crick, la présence d’acide nucléique dans le plasma a
été décrite en 1948 par Mendel et Metais. Ils ont montré qu’ils pouvaient étre détectés dans le
plasma humain de sujets malades et sains.
C’est en 1977 que Leon et al. ont mis en évidence I’ADN circulant (ADNCc) dans le sérum de
patients atteints de cancer en quantité plus importante que chez des sujets non cancéreux.
En 1997, I’équipe de Lo a montré la présence d’acide nucléique circulant d’origine feetale
dans le sang maternel ; grace a ces travaux, la premiere méthode de diagnostic de la trisomie
21 a été mise en place ([Lo et al, 1997], [Chiu et al, 2011]).
Les acides nucléiques circulants extracellulaires sont des ADN retrouvés hors des cellules
dans le sang, le plasma et la lymphe, les acides nucléiques sont également retrouvés dans les
fluides non circulants comme les ascites, le lait maternel, les fluides de lavages bronchiques,
la bile, et I’urine [Galeazzi et al, 2003].
Il a été montré également que les différentes procédures thérapeutiques et les traumatismes
peuvent entrainer la libération d’ADN libre dans la circulation [Bettegowda et al, 2014].
Plus récemment, les ADN circulants se sont avérés porter une partie de la méme information
moléculaire que les biopsies tissulaires [El Messaoudi, 2016].
Les étapes clés de la découverte de I’ ADNc sont résumées dans le tableau suivant :

Tableau 1 : Les étapes clés de la découverte de I’ ADNe.

1948 Identification d’ADN dans le sang

1965 Implication de I’ADNc dans I’oncogenese

1966-1975 | Détection de concentrations élevées d’ADNc chez des patients atteints de lupus,
polyarthrite rhumatoide ou de leucémie

1977 Découverte de 1’aspect pronostique des concentrations d’ADNc en fonction du
stade tumoral
1989 Description de similitudes entre I’ADNc et ’ADN tumoral pour un patient donné

1994-1999  Identification de la présence d’altérations moléculaires dans I’ADNc

&

2000-2010 @ Rale diagnostigue et pronostique de 1°’ADNc¢ dans des pathélbgiés variées.
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Ces acides nucléiques peuvent étre des ARN, des micros ARN (miARN) circulants, des ARN
messagers circulants, des ADN nucléiques et des ADN circulants.

II. L’ADN circulant :

Une ¢électrophorese d’acides nucléiques extraits de plasma a permis de mesurer la taille des
ADN double brin circulants. Leur poids moléculaire est tres variable. Ces fragments d’ADN

ont des poids moléculaires distinctement plus faibles que les ADN génomiques. [Jahr S, 2001]

La présence de I’ADN circulant est physiologique mais sa concentration augmente
significativement lors des processus tumoraux, et une fraction de cet ADN libre est alors au
moins partiellement d’origine tumorale : on parle d’ADN tumoral circulant (ADNTtc). C’est
un matériel tumoral facilement disponible via une simple prise de sang. [Schwarzenbach H,
2011]

De I’ADN libre circulant (ADNc) dérivant de la tumeur peut étre isolé dans le plasma des
patients présentant un cancer. Cet ADNtc permet un accés indirect a la tumeur puisqu’il porte
les mémes caractéristiques génétiques et épigénétiques (tableau2) et permet ainsi une biopsie
liquide. [El Messaoudi, 2016]

Tableau 2:La différence entre les deux fractions de I’ADNc dans la circulation :

ADN libre circulant (ADNCc) ADN tumoral circulant (ADNTtc)
libéré par des cellules normales, libéré par les cellules tumorales,
identifiable chez des sujets sains dans différentes situations | Permet d’identifier des anomalies génétiques
physiologiques spécifiques de la tumeur, prouvant son origine
[1l.  biopsie liquide:

Presque toutes les cellules d'un organisme multicellulaire libérent divers types de vésicules
(exosomes) et macromolécules (ADN, ARN, microARN...) dans les fluides physiologiques,
tels que le sang, la salive, l'urine, les fluides ascitique et amniotique. Ils sont les principaux
fragments de signalisation extracellulaires régulant de multiples processus
physiologiques. Fait important, ces voies sont souvent dérégulées dans des processus
pathologiques tels que le cancer. Selon la définition du dictionnaire du NCI (National Cancer
Institute), la biopsie liquide est « un test effectué sur un échantillon de sang pour la recherche
de cellules cancéreuses ou de fragments d’ADN provenant d’une tumeur et circulant dans le

sang ».
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L’un des grands avantages d’une biopsie liquide, au contraire de la biopsie de tissus, est
I’utilisation de liquides facilement accessibles dont le prélévement est en général, rapide et «
non effractif » et cause relativement peu de douleur ou d’inconfort. Ainsi, les plusieurs
prélevements sanguins peuvent aider les médecins a comprendre les changements

moléculaires qui se produisent dans une tumeur (fig.1).

1- Dans une biopsie de tissus les medecins prennent un échantillon qui vient
directement d’une tumeur et vérifient s’il contient des cellules cancéreuses. La
biopsie de tissus peut étre douloureuse et invasive.

2- Dans la biopsie liquide : Les médecins prennent un échantillon de sang (ou d’un
autre liquide corporel) et vérifient s’il contient des signes de cancer. La biopsie n’est

pas invasive, se fait rapidement et cause moins de douleur.

Figure 1: Différence entre une biopsie de tissus et une biopsie liquide. [SCC, 2017]

Le prélévement d’une biopsie liquide permet donc d’extraire:

1. Des cellules cancéreuses qui se détachent des tumeurs et se retrouvent dans le sang
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V. Source des ADN circulants :

En condition physiologique, I'ADN circulant peut provenir de la nécrose ou 1’apoptose des
lymphocytes ou d'autres cellules nucléés, le contenu des cellules apoptotiques est rapidement
absorb¢ par les macrophages et d’autres acteurs cellulaires « cellules scavenger » et digéré
par des DNAses de type Il dans les lysosomes [Choi JJ, 2005]. On peut formuler I’hypothése
que les fragments d’ADN libérés lors de I’apoptose puissent étre d’abord ingérés par les
macrophages puis digérés et sécrétés activement (fig.2). Des études in vitro ont montré que
les lymphocytes peuvent libérer en continu de I’ADN dans leur milieu [Stroun M, 2001]. Ce
qui pourrait expliquer la présence de trés faibles concentrations d’ADN circulant chez les
sujets sains. L’augmentation d’ADNc lors d’exercices physiques (syndrome de

surentrainement) a été décrite et s’explique par la mort cellulaire massive [Breitbach S, 2012].

Cellule
tumorale
circulante

© OApoptose '
Necrose

@ Cellule saine

Echantillon de

Macrophage
plasma
contenantde [£ & cellule tumorale
I"ADNCc = / Mutation
e Globule rouge
Cellule endothéliale
%Chromosome

Figure 2 : Les différentes sources d’ADN circulant dans le sang. [Crowley E, 2013]
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Les ADN tumoraux peuvent étre présents en différentes quantités et tailles, en simples ou

doubles brins et la libération de cet ADN peut se

cellules tumorales [Schwarzenbach, 2011] (fig.3).
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Figure 3 : Evolution des concentrations d’ADNCc et de

faire par 1’apoptose ou par la nécrose des

(A).Quantités d’ADN surnageantes apres
induction de I’apoptose (par la
staurosporine) et de la nécrose (par la
staurosporine et I'oligomycine).

(B). Cinétique des concentrations d’ADNc in
vivo apreés induction de I'apoptose par anti-
CD95 chez le rat et profil électrophorétique
des fragments isolés.

(C). Cinétique des concentrations d’ADNc in
vivo apres induction de nécrose cellulaire par
acétaminophéne chez le rat et profil
électrophorétique des fragments isolés.

leur profil de taille dans un mod¢le murin apres

induction de I’apoptose et de la nécrose. [Jahr, 2001]
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V. Caractéristigues générales des acides nucléigues circulants :

Les ADN circulants libres sont essentiellement d’origine hématopoiétique et sont présents
chez les individus sains a des concentrations comprises entre 0 et 100 ng/ml de plasma avec

une moyenne de 30ng/ml [Gormally E, 2007].

Pour permettre la circulation dans le sang des ADNC, il existe trois catégories de structures
avec lesquelles I’ADNc peut se complexer et qui peuvent également assurer la protection des
ADNCc contre I’activité nucléasique et I’environnement extracellulaire. 11 s’agit des particules

a base de :

%+ vésicules (vésicules apoptotiques, exosomes),
% des complexes nucléosomes (ADN enroulé autour d’un octamére d’histones) et

%+ des complexes vitrosomes [Florent Mouliere,2012].

Les ADN circulants libres circulent également dans le sang sous forme de complexes
nucléoprotéiques ou nucléolipoprotéiques et de plus, chez les personnes saines, une autre
partie des ADNCc est trouvée absorbée sur la surface des cellules sanguines.

La demi-vie des ADN circulants feetaux dans le sang maternel a été observée et varie entre 4
et 30 min [Lo YM, 1999].

Des études chez les animaux ont montré que le foie, les reins et la rate peuvent étre
responsables de la disparition rapide de I’ADNc [Korabecna M, 2008] [Tamkovich SN, 2006],

son élimination se fait en 2 étapes: une étape initiale plus rapide et une autre plus lente.

L’ADNc muté provenant des cellules tumorales est en fait trés fragmenté comparé a I’ADN

circulant non muté [Mouliere F, 2014].

VI.  ADN circulant dans les pathologies autres gue cancer :

En 1999, I’équipe de Lo a montré que chez les femmes enceintes porteuses de feetus male, il
est possible d’identifier les séquences feetales dérivées Y [Lo YM, 1999]. Chose qui rend les

ADNCc utilisables dans le diagnostic prénatal d’aneuploidie chez les femmes a haut risque.

Des études ont montré qu’en cas de traumatisme, d’AVC (Accident Vasculaire Cérébral) et
de maladies auto-immunes (lupus ou polyarthrite rhumatoide) il y a une augmentation des
ADNC [Geiger S, 2006], [Amoura Z, 1997].

Récemment (en 2015), dans une étude multicentrique, il a été démontré que la détection de la

trisomie 21 (syndrome de Down) par les ADNc a une tres haute sensibilité et spécificité en
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comparaison avec les méthodes de screening standards chez les femmes a haut risque (age,
antécédent familial), ce qui permet d’éviter le diagnostic existant pour cette maladie qui est
tres invasif [Norton ME, 2015]. Cette étude a montré que la probabilité de faux positif est 100

fois plus basse qu’avec les méthodes standards existantes.

VIl. L’intérét de la recherche d’ADN circulant :

Dans la plupart des cancers, les cellules tumorales sont caractérisees par des anomalies
génetiques diverses, ce qui les distinguent des cellules non-tumorales. Des études réalisées
par I’Intergroupe Francophone de Cancérologie Thoracique (IFCT), confirment I’intérét de
I’utilisation de ces anomalies moléculaires comme biomarqueurs pour guider les traitements
anti-tumoraux et améliorer le pronostic de la maladie [Emily Crowley, 2013]. Chez les patients
avec un cancer, les mutations de la tumeur initiale peuvent étre recherchées dans le plasma,
avant, pendant et aprés traitement. L'extraction d’/ADN tumoral circulant et son évaluation va

donc permettre :

L’ADN circulant peut étre utilisé pour examiner I’instabilité des microsatellites (MSI), la
détection et le suivi de multiples classes de mutations, la méthylation, le polymorphisme, le
changement de I’intégrité (la taille) et la classification ou le sous-typage du cancer, grace a
son ADN codant et non codant [Tangkijvanich et al, 2007], [Naoyuki et al, 2006], [Schulz et al,
2006].

Une analyse qualitative de ’ADNc va donc nous permettre la détection non invasive

d’altérations géniques liées a différents types de cancer, par exemple :

- les mutations touchant les genes KRAS (Kirsten rat sarcoma viral oncogene
homolog) dans le cancer colorectal, I’ADNtc est retrouvé avec un pourcentage de
92% [Thierry AR, 2014].

- I’ADNIftc est retrouvé egalement dans 62 % des cancers du poumon muté EGFR

(epidermal growth factor receptor) [Qiu, 2015].
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2. Ladétection des stades de cancer:
Puisque sa concentration est corrélée avec le stade, plus ce dernier est éleve plus la quantité
d’ADNc est importante. Cette augmentation est expliquée par un probleme de vascularisation
(Car les vaisseaux ne peuvent pas suivre 1’augmentation de taille de la tumeur ce qui
provoque une hypoxie qui active a son tour des mécanismes apoptotiques p53-dépendante et

p53-indépendante).

Une étude quantitative a détecté chez les patients de différents types de cancer avec un stade |
une proportion d’ADNc de 47% alors que chez des patients en stade II, Il et IV une
proportion d’ADNc de 82% [Holdenrieder S, 1999]. Cela confirme que le plasma des patients
avec des cancers métastasiques comporte beaucoup plus d’ADN circulants que le plasma des
malades avec des cancers non métastatiques. Les ADN circulants trouvés chez les patients
cancéreux ont des caractéristiques quantitatives et qualitatives particuliéres qui peuvent

donner une idée sur plusieurs facteurs résumés dans le schéma 5 suivant :

Les Facteurs influencant les modifications de I'"ADNCc chez
les patients

%

-Stade tumoral

-Grade tumoral

-Taille de la tumeur
-L'agressivité de la tumeur
-Métastase

/

Changements quantitatifs Changements qualitatifs

Figure 4: Les différents facteurs détectés a partir de I’ADNc.
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3. Lesuivi et la surveillance des récurrences :
Chez des patientes atteintes d’un cancer du sein, le Dr. Jimmy Lin démontre dans des études
récentes, que 1’analyse d’ADNtc plasmatique peut constituer une approche fortement sensible
et spécifique de la surveillance de la maladie. Cette analyse surpasse les moyens
conventionnels de surveillance et se montre prometteuse en tant qu’outil pour guider la
médecine de précision future [R. Charles Coombes, 2019].

L’¢tude du profil génomique et le suivi des patients a 1’aide de I’ADN tumoral circulant,
augmentent les chances de survie globale des patients avec et sans altération génétique
moléculaire (fig.5):

E
100 Median overall survival (months)
—— Gene alteration present: 16-5 (95% C115-0-18-3)
g0 — Gene alteration absent: 11-8 (95% C110-1-13-5) -Courbe bleue
_ HR 0-78 (95% €1 0-70-0-86); p<0-0001 Courbe de survie globale
< représentant la durée de
[i:] - .
Zz 607 survie de patients pour
5 lesquels une altération
T 40 génétique est présente et
$ le traitement a été
o .
20 gy adapte.
0 | I | I | |
0 5 10 15 20 25 30 -Courbe rouge
. Time (months) Altération génétique
Number at risk b
Gene alteration 3498 2141 1423 594 165 g 0 apsente.
present
Genealteration 1126 617 333 124 24 4 0
absent

Figure 5 : La survie globale des patients avec et sans altération génétique [Emily Crowley, 2013].
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Dans le plasma, la concentration d’ADNtc est sujette a une variation en fonction de temps
(fig. 6).

Concentration plasmatique
en ADNtc

v

Temps

Figure 6 : Variation de la concentration d’ ADNtc selon le traitement. [Audrey Vallée, 2015]

(1) La quantité d’ADNtc (concentration absolue des copies mutées ou fréquence allélique)

augmente avec le développement de la maladie (cancer),
(2) Ces anomalies deviennent détectables.

Si le patient bénéficie d’un traitement a partir de ce point, plusieurs situations peuvent

exister :

(3) La quantité d’ADNtc augmente ou (4) reste stable ; la plupart des études publiées a ce
jour montrent que ces situations correspondent a des patients qui ne répondent pas au
traitement utilisé. Dans ces cas-1a, il conviendrait donc, dans la mesure du possible, de

changer de traitement.

(5) A I’inverse, la quantité d’ADNtc peut diminuer jusqu’a devenir indétectable. Cette baisse
est le plus souvent le signe d’une efficacité thérapeutique et est associée a une réponse

clinique/radiologique.

(6) Le traitement peut donc étre poursuivi. Au bout d’un certain temps, I’ADNtc redevient
détectable et sa concentration augmente. Cette « progression biologique » refléte la
progression de la tumeur. Un nouveau traitement devrait étre utilisé, et le cycle

recommencerait au (2).
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VIII.  Avantages d’ADNc¢

La possibilité d'isoler et d'enrichir les ADN derivés de tumeurs dans des échantillons
plasmatiques complexes va pouvoir donner des avantages indénombrables gréce a sa
préparation facile, rapide et moins couteuse. Il est considéré comme une source potentielle
d'informations pour la détection du cancer et I'évaluation de la progression tumorale et des
métastases.

Une analyse quantitative du taux de I’ADN circulant pourrait donc:

e Renseigner sur la présence ou 1’absence d’un cancer
e Suivre le développement de la tumeur
o Etre le signe d’une éventuelle rechute.

La sous-représentation de I'hétérogénéité d'une tumeur et la faible disponibilité des
échantillons signifient que les biopsies tissulaires ont une valeur limitée pour I'évaluation
de la dynamique de la tumeur aux stades avancés de la maladie [Emily Crowley, 2013]. Or,
une simple prise de sang de 5SmL a un avantage qui est la possibilité de réaliser 1’analyse
sanguine a tout moment du traitement tout au long de la maladie, a presque tous les stades de
la prise en charge des patients atteints de cancer et de présenter une invasivité nettement
réduite [Schwarzenbach H, 2011].

Un avantage majeur de I’isolement d’ADNc est le diagnostic précoce ; c’est I’une des
stratégies clés pour freiner le cancer, chez des individus pré-symptomatiques. Un simple
prélevement du sang suggére la possibilité d’une analyse et I’identification de 1’ADNc¢
comme outil de détection et de dépistage plus précoce. La surveillance paralléle de
multiples mutations peut augmenter la sensibilité de la détection de I'ADNCc et peut étre
utilisée pour évaluer I'évolution clonale de la maladie du patient et peut identifier des
mutations de résistance avant que la progression clinique ne soit observée [Jonathan C. M.
Wan, 2017].

En résumé, I’ADNtc posséde les caractéristiques d’un marqueur tumoral. Dans son
application théranostique, I’ADN circulant offre une alternative rapide et de prélévement aisé
au matériel tissulaire. La spécificité de [’analyse est primordiale, afin d’éviter

I’administration a un patient d’un traitement qui serait inefficace.

Rgpporf gmfa/tcom @
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L’analyse de I’ ADNtc présente plusieurs avantages qui peuvent étres résumeés dans le schéma
7 suivant :

- A quelles questions 'ADNCct pourrait-il répondre ?

on est-il ? étre efficaces?

’ . 4
$'est-il propagé: Les traitements sont-ils
efficaces?

q— PR L
\f Quels changements génétiqgues (" 'y Reste-t-il des cellules
1 2> UN - . s
,\ sont produits dans la tumenr? SES cancereuses aprés le traitement:

Y a-t-il présence de cancer? { Quels traitement pourraient

Figure 7: les différentes questions a quoi peut répondre I’ADNtc. [SCC, 2017]

Cette biopsie peut étre utilisée pour la détection de cancers dans les stades précoces, pour le
suivi de traitement, le diagnostic, la décision thérapeutique et le suivi des patients atteints de

cancer pour la détection de résistance aux traitements (fig.8) [Bettegowda, C., 2014].

Applications of liquid biopsy

Detection of
resistance
mutations

Analysis of ctDNA

Figure 8: Application de la biopsie liquide. [Bettegowda et al, 2014].
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Mon travail va consister a mettre au point la technique d’extraction de ’ADN circulant a
partir du sang chez des patientes atteintes de cancer de sein au CHU de Fés afin de mettre en

évidence une mutation somatique qui peut étre évaluée dans le cadre du suivi de la tumeur.

Ces méthodes d’extraction doivent également étre mises en place facilement a 1’hopital dans

le cadre du soin courant.

Pour mettre en évidence la présence de I’ADNc dans la circulation, nous nous sommes basés

sur le sang des patientes atteintes de cancer de sein.

Un prélevement sanguin périphérique chez une patiente a été collecté. Chez la méme
patiente, I’ADNCc a été extrait a partir du plasma, et I’ADN génomique a partir des leucocytes.
La partie pratique va consister a réaliser différents tests pour I’extraction de I’ADN circulant
et ’ADN génomique et de les comparer par la suite. Les différents tests réalisés se résument

dans le tableau suivant :

Tableau 3: Les différents essais utilisés pour I’extraction d’ADNc.

Le travail a consisté en 5 essais différents :

En utilisant le kit PureLink™ En utilisant le kit MagMAX™
Sang normal et | Tubes traités par | Sang congelé Sang frais dans | Sang frais dans
congelé EDTA/ des tubes des tubes traités
héparinés héparinés par EDTA

l. Etapes pré-analytiques pour ’extraction de ’ADNCc:

Le plasma sanguin est obtenu dans les 3 premiéres heures apres le prélevement, par 2
centrifugations de faible et de forte vitesse, a température ambiante puis congelé a -80 °C.

Il sera décongelé et centrifugé a température ambiante au moment de I’extraction (fig.9).

Prise de sang Extraction du plasma Stockage du plasma Extraction de 'ADNc
n o —
A —F
P C" “' - ﬁ,, .
e - -
2 s
w0
Tubes EDTA traités en moins de 3h | 1'* étape a basse vitesse
ou utilisation d’un tube avec puis Utilisation de kits spécifiques
agent stabilisant 2™« centrifugation a haute vitesse développés pour 'ADNC

Figure 9 : Recommandations et étapes pré-analytiques pour I’extraction de I’ ADNc.
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1. Méthodes d’extraction :

1) Isolement de ’ADN normal a partir des leucocytes :

L’extraction de I’ADN génomique a été fait a I’aide du Kit PureLink ™ (référence : K1820-
01, K1820-02), son protocole est basé sur la liaison sélective de I’ADN a une membrane a
base de silice en présence de sels chaotropes. Le lysat est préparé a partir du sang, les cellules
sont digérees avec la protéinase K a 60°C en utilisant une formulation de tampon de digestion
optimisée facilitant la dénaturation des protéines et renforcant I'activité de la protéinase K. Le
lysat est mélangeé a I'éthanol et au tampon de liaison génomique qui permet une forte liaison
de I'ADN avec la colonne de rotation.

L'ADN se lie a la membrane a base de silice dans la colonne et les impuretés sont éliminées
par lavage en profondeur avec des tampons de lavage. L'ADN génomique est ensuite élué
dans du tampon d'élution a faible teneur en sel.

b. Protocole :

Dans un tube Eppendorf de 1,5ml, un volume de 200ul du sang a été mélangé avec 20l de la
protéinase k et 200ul de la solution de lyse, vortexé puis incubé pendant 10 min a 60°C. Par
la suite, une série de lavages a été effectuée; a 1’aide de 200ul de 1’éthanol absolu dans un
premier temps. Par la suite, le mélange est mis dans une colonne PureLink™ et centrifugé
1min a 8000 rpm, le filtrat qui se dépose dans le tube collecteur fourni par le Kit doit étre jeté
a chaque fois. Un deuxiéme lavage se fait avec 400ul d’une solution tampon Wash Bufferl,
le mélange est centrifugé 1min a 8000rpm et le culot est jeté. Le dernier lavage est réalisé
avec 400l de tampon Wash Buffer 2 et centrifugeé 3min a 14000rpm.

Le résultat de lavage est mis dans un tube eppendorf de 1,5ml et 70ul de tampon d’élution

sont ajoutés. L’ensemble est incubé 1min a température ambiante. Une derniere

centrifugation d’Imin a 8000rpm est [réalisée pour récupérer I’ADN génomique (fig.10)

“

acuurm )
Centrifuge

o = ?ﬂ\’ @%; ! 'ZT

Lyse and bind Wash 3x Elute

ADN

génomique
60°C 4C 56°C

Figure 10: Protocole traditionnel d’extraction de I’ADN génomique a partir de sang a 1’aide du kit

PureLink™,
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2) L’isolement de I’ADNC:

L’extraction de I’ADNc a été réalisée a partir du plasma a 1’aide du kit MagMAX™ Cell
Free DNA Isolation Kit (référence A29319) par une méthode basée sur une technique de
séparation magnétique ; Cette méthode est basée sur la liaison réversible de ’ADN a une
surface de particule magnétique (Magnetic Beads) recouverte par un anticorps liant I’ADN ou
un groupe fonctionnel interagissant spécifiquement avec I’ADN (Lysis/Binding Solution).
Apres liaison de I’ADN, les billes sont séparées des autres composants cellulaires
contaminants, lavées a 1’aide de la solution de lavage MagMAX™ Cell-Free DNA Wash
Solution et finalement 1’ ADNc purifié¢ est élué par extraction a I’éthanol et MagMAX™ Cell-
Free DNA Elution Solution (fig.11).

b. Protocole :

“
Dans. un prerme_r temps’lzfl ;1 ,-‘ ;1 ,-‘ ,-‘
solution de liaison a été = 2 * 1ml - ?@? _ g Sﬁ
ajoutée dans un tube, suivi salution de W TTH
par les billes magnétiques. [ W »CL .'avage [ | | » .I "D ’ |. {
Par la suite le plasma a été @ O/ \'/J U v)
ajouté et mélangé par

(|
1]
\J

agitation orbitale pendant Le tube a été placé sur Les billes sont Le lavage a été Finalement
10 min. l'aimant DynaMag ™ remises en réalisé avec la I’ADNc extrait
ou se réalise la suspension et le solution de lavage  est elué et
séparation magnétique, mélange est donc + I'éthanol 480%  purifié par la
MagMAXT™Kit le surnageant est jeté transféré dans un solution
" . par la suite. tube eppendorf. d’élution.
d'isolement d’ADN
sans cellules:

La durée de la technigue est de 40min maximum a température ambiante

Figure 11: Protocole du kit de séparation MagMAXCell-Free DNA Isolation (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, USA).

I11.  Dosage : Méthodes de quantification de ’ADNc :

L’objectif de cette étape est de valider la qualité et la quantité de ces ADN aprés leur
purification. Le NanoDrop® (un spectrophotométre a micro-volume) qui mesure
I’absorbance (ou densité optique) des acides nucléiques a 260 nm (absorbent dans
I’ultraviolet) a été utilisé. Paralléelement on détermine leur pureté en mesurant 1’absorbance a
280 nm.

Notre ADN est donc qualifié de pure si le ratio 260/280 est compris entre 1,8 — 2,0.

++ Si ce rapport est >2 : Il y a contamination par les ARN,

% Si le rapport est <1,8 : 1l y a donc contamination par des protéines.
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V. PCR = Technique d’amplification en chaine par

polymerase:

La technique PCR (Polymerase Chain Reaction) a été utilisée pour amplifier le gene
BRCAL a partir des traces d’ADN génomique et d’ADNCc extraits, afin de verifier la réussite
de I’extraction.

La PCR est une technique d’amplification enzymatique de I’ADN in vitro par une ADN
polymérase (La Tag polymérase) et des amorces délimitant la région a amplifier a partir

d’une faible quantité d’acide nucléique.

La PCR est basée sur le mécanisme de réplication de I'ADN in vivo.

Le gene BRCAL (abréviation de breast cancer 1) est celui choisi pour I’étude. 11 est localisé
sur le chromosome 17g21. C’est un géne suppresseur de tumeur dans le cancer du sein. Selon
I’Institut National du Cancer, les mutations du géne BRCAL sont responsables d’environ

40% des cancers de sein héréditaires.

Chromosome 17 - NC_000017.11
[ 43014605 p

VAT1 BRCAL + HHGN1P29
RHD2 RPL21P4 LOC110455054 LOC110455035
LOC111539216

Figure 12 : La région géenomique du géne BRCA1 [NCBI, 2019].

Deux couples d’amorces ont été choisis pour la détection et I’amplification de 1’exon10 du
géne BRCAL.

Tableau 4: les caractéristiques des couples d’amorces utilisées dans la PCR.

Séquence Tm | Origine (société)
Exonl10A 5’ TGT TAT GTT GGC TCC TTG CT 3’ 66 | Invitrogene primers
Amorce Sens
Exon10B 5" TCT GCT TTC TTG ATA AAATCCT 3’ | 64 | Invitrogene primers
Amorce sens

Afin de garantir la réussite de la PCR, chaque couple d’amorce a ét¢ modélisé pour permettre
I’amplification de petits fragments d’ADN en optimisant au maximum la température de

fusion (Tm) a 60°C. (Ta= Tm-5°C).
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Le mélange réactionnel de chaque tube est résumé dans le tableau 4 suivant:

Tableau 5 : Le mélange réactionnel utilisé pour PCR

MELANGE POUR UN TUBE

Volume (pl)
Eau pure 12
Le MastermixDreamTaq Green PCR 10
Amorce F 1
Amorce R 1
ADN/ADNCc 1

Le Mastermix DreamTaq Green PCR comprend : L’ADN Taq polymérase, les
dNTP, le tampon (Buffer), MgCl. en plus de la solution de charge (alourdisseur
+ marqueur de mobilité) pour le chargement direct du produit de PCR sur gel d’agarose.
N.B: Il ne faut pas ajouter ’ADN a lintérieur de la salle PCR afin d’éviter toute
contamination.

En parallele, deux tubes témoins négatifs (Sans ADN) ont été préparés. L’ensemble des tubes
utilisés dans la PCR sont résumes dans le tableau suivant :

Tableau 6: Les différents tubes PCR.

Amorce 1=Exon10A Amorce 2=Exon10B
Tube 1 Tube 2 Tube 3 | Tube4 | Tubeb Tube 6
Témoin L’ADN L’ADN | Témoin | L’ADN | L’ADN
négatif circulant | normal | négatif | circulant | normal

La réaction d’amplification PCR se déroule dans un Thermocycleur programmé de fagon a

réaliser 35 cycles ;

Tableau 7: Condition d’amplification du gene pour les différentes amorces.

Dénaturation initiale 95°C 3min
Dénaturation 95°C 30sec
Hybridation 60°C 30sec 35cycles
Elongation 72°C 1min
Elongation finale 72°C 9min

La phase de dénaturation initiale: Cette eétape permet de déshybrider les ADN double brin, de
casser les structures secondaires et de dénaturer d’autres enzymes qui pourraient étre dans la

solution. Cette étape ne se fait qu’une seule fois.

La 2°™¢ phase se fait en 3 étapes pour 35 cycles ;
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= La lere étape est celle de dénaturation de I’ADN, elle permet de déshybrider la
double hélice.

= La 2°™ ¢tape: Phase d’hybridation des amorces selon la température
d’hybridation des amorces utilisées.

= 3" étape : Phase d’élongation cette étape permet a la Tag polymérase de
synthétiser le brin complémentaire de I’ADN a partir des dNTPs présents dans le

milieu réactionnel.

A la fin de cette étape, un nouveau cycle commence et chacun des cycles connait une phase de

dénaturation, d’hybridation et d’¢longation. Apres les 35cycles, la reaction se termine par une

phase d’élongation terminale. Cette réaction se déroule en 2 heures au maximum. Le produit

PCR est par la suite récupéré et vérifié par électrophoreése.

V. Analyse d’ADN par électrophorese en gel d’agarose :

Le but de cette étape est de savoir dans un premier temps, si I’amplification du géne a réussi

et dans un deuxiéme temps, de comparer I’information que donnent I’ADNc et I’ADN

normal.

Protocole :

1-

Préparation du gel d’agarose a 2% : 2g d’agarose ont été pesés, et mélanges avec

100ml du tampon de migration TBE (Tris borate EDTA), le mélange a été solubilisé
par chauffage et puis 4ul du BET ont été ajoutés (Le Bromure d'Ethidium qui
s’intercale entre les bases nucléotidiques; pour pouvoir visualiser le géne). Le
mélange est coulé par la suite dans une cuve d’électrophorese avec un peigne qui va
étre retiré apres solidification du gel.

Dépot des echantillons: le produit PCR est déposé directement dans un puits du gel

(6ul d’ADN) tout en faisant attention de ne pas déchirer le fond du gel avec la pointe
de la pipette. Le support avec le gel chargé a été placé dans le dispositif
d’¢électrophorese en positionnant les puits du c6té de la cathode (pble noir). La cuve
doit étre remplie de tampon TBE qui doit étre versé délicatement et trés lentement.
Aprés la fermeture de la cuve, la migration sera lancée a un voltage de 130mV. La
migration se poursuit jusqu’a ce que le colorant de charge arrive a proximité du
bord du gel

La visualisation des bandes d’ADN se fait par exposition a des rayons UV a 1’aide

d’un Transluminateur.
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l. L’extraction de ’ADNc :

Afin d’arriver a une méthodologie d’extraction d’ADN circulant efficace, facile, rapide et qui
peut étre utilisée dans la routine pour le suivi des patients atteints de cancer a partir d’un
prélévement sanguin, plusieurs essais ont été mis en place dans le but de valider une qualité
et une quantit¢ d’ADNc suffisante et utilisable pour 1’étude au sein de laboratoire de
génetique et biologie moléculaire au CHU Feés.

Les concentrations d’ADNc ont été mesurées a 1’aide du Nanodrop (spectrophotométre).

Les premiers essais ont ¢ét¢ faits a l’aide du kit habituel pour I’isolement d’ADN
normal (PureLink™) pour I’extraction d’ADNc 4 partir du plasma issu du sang congelé.

Les résultats de dosage donnent une concentration d’acides nucléiques de 9 ng/ml qui est une
concentration presque nulle. Ceci montre que la technique utilisée n’est pas adaptée pour
I’extraction de I’ADNCc.

La concentration reste nulle méme en utilisant du sang frais prélevé dans des tubes traités par
de nombreux anticoagulants. De ce fait on peut bien conclure que le kit d’isolement d’ADN

génomique n’est pas efficace pour ’extraction d’ADNc.

Pour cette technique, le méme sang congelé a été évalué, et le dosage donne une
concentration d’ADNc de 20 ng/ml. Ce type d’extraction utilisant le kit MagMAX™ est
meilleur que celui utilisant Purelink™. Ceci peut étre expliqué par le fait que les billes
magnétiques se lient a I'ADN d’une fagon plus efficace que les filtres en silice, ce qui permet
d'obtenir des rendements plus élevés et plus constants. De plus, étant donné que les filtres et
les collecteurs de vide ne sont pas utilisés, il n’ya aucun risque que des particules cellulaires
encrassent ces articles pendant le processus d’extraction. En outre, il n'y a pas de risque de
colmatage de la membrane au cours du processus d'extraction. Ce probléme de colmatage est
particulierement préoccupant avec des échantillons riches en protéines de grand volume tels

que le plasma.

Cependant, ce rendement reste toujours faible et insuffisant pour étre amplifié par PCR.
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Dans cet essai, le plasma utilisé a été prélevé a partir du sang frais dans des tubes héparines
=> Les résultats sont beaucoup plus importants (80_ng/ml), chose qui nous permet de
conclure que I’extraction permettant d’isoler I’ADNc doit étre réalisée dans les heures suivant
le prélévement afin d’éviter toute dégradation car les cycles de congélation-décongélation

peuvent altérer les acides nucléiques.

Castelli et son équipe confirment dans des études récentes (2018) que la détection de I’ADN
tumoral circulant repose sur 1’analyse d’échantillons de plasma frais, centrifugés le plus

rapidement possible suivant le prélevement sanguin (au maximum quelques heures apres).

Or, plusieurs travaux [El Messaoudi et al., 2013] prouvent que les cycles congélation-

décongélation sont vivement déconseillés lors de I’extraction d’ADNCc.

L’inconvénient de cette méthode est le fait que ’ADNc obtenu est contaminé avec des
protéines car le ratio 260/280 donne une valeur de 1,36<1,8 (fig.15), qui le rend non
exploitable en PCR.

Les mémes étapes précédentes ont été réalisées en changeant un seul facteur : le tube de
prélévement a été traité par EDTA (Ethyléne Diamine Tétra-Acétique) comme anticoagulant.

Les résultats de dosage sont restés les mémes (une concentration d’ADNc= 80ng/ml) or le

rapport 260/280 a donné une valeur de 1,97 (fig.14) => meilleur résultat par rapport au

tube hépariné. Notre ADNCc est donc qualifié de pur et il peut bien étre utilisé dans la PCR.
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Figurel3: le spectre d’absorption caractéristique d’ADN pur.
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La figure 15 montre les différents spectres d’absorption possibles qu’on puisse obtenir apres

une extraction d’ADN.

10mm Absorbance

320 330 340

Figure 14: Spectre d’absorption d’ADN.
(A) sans contamination,
(B) contaminé par les ARN,

(C) contaminé par les protéines.

Donc pour la réalisation de cette technique il est recommandé d’utiliser des tubes contenant
de PEDTA comme anticoagulant lors des prises de sang. Il permet une meilleure
conservation de I’ADN, évite une trop grande contamination par les globules blancs et

n’inhibe pas la réaction de PCR comme I’héparinate de lithium.

Cette avancée est confirmée par d’autres travaux qui ont utilis¢ ’EDTA et conclu que
I’ADNc isolé avec le kit d'isolement d'ADN sans cellules MagMAX pourrait étre stable
pendant 6 heures pour le sang total EDTA et il peut étre possible de garantir environ 48
heures de temps par rapport au stockage du sang total EDTA a 4 ° C pour l'analyse de
I'ADNCc si le plasma EDTA est immédiatement séparé et stocké a 4 ° C. [Tae-Dong Jeong,
2019]

Finalement pour savoir le volume du prélevement nécessaire pour une quantité
suffisante d’ADNc, un tube de 2ml du sang a été testé => Quantité d’ADNc¢ non suffisante

pour la realisation de PCR.

Donc il faut prendre un volume de 4ml du sang périphérique.
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1. L’amplification du géne BRCAI:

Pour valider les résultats d’extraction et pouvoir comparer I’ADN tumoral circulant avec
I’ADN normal provenant des leucocytes. L’exon10 du géne BRCAL a été amplifié en
utilisant deux couples d’amorces différents. Les résultats PCR sont visualisés par la suite par

électrophorese sur gel d’agarose :

10
10

BRCA1(Exon10A BRCA1(Exon10B)

Sens de
migration

|

Figure 15: Images du gel d’agarose aprés électrophorése pour (A) I’exon10A et (B) I’exon10B.

+ —_—

Le gene BRCAL est un géne de trés grande taille, il est composé de 24 exons recouvrant plus
de 80 kb d’ADN génomique. Sa séquence codante est constituée de 22 exons et donne
naissance a un ARN messager d'une longueur de 7,8 kb [Y Miki, 1994].

Les puits T contiennent la solution temoin de la reussite de I’amplification ; les témoins
négatifs pour les deux amorces donnent une seule bande correspondante aux amorces

utilisées dans la réaction PCR donc il n’y a aucune contamination dans la technique.

Les puits ADN et ADNc contiennent I’exon10 d’une taille de 77 pb amplifié respectivement
a partir de I’ADN génomique extrait des leucocytes et I’ADN circulant extrait du plasma, leur
migration donne deux bandes ; les bandes en amant correspondent aux amorces car elles ont
une taille plus faible que celle de 1’exon, les bandes qui suivent correspondent donc a I’exon
10 du gene BRCAL amplifiées a 1’aide de deux couples d’amorces différents et sont dans le
méme niveau ce qui nous permet de conclure que I’ADN tumoral porte la méme information
que ’ADN normal et peut étre utilisé comme un fort biomarqueur tumoral facilement
exploitable.

Les bandes de 1’exon 10A sont plus intenses que celles de 1’exon10B, ce qui témoigne d’une

amplification meilleure.
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1. Utilités cliniques potentielles de ’ADN tumoral circulant

L’ADN tumoral circulant présente divers interéts théoriques (Fig.16), qui ont fait I’objet
d’études de validité clinique. Les améliorations apportées aux méthodes génomiques et

moléculaires élargissent la gamme d'applications potentielles de I' ADNtc.

Apreés un exposé des méthodes d’extraction d’ADNc, notre étude présente la place potentielle

de I’ADN tumoral circulant en cancérologie.

Toutes les applications cliniques de I’ADNtc dont résumé sous forme de la figure 16 ;

Evaluation pronostique
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traitement Maladie traitement de résistance
| : résiduelle : !
Biopsie | i proliférante  Biopsie ! Biopsie
liquide | | ! ,  liquide | liquide
I ! | | ! |
c I i ' Détection E Détection
) A : | . précoce | précoce
e | i | | |
4 : | : : . |
.5 | | 1 | | | =
I ! I I I |
s | | 1 | | |
g T ' : |
=] l ! : | l l
E | [ I | | I
[ ! I | | I
2 | i ! | | '
——
> ! :Chlrurgle: ! i i
(=) ! : i ! !
< ! : ! : : :
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Figure 16: Les applications potentielles de I’ADN tumoral circulant selon le contexte clinique.
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Nous avons mis au point une méthodologie d’extraction d’ADN circulant, cette méthode
offre une sensibilité et une spécificité en plus de sa rapidité et son caractére automatisable
pour la récupération de I’ADNc a partir d’un volume faible de plasma. Il est donc possible
d’intégrer cette méthode dans la routine du dépistage de cancer chez les personnes saines, en

évaluant la quantité des ADN circulants avec une simple prise de sang.

L’étude est toujours en progression et les résultats de I’amplification PCR a partir de I’ADNc
extrait du plasma vont étre évalués par sequencage afin de détecter les différentes mutations
qui touchent le gene BRCAL chez les patientes atteintes de cancer de sein. La détection et la
recherche des mutations sur I’ADNtc seraient essentielles dans 1I’évaluation de la réponse au
traitement et permettraient 1’adaptation des traitements en fonction de D’apparition des
résistances grace aux différents types de biomarqueurs moléculaires (ADNCc, cellules
tumorales circulant, exosomes). Cette méthode peut étre utilisée pour suivre 1’avancement du
cancer et la présence des métastases, tout ceci en diminuant la souffrance des patients et en
rendant la surveillance plus accessible et économiquement plus intéressante. Des recherches

avancées dans ce domaine vont nettement diminuer la mortalité par cancers.
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ANNEXES

Annexel: Protocole d’extraction d’ADN génomique a partir de sang a I’aide du kit Purelink™,

Introduction This quick reference sheet is included for experienced users of the PureLink™
Genommic DMA Mini Kit. For more details, refer o this manual.
Step Procedure
Freparing Prepare the lysate using an appropriate sample preparation protocol as follows:
lysates Sample Amount Page no.
Mammalian cells, tissues 5 x 1(° cells, up to 25 mg tissue (wp to 8
and mouse tail 10 myg spleen), 0.5-1 cm tail
Blood Up te 1 ml nonnucleated blood (need q
additional reagents, see page 9)
5-10 pl nucleated blood
Bacteria Up to 2 x 10° cells 10
Yeast cells Up to 5 x 10F cells 11
Buccal swalb Human buccal swab 11
FFPE tissue 1-8 sections of 5-15 pm thick of abowt 12
20-50 mim?® area
Oragene” preserved saliva Up te 1 ml 13

Binding DMNA 1. Remowe a PureLink ™ Spin Column in a Collection Tube from the package.

2. Load the lysate (-640 pl) with Lysis/Binding Buffer and ethanol prepared as
described on pages 8-13 to the PureLink™ Spin Column.

3. Centrifuge the column at 10,000 = g for 1 minute at room emperature.
4. Discard the collection tube and place the spin column into a new collection tube.
5. Proceed o Washing DNA, below.
Washing DNA 1. Wash the column with 500 3l Wash Buffer 1 prepared with ethanol (page 15).
2. Centrifuge the column at 10,000 = g for 1 minute at room temperature. Discard the
collection tube and place column into a new collection tube.
3. Wash the column with 500 ul Wash Buffer 2 prepared with ethanol (page 15).
4. Centrifuge the column at maximum speed for 3 minutes at room temperature.
DCriscard the collection tube.
5. Proceed to Eluting DNA, below.
Eluting DNA 1. Place the spin column in a sterile 1.5-ml microcentrifuge tube.
2. Elute the DMNA with 25-200 yl of PureLink ™ Genornic Elution Buffer. See Elution
Parametlers (page 5) to choose a suitable elution volume for your needs.
3. Incubate the column at room temperature for 1 minute.

4. Centrifuge the column at maximum speed for 1 minute at roosm temperature.
The hube contains purified DNA.

If desired, perform a second elution o increase recovery which lowers the overall
concentration. The fube contains prrified DNA. Remove and discard the colummn.

6. Use the purified gDMNA for the desired downstream application. Store the purified
gD A ar 4°C for short-term or -20°C for long-term storage.

L
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Annexe2: Protocole d’isolation d’ADNc a partir du plasma a I’aide du kit MagMAX™,

Methods
Isalate cfONA manually

Isolate cfDNA manually
Workflow
Prepare cell-free plasma samples
¥
Option 1: Lyse the plasma samples [with Option 2: Lyse the plasma samples
PKI] and bind the ¢fDNA to the beads [without PK] and bind the cfDNA to the
Follow this procedure for plasma samples hands
collected in Streck Cell-free DNA BCT
tubes.
¥
Wash with Wash Solution
v
Wash twice with 80% ethanol
¥
Elute the cfDNA
Prepare cell-free 1. Centrifuge the blood samples at 2000 = g for 10 minutes at 4°C.

plasma samples
2. Transfer the plasma to a new centrifuge tube.

3. Centrifuge the plasma samples at 16,000 = g for 10 minutes at 4°C.

Note: Alternatively, the plasma samples can be centrifuged at 6000 = g for
30 minutes to remove any residual blood and cell debris.
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