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L
DOYENS HONORAIRES :
1962 — 1969 : ProfesseurAbdelmalek FARAJ
1969 — 1974 : Professeur Abdellatif BERBICH
1974 — 1981 : Professeur Bachir LAZRAK
1981 — 1989 : Professeur Taiebh CHKILI
1989 — 1997 : Professeur Mohamed Tahar ALAQUI
1997 — 2003 : Professeur Abdelmajid BELMAHI
2003 — 2013 : Professeur Najia HAJJAJ - HASSOUNI
ADMINISTRATION :
Doyen . Professeur Mohamed ADNAOUI

Vice Doyen chargé des Affaires Académiques et estudiantines
Professeur Mohammed AHALLAT

Vice Doyen chargé de la Recherche et de la Coopération
Professeur Taoufig DAKKA

Vice Doyen chargé des Affaires Spécifiques a la Pharmacie
Professeur Jamal TAOUFIK

Secrétaire Général : Mr. El Hassane AHALLAT

1- ENSEIGNANTS-CHERCHEURS MEDECINS
ET
PHARMACIENS

PROFESSEURS :

Mai et Octobre 1981

Pr. MAAZOUZI Ahmed Wajih Chirurgie Cardio-Vasculaire
Pr. TAOBANE Hamid* Chirurgie Thoracique

Mai et Novembre 1982

Pr. BENOSMAN Abdellatif Chirurgie Thoracique
Novembre 1983

Pr. HAJJAJ Najia ép. HASSOUNI Rhumatologie

Décembre 1984

Pr. MAAOUNI Abdelaziz Médecine Interne — Clinique Royale
Pr. MAAZOUZI Ahmed Wajdi Anesthésie -Réanimation

Pr. SETTAF Abdellatif pathologie Chirurgicale



Novembre et Décembre 1985

Pr. BENJELLOUN Halima

Pr. BENSAID Younes

Pr. EL ALAOUI Faris Moulay El Mostafa

Janvier, Février et Décembre 1987
Pr. AJANA Ali

Pr. CHAHED OUAZZANI Houria
Pr. EL YAACOUBI Moradh

Pr. ESSAID EL FEYDI Abdellah
Pr. LACHKAR Hassan

Pr. YAHYAOUI Mohamed

Décembre 1988

Pr. BENHAMAMOUCH Mohamed Najib
Pr. DAFIRI Rachida

Pr. HERMAS Mohamed

Décembre 1989

Pr. ADNAOUI Mohamed

Pr. BOUKILI MAKHOUKHI Abdelali*
Pr. CHAD Bouziane

Pr. OUAZZANI Taibi Mohamed Réda

Janvier et Novembre 1990
Pr. CHKOFF Rachid

Pr. HACHIM Mohammed*
Pr. KHARBACH Aicha
Pr. MANSOURI Fatima
Pr. TAZI Saoud Anas

Février Avril Juillet et Décembre 1991
Pr. AL HAMANY Zaitounia

Pr. AZZOUZI Abderrahim

Pr. BAYAHIA Rabéa

Pr. BELKOUCHI Abdelkader

Pr. BENCHEKROUN Belabbes Abdellatif
Pr. BENSOUDA Yahia

Pr. BERRAHO Amina

Pr. BEZZAD Rachid

Pr. CHABRAOUI Layachi

Pr. CHERRAH Yahia

Pr. CHOKAIRI Omar

Pr. KHATTAB Mohamed

Pr. SOULAYMANI Rachida

Pr. TAOUFIK Jamal

Décembre 1992
Pr. AHALLAT Mohamed
Pr. BENSOUDA Adil

Cardiologie
Pathologie Chirurgicale
Neurologie

Radiologie
Gastro-Entérologie
Traumatologie Orthopédie
Gastro-Entérologie
Médecine Interne
Neurologie

Chirurgie Pédiatrique
Radiologie
Traumatologie Orthopédie

Médecine Interne —Doyen de la FMPR
Cardiologie

Pathologie Chirurgicale

Neurologie

Pathologie Chirurgicale
Médecine-Interne
Gynécologie -Obstétrique
Anatomie-Pathologique
Anesthésie Réanimation

Anatomie-Pathologique
Anesthésie Réanimation —Doyen de la FMPO
Néphrologie

Chirurgie Générale

Chirurgie Générale

Pharmacie galénique
Ophtalmologie

Gynecologie Obstétrique
Biochimie et Chimie
Pharmacologie

Histologie Embryologie
Pédiatrie

Pharmacologie — Dir. du Centre
National PV

Chimie thérapeutique

Chirurgie Générale
Anesthésie Réanimation



Pr. BOUJIDA Mohamed Najib Radiologie

Pr. CHAHED OUAZZANI Laaziza Gastro-Entérologie

Pr. CHRAIBI Chafiq Gynecologie Obstétrique
Pr. DAOUDI Rajae Ophtalmologie

Pr. DEHAYNI Mohamed* Gynecologie Obstétrique
Pr. EL OUAHABI Abdessamad Neurochirurgie

Pr. FELLAT Rokaya Cardiologie

Pr. GHAFIR Driss* Médecine Interne

Pr. IDDANE Mohamed Anatomie

Pr. TAGHY Ahmed Chirurgie Générale

Pr. ZOUHDI Mimoun Microbiologie

Mars 1994

Pr. BENJAAFAR Noureddine Radiothérapie

Pr. BEN RAIS Nozha Biophysique

Pr. CAOUI Malika Biophysique

Pr. CHRAIBI Abdelmijid Endocrinologie et Maladies Métaboliques
Pr. EL AMRANI Sabah Gynécologie Obstétrique

Pr. EL AOUAD Rajae Immunologie

Pr. EL BARDOUNI Ahmed Traumato-Orthopédie

Pr. EL HASSANI My Rachid Radiologie

Pr. ERROUGANI Abdelkader Chirurgie Générale- Directeur CHIS
Pr. ESSAKALI Malika Immunologie

Pr. ETTAYEBI Fouad Chirurgie Pédiatrique

Pr. HADRI Larbi* Médecine Interne

Pr. HASSAM Badredine Dermatologie

Pr. IFRINE Lahssan Chirurgie Générale

Pr. JELTHI Ahmed Anatomie Pathologique

Pr. MAHFOUD Mustapha Traumatologie — Orthopédie
Pr. MOUDENE Ahmed* Traumatologie- Orthopédie Inspecteur du SS
Pr. RHRAB Brahim Gynécologie —Obstétrique
Pr. SENOUCI Karima Dermatologie

Mars 1994

Pr. ABBAR Mohamed* Urologie

Pr. ABDELHAK M’barek Chirurgie — Pédiatrique

Pr. BELAIDI Halima Neurologie

Pr. BRAHMI Rida Slimane Gynécologie Obstétrique
Pr. BENTAHILA Abdelali Pediatrie

Pr. BENYAHIA Mohammed Ali Gynécologie — Obstétrique
Pr. BERRADA Mohamed Saleh Traumatologie — Orthopédie
Pr. CHAMI Ilham Radiologie

Pr. CHERKAOQUI Lalla Ouafae Ophtalmologie

Pr. EL ABBADI Najia Neurochirurgie

Pr. HANINE Ahmed* Radiologie

Pr. JALIL Abdelouahed Chirurgie Générale

Pr. LAKHDAR Amina Gynécologie Obstétrique

Pr. MOUANE Nezha Pédiatrie

Mars 1995

Pr. ABOUQUAL Redouane Réanimation Médicale

Pr. AMRAOUI Mohamed Chirurgie Générale

Pr. BAIDADA Abdelaziz Gynecologie Obstétrique



Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

BARGACH Samir
CHAARI Jilali*
DIMOU M’barek*

EL MESNAOQOUI Abbes
ESSAKALI HOUSSYNI Leila
HDA Abdelhamid*

OUAZZANI CHAHDI Bahia
SEFIANI Abdelaziz
ZEGGWAGH Amine Ali

Décembre 1996

Pr
Pr
Pr
Pr
Pr
Pr
Pr
Pr
Pr
Pr

. AMIL Touriya*
. BELKACEM Rachid
. BOULANOUAR Abdelkrim

.EL ALAMI EL FARICHA EL Hassan

. GAOUZI Ahmed

. MAHFOUDI M’barek*

. MOHAMMADI Mohamed
. OUADGHIRI Mohamed

. OUZEDDOUN Naima

. ZBIR EL Mehdi*

Novembre 1997

Pr

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

. ALAMI Mohamed Hassan
BEN SLIMANE Lounis
BIROUK Nazha
CHAOUIR Souad*
ERREIMI Naima
FELLAT Nadia
HAIMEUR Charki*
KADDOURI Noureddine
KOUTANI Abdellatif
LAHLOU Mohamed Khalid
MAHRAOUI CHAFIQ
OUAHABI Hamid*
TAOUFIQ Jallal

YOUSFI MALKI Mounia

Novembre 1998

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

AFIFI RAJAA
BENOMAR ALI
BOUGTAB Abdesslam
ER RIHANI Hassan
EZZAITOUNI Fatima
LAZRAK Khalid *
BENKIRANE Majid*
KHATOURI ALI*
LABRAIMI Ahmed*

DRISSI KAMILI Med Nordine*

IBEN ATTYA ANDALOUSSI Ahmed

Gynécologie Obstétrique
Médecine Interne

Anesthésie Réanimation — Dir. HMIM

Anesthésie Réanimation
Chirurgie Générale
Oto-Rhino-Laryngologie
Cardiologie - Directeur ERSM
Urologie

Ophtalmologie

Génétique

Réanimation Médicale

Radiologie

Chirurgie Pediatrie
Ophtalmologie

Chirurgie Genérale
Pédiatrie

Radiologie

Médecine Interne
Traumatologie-Orthopedie
Nephrologie

Cardiologie

Gynécologie-Obstétrique
Urologie

Neurologie

Radiologie

Pédiatrie

Cardiologie

Anesthésie Réanimation
Chirurgie Pédiatrique
Urologie

Chirurgie Générale
Pédiatrie

Neurologie

Psychiatrie

Gynécologie Obstétrique

Gastro-Entérologie

Neurologie — Doyen Abulcassis
Chirurgie Générale

Oncologie Medicale
Néphrologie

Traumatologie Orthopédie
Hématologie

Cardiologie

Anatomie Pathologique



Janvier 2000

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

ABID Ahmed*

AIT OUMAR Hassan

BENJELLOUN Dakhama Badr.Sououd
BOURKADI Jamal-Eddine

CHARIF CHEFCHAOUNI Al Montacer
ECHARRAB EI Mahjoub

EL FTOUH Mustapha

EL MOSTARCHID Brahim*

ISMAILI Hassane*

MAHMOUDI Abdelkrim*
TACHINANTE Rajae

TAZI MEZALEK Zoubida

Novembre 2000

Pr
Pr
Pr

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

. AIDI Saadia

. AIT OURHROUI Mohamed

. AJANA Fatima Zohra
BENAMR Said

CHERTI Mohammed
ECH-CHERIF EL KETTANI Selma
EL HASSANI Amine

EL KHADER Khalid

EL MAGHRAOQOUI Abdellah*
GHARBI Mohamed EI Hassan
HSSAIDA Rachid*

LAHLOU Abdou

MAFTAH Mohamed*
MAHASSINI Najat
MDAGHRI ALAOUI Asmae
NASSIH Mohamed*

ROUIMI Abdelhadi*

Décembre 2000

Pr

. ZOHAIR ABDELAH*

Décembre 2001

Pr

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

. ABABOU Adil

BALKHI Hicham*
BENABDELJLIL Maria
BENAMAR Loubna
BENAMOR Jouda
BENELBARHDADI Imane
BENNANI Rajae
BENOUACHANE Thami
BEZZA Ahmed*
BOUCHIKHI IDRISSI Med Larbi
BOUMDIN El Hassane*
CHAT Latifa

DAALI Mustapha*

DRISSI Sidi Mourad*

Pneumophtisiologie
Pédiatrie

Pédiatrie
Pneumo-phtisiologie
Chirurgie Générale
Chirurgie Générale
Pneumo-phtisiologie
Neurochirurgie
Traumatologie Orthopédie
Anesthésie-Réanimation
Anesthésie-Réanimation
Médecine Interne

Neurologie

Dermatologie

Gastro-Entérologie

Chirurgie Générale

Cardiologie

Anesthésie-Réanimation

Pédiatrie

Urologie

Rhumatologie

Endocrinologie et Maladies Métaboliques
Anesthésie-Réanimation

Traumatologie Orthopédie
Neurochirurgie

Anatomie Pathologique

Pédiatrie

Stomatologie Et Chirurgie Maxillo-Faciale
Neurologie

ORL

Anesthésie-Réanimation
Anesthésie-Réanimation
Neurologie

Néphrologie
Pneumo-phtisiologie
Gastro-Entérologie
Cardiologie

Pédiatrie

Rhumatologie
Anatomie

Radiologie

Radiologie

Chirurgie Générale
Radiologie



Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

EL HIJRI Ahmed

EL MAAQILI Moulay Rachid
EL MADHI Tarik

EL OUNANI Mohamed
ETTAIR Said

GAZZAZ Miloudi*

HRORA Abdelmalek
KABBAJ Saad

KABIRI EL Hassane*
LAMRANI Moulay Omar
LEKEHAL Brahim
MAHASSIN Fattouma*
MEDARHRI Jalil
MIKDAME Mohammed*
MOHSINE Raouf

NOUINI Yassine

SABBAH Farid

SEFIANI Yasser

TAOUFIQ BENCHEKROUN Soumia

Décembre 2002

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

AL BOUZIDI Abderrahmane*
AMEUR Ahmed *

AMRI Rachida

AOURARH Aziz*

BAMOU Youssef *
BELMEJDOUB Ghizlene*
BENZEKRI Laila
BENZZOUBEIR Nadia
BERNOUSSI Zakiya

BICHRA Mohamed Zakariya*
CHOHO Abdelkrim *
CHKIRATE Bouchra

EL ALAMI EL FELLOUS Sidi Zouhair
EL HAOURI Mohamed *

EL MANSARI Omar*

FILALI ADIB Abdelhai

HAJJl Zakia

IKEN Ali

JAAFAR Abdeloihab*
KRIOUILE Yamina
LAGHMARI Mina
MABROUK Hfid*
MOUSSAOUI RAHALI Driss*
MOUSTAGHFIR Abdelhamid*
NAITLHO Abdelhamid*
OUIJILAL Abdelilah

RACHID Khalid *

RAISS Mohamed

RGUIBI IDRISSI Sidi Mustapha*

Anesthésie-Réanimation
Neuro-Chirurgie
Chirurgie-Pédiatrique

Chirurgie Générale

Pédiatrie

Neuro-Chirurgie

Chirurgie Générale
Anesthésie-Réanimation
Chirurgie Thoracique
Traumatologie Orthopédie
Chirurgie Vasculaire Périphérique
Médecine Interne

Chirurgie Générale

Hématologie Clinique

Chirurgie Générale

Urologie

Chirurgie Générale

Chirurgie Vasculaire Périphérique
Pédiatrie

Anatomie Pathologique
Urologie

Cardiologie
Gastro-Entérologie
Biochimie-Chimie
Endocrinologie et Maladies Métaboliques
Dermatologie
Gastro-Enterologie
Anatomie Pathologique
Psychiatrie

Chirurgie Générale
Pédiatrie

Chirurgie Pédiatrique
Dermatologie

Chirurgie Générale
Gynécologie Obstétrique
Ophtalmologie

Urologie

Traumatologie Orthopédie
Pédiatrie

Ophtalmologie
Traumatologie Orthopédie
Gynécologie Obstétrique
Cardiologie

Médecine Interne
Oto-Rhino-Laryngologie
Traumatologie Orthopédie
Chirurgie Générale
Pneumophtisiologie



Pr
Pr
Pr
Pr

. RHOU Hakima
. SIAH Samir *

. THIMOU Amal
.ZENTAR Aziz*

Janvier 2004

Pr
Pr

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

. ABDELLAH EI Hassan

. AMRANI Mariam
BENBOUZID Mohammed Anas
BENKIRANE Ahmed*
BOUGHALEM Mohamed*
BOULAADAS Malik
BOURAZZA Ahmed*
CHAGAR Belkacem*
CHERRADI Nadia

EL FENNI Jamal*

EL HANCHI ZAKI

EL KHORASSANI Mohamed
EL YOUNASSI Badreddine*
HACHI Hafid

JABOUIRIK Fatima
KHABOUZE Samira
KHARMAZ Mohamed
LEZREK Mohammed*
MOUGHIL Said

OUBAAZ Abdelbarre*
TARIB Abdelilah*

TIJAMI Fouad

ZARZUR Jamila

Janvier 2005

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

ABBASSI Abdellah

AL KANDRY Sif Eddine*
ALAOUI Ahmed Essaid
ALLALI Fadoua
AMAZOQOUZI Abdellah
AZIZ Noureddine*
BAHIRI Rachid
BARKAT Amina
BENHALIMA Hanane

BENYASS Aatif
BERNOUSSI Abdelghani
CHARIF CHEFCHAOUNI Mohamed
DOUDOQOUH Abderrahim*
EL HAMZAOUI Sakina*
HAJJI Leila

HESSISSEN Leila
JIDAL Mohamed*
LAAROUSSI Mohamed
LYAGOUBI Mohammed
NIAMANE Radouane*

Néphrologie

Anesthésie Réanimation
Pédiatrie

Chirurgie Générale

Ophtalmologie
Anatomie Pathologique
Oto-Rhino-Laryngologie
Gastro-Entérologie
Anesthésie Réanimation

Stomatologie et Chirurgie Maxillo-faciale

Neurologie
Traumatologie Orthopédie
Anatomie Pathologique
Radiologie

Gynécologie Obstétrique
Pediatrie

Cardiologie

Chirurgie Générale
Pédiatrie

Gynécologie Obstétrique
Traumatologie Orthopédie
Urologie

Chirurgie Cardio-Vasculaire
Ophtalmologie

Pharmacie Clinique
Chirurgie Générale
Cardiologie

Chirurgie Réparatrice et Plastique
Chirurgie Générale

Microbiologie

Rhumatologie

Ophtalmologie

Radiologie

Rhumatologie

Pédiatrie

Stomatologie et Chirurgie Maxillo
Faciale
Cardiologie
Ophtalmologie
Ophtalmologie
Biophysique
Microbiologie
Cardiologie
Pédiatrie
Radiologie
Chirurgie Cardio-vasculaire
Parasitologie

Rhumatologie

(mise en disponibilité)



Pr. RAGALA Abdelhak
Pr. SBIHI Souad
Pr. ZERAIDI Najia

Décembre 2005
Pr. CHANI Mohamed

Avril 2006

Pr. ACHEMLAL Lahsen*

Pr. AKJOUJ Said*

Pr. BELMEKKI Abdelkader*
Pr. BENCHEIKH Razika

Pr. BIYI Abdelhamid*

Pr. BOUHAFS Mohamed El Amine
Pr. BOULAHYA Abdellatif*
Pr. CHENGUETI ANSARI Anas
Pr. DOGHMI Nawal

Pr. ESSAMRI Wafaa

Pr. FELLAT Ibtissam

Pr. FAROUDY Mamoun

Pr. GHADOUANE Mohammed*
Pr. HARMOUCHE Hicham
Pr. HANAFI Sidi Mohamed*
Pr. IDRISS LAHLOU Amine*
Pr. JROUNDI Laila

Pr. KARMOUNI Tariq

Pr. KILI Amina

Pr. KISRA Hassan

Pr. KISRA Mounir

Pr. LAATIRIS Abdelkader*
Pr. LMIMOUNI Badreddine*
Pr. MANSOURI Hamid*

Pr. OUANASS Abderrazzak
Pr. SAFI Soumaya*

Pr. SEKKAT Fatima Zahra

Pr. SOUALHI Mouna

Pr. TELLAL Saida*

Pr. ZAHRAOQOUI Rachida

Octobre 2007

Pr. ABIDI Khalid

Pr. ACHACHI Leila

Pr. ACHOUR Abdessamad*
Pr. AIT HOUSSA Mahdi*
Pr. AMHAJJI Larbi*

Pr. AMMAR Haddou*

Pr. AOUFI Sarra

Pr. BAITE Abdelouahed*
Pr. BALOUCH Lhousaine*
Pr. BENZIANE Hamid*

Pr. BOUTIMZINE Nourdine

Gynecologie Obstétrique

Histo-Embryologie Cytogénétique

Gynécologie Obstétrique

Anesthésie Réanimation

Rhumatologie
Radiologie
Hématologie

O.R.L

Biophysique

Chirurgie - Pédiatrique

Chirurgie Cardio — Vasculaire

Gynécologie Obstétrique
Cardiologie
Gastro-entérologie
Cardiologie

Anesthésie Réanimation
Urologie

Médecine Interne
Anesthésie Réanimation
Microbiologie
Radiologie

Urologie

Pédiatrie

Psychiatrie

Chirurgie — Pédiatrique
Pharmacie Galénique
Parasitologie
Radiothérapie
Psychiatrie
Endocrinologie
Psychiatrie

Pneumo — Phtisiologie
Biochimie

Pneumo — Phtisiologie

Réanimation médicale
Pneumo phtisiologie
Chirurgie générale
Chirurgie cardio vasculaire
Traumatologie orthopédie
ORL

Parasitologie
Anesthésie réanimation
Biochimie-chimie
Pharmacie clinique
Ophtalmologie



Pr. CHARKAOQOUI Naoual*
Pr. EHIRCHIOU Abdelkader*
Pr. ELABSI Mohamed

Pr. EL MOUSSAOQUI Rachid
Pr. EL OMARI Fatima

Pr. GANA Rachid

Pr. GHARIB Noureddine

Pr. HADADI Khalid*

Pr. ICHOU Mohamed*

Pr. ISMAILI Nadia

Pr. KEBDANI Tayeb

Pr. LALAOUI SALIM Jaafar*
Pr. LOUZI Lhoussain*

Pr. MADANI Naoufel

Pr. MAHI Mohamed*

Pr. MARC Karima

Pr. MASRAR Azlarab

Pr. MOUTAJ Redouane *

Pr. MRABET Mustapha*

Pr. MRANI Saad*

Pr. OUZZIF Ez zohra*

Pr. RABHI Monsef*

Pr. RADOUANE Bouchaib*
Pr. SEFFAR Myriame

Pr. SEKHSOKH Yessine*

Pr. SIFAT Hassan*

Pr. TABERKANET Mustafa*
Pr. TACHFOUTI Samira

Pr. TAJDINE Mohammed Tarig*
Pr. TANANE Mansour*

Pr. TLIGUI Houssain

Pr. TOUATI Zakia

Décembre 2007

Pr. DOUHAL ABDERRAHMAN
Décembre 2008

Pr ZOUBIR Mohamed*
Pr TAHIRI My EI Hassan*

Mars 2009

Pr. ABOUZAHIR Ali*

Pr. AGDR Aomar*

Pr. AIT ALI Abdelmounaim*

Pr. AIT BENHADDOU El hachmia
Pr. AKHADDAR Ali*

Pharmacie galénique
Chirurgie générale
Chirurgie générale
Anesthésie réanimation
Psychiatrie

Neuro chirurgie

Chirurgie plastique et réparatrice
Radiothérapie

Oncologie médicale
Dermatologie
Radiothérapie

Anesthésie réanimation
Microbiologie
Réanimation médicale
Radiologie

Pneumo phtisiologie
Hématologie biologique
Parasitologie

Médecine préventive santé publique et hygiéne
Virologie
Biochimie-chimie
Médecine interne
Radiologie

Microbiologie
Microbiologie
Radiothérapie

Chirurgie vasculaire périphérique
Ophtalmologie

Chirurgie générale
Traumatologie orthopédie
Parasitologie

Cardiologie

Ophtalmologie

Anesthésie Réanimation
Chirurgie Générale

Médecine interne
Pédiatre

Chirurgie Générale
Neurologie
Neuro-chirurgie



Pr
Pr
Pr
Pr
Pr

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

. ALLALI Nazik

. AMAHZOUNE Brahim*

. AMINE Bouchra

. ARKHA Yassir

. AZENDOUR Hicham*
BELYAMANI Lahcen*
BJIJOU Younes
BOUHSAIN Sanae*
BOUI Mohammed*
BOUNAIM Ahmed*
BOUSSOUGA Mostapha*
CHAKOUR Mohammed *
CHTATA Hassan Toufik*
DOGHMI Kamal*

EL MALKI Hadj Omar
EL OUENNASS Mostapha*
ENNIBI Khalid*

FATHI Khalid
HASSIKOU Hasna *
KABBAJ Nawal

KABIRI Meryem
KARBOUBI Lamya
L’KASSIMI Hachemi*
LAMSAOURI Jamal*
MARMADE Lahcen
MESKINI Toufik
MESSAOUDI Nezha *
MSSROURI Rahal
NASSAR Ittimade
OUKERRAJ Latifa
RHORFI Ismail Abderrahmani *
ZOUHAIR Said*

PROFESSEURS AGREGES :

Octobre 2010

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

ALILOU Mustapha
AMEZIANE Taoufig*
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INTRODUCTION




La biologie moléculaire correspond a l'intégration de toutes les données
moléculaires nécessaires a la compréhension des mécanismes biologiques. Le
terme de biologie moléculaire utilisé couramment en biologie médicale désigne
I’étude des acides nucléiques, I'acide désoxyribonucléique (ADN) et l'acide
ribonucléique (ARN). Ces molécules sont a I'origine des phénomenes biologiques
impliques dans la structure et le fonctionnement des cellules et des organismes
entiers. Ces phénomenes sont la synthese, la modification et la dégradation des

protéines, lipides et sucres, mais aussi des acides nucléiques eux-mémes.

L’ADN est le support de I'information génétique. Ses modifications peuvent
étre a l'origine de pathologies congénitales ou acquises. Les travaux réalisés ces
30 dernieres années ont permis une description extrémement précise, des bases
moléculaires de phénomenes observés chez différents organismes.
L'identification de certaines modifications pathologiques du génome peut étre
réalisée en pratique courante. On peut détecter la présence d’ADN exogéene,
bactérien ou viral, dans un organisme humain. Il est désormais possible de
manipuler les séquences d’acides nucléiques afin d’en controler |'expression
dans des cultures cellulaires ou des organismes entiers. Utile dans un systeme
expérimental, ce controle de I'expression des genes pourrait également étre a

la base de traitements [1].

L'avenement de la biologie moléculaire a révolutionné la biologie et
notamment la génétique et a permis, entre autres, de mieux comprendre les
mécanismes physiopathologique des affections a transmission génétique mais

également de certains affections acquises. La dermatologie a, au méme titre que
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d’autres disciplines médicales, largement bénéficié de ces techniques toujours

plus performantes et faciles d’acces.

La biologie moléculaire possede deux types principaux d’applications en

dermatologie pédiatrique, semblent se dessiner et sont d’ailleurs dans certains

cas d’interdépendants :

La recherche systématique des anomalies de l'information génétique
(donc de I'ADN) dans les maladies génétiques et dans certains affection
acquises, notamment infectieuses afin de progresser dans la
compréhension de ces affections, en particulier par 'identification des
anomalies  protéiques induites et de leurs conséquences
physiopathologiques, a |'échelon moléculaire puis cellulaire et enfin
tissulaire (relations génotype-phénotype). Une «chasse aux genes»
systématique a donc été initiée, particulierement fructueuse en
dermatologie et, méme si beaucoup de travail reste a accomplir dans
I’étude des relations génotype-phénotype, nos connaissances en
physiologie cutanée ont tiré un grand bénéfice de I'analyse moléculaire

des génodermatoses ;

e Le diagnostic de certaines affections tant acquises (infections) que

génétiques (diagnostic pré- et postnatal) grace a I’étude de certaines séquences

d’acides nucléiques intéressantes (ADN surtout) au sein des échantillons

biologiques, séquences et anomalies souvent identifiées grace aux études

physiopathologiques «fondamentales» qui permettent donc de rechercher des

altérations trés précises.



Une autre application est théoriquement représenté par les progres
thérapeutiques autorisés par cette accumulation de connaissances
fondamentales et physiopathologiques, soit directe (thérapie génique), soit
indirecte (correction des anomalies de fonctionnement par d’autres moyens).
Cette approche reste toutefois tres réduite, pour I'instant, aux applications in
vitro et a quelques timides tentatives in vivo, d’autant plus qu’elle est confrontée
a des questions éthiques d’une acuité inusitée. Seul I'avenir permettra de savoir
si ce versant thérapeutique viendra couronner un édifice déja impressionnant
[2].

Enfin, de nouvelles données ne manqueront pas de s’ajouter a celles qui
sont présentées dans ce panorama, entre sa rédaction et sa publication, les

progres étant quasi hebdomadaires...






|-Historique :

L’époque fondatrice de la biologie moléculaire revient a la fin des années
1970 [1]. En effet, entre 1960 et 1969, quatorze prix Nobel de médecine (sur
vingt-cing attribués) ont récompensé les chercheurs ayant travaillé sur la
génétique. Malgré le peu de répercussions sur la pratique médicale, ces
recherches font entrer la médecine dans I’ére scientifique. Cette médecine dont
le but n’est pas seulement de « guérir» mais aussi de garantir la bonne santé de
la population avec une prévention efficace et un diagnostic urgent. La biologie
moléculaire constitue un point de rencontre entre la génétique et |la biochimie.
Ainsi, elle a donné d’informations par l'intermédiaire des protéines et des

enzymes.

L’histoire de la biologie moléculaire (synonyme de génie génétique ou
génétique moléculaire) est pleine de noms importants. Elle a été fondée par les
observations des savants tel que: MENDEL et MORGAN. Ceci était vers la fin des
années 1800 et début des années 1900. Elle s’est occupée au début de trouver
exactement les mécanismes de transmission héréditaire du patrimoine
génétique qui caractérise la maintenance qu’elle soit dans I'espéce humaine,
animale végétale ou dans les micro-organismes. Ces mécanismes sont restés

longtemps inconnus.

Il a fallu attendre la deuxieme partie du siécle pour avoir des progres dans

ce domaine.



En 1926, le biologiste francgais LEJEUNE rattache le mongolisme a la trisomie

21.

En 1944, GRIFFITH et le bactériologiste américain AVERY semblent étre
les premiers a avoir attiré I'attention sur ’ADN comme porteur d’informations
génétique. Grace a leur découverte, ces savants ont déclenché les recherches

concernant la biologie moléculaire.

Vers les années 50, des grands travaux de biochimie sur la structure
moléculaire de I’ADN réalisés par CRICK, WILKINS et WATSON. IIs ont démontré
gue la double hélice est composée de quatre molécules des base s’assemblant

deux a deux et codant la production des acides aminés.

Cesrecherches sont complétées dans les années 60 a I'Institut Pasteur a paris
par le microbiologiste LWOFF, biochimiste MONOD et le généticien JACOB .ils
expliguent comment I’ADN délivre des messages génétiques a travers I’ARN
« messager ». Egalement par les travaux de KORNBERG, KHORANA et

NIRENBERG concernant la réplication de I’ADN et le code génétique.

En suite, et vers les années 70, viennent les recherches de ARBER et BOYER
pour parler des enzymes de restriction et expliquer le clonage moléculaire, et la

description initiale de la méthode de SOUTHERN par EDWIN Southern en 1975
[1][3].

Au cours de cette premiere époque fondatrice de la biologie moléculaire, les

savants conservant une approche presque théorique.



Cette période sera relayée dans les années 80 par une approche pratique.
C’est ainsi qu’il y a eu la mise au point d’une technique révolutionnaire : la PCR
(Polymerase Chain Reaction). Celle-ci, a rendu l'usage de ces techniques de la
biologie moléculaire accessible a de nombreux laboratoires dans le cadre du
diagnostic. En effet, en 1985, les travaux de KB MULLIS et BRINSTER ont permis
la découverte de la technique de la PCR [4]. Celle-la était décrite exactement en
1987 par les mémes chercheurs [5]. Elle a permis d’envisager a grande échelle
son application au diagnostic des maladies infectieuses. Les agents infectieux
étaient repérables par I'amplification des séquences les plus spécifiques
possibles de leur matériel génétique. En 1988, il y a eu I'application de la PCR

pour la premiere fois sur le virus du sida.

L’histoire de la biologie moléculaire est encore continuée. En effet, les
travaux des années 90 réalisés par ANDERSON, BORDIGNON et autres
concernant la thérapie génétique, ainsi I'annonce officielle de I'achévement du
séquencage du génome humain en 2003, et le premier séquencage d’un individu

unique en 2007.

Ainsi, avec les progres, notamment de la bio-informatisation des techniques
de la biologie moléculaire, les applications de biologie moléculaire sont
considérables. En ce qui nous concerne ces applications en dermatologies

clinigue sont potentielles et les demandes des cliniciens seront pressantes.



Il -LES TECHNIQUES DE BASE DE L&
BIOLOGIE MOLECULAIRE



A. Prélevement et méthodes d’analyse des acides

nucléiques :

Les acides nucléiques dans la cellule sont de deux types :

e L’acide désoxyribonucléique (ADN), enchainement de 3 milliards de
nucléotides chez 'Homme répartis sur 46 chromosomes, appelé ADN
génomique ;

e Ll’acide ribonucléique (ARN), lien entre le génotype (I’ADN) et le

phénotype (la protéine).

Ces deux acides, méme s’ils ne different que par I'absence d’un oxygene
au niveau d’un sucre(le désoxyribose) de I’ADN par rapport a I’ARN, n’ont pas les
mémes caractéristiques physicochimiques et ne donneront pas les mémes

informations en biologie moléculaire [6].

Au cours des trois dernieres décennies, |'analyse des acides nucléiques a
fait 'objet de développements technologiques considérables, évoluant de
méthodes de laboratoires manuelles, complexes et réservées a un personnel
spécialisé a des méthodes entierement automatisées accessibles a tous les
biologistes. De plus, longtemps cantonné aux sciences fondamentales, le champ
d’application de ces méthodes s’est étendu a I'ensemble des disciplines

biomédicales.

Les avancées technologiques majeurs qui ont été a la base de ces
bouleversements sont I'invention de la PCR, le développement de séquencage

du génome humain et enfin, la PCR en temps réel.
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Ces tests sont réalisés sur ’ADN extrait des leucocytes du patient sur tube
EDTA et le fragment du géne a étudier est amplifier par PCR. Des automates sont
capables d’extraire simultanément les ADN provenant de plusieurs centaines
d’échantillons, puis des robots PCR sont a leur tour capables d’amplifier
simultanément les fragments d’intérét issus de ces échantillons. Ensuite,
plusieurs méthodes différentes peuvent étre utilisées pour identifier 'anomalie

génétique.
1- Structure de I’ADN :

L’ADN est essentiellement localisé dans le noyau des cellules. Il contient
I'information et le programme génétique, ce qui lui permet de jouer un role
fondamental dans la conservation, dans la transmission des caracteres
héréditaires et dans la synthese protéique. C’'est une macromolécule constituée

par I'’enchainement des plusieurs nucléotides :

+* Un nucléotide qui correspond a l'union entre un nucléoside et une

ou plusieurs molécules d’acides phosphorique. La liaison se fait par
le C5’ du désoxyribose ;

+* Un nucléoside est I'union entre une base azotée et le sucre, la liaison

osidique se fait entre le C1’ du sucre et I'azote N1 des bases
pyrimidiques ou N9 des bases puriques ;

%+ Les bases azotées de I’ADN sont des composés azotés cycliques

classés par leur nombre de noyaux ;

* Le sucre est le 2-désoxy-b-D-ribose

= Les bases purigues a 2 noyaux : adénine A ; guanine G ;
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= Les bases pyrimidiques a 1 noyau : cytosine C; thymine T.

+ L’acide phosphorique est un triacide. Deux des trois fonctions acides

seront estérifiées dans I’ADN.
On pourrait pour simplifier représenter un nucléotide comme suit :
Nucléotide = acide phosphorique +sucre +base

Nucléoside =sucre +base

La structure primaire de I’ADN correspond a la polymérisation des
nucléotides dans le sens 5’3, La structure secondaire de I’ADN est formée par
deux chaines polynucléotidiques anti paralleles reliées par des ponts
hydrogenes entre bases complémentaires : deux liaisons hydrogenes entre A et

T et trois liaisons hydrogenes entre C et G [7].

L’ADN est dit bicaténaire. Selon Watson et Crick, il serait formé de deux
chaines s’enroulant I'une autour de I'autre, formant ainsi une double hélice dont
I’axe central commun serait constitué par les ponts hydrogénes qui unissent les

bases complémentaires (figurel).
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Figure 1: structure en double hélice de I'ADN[10].
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Par convention, on lira toujours une chaine d’acide nucléique dans le sens 5P

vers 3'OH. Les deux chaines d’ADN ont trois propriétés principales, elles sont :

o Antiparalleles : les deux brins sont paralleles mais dans des directions
opposées ;

o Complémentaires et ;

o Hélicoidales : les deux chaines s’enroulent autour d’un axe central

imaginaire en formant une double hélice droite.
L’ARN présente trois différences principales par rapport a I’ADN :

o L'uracile U : base pyrimidique qui remplace la thymine ;
o Le sucre est le ribose au lieu du désoxyribose de ’ADN ;

o L’ARN est monocaténaire.

+* Les histones et les protéines non histones :

Les histones :

Ce sont les protéines basiques chargées positivement, riches en acides
aminés tels que I'arginine et la lysine. Leur charge positive leur permet de former
avec I’ADN (chargé négativement grace aux fonctions acides libres des molécules
H3PO4) des liaisons ioniques. Ces liaisons non covalentes justifient que la
condensation de I'information génétique n’empéche pas 'accessibilité au code
génétique et son expression. L'unité de condensation de I'ADN est le
nucléosome (146 paires de bases s’enroulant autour d’'un octamere d’histones)

(figure2).
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Histone H1 _

ADN

—Nucléosome

|
Histones

Figure 2 : structure d'un nucléosome [11].

Les protéines non histones :

La plupart de ces protéines ne sont présentés qu’en tres faible quantité et

sont encore mal connus.

Il est a noter que ces caractéristiques structurales jouent un réle primordial
dans la régulation de I'acces a I'information génétique et donc a la synthese

protéique, cette synthése comprend deux étapes importantes :

v’ La transcription et ;

v La traduction.
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La transcription correspond a la synthése de I’ARN messager(ARNm), le
signal de début de transcription est le promoteur qui correspond a une région
de I’ADN d’environ 40 paires de nucléotides situés juste avant le début de la

région ou démarrera la transcription.

Par convention, on appelle + 1 le premier nucléotide transcrit. Le promoteur

est donc situé en amont du point + 1.
Chez les eucaryotes, le gene est discontinu, il comprend :

o Des exons qui contiennent l'information et qui s’exprimeront
(en étant traduits en protéines), séparés par :

o Des introns (séquences intercalaires), qui sont interposées au
milieu de la partie contenant l'information et seront transcrit

mais non traduits.

La transcription comprend donc d’abord une transcription intégrale des
exons et des introns pour aboutir au préARN messager qui sera, grace a des
modifications (excision, épissage), transformé en ARNm ne comprenant que des

exons. La traduction correspond au décodage de ’ARNm en protéines [6][8][9].
2- Extraction de I’ADN :

L’objectif de I'’extraction est la purification des acides nucléiques (AN) dans
des conditions optimales de qualité et de quantité. Le principe consiste en
I"utilisation de la solubilité différentielle des molécules (AN et contaminants)

entre deux phases non miscibles[12].
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Le procédé classique est I'extraction par le couple phénol/chloroforme ou
I’extraction phénolique. Le phénol est un excellent agent dénaturant des
protéines et il permet de séparer efficacement les protéines et les AN. Il est
ensuite éliminé par I'extraction au chloroforme (non miscibles a I'eau). La
séparation des phases aqueuses et organiques peut se faire par centrifugation.

La phase aqueuse contenant les AN.

I est possible d’utiliser des colonnes de purification de type
chromatographique. Les AN peuvent finalement étre récupérés sous forme
solide a la suite d’une précipitation par l'alcool éthylique ou par I'alcool
isopropylique. Ces techniques de précipitations ont pour but de protéger les AN
d’une part et d’'une autre part, de les resolubiliser a la concentration souhaité,

apres séchage.

L’extraction des ARN est beaucoup plus délicate en raison de leur extréme
sensibilité aux RNAses omniprésentes : il est alors nécessaire d’ajouter a la
technique précédente des inhibiteurs des RNAses. La séparation et |'étude
analytique des fragments d’acides nucléiques obtenus sont mises en évidence
par électrophoréese en gel de polyacrylamide de 3,5 a 15% pour des fragments
de 20 a 2 000 pb ou d’agarose, de 0,6 a 1,5 % pour les fragments de 0,2 a 20 kb.
L’adjonction de bromure d’éthidium permet I'observation du gel d’agarose sous
UV et les marqueurs de masse moléculaires définissent la taille des fragments.
Une variante appelée électrophorése en champ pulsé permet d’analyser des

fragments d’ADN supérieurs a 50 kb [6][12].
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L’électrophorese en gel capillaire a été appliquée avec succes a I'analyse
des acides nucléiques. La détection des solutés est réalisée par la mesure directe
de I"'absorbance en UV a une longueur d’onde de 260 nm ou par fluorescence
induite par laser (LIF) aprés marquage des fragments d’ADN double brin a I'aide

d’un agent fluorescent intercalant [13].
3- Estimation des quantités d’ADN :

Il est rarement nécessaire d’effectuer un dosage tres précis, et dans la
pratique, une simple estimation de la concentration est suffisante. Elle s’effectue

par spectrophotométrie dans I'UV a 260 nm.

Il est indispensable de mesurer également I'absorption a 280 nm. Cette
derniere longueur d’onde permet d’estimer la contamination éventuelle de
I’extrait par des protéines. Le rapport des densités optiques (DO) 260/280 nm
doit étre voisin de 1,8. S’il y a contamination par les protéines qui absorbent a

280 nm ou par le phénol qui absorbe a 270 nm, le rapport sera nettement <1 ,8.

Une unité de DO correspond a I'absorption d’une solution d’ADN double
brin a la concentration de 50 microgrammes par ml ou a 'absorption d’une
solution d’ADN simple brin (ou d’ARN) a la concentration de 25 microgrammes

par ml [12].

B. Analyse de I'acide désoxyribonucléique :
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L’analyse de I’ADN sert principalement a caractériser :

e Soit des mutations ponctuelles ;

e Soit des anomalies de structure : remaniements (translocations,
réarrangements des genes d'immunoglobulines ou du récepteur des
cellules T) ou délétion ;

e Soit des polymorphismes.

1- Hybridation in situ (HIS) :

Elle permet la visualisation directe de la présence, sur une coupe tissulaire
ou un chromosome, d’une séquence d’ADN, par hybridation spécifique avec une

sonde marquée qui rend visible le duplex sonde/ADN.

Cette technique est avant tout utilisée pour déterminer la présence de
I’ADN de certains agents infectieux notamment intracellulaires, méme en petit
nombre, tels les virus ol théoriqguement moins de 10 copies par cellule suffisent

a faire apparaitre un signal. Elle peuvent visualiser aussi les ARN.

On l'utilise aussi pour I'analyse chromosomique, notamment avec des
sondes fluorescentes (fluorescent in situ hybridization) FISH qui peuvent

permettre de localiser une séquence connue sur tel ou tel chromosome([14].

2- Méthode de SOUTHERN blot:
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Quand une solution d’ADN est exposée a un pH ou une température élevée (90
°C), les deux brins complémentaires qui constituent I’ADN se séparent. Ce
phénoméne, appelé dénaturation, est réversible, et la réassociation peut avoir
lieu entre n’importe quel acide nucléigue (ARN ou ADN) tant que les séquences

sont complémentaires.

L’ADN chromosomique est d’abord digéré par des enzymes de restriction
qui coupent a des sites précis (comme EcoRI qui coupe entre le G et le A apres
avoir reconnu la séquence GAATTC) afin de diminuer la taille des fragments a
analyser. Ces fragments sont ensuite séparés selon leur taille par électrophorese
en gel d’agarose. Les fragments d’ADN ainsi séparés sont transférés sur un
support solide (nitrocellulose ou nylon) aprés une étape de dénaturation,
(chauffage dans le cas de nitrocellulose ou exposée au rayonnement ultra-violet

au cas de nylon).

Une fois transférées, les séquences étudiées sont mises en évidence par
hybridation d’une sonde préalablement marquée, radioactivement (phosphore
32) ou non (avec une perte de sensibilité dans ce dernier cas). Apres lavage, la
membrane est mise au contact d'un film autoradiographique pour faire

apparaitre le signal de radioactivité (Figure 3).

Cette méthode permet de connaitre la structure des genes. Sa sensibilité
est de I'ordre de 5%, c’est-a-dire qu’elle peut détecter parmi la population
cellulaire analysée des cellules ayant une modification génotypique présente

dans au moins une cellule sur 20. Cependant, elle ne permet pas de reconnaitre
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les mutations ponctuelles, a I’exception des mutations affectant le site reconnu

par I'’enzyme de restriction nécessaire a la digestion de ’ADN[2][6][14].

@ Digestion @ Serviettes @ ADN transféré
sur le filtre

puis en papier
@ électrophorése

= ‘
Solution Filtre de Filtre
saline nitrocellulose

® ®

Sonde hybridée aux Autoradiogramme

séquences complémentaires

@ Sac d'hybridation

-

o Lavage -
i de la sonde & -
non hybridée Autoradiographie | —

o

‘ '

Figure 3: Méthode de SOUTHERN blot [15].
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3- Réaction de polymérisation en chaine ou polymerase chain

réaction (PCR) :

Polymerase chain reaction ou PCR est la technique d’amplification
enzymatique la plus utilisée, elle est fondée sur I'amplification de fragments
d’ADN délimités par deux courtes séquences reconnues par deux
oligonucléotides, dites amorces, grace a une ADN polymérase résistante a haute

température (95°C).

Elle permet d’augmenter le nombre de copies d’'un segment ADN. Le
fragment d’ADN résultent de ce qui peut etre assimilé a un clonage in vitro peut
alors étre détecté par simple fluorescence (au bromure d’éthydium) apres

électrophorese [16].
3-1-Principe de la méthode :

La PCR est basée sur le fonctionnement cyclique d’'une ADN polymérase
thermorésistante. Des millions de copies d’'un méme segment d’ADN sont
synthétisés au cours de 25 a 40 cycles (figure 4), chaque cycle étant caractérisé

par la succession de trois étapes :

e Etape de dénaturation thermique: Durant cette étape de 30 a 60
secondes généralement, le milieu réactionnel est porté a une
température élevée, avoisinant 95°C, les liaisons hydrogénes reliant
les deux brins d'ADN sont alors rompues par la chaleur. Cette

température est supérieure a la température de dénaturation (Tm)
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de I'ADN qui passe alors sous forme simple brin. Chaque brin servira
de matrice.

Etape d'hybridation des amorces (également appelée annealing) : Les
amorces délimitant la séquence d'ADN a amplifier et chacune
complémentaire d'un des deux brins, sont ajoutées au milieu
réactionnel. Le milieu est amené pendant environ 30 secondes a une
température légerement inférieure au Tm des amorces. Cette
température d'hybridation est fonction de la séquence des amorces.
Elle est le plus souvent égale a [Tm -5°C], ce qui est a la fois
suffisamment proche du Tm pour éviter les appariements non
spécifiques et suffisamment éloigné pour assurer une bonne
hybridation sans risque de fusion prématurée.

Etape d’élongation : a partir des extrémités 3’OH libres des amorces
par polymérisation enzymatique de précurseurs désoxy-

ribonucléotidiques (ANTP).

La premiere ADN polymérase thermorésistante utilisée (Taq ADN

polymérase) a été isolée d’une bactérie thermophile, thermus aquaticus. Cette

enzyme possede une activité polymérase dépendante de la température

maximale a 75-85°C. la Tag ADN polymérase possede une faible activité 5’-3’

exonucléasique, mais pas d’activité 3’-5’ exonucléasique in vitro. Des ADN

polymérase thermorésistantes sont actuellement clonées. La température

d’appariement(Ta) matrice / amorce et les molarités en nucléotides dNTP et le

magnésium en concentration précises sous forme de MgCI2 influent sur la

fidélité de 'enzyme [16].
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Figure 4: Principe de la PCR[15].
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L’analyse des produits de I'amplification par PCR peut se faire de différentes

facons :

Clivage du produit de PCR par une enzyme de restriction (si la
mutation induit la modification d’un site de restriction) puis
analyse par électrophorese sur gel coloré au bromure
d’ethidium (BET) : analyse de restriction ;

Dépot des produits de PCR sur membrane (dot au slot-blot) et
hybridation avec des oligonucléotides internes marqués
(oligosondes) spécifiques de I'allele normal et de I'allele muté :
mise en évidence de mutations ponctuelles ;

Insertion du produit de PCR dans un vecteur et séquencage ;
Analyse électrophorétique des produits de PCR (techniques
DGGE et SSCP) : ces techniques sont particulierement utiles pour
mettre en évidence des mutations ponctuelles au niveau d’un

gene.

Les produits PCR seront différents en fonction de la présence d’une

séquence normale, ou d’une séquence mutée (homozygote, hétérozygote ou

composite)[6][8][12][17].

Actuellement, I'utilisation d’amorces fluorescentes a permis d’améliorer la

résolution de l'analyse du produit de PCR. L'une des amorces est rendue

fluorescente par la fixation, a don extrémité 5, d’'une molécule capable

d’émettre une fluorescence de longueur d’'onde déterminée apres une

excitation laser. Par cette approche, le produit de PCR obtenu apres
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amplification est détectable par la fluorescence émise lors du passage devant la
fenétre de lecture au cours d’une migration capillaire électrophorétique sur un
analyseur de fragments. Ceci permet de lui attribuer une taille précise, et

améliore la sensibilité de détection du signal.

3-2- PCR-RFLP polymorphisme de longueur des fragments de

restrictions :

L'approche PCR-RFLP conduit a comparer la longueur des fragments
de restriction d'une région choisie du génome et préalablement amplifiée
par PCR, afin de déterminer le polymorphisme. Cette région est utilisée

comme substrat pour les enzymes de restriction [18].

Les enzymes de restriction sont des endonucléases qui reconnaissent
spécifiguement une séquence courte (4 a 8 bases) et coupent la chaine
d'ADN chaque fois qu'elles reconnaissent cette séquence élémentaire.
L'ADN se retrouve ainsi fragmenté en morceaux de différentes longueurs
séparés en fonction de leur taille par électrophorése sur un support
physique. Un fragment va migrer d'autant plus loin qu'il est court. Un
polymorphisme de la longueur des fragments de restriction est ainsi mis en
évidence. Les profils observés permettent |'analyse de la diversité des

souches [18][19].

Cette méthode permet d’évite |'étape d'hybridation et I'utilisation de

sonde radioactive.
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3-3- Avantages de la PCR :

+» Sensibilité : La PCR apporte un énorme sensibilité car capable de
générer une tres grande quantité d’acide nucléique a partir de
quelques copies de la séquence recherchée, tandis que le minimum
nécessaire pour la méthode de SOUTHERN blot est de 5 ug, soit
environ 750 000 cellules.

» Rapidité : Aussi elle permet un important gain de temps par rapport

L)

aux autres techniques comme la culture (élimination des temps de
cultures et d’incubation), et méthode de SOUTHERN blot (1 jour conte
une semaine) [6][8][12][17]

3-4-Les limites de la PCR:

La PCR reste une technique parfois délicate a réaliser et a interpréter du

faite :

%+ des risques d’inter contamination lors des prélevements.

+» de la possible dégradation des acides nucléiques en particulier de
I’ARN ainsi que de la présence d’inhibiteurs de PCR lors de certains
préléevements.

%+ de la contamination facile du milieu réactionnel lors de I'analyse au

laboratoire.

+** La contamination par aérosols de produits PCR.
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¢ Des faux positifs dus a la sensibilité extréme de la technique, d’ou la
nécessité de travailler dans des conditions tres

rigoureuses)[8][12][14][17].
3-5- les variantes de la technique :

a- PCR « Multiplex » :

PCR « Multiplex » : consiste a amplifier, dans un tube unique, avec plusieurs
couples d’amorces spécifiques et différents, une partie du géne a étudier (il s’agit
souvent de genes avec de nombreux exons), les produits d’amplifications
doivent avoir chacun une taille différente de maniere a pouvoir les différencier

lors de I'analyse électrophorétique.

b-PCR nichée (ou nested PCR) :

Pour obtenir une plus grande sensibilité lors de la PCR, il est possible

d'effectuer deux PCR successives.

La « nested PCR » permet une meilleure spécificité: le produit issu de la

premiere PCR est de nouveau amplifié au cours d'une deuxieme PCR (Figure :5).

Dans cette technique, deux couples d'amorces différents sont

successivement utilisés:

v un couple d'amorces externes : Ce couple d'amorces permet tout d'abord
d'obtenir un premier fragment d'ADN amplifié, selon une PCR classique.
Les fragments d'ADN obtenus servent alors de matrice pour une seconde

PCR.
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v un couple d'amorces internes : Ce couple d'amorces délimite borne une
région située a l'intérieur (ou nichée) du fragment nucléotidique obtenu
avec le ler couple d'amorces, et donnera des fragments de taille inférieure

a ceux obtenus avec la 1ére.

Cette méthode est tres sensible : apres une premiere PCR de 30 cycles, on
obtient théoriquement 23° cibles amplifiées (pour un rendement de 100%). La
deuxiéme PCR de 30 cycles permettra d'obtenir [23°]3° soit [2°°] cibles en
théorie. Deux couples d'amorces étant utilisés, la spécificité de la réaction est

accrue.

Cependant, les résultats de cette PCR sont a interpréter avec prudence dans
la mesure ou cette méthode associe deux PCR classiques successives et permet
certes d'augmenter la sensibilité et la spécificité; cependant elle est difficilement
utilisable pour un usage de routine sur des grandes séries car elle nécessite
beaucoup de temps de manipulation. Cette technique reste tres exposée aux

risques de contaminations (du fait des deux PCR successives).

c-PCR guantitative :

La PCR guantitative permet d’obtenir des résultats quantitatifs sur la

guantité d’ADN initiale[8][12][17].
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Figure 5: Principe de la PCR Nichée (ou Nested PCR)[20].
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4- Analyse des mutations :

Le terme mutation désigne tout changement du matériel héréditaire
survenant soit dans la lignée germinale (mutations germinales), soit dans les

cellules somatiques (mutations somatiques).

Seules les mutations germinales peuvent étre transmises a la descendance et

sont a l'origine des maladies héréditaires.

On distingue des mutations par substitutions, délétions, insertions et par

remaniements géniques.

Pour étudier les mutations pouvant affecter le fonctionnement des genes,

plusieurs méthodes peuvent étre utilisées :

= |"établissement de la séquence des nucléotides constituant ce gene,
méthode relativement lourde mais faible (séquencage direct) ;

= deux autres méthodes de séquencage indirect de recherche de mutations
ponctuelles, le polymorphisme conformationnel des structures simple

brin et I'électrophorése en gel de gradient dénaturant[6][7][8].

4-1-le séquencage direct : méthode de SANGER :
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La méthode décrite par SANGER est fondée sur I'arrét de I’élongation lors de
la réplication par une onde ADN polymérase. Cet arrét est réalisé par la présence
de didésoxynucléotides( ddNTP) qui, a la différence des désoxynucléotides
(dNTP ou N signifie une de quatre bases) ; constituant I’ADN, ne permettent par
I’ajout de la base suivante lors de I’élongation car le radical hydroxyl nécessaire

a été remplacé par un simple atome d’hydrogene.

Les bases didésoxy agissent, donc, comme des leurres vis-a-vis de la
polymérase. Quatre réactions pour chaque séquence étudiée sont conduite en
parallele, chacune utilisant 'une des 4 bases A, C, G ou T sous forme de
didésoxytriphosphate en tres faible proportion par rapport aux dNTP normaux

nécessaires a la réaction d’élongation.

La synthése d’ADN s’effectuant, pour chaque brin en présence, dans le sens
5" vers 3’ : elle s’arrétera dés qu’un didésoxy sera incorporé. Il y aura, donc,
autant de fragments avortés que de fois ou la base didésoxy correspondante sera
présente dans la séquence synthétisée. Les fragments obtenus de facon
aléatoire ont de tailles variables qui autorisent leur séparation par

électrophorese[21].

En modifiant le ddNTP incorporé (par exemple ddATP au lieu de dATP) et en
faisant migrer les quatre réactions d’élongation sur un gel de polyacrylamide
permettant la résolution a une base de pres, on peut définir précisément

I’enchainement des nucléotides dans le géne étudié[2][6][21].

4-2- séquencgage indirect :
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+** polymorphisme de conformation des ADN simple brin (PCSB) ou single

staind chain polymorphism (SSCP) :

Cette méthode met a profit les différences de réappariement des molécules
d’ADN simple brin sur elles-mémes, aboutissant a une structure en épingle a
cheveu, cette conformation tridimensionnelle variant en fonction de la

composition en nucléotides de I’ADN.

En effet, lorsqu’un tel fragment d’ADN double brin est dénaturé par
chauffage a 95°C, puis rapidement refroidi, les molécules simple brin n’ont pas
le temps de se réassocier entres elles mais forment une structure secondaire
stable par réassociations intramoléculaires au niveau de zones de séquences
complémentaires. Les différences de séquences peuvent entrainer des
différences de conformation qui sont décelées par une migration en conditions

non dénaturantes dans un gel d’acrylamide.

Le procédé SSCP est potentiellement tres intéressant car il ne nécessite pas
de digestion. Il est, cependant encore, assez peu utilisé en raison, surtout, de

certaines difficultés dans la maitrise des conditions de I’électrophorese.

Il excite d’autres techniques similaires d’analyse de la conformation des
fragments d’amplification. Celles-ci utilisent des conditions d’électrophorese
dénaturantes. Il s’agit des techniques de I'électrophorése en gel de gradient

dénaturant[18].

La différence de migration entre ADN muté et ADN normal est souvent tres

faible, la mutation pouvant soit freiner, soit accélérer la migration. Il est donc
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nécessaire de traiter I’ADN normal dans des conditions les plus proches possibles
de I’ADN muté pour ne pas générer des résultats faussement positifs. La 2éme

limite de la méthode réside dans I'utilisation de matériel radioactif[12][22][23].

«* I’électrophorése en gel de gradient dénaturant ou denaturating gel

gradient electrophoresis (DGGE) :

Une des méthodes développées pour rechercher des mutations dans des
régions étendus de I’ADN fut I’électrophorése en gel de gradient dénaturant.
Cette technique est fondée sur le fait que I’ADN simple brin migre beaucoup
moins vite que "ADN double brin. Un ADN double brin contenant un défaut
d’appariement (hétéroduplex réalisé in vitro entre un ADN simple brin muté et
un ADN simple brin témoin) sera dénaturé plus rapidement qu’un ADN double
brin parfaitement apparié. 'ADN mal apparié se dissocie plus rapidement, d’ou
un arrét de sa migration plus précoce par rapport a ’ADN double brin témoin.
Une différence d’une seule base entre I’ADN muté et ’ADN témoin est suffisante

pour provoquer des profils de migration différents.

Cette technique contrairement a la SSCP, n’utilise pas de produits radioactifs.
Son principale inconvénient réside dans la lourdeur de sa mise au point, elle
réclame en effet une analyse informatique poussée qui permet de déterminer

exactement les conditions expérimentales [12][22][23].

C. Analyse de I'acide ribonucléique :
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L’étude des produits de transcription permet de la détection des ARN
messagers normaux, ainsi que des ARN messagers de fusion résultent de

translocations chromosomiques.

L’étude de ces translocations est pratiquement impossible au niveau de
I’ADN, car leurs points de cassure sont éparpillés sur les introns. Lors de
I’épissage des ARN messagers apres transcription de I’ADN, les exons sont
reboutés les uns aux autres, générant ainsi des ARN et des protéines de fusion
uniformes. La grande sensibilité de I’ARN vis-a-vis des ribonucléases, enzymes
dégradant I’ARN et non I’ADN, présentes de maniere ubiquitaire et elles-mémes

résistantes a la dégradation, implique un soin particulier lors de sa manipulation.
1- la technique de NORTHERN-blot :

Le NORTHERN-blot est une technique employée en biologie moléculaire
pour étudier I'expression de genes (produits de transcription). Elle dérive de
SOUTHERN-blot, sauf qu’au lieu d’étudier de ’ADN, on étudie de ’ARN. L’ARN
va étre analysé sur électrophorese et détecté par une sonde. Une différence du
procédé par rapport au SHOUTERN- blot est "utilisation de formaldéhyde dans
le gel d’électrophorése comme dénaturant, parce que le traitement d’hydroxyde
de sodium utilisé en SHOUTERN dégraderait I’ARN. Comme dans le SOUTHERN-

blot, la sonde d’hybridation peut étre faite a partir d’ADN ou d’ARN.

Cette méthode permet une quantification de 'ARN messager d’une

maniére plus fiable que la RT-PCR (PCR apres transcription inverse), mais avec
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une sensibilité moindre et nécessité une trop grande quantité d’ARN pour étre

utilisée en routine[6].
2- laRT-PCR:
3-1-principe :

La PCR repose sur des cycles successifs de réplication d’une séquence
spécifiqgue d’ADN matrice par une ADN polymérase. Les ADN polymérases
thermostables utilisées pour la PCR sont ADN dépendantes. Lorsqu’on recherche
a amplifier des ARN messagers, il est impératif d’introduire une étape préalable
de transcription inverse (reverse transcription ou RT). On parle alors de la RT-
PCR. L'étape de RT va consister a synthétiser le brin complémentaire (ADN) des
ARN a partir d’'une amorce oligonucléotidique, grace a une enzyme a activité
ADN polymérase ARN dépendante, la transcriptase inverse (reverse

transcriptase ou RTase)[24].
3-2-Réalisation pratique :

La RT-PCR se déroule en deux phases : Une premiere phase correspond a la
copie d’ARN messager en ADN complémentaire (ADN) et une seconde phase
correspond a une réaction PCR classique sur I’ADN synthétisé. Dans la premiere
phase, I'ARN messager a étudier est repéré en utilisant une sonde
oligonucléotidique spécifique (amorce 1 qui s’hybride a I'extrémité 3’ du seul
ARNm auquel on <s’intéresse), puis la transcriptase inverse (ou

rétrotranscriptase) permet la synthese du brin complémentaire (sous une forme
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d’ADN simple brin), une seconde amorce oligonucléotidique spécifique (amorce

2) permettra la synthése du second brin par extension.

L’ADN complémentaire synthétisé servira ensuite de matrice pour une

réaction PCR classique (figure : 6)[24].
3-3- les limites de la technique :

Si la technique de la RT-PCR ne présente pas de difficulté technique
particuliere, elle est, cependant, rendue délicate par le caractéere extrémement
labile de I’ARN, ainsi que la contamination possible des échantillons d’ARN par
de I’ADN, ce qui impose de prendre un certain nombre de précautions dans la
réalisation de I’analyse, surtout lorsque I'on souhaite I'utiliser pour le diagnostic

clinique[24].
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Figure 6: Technique RT-PCR[24].
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D. les nouvelles technologies :

1- La PCR en temps réel :

Les techniques classiques d'amplification génique (PCR) sont utilisées en
routine depuis plus d'une dizaine d'années par les laboratoires de biologie pour
identifier des micro-organismes pathogenes. Ces techniques dites "classiques"
nécessitent, comme nous Il'avons vu précédemment plusieurs étapes
expérimentales, parfois complexes et difficiles a mettre en ceuvre dans des

laboratoires de routine (PCR puis détection du produit amplifié).

De plus, en raison de la multiplicité des procédures, ces tests requierent les
mémes délais, voir des délais supérieurs a ceux des méthodes de diagnostic
conventionnels, auxquels s'ajoutent les risques de contamination. Cette
derniere décennie, des automates réalisant dans un seul mélange réactionnel
("systeme fermé") a la fois la réaction de PCR et la détection du produit amplifié
(amplicon) ont été développés. Ces appareils sont a la fois des thermocycleurs
extrémement performants (vitesse de thermocycling trés rapide) et des

fluorimetres qui détectent spécifiguement en temps réel I'amplicon formé.
1-1-Principes :

La technigue de PCR en temps réel est directement inspirée de la PCR

classique.

Les cycles de PCR successifs induisent une augmentation exponentielle du
produit d'amplification, et par conséquent de la fluorescence émise. Pour la

détection des amplicons, cette PCR utilise soit I'agent intercalant SYBR®Green
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(figure : 7), soit elle fait appel a des amorces spécifiques du géne a amplifier
associées a un systeme de sondes fluorescentes qui se fixent spécifiguement sur
le brin amplifié. On distingue trois grands types de sondes: les sondes
d'hydrolyse TagMan®, les sondes d'hybridation FRET (Fluorescent Resonnance

Energy Transfert) et les molecular beacons (balises moléculaires).
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Figure 7 : Cycle PCR utilisant CYBER GREEN[27]

(1)Dénaturation; (2) Hybridation ; (3) Elongation.

Le temps de détection du signal est directement proportionnel a la quantité
d'ADN cible présente dans le mélange réactionnel. Durant les premiers cycles, la
fluorescence reste a son niveau de base. Le" Threshold cycle" (Ct) correspond au
cycle a partir duquel la courbe de fluorescence croise la droite correspondant au
seuil de détection. Il est inversement proportionnel a la quantité d'ADN cible

présente dans |'échantillon biologique avant la réaction.
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Deés lors, un Ct précoce correspond a une réaction tres positive et une
concentration initiale d'ADN élevée, un Ct tardif reflete une quantité d'ADN
moindre, en fin un Ct égal au nombre de cycles réalisés correspond a une
réaction négative, dans ce cas la fluorescence mesurée au cours de la réaction

ne dépasse pas le seuil de détection[25][26]. (Figure : 8).

Phase plateau
Q-0

Phase exponentielle

:0—0—0—0—0—0—0—0—(#'— Ligne de base
Phase d'initiation

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
Nombre de cycles PCR

Intensité du signal fluorescent émis

.

Figure 8 : le suivi en temps réel d’'une réaction PCR[25].

La cinétique de la réaction de PCR est L'évolution de cette amplification peut

étre représentée par une courbe dont l'allure est celle d'une sigmoide.
Cette courbe peut étre divisée en trois phases :

v Phase d’initiation;
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v’ phase exponentielle : cette deuxiéme phase correspondant a une
amplification exponentielle qui est modélisable.

v’ phase de plateau : elle correspond a un ralentissement de
I'amplification qui peut étre di a I'épuisement des différents

réactifs de la PCR comme les amorces.
Plusieurs raisons expliquent I'existence de cet "effet plateau" :
e L'épuisement des substrats (amorces, désoxyribonucléotides [dNTPs]).

e La dégradation des désoxyribonucléotides [dNTPs] consécutive a la

température élevée.
e L'inactivation thermique progressive de I'ADN polymérase.

e La concentration limitant de I'enzyme et/ou l'inhibition progressive de

I'enzyme par les pyrophosphates générés au cours de la PCR.

e Laréhybridation des produits formés génant |'acces des différents réactifs

aux séquences cibles[25].

En conclusion, cette technologie apporte, au-dela de son aspect
guantitatif, une définition de la qualité du matériel étudié, grace a l'utilisation
d’un géne domestique, tres nettement supérieure aux approches qualitatives.
Sa facilité d’utilisation et les avantages qu’elle apporte en font certainement une

approche dont les applications seront de plus en plus larges.

1-2-Intéréts de la PCR en temps réel :
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Pour la PCR classique, 2 heures sont nécessaires pour réaliser 30 a 40
cycles alors que 20 a 30 minutes sont nécessaires pour le méme nombre
de cycles pour la plupart des appareils de PCR en temps réel.

Pour les techniques classiques, la détection du produit amplifié se fait,
selon différentes méthodes évoquées plus haut qui sont fastidieuses et
nécessitent |'utilisation éventuelle de produit cancérigéne (BET). De plus,
elles favorisent les contaminations avec I'ouverture nécessaire des tubes
pour |'électrophorese et imposent des locaux séparés pour les étapes
d'amplification et de post-amplification. A l'inverse, les techniques de PCR
en temps réel, permettent une détection spécifique et immédiate de
I'amplicon au cours de la réaction de PCR.

la PCR en temps réel présente I'avantage de pouvoir quantifier la cible
détectée dans I'échantillon biologique[25].

1-3-Applications :

La PCR en temps réel est utilisée pour de nombreuses applications telles

I’analyse d’expression de genes, de mutations, de génotypage, de détection et
guantification rapide d’agents pathogenes, de quantification d’ADN et d’ARN,

d’essais d’expression et de distribution pour la thérapie génique.

Elle est aujourd’hui devenue un outil inestimable pour de nombreux

scientifiques. En biologie médicale ; les applications sont déja trées nombreuses
et couvrent des domaines tres diversifiés sont les plus importants se situent en

dermatologie[25][26].

2- Les puces a ADN :
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La technique des puces a ADN est simplement fondée sur une amplification
d’acides nucléiques suivie d’une hybridation. Elle ne comporte rien de nouveau,
si ce n’est une miniaturisation du systeme. L’'idée est d’analyser non pas une

séquence, mais des milliers.

A lorigine, les supports utilisés étaient des lames de microscope sur
lesquelles étaient déposés des milliers de sondes afin d’analyser autant de
régions dans un gene. Dans les laboratoires, leur fabrication était tres artisanale
et limitée techniguement : d’'une part, la fabrication des sondes était longue et
fastidieuse, d’autre part, il fallait prélever seulement quelques nanolitres de
liguide afin d’effectuer les dépots sur la lame. Cette opération délicate entrainait

le blocage des engins de I'époque.

Grace au transfert de la technologie de I'industrie électronique, les lames de
verre ont été remplacées par des supports de silicium ou de plastique sur
lesquels les oligonucléotides sont fabriqués les uns apres les autres par synthese
chimique. Les premiéeres puces de la société Affymetrix, pionnier et leader actuel
en la matiere, présentaient une capacité d’analyse de quelques centaines de
sondes. Les plus récentes permettent aujourd’hui d’analyser jusqu’a 2 millions

de loci dans le génome.

Une des applications principales des puces est la cartographie de tumeurs.
Cela consiste a comparer I'expression de 200 a 300 genes dans un tissu tumoral
et dans un tissu sain. Tous les résultats sont obtenus en méme temps, ce qui

évite au biologiste d’effectuer des centaines de PCR quantitatives[28][29][32].

2-1-Des puces commerciales prétes a I’emploi :



Des versions commerciales de puces a ADN sont arrivées sur le marché.
Roche a ainsi développé en partenariat avec Affymetrix une puce pour analyser

les variations de séquences de deux cytochromes P 450 : 2C19 et 2D6.

Si le colit de cette puce semble élevé, la limite la plus importante en termes
de colt concerne le systeme de lecture. Apres la phase d’hybridation et d’élution
des puces en station, celles-ci sont ensuite placées dans un scanner a haute
résolution afin de lire les résultats. Fondés sur un systeme de microscopie

confocale, ces scanners sont trés onéreux[30].
2-2-Des puces “a fagon” :

Suite au développement des puces par Affymetrix, d’autres sociétés se sont
lancées sur ce marché. Nanogen a développé NanoChip ®, un systéeme innovant
de puce “a fagon” : la puce est vendue brute et le client choisit ce qu’il veut fixer

a sa surface.

Il peut y fixer des sondes — dans ce cas-la, il éluera avec ’ADN des patients
—ou bien il peut fixer I’ADN des patients et il éluera avec les sondes. Le systeme
présente une originalité : I’hybridation sur la puce est facilitée par un courant

électrique.

L’ADN étant chargé, il est attiré a I’endroit voulu par le courant. Le rendement
d’hybridation est ainsi bien supérieur, méme en cas de faible concentration.
Dans un deuxieme temps, une fois I’hybridation effectuée, au lieu de réaliser des
lavages a différentes stringences, il suffit d’inverser le courant électrique pour

repousser les acides nucléiques s’étant fixés de facon non spécifique[30][31].
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2-3-Les systemes intégrés :

Bien que les puces fassent gagner du temps au niveau de I'étape d’analyse,
le systeme reste complexe avec des étapes préanalytiques parfois tres longues.
Dans I'optique de raccourcir le process et d’obtenir des systemes plus intégrés,

sont apparus les laboratoires sur les puces (lab on a chip).

Grace a des microcanaux et des microvalves gravés dans le silicium, ces
systemes miniaturisés permettent non seulement d’analyser des acides
nucléigues, mais aussi de les séparer en réalisant des électrophoréses. Certains

prototypes vont bien plus loin.

En 2003, le laboratoire d’électronique des technologies de I'information
(Leti) du CEA a Grenoble a développé un systéme totalement intégré : dans des
microcanaux tapissés de transistors, un gradient électrique fait varier la

température.

Ainsi, au fur et a mesure que I’échantillon avance sur la puce, il se produit
une PCR grace aux variations de température. Une fois la PCR terminée, le

produit peut étre génotypé ou séquencé sur la puce[30].
3- Le séquengage haut débit :

Si les puces a ADN continuent a susciter beaucoup d’espoir, elles pourraient
bien avoir du mal a concurrencer les nouvelles techniques de séquengage haut
débit. Le premier séquenceur haut débit a été lancé en 2004 par la société 454
Life Sciences, depuis rachetée par Roche. Il permettait de séquencer 20 millions
de paires de bases par run.
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Cette technologie a vu le jour alors que le projet de séquencage du génome
humain était déja arrivé a son terme. Ce dernier a en effet été mené avec des
techniques de séquencage datant des années 1980. « En 1998, Craig Venter
annoncait qu’il faisait I'acquisition de 230 appareils de séquencage a 96
capillaires et qu’il se donnait trois ans pour finir le séquencage du génome
humain », précisait Eric Baud, chef de marché séquencage chez Roche
Diagnostics. « De notre c6té, avec notre séquenceur GS 20 FLX System, nous
avons séquenceé le génome de Watson, le codécouvreur de la structure de I’ADN,
en deux mois et avec un seul appareil. Il s'agissait du premier séquencage de

génome unique d’un individu.»

La troisieme génération de séquenceur commercialisée actuellement par
Roche effectue un million de lectures de fragments de 500 bases en moyenne,
ce qui lui donne une capacité d’environ 500 Mb de données brutes par run, a
raison de deux run par jour. La couverture réelle est toutefois moins importante
car I'appareil relit plusieurs fois le méme fragment afin d’augmenter I'exactitude

de la séquence obtenue.

En fonction du projet de séquencage, Roche conseille de choisir un niveau
de couverture de 15 a 20X .Avec un niveau de couverture de 20X, la capacité
réelle de I'appareil est de 33 Mb. Pour le séquencage du génome de Watson, le

niveau de couverture utilisé était de 7,4X[30][31].

+* Le systeme fondé sur le pyroséquencage :
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Pour se servir de ce séquenceur, la premiere étape est I'obtention d’une
banque d’ADN simple brin. Il est possible de travailler sur de ’ADN génomique
global (en shotgun), sur de I’ADN fragmenté — ce qui peut arriver lorsque I'on
étudie de I’ADN ancien —, ou sur des produits PCR. L’ADN est fragmenté en
séquences de 500 bases grace a une ligase. Des adaptateurs contenant des
amorces PCR et des étiquettes (tags) sont ajoutés au milieu et vont venir se fixer
sur les fragments a séquencer. L'étape suivante est une étape d’amplification
dite de PCR en émulsion (emPCR). L'ADN est mélangé avec des billes
complémentaires aux adaptateurs, dans un ratio tel que I'on aura une bille pour
un brin d’ADN. Les réactifs nécessaires a la PCR sont ajoutés au milieu et les tubes
sont agités afin de créer une émulsion. On se trouve ainsi en présence de petites

gouttelettes contenant un brin d’ADN et des réactifs de PCR[30].

Ces gouttelettes vont agir comme des microréacteurs lors de I'amplification.
L’émulsion est ensuite cassée, les billes sont récupérées et I'étape suivante est
la réaction de séquencage. Le mélange est déposé dans une “ PicoTiterPlate ”,
une plaque a 3,4 millions de puits. Le diametre de chaque puits étant de 30
microns, celui-ci ne peut accueillir gu’une seule bille (25 microns de diamétre) a

la fois.

La plaque est placée dans I'appareil et la réaction de séquence est lancée. Il
s’agit d’une réaction de pyroséquencage : la lumiere émise est mesurée au fur
et a mesure de la synthése. Les données brutes (40 gigaoctets) peuvent ensuite

étre analysées grace a des logiciels informatiques. Roche propose différents
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logiciels en fonction du projet : séquencage de novo, reséquencage ou analyse

de produits PCR[30][33].
¢ Les applications du séquengage haut débit

Lorsque Roche a sorti son premier appareil, une des cibles majeures était
I'infectiologie : avec une capacité de 20 Mb, il était possible de séquencer le
génome de n'importe quelle bactérie d’un seul coup. L'appareil trouvait ainsi
tout son intérét pour analyser I’épidémiologie bactérienne, suivre des infections
nosocomiales ou pour séquencer le VIH. Cependant, au quotidien, les capacités
des appareils actuels dépassent largement les besoins des biologistes. Afin de
rentabiliser les potentialités de I'appareil, un systeme de séparation permet de
diviser la plague en seize régions différentes et donc d’analyser simultanément
plusieurs échantillons. En outre, l'intégration en série de différentes étiquettes
dans les adaptateurs permet au final de séquencer plus de 2 000 échantillons sur

le méme run.

Une autre technique intitulée “ paired and read sequencing”, au cours de
laquelle des fragments de plusieurs kilobases sont séquencés, permet de mettre

en évidence des délétions ou des duplications chromosomiques.

Un avantage notable de la technique de séquengage haut débit est la

capacité d’analyse de variations tres faiblement représentées dans |’échantillon.

Une approche complémentaire mise en avant par la société Roche est la
capture de séquence : il s’agit d’'une stratégie combinant la capture sur puce et

le séquencage. Cette stratégie est mise en ceuvre avec les puces de la société
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islandaise Nimblegen, faisant partie aujourd’hui de Roche. Ces puces peuvent
étre dessinées a facon. Elles peuvent étre utilisées pour travailler sur une
maladie multigénique nécessitant I'amplification d’exons de nombreux géenes
répartis tout au long du génome. La seconde application est I'étude de liaison

restreinte a une zone d’analyse de quelques mégabases [30][33].
4- La fusion haute résolution :

Dans certaines situations, pour des raisons de temps et de co(t, il peut étre
préférable d’opter pour une méthode de séquencage indirecte. Certains genes
comme CFTR, BRCA1 et BRCA2 sont tres complexes et contiennent un grand
nombre d’exons. Plutot que de les séquencer en intégralité, une méthode de
criblage préalable est plus adaptée. Nous connaissions jusqu’a présent les
techniques de SCCP et DGGE. Une nouvelle méthode de criblage vient s’ajouter

a la liste : la fusion haute résolution ou high resolution melting (HRM)[30].

Cette technique repose sur une simple montée en température apres une
PCR en temps réel .Afin de mieux comprendre le principe de la fusion haute
résolution, revenons sur les deux principales techniques de génotypage utilisées

aujourd’hui : I'analyse en point final et I’'analyse par courbe de fusion.

e L’analyse en point final est fondée sur I'utilisation de sondes spécifiques
d’allele, comme les sondes Tagman™ commercialisées par Applied
Biosystems. Il convient d’utiliser deux sondes : I'une spécifique de l'allele
mutée et I'une spécifique de I'alléle sauvage. Le suivi de la fluorescence

apres la PCR donne un nuage de points indiquant le génotype de
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I’échantillon : sauvage homozygote, muté homozygote ou bien
hétérozygote.

e L’analyse par courbe de fusion est fondée sur I'utilisation de sondes
d’hybridation. Dans ce cas, une seule sonde est utilisée. Selon le Tm
(température de fusion) de la séquence (échantillon sauvage ou muté), la
sonde se décroche plus ou moins rapidement lors de la montée en
température. Le suivi de la fluorescence donne ainsi une courbe de fusion
au profil variable selon le génotype de I’échantillon. Ces deux types
d’analyse permettent de mettre en évidence des mutations connues. La
fusion haute résolution, qui est une évolution de I'analyse par courbe de

fusion classique, permet quant a elle d’identifier des mutations inconnues.

La techniqgue HRM est disponible chez Roche Diagnostics depuis mi-2007.
Elle est utilisable avec I'automate Lightcycler 480. Contrairement aux techniques
de génotypage précédemment présentées, HRM utilise non pas des sondes mais

un agent intercalant fluorescent saturant : le fluorochrome Resolight.

A la fin de la PCR en temps réel, les produits PCR subissent une dénaturation
initiale a 95 °C. Une phase de réhybridation permet au fluorochrome de saturer
la totalité du double brin. Puis une montée tres progressive de la température
est effectuée de 65 °C jusqu’a 95 °C. Pendant cette montée, 25 mesures de
fluorescence sont effectuées par degré, soit 750 acquisitions pour une montée

de 30 °C.

L'analyse de courbe de fusion classique ne se pratiquait qu’avec 5

acquisitions de fluorescence par degré. Cette augmentation du nombre
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d’acquisitions est a l'origine de la haute résolution de la méthode. L'agent
intercalant fluorescent SYBR® Green ne pouvait pas étre utilisé pour cette
technique : n’étant pas saturant (il s’intercale toutes les trentaines de base), il
peut se déplacer le long de la molécule d’acide nucléique lors de la dénaturation.
La relation de proportionnalité entre la dénaturation et la variation de la

fluorescence aurait donc été biaisée.

Avec le LightCycler® 480, une quantification et un dépistage de variants

génétiques par HRM peuvent étre effectués lors d’'un méme run.

La techniqgue HRM présente une série d’avantages par rapport a d’autres
techniques de criblage: sensibilité, simplicité, et rapidité du test 10 minutes dans
la foulée d’une PCR en temps réel. En outre, le colt du systeme, des réactifs et

de la maintenance est bien plus faible.

Si la fusion haute résolution est avant tout une technique de criblage, elle
pourrait aussi constituer une technique de génotypage ; la précision des courbes
de fusion permettait vraiment de distinguer un alléle par rapport a un autre ; et
selon I'application et les attentes du laboratoire qu’il conviendra d’utiliser la
HRM en tant que technique unique ou en tant que technique complémentaire.
La fusion haute résolution est aussi disponible chez Qiagen avec le Rotor-Gene™

6000 et, depuis peu, chez Applied Biosystems avec I’ABI 7500[30][34].
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I-Diagnostic des affections acquises

infectieuses :

Une des principales applications diagnostiques de la biologie moléculaire est
I'identification d’agents infectieux au sein d’un échantillon biologique
notamment par PCR ou RT-PCR ou la cible de I"'amplification est un fragment
spécifique d’acide nucléique de I'agent en cause, amplification qui n’est efficace
que si et seulement si I'agent en question, ou en tout cas son ADN ou un de ses

ARNm, est présent dans I’échantillon analysé.

On peut également utiliser des techniques morphologiques de type
hybridation in situ sur coupe. Compte tenu des erreurs d’amplification, une
analyse plus précise du produit d’amplification par séquencage ou hybridation
par une sonde marquée spécifique est souvent souhaitable pour confirmer un
éventuel résultat positif. Cette technique présente plusieurs avantages: rapidité,
spécificité, nécessité d’'une tres faible quantité d’échantillon et d’agent
infectieux, analyse de la «charge» en agent infectieux par RT-PCR en temps réel,
analyse trés précise de la souche en cause, notamment pour les études

épidémiologiques.

En revanche, les prélévements pour étude de I’ARN doivent étre faits dans
des conditions trés strictes (congélation immédiate si possible) et la trés grande
puissance de la méthode est génératrice de faux positifs par présence de
contaminants méme en quantité infime ou par hybridation non spécifique des
amorces parfois mal choisies.
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Par ailleurs, la présence d’un fragment d’acide nucléique, méme assez long,
n‘implique pas toujours celle de I'agent infectieux complet, actif et pathogéne

dans I’échantillon. Les conclusions doivent donc étre prudentes.

Enfin, le résultat du traitement anti-infectieux peut étre analysé soit par
disparition du signal en amplification, soit par réduction de la charge infectieuse

telle gu’elle est appréciée par RT-PCR en temps réel[2][35][36].

Les infections intéressant le dermatologue et pouvant bénéficier de ces

méthodes sont:

A. Virus des papillomes humains (VPH) :

Les verrues sont provoquées par des virus de la famille des virus papillome
humain (HPV) ; dont il existe de nombreuses souches. Une fois introduit dans
I’organisme, le virus se fixe a un endroit précis de I'’épiderme ou il déclenche une

prolifération anormale de cellules.

Elles proliferent le plus souvent au niveau du dos de la main ou des doigts,
unique au début, elles peuvent devenir multiples confluant méme en placard ou

en trainée (figure : 9 et 10).

Indolores, leur évolution est capricieuse. Souvent, apres une phase
d’évolution extensive, elles peuvent régresser spontanément. D’autre fois, elles

sont tenaces.

La verrue plantaire a la particularité de se développer vers l'intérieur et

peut passer inapercue au début (figure :11)[40].
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En y regardant de pres, on peut néanmoins observer un nodule rugueux
piqué de petits points noirs correspondant aux vaisseaux sanguins coagulés sous
I'effet du développement rapide de la verrue. La verrue plantaire est

généralement douloureuse a cause de la pression exercée par le poids du corps.

Les verrues sont contagieuses, la contagion se fait par contact direct (peau

a peau) ou indirect (par des objets) avec la partie infectée[37][38][39].

Les condylomes de I’enfant (Verrues anogénitales). Elles posent le probleme
épineux du mode de contamination et de la possibilité de sévices sexuels. Il est
estimé que les condylomes périnéaux de I’enfant sont la conséquence d’un
abus sexuels dans 3 a 35 % des cas. La transmission sexuelle des condylomes
anogénitaux de I’enfant est toutefois tres discutée. Une transmission périnatale
est possible, les lésions induites chez I’enfant pouvant apparaitre apres
plusieurs mois voire années, sans que |I'on puisse clairement définir une limite
d’age pour distinguer les différents modes de transmission, bien que la

probabilité d’abus sexuel augmente avec I’age de I'enfant (figure :12)[41] [42].
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Figure 9 : verrues du visage chez un enfant suivis a I’hopital d’enfant
Rabat (HER)

Figure 10: verrues de la main(HER)
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Figure 12:condylome anale(HER).
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+¢ Diagnostic moléculaire :

L’ADN de ces virus trés répandus peut en général étre facilement identifié
par HIS dans les cellules infectées a condition que le plan de coupe passe par une

zone infectée[44].

Cette technique est nettement plus sensible que la recherche des antigenes

de capside par immunohistochimie.

le Southern blot qui permet, apres digestion de I'ADN, de différencier
différents types d'HPV et de déterminer I'état de I'ADN viral au sein de

I'échantillon (intégré ou épisomal) [45].

D’autre part, I'utilisation de sondes spécifiques permet de déterminer le(s)
type(s) de VPH en cause, oncogene(s) ou non (c’est actuellement la base de Ia

classification des différents types de VPH).

Enfin, la PCR a approuvé une extréme sensibilité, et elle a permis

d’incriminer les virus dans des infections subcliniques ou latentes[46].

Les méthodes de biologie moléculaire sont donc irremplacables dans ces
infections ou la mise en culture virale est actuellement impossible et ou on ne

dispose pas de sérodiagnostics spécifiques de type[35][44].
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B. Virus herpétiques et apparentés :
+* Herpeés simplex virus:

-La primo invasion herpétique est la premiere manifestation due au contact

avec le virus de I'herpes [47].

Elle passe le plus souvent inapercue ou se présente sous une forme légére.
Dans 10 % des cas elle peut se manifester par des symptémes beaucoup plus
intenses tels qu'un contexte fébrile (39 a 40° de fievre) et de nombreuses Iésions
ulcéreuses a l'intérieur de la bouche appelée « gingivo-stomatite herpétique
»[48]. Les douleurs peuvent étre particulierement intenses et persister une
semaine environ, a tel point que l'enfant peut refuser de manger ou de

boire(figure : 13 et 14)[47][49].

-Herpes cutané récurrent (di a la réactivation du virus) présente la
caractéristique d'étre récidivant. |l réapparait de temps en temps au méme
endroit, souvent en période de fatigue, de fievre ou de stress. Le plus fréquent
est I'herpés labial (appelé communément "bouton de fievre"), qui se place en
général a la commissure des levres ; mais I'herpés cutané peut aussi apparaitre
sur la joue, les doigts ou ailleurs et ses proportions, parfois importantes, sont
trées invalidantes. Il peut aussi provoquer une sensation désagréable de
démangeaisons, de picotements ou de chaleur voire de brdlure(figure

15)[50][51].
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Figure 13: Primo-infection herpétique chez un nourrisson[52].

Figure 14 : gingivostomatite chez un enfant (HER).
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Figure 15: Herpeés récurrent digital[53].

/

*¢ virus de varicelle zona :

-La «varicelle» est une pathologie infectieuse commune de I'enfant.
Elle survient 14 jours apres la contamination. Il s’agit d’'une éruption vésiculeuse
généralisée associée a un prurit (démangeaisons) et a une fievre modérée. Les
vésicules contiennent un liquide transparent riche en virus. Les vésicules
deviennent troubles puis forment des cro(tes. La guérison survient sans
traitement en 7 jours environ avec une immunité protectrice durable empéchant

normalement de refaire une varicelle (figure : 16)[53][54].
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Figure 16: varicelle du visage(HER).

-Le « zona » est une réactivation du virus provoquant une éruption
cutanée localisée et des douleurs a type de brilures. Le zona est le plus souvent
thoraciqgue mais d’autres localisations sont possibles. Il survient uniquement
chez les sujets ayant fait une varicelle. Aprés la varicelle, le virus reste latent dans

le systeme nerveux central. Dans certaines circonstances ou avec I'age, il peut
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recommencer a se répliquer et regagner la peau pour donner un zona(figure : 17

et 18)[53][55][56].

Figure 17: zona thoracique(HER).
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Figure 18: zona ophtalmique (HER)

+» Diagnostic moléculaire :

La PCR classique et PCR en temps réel permettent la détection du génome
viral dans un tissu suspect, les principaux avantages de cette approche sont la
sensibilité, la quantitativité et la robustesse de ce systeme de détection qui peut
étre appliqué a des spécimens, relativement indépendamment de la nature du

spécimen et de la durée de transport du spécimen avant analyse[58].

De plus, le développement de sondes marquées non radioactives
correspondant a des séquences spécifiques de I’ADN viral permet de reconnaitre

spécifiquement HSV-1 et HSV-2 en une seule étape.

Enfin, ce type de test se préte a un multiplexage, c’est-a-dire a regrouper

plusieurs tests (soit : HSV-1, HSV-2 et VZV) dans le méme tube, permettant ainsi
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de faire baisser le colt unitaire de I'analyse et d’offrir au clinicien un diagnostic

rapide et de type, méme si le nombre de copies virales est limité[35][36][57].

C. Virus d immunodéficience humaine:

Au cours de l'infection par le virus de I'immunodéficience humaine (VIH),
les manifestations cutanéomuqueuses sont présentes a tous les stades de la
maladie, de la primo-infection au sida. Elles peuvent révéler la maladie et avoir

un intérét pronostique.

Les dermatoses observées sont principalement tumorales, infectieuses et
iatrogenes. Les manifestations tumorales sont dominées par la maladie de
Kaposi, néoplasie opportuniste et multifocale. Les manifestations infectieuses
les plus communes sont virales (herpés, zona, infections a Papillomavirus) et
fungiques (candidose, dermatophyties). Les infections bactériennes
(streptococcies, staphylococcies, syphilis...) et parasitaires (gale) sont plus

rares[59][60].

Les intolérances médicamenteuses sont fréquentes et souvent d'expression
dermatologique. Elles sont dominées par les toxidermies (exanthémes,
syndromes de Stevens-Johnson, de Lyell et d'hypersensibilité médicamenteuse)
qui peuvent étre observées avec les sulfamides et les antirétroviraux. Les
traitements antirétroviraux prolongés concourent a l'apparition du syndrome

lipodystrophique[59].

+* Diagnostic moléculaire :
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La PCR est appliquée a titre diagnostique pour la primoinfection au VIH
(sérologie négative) ou au cours de la surveillance de la maladie (mesure de la

charge virale sanguine).

On peut également détecter la présence du VIH dans la peau par RT-PCR

chez les patients VIH+, notamment dans les cellules de Langerhans[35][61].

D. Les mycobactéries :

¢ mycobactérium tuberculosis :

Les manifestations cutanées de l'infection par mycobactérium tuberculosis
chez I'enfant est dominée par les lésions gommeuses et les scrofulodermes. Leur

prédominance atteste de I'endémicité de cette affection dans notre pays.

Les gommes correspondent a la dissémination hématogene de bacilles a
partir d’'un foyer viscéral. lls se manifestent par des nodules souscutanés qui vont
se ramollir et se fistuliser créant une ulcération irréguliere a bords violacés,
décollés, a fond granuleux, jaunatre et purulent. L’évolution se fait lentement
vers lacicatrisation et la fibrose au prix de brides rétractiles ou

chéloidiennes(figure :19)[64].

Les scrofulodermes ou écrouelles correspondent a I’extension a la peau d’un
foyer tuberculeux sous-jacent (ganglionnaire, osseux ou plus rarement
épididymaire). La peau devient rouge, inflammatoire, évoluant vers 'ulcération
mimant les gommes. Ces 2 formes cliniques sont multibacillaires et surviennent
chez des sujets a immunité faible a modérée attestant de I'’endémicité de cette

affection dans notre pays(figure : 20)[62][63][64].
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Figure 20 : Scrofulodermes multiples en regard d’adénopathies
cervicomaxillaires[62].

~ 68 ~



+* Mycobacterium leprae :

La lepre est une maladie infectieuse chronique due a Mycobacterium
leprae . Selon son évolution la maladie se classe en trois formes principales ; les
formes tuberculoide (T) et indéterminée (I), dites bénignes, la forme

lépromateuse (L), dite maligne.

La lepre affecte principalement la peau (macules des formes T et |) et les
nerfs périphériques, et ce dans les trois formes. Les |ésions cutanées de la lepre
ont les aspects les plus variés, pouvant étre tres discretes, ou au contraire
accentuées, allant jusqu'a des altérations monstrueuses, comme le facies [éonin.
Mais leur caractere essentiel est de présenter, toujours dans les formes
bénignes, et souvent dans la forme maligne, des troubles plus ou moins marqués

de la sensibilité[65][66].
+* Mycobactéries atypiques :

lIs présentent chez I'enfant une lymphadénite cervicale subaigué ou
chronique qui ne répond pas aux antibiotiques habituels. L'infection touche

surtout les enfants en bonne santé entre un et cing ans[67].
+* Diagnostic moléculaire :

C’est surtout la PCR qui est utilisée pour la détection de ces bactéries de

culture difficile et souvent peu nombreuses dans les |ésions.
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La encore, de nombreux contréles sont nécessaires (présence de
mycobactéries non pathogenes dans I’environnement), mais cette méthode est

riche de promesses.

Elle peut étre utilisée pour la lépre, la tuberculose (lupus tuberculeux par
exemple) et les mycobactéries atypiques (permettant un diagnostic de type),

suivant les amorces utilisées.

Ses résultats sont en principe beaucoup plus rapides que ceux de la mise

en culture[35][68].

E. Mycoses :

Les mycoses sont moins fréquentes chez les enfants que chez les adultes,
mais elles présentent des aspects tres différents, selon I'age, le terrain, mais
aussi les champignons responsables : levures, dermatophytes ou champignons
filamenteux. Les prématurés de petit poids de naissance sont les plus sensibles
aux infections fongiques graves, en raison de l'immaturité de leur systeme
immunitaire : les candidémies sont souvent associées a des méningites et des
arthrites ; les aspergilloses et les mucormycoses débutent par une atteinte
cutanée et disséminent secondairement. Chez les nourrissons, les candidoses
digestives, associées a un érythéme fessier, sont banales. Les teignes tondantes

sont I'apanage des enfants d'age scolaire(figure : 21 et 22).
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Les mycoses sont également associées a certains déficits immunitaires
congénitaux ; ainsi en est-il de la candidose cutanéomuqueuse chronique, de
I'aspergillose dans la granulomatose septique chronique, de I|'aspergillose
bronchopulmonaire allergique dans la mucoviscidose, de la maladie

dermatophytique.

Enfin, les enfants immunodéprimés (cancéreux, transplantés) représentent
aussi un terrain propice aux mycoses profondes, parmi lesquelles I'aspergillose

est au premier plan[69][70][71].
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Figure 21 : Grandes plaques d’une teigne tondante(HER).
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Figure 22 ; Erytheme fessier du nourisson[71].

+* DC moléculaire :

L'identification d’une souche a partir d’'une culture positive ou analyse
directe d’un échantillon par PCR ou RT-PCR ; y compris pour les infections

métropolitaines «banales».

Toutefois, ces techniques sont encore peu concurrentielles par rapport aux
mises en culture et examens directs « classiques » sauf quand un résultat rapide

est nécessaire, ce qui est rarement le cas[2][35][61].
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Il -Diagnostic des affections génétiques :

Il s’agit d’un chapitre a la limite entre diagnostic et recherche, tant
I"utilisation de ces méthodes est limitée actuellement a certains cas tres précis

en raison de leur lourdeur et des difficultés d’interprétation.

Le mode d’utilisation potentiellement le plus intéressant de la biologie
moléculaire dans cette indication est représenté par le diagnostic prénatal mais
on peut aussi l'utiliser en postnatal quand le diagnostic clinique ou paraclinique
« classique » n’est pas évident alors que des mesures thérapeutiques précoces
s'imposent. Son principe repose actuellement surtout sur I'étude des
polymorphismes de restriction ou des microsatellites, éléments variables du

génome en fonction des individus.

L’étude sera pratiquée sur I'ensemble de la famille puisqu’on va tenter de
mettre en évidence des sites polymorphes dits « informatifs », c’est-a-dire qui
suivent le plus exactement possible la transmission de la maladie dans la famille,
ou au moins qui accompagnent le phénotype pathologique quand il n’y a qu’un

enfant atteint (maladies récessives).

Une autre technique est représentée par la PCR suivie d’'une hybridation
utilisant des amorces et des sondes spécifiques des versions normales et mutées

du gene en cause ou d’un séquencgage direct.
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Cette méthode est beaucoup plus directe que la précédente mais nécessite une
connaissance préalable précise du géne et de la mutation présente dans la

famille étudiée, la séquence de I'ensemble du géne étant souvent tres longue.

En matiere de diagnostic postnatal, c’est surtout I’étude directe du gene qui
est utilisée, soit en recherchant des mutations bien connues sur des « points
chauds » (régions d’un géne ol les mutations sont particulierement fréquentes)
par différents moyens proches de ceux exposés ci-dessus, ou par étude de
I'ensemble du géne (exons et régions flanquantes surtout), ce qui est

évidemment beaucoup plus difficile.

A. la neurofibromatose de type 1 :

Dans I’enfance, la NF1 se manifeste essentiellement par les taches café au lait et
les éphélides axillaires(figure:23 et 24), les neurofibromes apparaissant plus
volontiers aprés la puberté(figure: 25). Les principales complications vues
pendant I'enfance sont les gliomes du chiasma, la scoliose, les troubles de
I'apprentissage et rarement les tumeurs nerveuses malignes

(neuroblastomes)[72][73].
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Figure 23 : taches café au lait(HER).
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Figure 24 : Taches café au lait (HER).

Figure 25 : Neurofibrome cutané(HER).
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¢ Diagnostic génétique :

Elle est liée a des mutations trés diverses du géne NF1, géne suppresseur de
tumeurs particulierement complexe, situé en 17q et qui code pour la

neurofibromine.

La neurofibromine a une activité RAS-GAP putative, c’est-a-dire qu’elle
inhiberait la transduction par la protéine membranaire RAS de signaux,
notamment promitotiques, en activant la fonction GTPase de RAS (d’ou le nom
de RAS-GAP signifiant RAS-GTPase activating protein), activation qui se traduit
par I'hydrolyse du GTP en GDP. Cette hydrolyse interrompt finalement la
transmission du signal par RAS. Toutefois, il ne s’agit pas la de sa seule fonction

biochimique mais les autres sont encore hypothétiques[35].

Le diagnostic de la neurofibromatose de type 1 repose avant tout sur les
données nosologiques. Dans un certain nombre de cas, une étude familiale ou la

recherche de la mutation causale semble souhaitable.

Dans les cas familiaux, la stratégie de diagnostic indirect repose sur I'analyse
de ségrégation de polymorphismes de I'ADN de type STR (simple-sequence
tandem repeat) localisés dans les introns 26, 27 et 38. D'autres marqueurs,
bialléliques (RFLP, insertion/délétion de séquences Alu, L1), peuvent aussi étre

utilisés[74].

Dans les cas sporadiques, qui représentent environ la moitié des cas de
neurofibromatose de type 1, l'utilisation des polymorphismes de ['ADN,

nonobstant les cas de délétion intragénique, est inopérante. Le diagnostic direct
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est alors fondé sur la mise en évidence de la mutation. Les techniques classiques
de détection des mutations ponctuelles telles la SSCP ou la DGGE n'ont permis
de caractériser que 20 a 25 % environ des anomalies moléculaires. L'étude de
I'ADNc par une technique de transcription-traduction in vitro (test du peptide
tronqué, ou PTA pour protein truncation assay) qui cible les mutations
responsables d'une interruption de la phase codante semble la plus adaptée a la
pathologie moléculaire de la neurofibromatose de type 1. Cette approche

permet une couverture théorique de 80 % des mutations ponctuelles [74][75] ;

B. la neurofibromatose de type 2 :

Les manifestations cutanées sont inconstantes et le plus souvent discretes.
Les taches cafés au lait sont présentes dans environ la moitié des cas, et en moins

grand nombre que pour le type 1, généralement au nombre de deux .

Les tumeurs cutanées, schwannomes et moins fréquemment neurofibromes
sont présents chez environ 70 % des malades ; elles sont peu nombreuses moins

d’une dizaine.

Les anomalies oculaires sont fréquentes, et les schwannomes vestibulaires
sont quasiment constants. Le diagnostic en est généralement fait a la troisieme
décennie, d’ou la nécessité de rechercher Les critéres diagnostiques de NF2 des

la premiere année de vie dans les populations a risque [76][77].

~ 79 ~



+¢ Diagnostic génétique :

Elle est liée a des mutations du géne NF2 sur le chromosome 22 dans la
région 22q12.2, qui code pour la schwannine, gene également impliqué dans la
neurilemmomatose ; il s’agit 1a encore d’un géne suppresseur de tumeur tres

probable mais sa fonction n’est pas encore clairement identifiée[72][35] ;

C. la sclérose tubéreuse de Bourneville :

La STB est souvent évoquée devant des convulsions précoces, néanmoins
elle peut aussi étre découverte grace a I'examen dermatologique qui peut
mettre en évidence les macules achromiques caractéristiques qui sont tres
précoces. Plus tard, les angiofibromes de la face sont également tres évocateurs
(figure : 26 et 27), ainsi que les hamartomes collagénes et les tumeurs de
Koenen. Comme dans la NF, un suivi clinique au long cours est nécessaire compte
tenu des complications potentielles, notamment les rhabdomyomes

cardiaques[38][78][79].
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Figure 26 : Tache hypopigmentée[78]

Figure 27 : angiofibromes faciaux (forme minime)[78]
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+¢ Diagnostic génétique :

Elle est liée a des anomalies d’au moins deux génes TSG1 et TSG2 tres
probablement suppresseurs de tumeur[80], I'un en 9934 et I'autre en 16p13; le
premier code pour une protéine del130 kDa appelée hamartine, sans fonction
définie pour l'instant et sans homologie avec d’autres protéines dans le génome

des mammiféres.

Le deuxieme code pour une protéine de 1 784 acides aminés nommée
tubérine qui présente des analogies avec la neurofibromine avec notamment un

probable domaine de type RAS-GAP.

Des pertes d’hétérozygotie du gene codant pour la tubérine ont été
retrouvées dans des hamartomes rénaux de patients atteints de cette maladie,
ce qui est un argument en faveur du role tumeursuppresseur de ce gene

[78][35];

D. lI'incontinentia pigmenti (IP) :

L’'IP est une génodermatose rare de transmission dominante liée a I’X. Les

signes dermatologiques de I'IP sont tres spécifiques et quasi constants.

Il existe des criteres cliniques permettant de poser le diagnostic (Landy 1993).
En I'absence de cas familiaux, la présence d’un seul critere majeur est suffisante
pour porter le diagnostic: éruption néonatale vésiculeuse linéaire typique,
hyperpigmentation caractéristique et/ou alopécie atrophique linéaire. Les
critéres mineurs ne font que conforter le diagnostic: atteinte dentaire, atteinte

rétinienne, alopécie et/ou cheveux laineux. En revanche, si le patient a un parent
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de sexe féminin du premier degré reconnu atteint, la présence d’un critere

mineur suffit pour porter le diagnostic d’IP(figure : 28 et 29).

Le pronostic est lié a I'atteinte neurologique qui peut étre responsable d’une
comitialité et d’'un retard mental, mais également a I’atteinte rétinienne qui peut
mettre en jeu la fonction visuelle. Une enquéte familiale est nécessaire:
recherche d’antécédents familiaux du c6té maternel, examen de la mere et des

autres femmes de la famille[81][82][83].

Figure 28 : aspect hyperpigmentaire des lésions en « jet d’eau » au
niveau du dos d’un nourisson[85]

~ 83 ~



Figure 29: Vésiculo-bulles de disposition linéaire et d’ages différents
au cours du incontinentia pigmenti[84].
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¢ Diagnostic génétique :

Le gene NEMO (NF-Kappa B Essential MOdulator ou géne IKKy) dont des
mutations sont responsables de I'IP a été identifié en 2000. |l code pour une

sous-unité régulatrice du complexe enzymatique I-XB-kinase (IKK)[80].

Ce complexe est indispensable a I'activation de NF-kB, facteur de
transcription dont le role est de controler I'activité de nombreux génes cibles
codant pour des cytokines, des molécules d’adhésion, des chémokines, et des

molécules antiapoptotiques.

Chez 80 % des patients, la mutation est la méme ; un réarrangement
intragénique complexe emporte les exons 4 a 10, et conduit a une absence

complete d’activation dela voie NF-kB[35][86].

E. les épidermolyses bulleuses congénitales :

Les EBH sont des génodermatoses caractérisées par une fragilité cutanée
anormale entrainant la formation de bulles et d’érosions cutanées et parfois
mugqueuses par clivage entre I'épiderme et le derme; leur gravité tres variable
est dépendante du niveau de clivage. Les EBH sont classées en épidermolyses
bulleuses simples (EBS) dont le niveau de clivage est intrakératinocytaire
respectant la membrane basale, épidermolyses jonctionnelles (EBJ) ou le clivage
se situe au sein de la jonction dermoépidermique (lamina lucida) et les
épidermolyses bulleuses dystrophiques (EBD) dont le clivage est situé juste sous

lamembrane basale.
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Les EBS se transmettent le plus souvent sur le mode dominant; elles sont
compatibles avec une vie quasiment normale si le sujet évite le plus possible les

phénoménes de friction sur sa peau(figure :30)[87][88].

Les EBJ sont les plus graves. La forme la plus fréquente est I'EBJ de type
Herlitz (anomalie laminine 5), qui atteint non seulement la peau mais également
tous les autres épithéliums (respiratoires, digestifs...); elle entraine le déces au

cours de la premiéere année de vie(figure :31 et 32)[88][90].

Les EBD sont également souvent récessives; elles ne sont pas létales, mais
elles entrainent des handicaps importants. Les patients cicatrisent sur un mode
atrophique avec grains de milium; progressivement apparaissent des troubles
nutritionnels et fonctionnels (mutilation des extrémités, rétractions

tendineuses)(figure : 33)[89][90].

Figure 30 : épidermolyse bulleuse simple forme Koebener(HER).
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Figure 31 : épidermolyse bulleuse jonctionelle form herlitz(HER).

Figure 32 : épidermolyse bulleuse jonctionelle acrale(HER)
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Figure 33: les lésions cicatricielles avec grains de milium(HER).

+* DC génétique :

> Epidermolyses bulleuses simplex (EBS) :

Elles sont autosomiques dominantes en général, surtout liées a des
mutations des kératines basales 5 et 14 qui s’associent en tandem pour former

les filaments intermédiaires de kératine[80].

Les mutations en cause ont été bien étudiées dans les différents sous-types
et il existe une certaine corrélation entre génotype et phénotype : mutations des
extrémités des domaines hélicoidaux dans les formes de Dowling-Meara, assez
sévéres, avec un point chaud particulier sur le codon 125 (de la kératine 14

surtout) et des difficultés a I’élongation des filaments ; mutations des régions de
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liaison entre les éléments du tandem (région « linker » L1-2) avec difficultés d’
association entre kératine 5 et 14 dans les formes de Cockayne -Weber
palmoplantaires ; mutations assez variables pour les formes généralisées de type
Koebner, sur les linkers , les extrémités ou le centre de la région hélicoidale, avec
des mutations surtout faux sens dont certaines sont récurrentes ; mutations du
domaine V-1 de la kératine 5 dans les EBS acrales avec pigmentation en motte
du tronc et des racines des membres associée a une kératodermie

palmoplantaire ponctuée.

Une forme particuliere associant EBS et dystrophie musculaire est liée a des
mutations du gene codant pour la plectine, molécule impliquée dans I'ancrage

des filaments intermédiaires a la membrane plasmique[35][91].
> Epidermolyses bulleuses jonctionnelles :

La forme |étale de type Herlitz autosomique récessive est en général due a
des mutations homozygotes ou hétérozygotes composites (deux mutations
différentes d’un méme locus) d’une des chaines du trimére formant la laminine

5, élément essentiel des filaments d’ancrage.

Chacune des trois chaines alpha, béta ou gamma, codées respectivement

par les genes LAMA3, LAMB3 et LAMC2 peut étre en cause[80].

Les mutations sont en général de type non-sens avec codon stop prématuré et

protéine tronquée non fonctionnelle.
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Elles sont généralement « privées » (c’est-a-dire particulieres a une famille
donnée) avec toutefois des profils mutationnels voisins dans un méme pays, un

diagnostic prénatal est possible.

La forme associée a une sténose du pylore est liée a des mutations des
genes codant pour la chaine alpha ou béta de l'intégrine alpha 6-béta 4 des
kératinocytes basaux, cette intégrine étant le ligand kératinocytaire de la

[aminine 5.

La forme dite généralisée « bénigne » (pour la différencier du Herlitz) ou
GABEB (generalized atrophic benign epidermolysis bullosa) est due a des
mutations du gene codant pour le collagene XVII, protéine qui n’est autre que

I’antigene 2 (BPAG2, 180 kDa) de la pemphigoide bulleuse.

Ce gene est situé en 6p11-12 et comprend 56 introns répartis sur 48 kb

d’ADN génomique.

La protéine a un domaine globulaire intracellulaire et un domaine C-

terminal extracellulaire alternant séquences collagéniques et non collagéniques.

Une dizaine de mutations différentes ont été retrouvées chez les patients
européens, toutes situées sur le domaine extracellulaire, ce qui entraine la perte

du signal en immunohistochimie.

D’autres formes non létales d’EB jonctionnelles sont dues a des mutations

des genes codant pour une des chaines de la laminine 5[35].

> Epidermolyses bulleuses dystrophiques :
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Les formes dominantes et récessives habituelles sont dues a des mutations
du géne codant pour la chaine alpha 1 du collagéne VII, protéine majoritaire des
fibrilles d’ancrage du derme superficiel et qui joue bien s(ir un role majeur dans
la solidité de la jonction dermoépidermique[78]. Il s’agit du gene le plus riche en
exons connu a ce jour (118 exons) s’étendant sur environ 32 kb sur la région

3p21.1.

Plus de 50 mutations ont été décrites, de différents types : mutations non
sens, faux sens, notamment substitutions de glycine dans le domaine
collagénique central, petites délétions ou insertions avec déplacement du cadre

de lecture, anomalies de I'épissage.

Le type, la position sur la molécule et la combinaison éventuelle (si les deux
alleles sont mutés) de ces mutations détermine la sévérité du phénotype

pathologique et le mode de transmission.

Ainsi, une mutation monoalléligue avec une molécule tronquée
précocement n’affectera pas I'assemblage de I'autre version, normale, de la
protéine ; cette mutation ne s’exprimera donc que si I'autre alléle est également

muté et la transmission sera donc récessive.

En revanche, une mutation monoallélique aboutissant a une molécule de
taille normale mais dont la séquence et la fonction sont modifiées, affectera

I’assemblage de toutes les fibrilles de collagéne VII.

C'est ce caractere « dominant négatif » qui explique la transmission

dominante dans ce cas.
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Un diagnostic prénatal est possible mais souvent long car il n’existe pas de

mutation prédominante en termes de fréquence.

Les formes prétibiales sont également dues a des mutations de ce gene,
dont les anomalies semblent donc en cause dans |I'ensemble des formes

cliniques des EB dystrophiques[35][91].

F. Ichtyoses :

Il existe de nombreuses formes d’ichtyoses héréditaires. Les plus graves
peuvent se manifester des la période néonatale, sous I'aspect dit de «bébé

collodion» [92] (figure : 34).

Ce terme désigne un état cutané pathologique néonatal caractérisé par
une peau vernissée comparable a une pellicule de collodion séchée. Il doit
étre différencié des simples hyperkératoses collodionnées de la postmaturité
ainsi que du kératome malin (foetus Arlequin), forme la plus grave d’ichtyose
connue, dans laquelle le foetus apparait recouvert d’une «carapace» rigide
et fissurée et dont I’évolution est le plus souvent fatale dans les premiers
jours de vie. Dans le syndrome de bébé collodion, le revétement cutané
apparait tendu et luisant, il est responsable de I'apparence caractéristique
du visage associant un ectropion et un éclabion, des oreilles recroquevillées,
et de I'aspect ganté des extrémités. La peau est rigide au toucher donnant
I'impression d’'une membrane plastifiée; on note rapidement des fissures au

fond des plis a partir desquelles commence la desquamation(figure :34)[90].
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Dans 90 % des cas, il existe une ichtyose sous-jacente, le plus souvent
une ichtyose lamellaire (40 % des cas) ou une érythrodermie ichtyosiforme
seche (40 % des cas)(figure :24 et 25). Parfois, il s’agit d’une ichtyose vulgaire
(figure : 26)ou plus rarement d’une trichothiodystrophie ou une dysplasie
ectodermique. En revanche, l'ichtyose liée a I’X, qui se présente sous la forme

de grandes squames grisatres d’aspect sale chez un garcon, n’est jamais

précédée d’un état collodionné (figure : 35 et 36) [87][93].

Figure 34 : bébé collodion(HER).
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Figure 36 : ichtyose lamellaire(HER).
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+»» Diagnostic génétique :

Il s’agit probablement, avec les épidermolyses bulleuses, des

génodermatoses les plus étudiées par les biologistes moléculaires.

Pourtant, un grand nombre d’inconnues demeurent, nettement plus que
pour les maladies mécanobulleuses, probablement en raison d’une plus grande

hétérogénéité génétique.

Les ichtyoses vulgaires causée par des mutations semi-dominantes du

gene de la profilaggrine FLG. Ces défauts se traduisent dans une expression
variable de I’ARN et des produits protéiques de la profilaggrine, la composante
majeure des granules de kératohyaline. La morphologie qui en résulte est
caractérisée par une hyperkératose de rétention avec absence ou diminution de

la couche granuleuse[80].

L’ichtyose « noire » liée a I’X est bien connue et est due a des mutations

(délétions essentiellement ; mutations ponctuelles moins fréguemment) du
géne de la 3-béta- stéroide sulfatase situé en Xp22.3 ; des anomalies d’un autre

géne non encore identifié sont possibles[68][81].

Les érythrodermies ichtyosiformes récessives sont tres hétérogenes sur les

plans clinique et génétique, ce qui ne facilite pas leur étude.

Dans un sous-groupe de patients atteints d’ichtyose lamellaire, des
anomalies du gene TGM1 codant pour la transglutaminase 1 kératinocytaire
situé en 14911 ont été retrouvées. Cette enzyme lie entre elles les protéines de

I’enveloppe cornée, notamment la loricrine, par leurs résidus glutamine[35][94].
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Les mutations sont surtout des substitutions sur une région tres
conservée de la protéine, notamment sur des arginines, mais des mutations non

sens sont également possibles.

D’autres genes ont récemment été identifiés, des mutations du gene
ABCA12, codant pour |'adenosine triphosphate-binding cassette A12 qui jouerait
un réle dans le transport lipidique dans le stratum corneum et du gene FLJ39501
qui code pour une protéine du cytochrome p450 (CYP4F2) une w-hydroxylase
des acides gras qui serait impliquée dans la voie de la lipooxygénase, ont été

rapportées [94].

Dans l'autre sous-groupe ECINB(Erythrodermie congénitale ichtyosiforme
non bulleuse) des mutations des génes codant pour deux lipoxygénases (ALOXE3
et ALOX12B) qui catalysent I'oxydation de I’acide arachidonique en hépoxilines
(dérivés epoxyhydroxy d’acides gras) et du gene codant pour lichthyine, un
récepteur membranaire aux hépoxilines, ont récemment été décrits. Ces
hépoxilines pourraient contribuer a la formation de la phase lipidique lamellaire
de la barriére cutanée et/ou servir de signal pour promouvoir la différentiation

cutanée[94][95].

Le syndrome de Sjogren-Larsson , autosomique récessif, qui associe une

érythrodermie ichtyosiforme seche congénitale a des troubles neurologiques
avec tétraparésie spastique et retard mental , est lié a des mutations du gene

codant pour un aldéhyde gras déshydrogénase, situé en 17p11.2 [94].

Cette enzyme intervient dans le métabolisme oxydatif des aldéhydes

aliphatiques a longue chaine et son déficit entraine une accumulation d’alcools
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gras dont le pouvoir pathogene n’est pas encore compris.Les mutations sont
surtout de type faux sens portant sur une région hautement conservée et

cruciale pour la fonction de I'enzyme([35].

Les érythrodermies congénitales bulleuses sont elles aussi hétérogenes

sur le plan génétique mais la situation est plus claire que pour les formes « seches
». En effet, I’érythrodermie bulleuse de type Siemens, autosomique dominante,
est liée a des mutations dominantes négatives du gene codant pour la kératine

de type 2e, gene situé en 12g11-13 [94].

Ces mutations sont avant tout des substitutions, portant notamment sur
I"acide glutamique en position 117 qui apparait comme un véritable « point
chaud » de cette molécule. Quoi gu’il en soit, les mutations déstabilisent les
interactions entre les chaines de kératine et le couplage, obligatoire, entre
kératine de groupe | et Il ne peut se faire correctement pour le couple
comprenant la kératine 2e, ce qui explique la fragilité du corps muqueux et

I’acanthokératolyse[35][95].

L’érythrodermie ichtyosiforme congénitale bulleuse est liée, de facon
assez similaire, a des anomalies des genes codant soit pour la kératine 1 soit pour
la kératine 10 qui font partie du méme « couple » caractéristique des régions

épidermiques suprabasales[95].

Les mutations sont bien connues pour la kératine 10 et sont surtout des
substitutions portant sur I'arginine 156 dans la région hautement conservée du

domaine hélicoidal 1-alpha, la encore sorte de point chaud moléculaire[94].
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Les perturbations engendrées dans I'une ou I'autre molécule de kératine
perturbent profondément la formation du couple, dont |'absence est

responsable de la fragilité cutanée.

De fagon tres intéressante, des mutations des mémes genes sont
retrouvées dans les naevus épidermolytiques ; il s’agit alors de mutations
postzygotiques dites en mosaique, qui affectent seulement certaines cellules de

I’organisme.

Si les cellules germinales sont également touchées par la mutation, les
individus atteints de ce type de naevus peuvent donner naissance a des enfants

atteints d’érythrodermie congénitale bulleuse classique.

Certains cas d’érythrokératodermie variable sont dus a des mutations
du gene codant pour la loricrine, géne situé en 1g21, la protéine représentant
environ 75 % des protéines de I'enveloppe cornée des cornéocytes. La mutation
dans la famille étudiée est une insertion d’une base entrainant un déplacement

du cadre de lecture et addition de 65 acides aminés.

Dans d’autres cas, des mutations d’un gene codant pour une connexine

hératinocytaire (G31) ont été incriminées[35].

G. Le xeroderma pigmentosum :

Le Xeroderma pigmentosum est une génodermatose de transmission
autosomique récesssive, il est caractérisé par une sensibilité accrue aux UV et a

la lumiére du soleil. Un vieillissement accéléré de la peau est observé chez les



patients ainsi que 'apparition de brillures, de troubles de la pigmentation et le
développement inévitable de Iésions des yeux et de la peau pouvant conduire a
de multiples cancers(figure : 37 ;38 et 39). Cette pathologie est liée a un défaut
dans les génes du systéme de réparation par excision-resynthese des nucléotides
(nucleotide excision repair ,NER) pour les sept premiers groupes génétiques (A—
G), et a une anomalie des genes de la transcription pour le huitieme groupe

(xeroderma pigmentosum variant, XPV) [96][97].

Des tableaux cliniques variables sont observés en fonction du temps, des
patients et des différents groupes de complémentation. Ainsi les patients
atteints de la forme XPA présentent généralement une symptomatologie tres
sévere avec des anomalies neurologiques importantes alors que les patients
souffrant de la forme XPE présentent des symptomes relativement légers et pas

de trouble neurologique.

L’évolution de la morphologie des éruptions dans le temps est étroitement
liée a l'exposition au soleil. Les premiers signes de cette hypersensibilité se
manifestent vers 1-2 ans par I'apparition de brilures a la suite a d’'une exposition
au soleil méme légere. Plus tard, apparaissent des lésions cutanées telles que
sécheresse, tache de rousseurs et télangiectasies. La survenue de cancer de la
peau sur les zones exposées est fréquente chez les patients atteints de
Xeroderma Pigmentosum. L’age médian pour I"apparition de ce type de Iésion

est 8 ans [96][97].

Par ailleurs, certains patients souffrent de troubles de la vision

(photophobie, ectropion....), et un cinquiéme des patients présente en plus des
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troubles neurologiques(troubles de la marche, aréflexie, retard mental....)

[96][97].

Figure 37 : Stade de début de Xeroderma pigmentosum(HER).
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Figure 38 : Xeroderma pigmentosum (Stade de I’érythéme persistants
s’accompagnant de macule achromique)(HER).

Figure 39 : stade dépacé de Xeroderma pigmentosum avec cancer
cutané(HER).
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¢ Diagnostic génétique :

Xeroderma pigmentosum est provoquée par des mutations dans lesgenes

codant pour les protéines de réparation de I’ADN :

—le type A au gene XPA qui code pour une protéine reconnaissant les |ésions de

I’ADN ;

—le type B au gene ERCC-3 (excision repair cross complementation) qui code une
protéine de 44 kDa ayant une activité hélicase (« détorsion » de la double hélice)

et qui est une sous-unité du complexe IIH de transcription de type TFIIH;

— le type C au gene XPC, qui reconnait tres précocement un large spectre de

|ésions de I’ADN, |ésions ensuite « confirmées » par la protéine XPA ;

— le type D au gene ERCC-2 qui code pour une hélicase appartenant la aussi au

complexe TFIIH [35];

— le type E au géne DDB1 ou DDB2 qui reconnait et se lie aux régions de I’ADN

|ésées par les UV[35] ;

— le type F au géne ERCC-4 ou ERCC-11 qui code pour exonucléase en 5" par

rapport a la lésion de ’ADN ;

—le type G au gene ERCC-5 qui code pour une exonucléase en 3’ par rapport a la

lésion[68] ;

_ le type variant au gene POLH qui code ADN-polymérase de type eta
[80][98][99].

~102 ~



Les mutations mises en évidence dans tous ces sous-types sont assez
diverses et une simple mutation faux sens peut suffire a faire disparaitre I’activité
de la protéine comme par exemple pour le géne XPA. On voit également a travers
ces diverses anomalies les relations tres étroites qui existent entre régulation de
la transcription et réparation de I’ADN ; dans les deux cas, les complexes
protéiques en cause sont en partie identiques notamment pour le complexe a

activité hélicase liant ’ARN polymérase[35].
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La biologie moléculaire a apporté un progres considérable dans le diagnostic
des maladies cutanées surtout avec les nouvelles technologies de la biologie
moléculaire, I'automatisation et la bioinformatisation de ces techniques.
Cependant elle reste encore un domaine de la recherche compte tenu de sa

complexité et son codt qui reste non négligeable.

Les techniques de la biologie moléculaire sont des techniques prometteuses
qui offrent une meilleure sensibilité et spécificité et un gain de temps
considérable comparées aux méthodes conventionnelles. Les techniques de
prélevements et les limites de ces méthodes doivent notamment étre bien
connues afin d’éviter des erreurs, des gestes inutiles et des interprétations

abusives parfois lourdes de conséquences pour des raisons diverses.

Notamment, I'absence d’anomalie détectée ne signifie pas qu’elle n’est pas
présente, mais qu’elle est inférieure au seuil de détection de la méthode, tandis
qgue certaines variations de séquences correspondent a des polymorphismes
sans conséquence et non a des mutations délétéres. A Iinverse, un résultat
positif (par exemple amplification d’une séquence) doit étre interprété avec
précaution en raison de I'extréme sensibilité de certaines méthodes et la

biologie moléculaire n’est alors, dans certains cas, qu’un élément d’un faisceau

d’arguments.

En dehors du décryptage progressif de la base génétique des
génodermatoses, la biologie moléculaire permet un diagnostic rapide et fiable
d’un nombre croissant de maladies infectieuses surtout bactériennes et virales,

le diagnostic et le suivi de certaines affections tumorales acquises le diagnostic
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postnatal et parfois prénatal de nombreuses génodermatoses, notamment avec

prédisposition aux tumeurs.

L’avenir est, d’'une part, a la vérification des relations entre un phénotype
donné et une mutation précise sur un gene donné, qui permettra d’éclairer en
retour la fonction de la protéine impliquée et d’une fagon plus générale la
physiologie cutanée et parfois extracutanée, et, d’autre part, aux applications
thérapeutiques qui commencent a étre imaginées, soit en apportant la protéine
manquante ou défectueuse, soit, ce qui est encore plus séduisant mais difficile a
réaliser pour l'instant, en corrigeant le défaut génétique lui-méme en apportant

une version normale du gene 1ésé, ce qui s’appelle la thérapie génique.
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Résumé

Titre : La biologie moléculaire et le diagnostic des maladies cutanées.
Auteur : MORSSE Noha.
Mots clés : Biologie moléculaire — dermatoses - enfant- diagnostic moléculaire.

La biologie moléculaire est I'étude de la structure et des fonctions des
macromolécules biologiques, et plus particulierement des acides nucléiques
(ADN et ARN). Elle constitue un point de rencontre entre la génétique et la
biochimie.

La découverte de la PCR dans les années 80 a révolutionné la biologie
moléculaire ; et a rendu son usage accessible a de nombreux laboratoires dans
le cadre du diagnostic.

Ainsi I'automatisation de ses techniques, et |'utilisation en pratique des
nouvelles technologies (puces d’ADN, séquencage haut débit, et fusion a haute
résolution) ont apporté un gain de temps considérable, une meilleure sensibilité
et spécificité comparées aux méthodes conventionnelles de diagnostic.

La dermatologie a largement bénéficié de ces techniques dans le diagnostic,
et la compréhension d’affections tres diverses, génodermatoses au premier chef
mais aussi maladies acquises infectieuses. Méme si la plupart des
génodermatoses ont été identifiées sur le plan génétique, les relations
génotype-phénotype restent a établir dans un grand nombre de cas, ce qui
constitue un défi majeur pour I'avenir.

La biologie moléculaire reste encore un domaine de la recherche compte
tenu de sa complexité, ses exigences techniques concernant sa mise en ceuvre

et les contréles de qualité, et en fin son colt qui reste non négligeable.
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Abstract

Title: Molecular biology and the diagnosis of skin diseases.
Author: MORSSE Noha.
Key words: Molecular biology -skin diseases - child - molecular diagnosis.

Molecular biology is the study of the structure and function of biological
macromolecules, more particularly of nucleic acids (DNA and RNA). It is a
meeting point between genetics and biochemistry.

The discovery of the PCR in the 80s revolutionized molecular biology; and
made available to its use in many laboratories in the diagnosis

The automation of its technical and the practical use of new technologies (
DNA chips, high speed sequencing , and high-resolution melting ) brought a
considerable time savings , improved sensitivity and specificity compared to
conventional methods of diagnosis.

Dermatology has greatly benefited from these techniques in the diagnosis
and understanding of a variety of diseases, genodermatoses primarily but also
infectious diseases. Although most genodermatoses were identified genetically,
genotype-phenotype relationships remain to be established in a number of
cases, which is a challenge for the future.

Molecular biology is still an area of research because of its complexity; its
technical requirements for implementation and quality control ; and its cost

that is not negligible.
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Serment d " Hippocrate

Au moment d étre admis a devenir membre de la profession médicale, je
m’engage solennellement a consacrer ma vie au service de ["humanité.

* fe traiterai mes maitres avec le respect et la reconnaissance qui leur sont du.

* Je pratiquerai ma profession avec conscience et dignité, la santé de mes

malades sera mon premier but.
* Je ne trahirai pas les secrets qui me seront confiés.

* fJe maintiendrai, par tous les moyens en mon pouvoir, honneur et les mobiles

traditions de la profession médicale.

* Les médecins seront mes freéres.

* Aucune considération de religion, de nationalité, de race, aucune
considération politique et sociale ne s'imposera entre mon devoir et mon patient.

* Je maintiendrai le respect de la vie humaine dés la conception.

* Méme sous la menace, je n'userai pas de mes connaissances, médicales d une
fagon contraire aux lois de [ humanité.

* Jem’y engage librement et sur mon honneur.

Déclaration de Genévre,
1948
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