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Réesume

Plusieurs pays utilisent les techniques de Biologie moléculaire en clinique en raison de leur
spécificité et de leur rapidité. L’objectif de cette étude est de faire un état des lieux de
’utilisation des techniques de biologie moléculaire dans le domaine médical dans deux
CHU de I’Est de I’Algérie CHU Annaba et CHU Constantine. Notre méthodologie est
basée sur des visites aux laboratoires de génétique, de biochimie et de bactériologie-
virologie au niveau des CHU Dr IBNBADIS de Constantine (CHUC) et CHU IBN
ROCHD d’Annaba (CHUA) suivi d’une distribution de questionnaire portant sur le type de
maladies diagnostiquées ou dépistées et sur les techniques de biologie moléculaire
utilisées. Les réponses récoltées montrent qu’au niveau des deux CHU, des maladies
infectieuses (Hépatite B et C, SIDA, COVID-19) sont diagnostiquées en utilisant la
technique de PCR a systtme fermé. D’autre maladies génétiques (maladies
neuromusculaires, mucoviscidose, néoplasies endocriniennes multiple (NEM) de type 2 et
cancer du sein sont diagnostiquées par les techniques de PCR simple et multiplex,
séquengage, DGGE, SSCP et SSP. Les maladies métaboliques héréditaires
(Hémochromatose primitive, géne HFE) et les maladies cardiovasculaires (Polymorphisme
du géne MTHEFR et Polymorphisme du géne PAI-1 sont diagnostiquées par PCR classique,
PCR en temps réel, RT-PCR Gene scannings. Le dépistage est limité au cancer médullaire
de la thyroide (CMT) et au cancer du sein par la technique de PCR en temps réel
multiplexe. L’activit¢ de recherche s’intéresse au cancer colorectal métastasique en
cherchant des mutations somatiques dans les génes KRAS, NRAS et BRAF. Pour le
polymorphisme la PCR-RFLP et en temps réel sont utilisés. En Algérie, ces technologies
intégrées dans le domaine médical sont loin d’étre suffisante et nécessite plus de
développement pour améliorer le diagnostic, le dépistage et la recherche médicale en

Algérie.

Mots clés : Biologie moléculaire, PCR, Séquencage, Médecine, Maladies génétiques,

Maladies métaboliques héréditaires.



Abstract

Several countries use molecular biology techniques in the clinic because of their specificity
and rapidity. The objective of this study is to take stock of the use of molecular biology
techniques in the medical field in eastern Algeria CHU Constantine and CHU Annaba. Our
methodology is a questionnaire based on research done to genetics, biochemistry and
bacteriology-virology laboratories at the Dr IBNBADIS University Hospital of
Constantine (CHUC) and IBN ROCHD University Hospital of Annaba (CHUA) followed
by a distribution of questionnaire on the types of diseases diagnosed or detected and the
molecular biology techniques used. The responses collected show that at the two university
hospitals, infectious diseases (Hepatitis B and C, AIDS, COVID-19) are diagnosed using
the closed system PCR technique. Other genetic diseases (neuromuscular diseases, cystic
fibrosis, multiple endocrine neoplasia (MEN) type 2, and breast cancer) are diagnosed by
simple and multiplex PCR techniques, sequencing, DGGE, SSCP and SSP. Hereditary
metabolic diseases (Primary hemochromatosis, HFE gene) and cardiovascular diseases
(Polymorphism of the MTHFR gene and Polymorphism of the PAI-1 gene are diagnosed
by conventional PCR, real-time PCR, RT-PCR Gene scannings. Screening is limited to
cancer. Thyroid medullary (CMT) and breast cancer by the multiplex real-time PCR
technique. The research activity is interested in metastatic colorectal cancer by looking for
somatic mutations in the KRAS, NRAS and BRAF genes. PCR-RFLP and real-time
polymorphism are used. In Algeria, these technologies integrated into the medical field are
far from sufficient and require further development to improve diagnosis, screening and

medical research in Algeria.

Keywords: Molecular biology, PCR, Sequencing, Medicine, Genetic diseases, Hereditary
metabolic diseases.
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Liste des abréviations

ABCD1 :
ACTH :
ADNc :
ALD :
APC :
ARNS :
ASI :
BAC :
BMD :
CF:
CFTR:
CGH :
CHUA :
CHUC :
CMT :
CNV:
COVID19 .
CPK:
CT:
DGGE :
DMD :
DNTP :
EP:
FISH :
HPV :
HTA :
IDM :
IncARNS :
ISP :
KRAS :
LDH :
MAPA :
MCV :
MiARNs
MLPA :
MTHFR :
NEM :
NGS:
NPC :
NRAS:
PA-1:
PAC :
PCR:
PCRq:
SSCP :
RFLP :
RT-PCR:
SIDA :

ATP binding cassette subfamily D(ALD) member.
Hormone Adrénocorticotrope.

ADN complémentaire.

Adrénoleucodystrophie.

Adenomatous polyposis coli.

Small RNA.

Amyotrophie spinale infantile.

Chromosomes artificiels bactériens.

Dystrophie musculaire de Becker.

Cystic fibrosis.

Cystic fibrosis transmembrane connductance regulator.
Comparative genomic hybridization.

Centre hospitalier universitaire d’ Annaba.

Centre hospitalier universitaire de Constantine.
Cancer médullaire de la thyroide.

Copy number variant.

Coronavirus disesase 2019.

Créatine phosphokinase.

Calcitonine.

Denaturating gel gradient electrophoresis.
Dystrophie musculaire de Duchenne.
Désoxyribonucléoside triphosphate quelconque.
Embolie pulmonaire.

Hybridation in situ en fluorescence.
Papillomavirus.

Hypertension artérielle.

Infarctus de myocarde.

Longs ARNs non codants.

Insuffisance surrénale Primaire.

Kirsten rat sarcoma

Lactate déshydrogénase.

Monitorage ambulatoire de la pression artérielle.
Maladies cardiovasculaires.

Micro small ARN.

Multiplex ligation-dependent probe amplification.
Meéthylene tétrahydrofolate réductase.

Néoplasies endocriniennes multiple.

Next génération sequencing.

Cancer du nasopharynx.

Neuroblasma rat viral

Inhibiteur des activateurs du plasminogene de type 1.
Chromosomes artificiels du bactériophage P1.
Polymerase Chain Reaction.

Réaction de polymérisation en chaine quantitative.
Single stand conformation polymorphism.
Polymorphisme de longueur des fragments de restriction.
Reverse Transcriptase.

Syndrome d’immunodéficience acquise.



SPW :
SSP :

TEM-PCR :

VHB :
VHC :
VIH :

YAC :

Syndrome de Prader-Willi.

Sequence specific primer.

Target Enriched Multiplex Polymerase Chain Reaction.
Virus de I’hépatite B.

Virus de I’hépatite C.

Virus de I'immunodéficience humaine.

Chromosomes artificiels de levure.
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Introduction

Introduction

La médecine moderne s’est vue ces dernieres années confrontées a de nombreux
dilemmes cliniques et thérapeutiques dont la compréhension et la résolution nécessitent
d’une maniére quasi-ubiquitaire les outils de la biologie moléculaire. En plus, les maladies,
génétiques ou spontanées trouvent l’explication de leur causalit¢ dans les processus
métaboliques (Negura et al, 2006). Ces outils ont trouvé de nombreuses applications dans

différents secteurs (médecine, génétique humaine, environnement....).

L’emploi de certaines techniques de biologie moléculaire est en train de transformer
profondément la pathologie, car I'utilisation de ces méthodes génére des informations
pouvant permettre de compléter les données de 1’étude morphologique (Vielh, Carlos
Schmitt, 2012). Le succes croissant d’utilisation des techniques de biologie moléculaire
dans le domaine médical réside dans le fait qu’ils fournissent des informations
complémentaires et souvent uniques permettant d’optimiser les stratégies classique en
améliorant 1’efficacité¢ des techniques utilisées et la diminution de la durée des résultats

recherchés.

L’exemple type de maladie mettant en ceuvre les techniques de biologie moléculaire
est la COVID-19. La vitesse par la quelle cette maladie a été transmise et le nombre de cas
infectés par le virus SARS-Cov-2 ont poussé, en plus des pays développés, tous les pays du
monde a déployer les moyens techniques nécessaires pour le diagnostic de cette maladie.
En effet, grace a la technique RT-PCR, les chercheurs ont pu identifier les différents

changements génétiques du virus (Afzal, 2020).

L’Algérie s’est intéressée aux techniques de biologie moléculaire depuis quelques
années mais pres étre touchée par cette pandémie mondiale, ¢a encourage mieux leur

utilisation pour d’autres maladies a des fins de diagnostic, de dépistage ou de recherche.

Dans ce contexte, ce mémoire propose d’établir un état des lieux de 1’utilisation
actuelle des différentes techniques de biologie moléculaire ayant été appliqués avec succes
a de différentes problématiques de santé au niveau des CHU de I’Est algérien (CHU de
Annaba et CHU de Constantine). Ces ¢établissements ont intégré ces méthodes au
diagnostic pour différentes pathologies génétiques, pathologies neuromusculaires,
pathologies infectieuses virales, maladies cardiovasculaires et maladies métaboliques

héréditaires.



Introduction

Le présent travail est divisé en deux parties. La premiére, se résume en une recherche
bibliographique portant sur des généralités au sujet de 1’utilisation des outils de biologie
moléculaire en clinique. La deuxiéme partie, décrit la méthodologie suivie pour établir un
portrait de I’utilisation des techniques de biologie moléculaires dans les CHU de I’Est

Algérien (Annaba et Constantine) ainsi que les résultats et conclusions obtenus.



Revue bibliographique



Chapitre 1

Techniques de biologie moléculaire
utilisées en médecine



Revue bibliographique Chapitre I : Techniques de biologie moléculaire utilisées en médecine

1 Définition de biologie moléculaire

La biologie moléculaire est une science consacrée a 1’étude des molécules supportant
le message héréditaire (acides nucléiques ADN et ARN). Elle analyse, dans les molécules,
la structure du génome et ses altérations (mutations) ainsi que les mécanismes de

I’expression, normale et pathologique des génes (Ranjard et al, 2017).

2 Outils de biologie moléculaire
2.1. Enzymes de restriction

Ce sont des endonucléases d’origine bactérienne, capables de couper ’ADN double
brin apres avoir reconnu des séquences spécifiques. Le site de reconnaissance est appelé :
site de restriction. Elles permettent de cliver une molécule d’ADN en plusieurs fragments

(Laudenbach et al., 1999).

Les enzymes de restriction de type 2 sont les plus utilisées en biologie moléculaire. Elles

coupent dans la séquence selon deux modes :

» Coupures franches qui sont obtenus des extrémités franches par coupure au méme

endroit sur les deux brins.

* Coupures décaléssur les deux brins, elles sont générées des extrémités
monocaténaires (simple brin) ayant des séquences complémentaires appelés

extrémités cohésives ou bouts collants (Tagu et Moussard, 2005).

Les utilisations des enzymes de restriction sont trés nombreuses en biologie
moléculaire. Elles permettent, par exemple, de fractionner ’ADN en multiples fragments
susceptibles d’étre séparés par les techniques d’¢électrophorese. Les enzymes de restriction
peuvent étre utilisées pour préparer un fragment d’ADN d’un géne donné (insert) a étre
inséré dans un vecteur comme un plasmide. Les enzymes de restriction sont couramment
utilisées pour rechercher des mutations dans le génome. Elles sont également utilisées pour
rechercher dans ’ADN des cellules eucaryotes les méthylations de base (figure 1)

(Jfmadre, 2016).
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Haelll recognition sequence GGCC; cuts between the G and C

L h .
aprés coupure QOUIS_ET&IIL:

4
- _‘ v -
GG CC
CC GG
BamH1 recognition sequence GGATCC; cuts between the two G's
apres coupure
= 'L!,Q;{T‘;‘L & GATCC
C CTA-:,"": CCTAG » G
r

extrénutés cohbsmes
5' débordantes

Pst1 recognition sequence and cuts between the G and the A

aprés coupure

CTGCA LE
G » ACGTC

»

extrémités cohésives
3’ débordantes

Figure : Action des enzymes de restriction sur les deux brins d’ADN (Jfmadre, 2016).
2.2. Nucléases ARNases et DNases

DNases

Leur fonction consiste a couper I’ADN au niveau d’un phosphate, libérant deux

fragments, I’un se terminant par un 3’OH et 1’autre par un 5’ phosphate.

DNase I : enzyme bactérienne jouant un réle annexe dans la réplication d’ADN et un role
majeur dans sa réparation, elle possede un fragment de Klenow (une version modifi¢) qui

conserve I’activité ADN polymérique et exonucléasique (Kaplan et Delpech, 2007).

Nucléase S1: elle dégrade I’ADN simple brin. Il est utilis¢ pour réduire la taille d’un

fragment d’ADN en I’attaquant par ses extrémités (Nichols, 2011).

RNases

Ces nucléases coupent I’ARN. L’ARNase la plus utilisée pour la majorité¢ des
méthodes est ’'RNase H qui digere I’ARN dans un complexe ARN-ADN. Elle est utile
pour éliminer I’ARN aprés avoir fabriqué un premier brin de ADNc a ’aide de la reverse

transcriptase (Ecochard et al, 2011).

2.3 Polymérases
Les polymérases sont capables de lier entre eux une succession de nucléotides et de

synthétiser ainsi un acide nucléique.
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* Les ADN polymérases synthétisent le brin complémentaire d’une matrice (ADN
monobrin) a partir d’une amorce (ARN ou ADN)).

» La transcriptase inverse est une ADN polymérase ARN dépendante. Elle est employée
pour produire des banques d’ADN dits complémentaire (ADNc) a partir des ARN

extraits des cellules ou de tissus.

« La taq polymérase est une ADN polymérase extraite de bactéries stable a des

températures tres €levés.

* Les ARN polymérases sont capables de transcrire un des brins d’un ADN double brin
(Laudenbach. Mantz et Desmonts, 1999).

2.4 Ligases

La ligase catalyse la formation d’une liaison phosphodiester entre un 5'-phosphate
d’un segment d’ADN et un 3'OH du segment précédent sur le méme brin. Les ligases sont
des enzymes qui jouent un role essentiel en biologie moléculaire et en génie génétique

comme |’un des outils majeurs de production d’ADN recombinant (Shuman, 2009).

2.5 Vecteurs
Les vecteurs sont un des types de plasmides issus de construction génétique effectuée
au laboratoire. Ils contiennent une région contenant des sites d’enzymes de restriction
e . T v a A - n
permettant d’insérer la séquence nucléotidique d’intérét dans une bactérie, ou méme des
séquences comme celles qui confeérent, la résistance a un antibiotique. Le vecteur peut se
répliquer dans le systéme récepteur et il doit le faire sans perturber le fonctionnement de

I’hote (Swynghedauw et Jean- Sébastien, 2008).

2.5.1 Les plasmides

Les plasmides sont de petits fragments d’ADN circulaire double brin trouvés dans
certaines bactéries en dehors du chromosome. Un plasmide porte un ensemble de génes
permettant sa propre réplication et fréquemment des génes de résistance aux antibiotiques
qui apporte un avantage aux bactéries qui les contiennent (figure 2) (Etienne et Clauser,

2004).
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Figure : pPBR322 un exemple de plasmide vecteur (Brown, 2010).
2.5.2 Phages

Ce sont des virus qui n’infectent que les bactéries. Le phage le plus utilisé en biologie
moléculaire est le phage A qui est un des modeles de laboratoire au méme titre que la souris
et la drosophile (Hainque et al., 2008). C’est un bactériophage infectant la bactérie E.coli.
C'est un virus a ADN double brin, linéaire avec a ses deux extrémités simple brin
complémentaires (extrémité cohésives ou cos). Il est sujet a deux cycles lytique qui
conduisent a la réplication rapide du virus et a la mort de la cellule hote, et le cycle
lysogénique ou il s’insére de maniére dormante dans le génome de la bactérie et se réplique

en méme temps avec le génome de la cellule hote (Biacchesi, 2017).

2.5.3 Chromosomes

Plusieurs chromosomes peuvent étre utilisés comme vecteur. Les chromosomes
artificiels contiennent les plus gros morceaux d’ADN. II s'agit notamment des
chromosomes artificiels de levure (YAC), des chromosomes artificiels bactériens (BAC) et
des chromosomes artificiels du bactériophage P1 (PAC). Ils sont utilisés pour contenir des
longueurs d’ADN de 150 kb a 2000 kb. Les YACS contiennent la plus grande quantité
d'ADN, jusqu'a environ 2000 kb (Schalkwyk, 2006).

1.1 Sondes nucléiques

Les sondes sont des fragments d’ADN ou d’ARN dont la séquence est connue et
utilisés pour la détection spécifique de séquences cibles. Ce sont des outils qui servent a
identifier des fragments d’ADN ou d’ARN présents parmi des milliers d’autres en
confectionnant des hybrides spécifiques et quantifiables. Le concept de sonde repose sur le
principe selon lequel une séquence de nucléotides donnée s’apparie spécifiquement a la

séquence complémentaire. Cet appariement se fait au moyen de liaisons hydrogéne qui
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peuvent étre rompues par des moyens physiques (figure 3) (Swynghedauw et Silvestre,

2008).

L/ 7 AACGACAA
\ bae Lkl bk
ACGTTCGATTGCTGTTCGT A~ oot ACGTTCGATTGCTGTTCGT
\ e —
A N7 TACGT) T
GOTACGTACGATCOAT Cgﬂ%‘ \/,/ | GCTACGTACGATCGA
| AACBRCA CGACAA
ATCGATTGCTGTTCGATGA | e~ 1/, pACSAC
/10T e | ATCGATTGCTGTTCGATGA
N e —
GATCGATCGTAGCTAGCTAC =S
JA RN GATCGATCGTAGCTAGCTAC
Mélange d'ADN Sondes Détection de la séquence cible

Figure : Sondes nucléiques (Bordeur et al, 2006).

3 Techniques de biologie moléculaire

Les méthodes d’extraction des acides nucléiques sont essentielles a la biologie
moléculaire et sont couramment utilisés dans de nombreuses applications des sciences
médicales et biologiques (exemples étude de cancer, science des médicaments, diagnostic
des maladies, diabétologie, infectiologie, neuropathologie, épidémiologie, hépatologie,

cardiologie,..) (Perron, 2007).
Les étapes majeures de I’extraction de I’ADN ou ARN sont :

* Lyse cellulaire : par un détergent qui permet la lyse des cellules en dissolvant les
membranes cellulaires et en débarrassant 1’ADN d’une partie de protéines li€es, il est
ainsi libér¢.

* Isolement de PADN ou PPARN: sur colonne de silice ou par centrifugation

différentielle.

*  Purification : ¢lution de la colonne aprés ¢limination des protéines et autres

contaminants.

* Controle qualité (optionnel) : dosage par spectrophotométrie ou visualisation du

profil électrophorétique sur gel d’agarose (Douablin, 2017).

3.1 Amplification par réaction de polymérisation en chaine (PCR)

La PCR (Polymerase Chain Reaction) est, depuis sa mise au point en 1985 par Saiki et
ses collaborateurs, la technique de base de la biologie moléculaire : elle permet a la fois de
cibler le ou les fragments que 1’on veut ¢étudier. Elle est utilisée dans tous les types
d’application. La technique de PCR permet d’obtenir des copies multiples d’ADN a partir

de quelques molécules d’ADN dites matrice a 1’aide de la Taq polymérase. Cette
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technologie a donné lieu a de trés nombreuses techniques de biologie moléculaire
fournissant aussi bien des informations qualitatives que quantitatives lorsque I’ADN est en
quantité trop faible pour étre analysé ou utilisé¢ dans des réactions d’hybridation avec des

sondes nucléotidiques (Delpech, 2021).

Le principe de la PCR est basé sur le choix des amorces oligonucléotidiques
synthétiques capables de s’hybrider aux bornes de la séquence a amplifier et réaliser la
réplication qui assureront la multiplication de la séquence encadré par les amorces

(Kaplan et Delpech, 2007).

La PCR est une réaction cyclique et chaque cycle comprend les 3 étapes suivantes

(figure 4) :
* dénaturation de I’ADN par chauffage a 95°C
» hybridation des amorces oligonucléotidiques

+ syntheése du brin complémentaire par la Taq polymérase (figure 4) (Uhel et Zafrani,
2019).
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Figure : Technique de PCR classique (Gill et Ghaemi, 2008).

Par sa simplicit¢ et sa rapidité, la PCR a rapidement trouvé de nombreuses
applications cliniques tels que : le diagnostic précoce des infections bactériennes, virales
ou fongiques : détection de Mycobacterium tuberculosis dans les prélevements
respiratoires, diagnostic et suivi thérapeutique des infections virales (VIH, hépatites,
CMV...) ; diagnostic des endocardites infectieuses a hémocultures négatives. La PCR sur
tissu valvulaire (en particulier la PCR dite « universelle » du géne codant pour I’ARN
ribosomal 16S) permet d’obtenir une documentation microbiologique dans plus de 60 %
des cas (Liesman et al, 2017), la détection de plusieurs séquences en une seule réaction
(PCR multiplex) constitue la derniére avancée majeure de la technique. Le panel
FilmArray méningite/encéphalite permet par exemple de rechercher en moins d’une heure
14 pathogenes responsables de méningoencéphalites sur un volume de 200 pl (soit quatre

gouttes) de liquide céphalorachidien (Leber et al, 2016).
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3.2 Séquencage

Le séquencage de I’ADN constitue une méthode dont le but est de déterminer la
succession linéaire des bases A, C, G et T prenant part a la structure de I’ADN. La lecture
de cette séquence permet d’étudier 1’information biologique contenue par celle-ci. Etant
donné I’unicité et la spécificité de la structure de I’ADN chez chaque individu, la séquence
de I’ADN permet de nombreuses applications dans le domaine de la médecine, comme, par
exemple, le diagnostic, les études génétiques, 1’étude de paternité, la criminologie, la
compréhension de mécanismes physiopathologiques, la synthése de médicaments, les

enquétes épidémiologiques (Lamoril et al, 2008).

Le principe du séquengage consiste a synthétiser un fragment de I’ADN que 1’on
souhaite séquencer a partir d’une sonde-amorce dont une extrémité est marquée et a
interrompre de facon aléatoire cette synthése au moyen de ddTTP, ddATP, ddCTP et
ddGTP marqués. De simples électrophoreses permettront de lire la séquence comme
indiqué. La méthode est automatisée, elle permet des recoupements et des alignements de
séquence. Les résultats en sont généralement rendus sous forme de courbes de couleur
différentes, chaque courbe correspondant a une base (figure 5) (Swynghedauw et

Silvestre, 2008).
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Figure : Technique de séquencage (Furelaud, 2004).

L’application de séquencage est impliquée par le NGS (next-generation sequencing)

qui est utile au diagnostic des maladies d’origine génétique. Selon la pathologie ciblée, il
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est possible de séquencer un groupe de geénes précédemment identifiés (maladies
épileptiques héréditaires par exemple), I’exome (I’ensemble des exons) ou bien le génome
entier (Adams, 2018). Le reséquengage des génomes humains permet d’étudier I’impact
des polymorphismes génétiques sur la santé a 1’échelle des populations ou sur la réponse
immunitaire a 1’échelle cellulaire (projet Human Functional Genomics) (Li et al, 2016). Le
NGS constitue enfin la pierre angulaire de la métagénomique appliquée a la clinique
(séquencage des micro-organismes présents dans un échantillon biologique dans un but
diagnostique) ou 1’étude des microbiotes (écosystéme des micro-organismes qui colonisent
différents compartiments de 1’organisme) et est en passe de révolutionner la microbiologie

(Ruppé et al., 2018 ; Pendleton et al, 2017).

3.3 Hybridation moléculaire

L’hybridation moléculaire permet de repérer ou de rechercher une molécule d’ADN ou
d’ARN spécifique dans une population hétérogéne. Le principe est de marquer par un
traceur radioactif ou chimique la séquence d’ADN connue et purifiée que 1’on veut repérer
dans une population. Ce fragment monocaténaire marqué constitue la sonde. Les molécules
cibles rendues monocaténaires (population hétérogéne d’acides nucléiques dénaturés) sont
au préalable fixées sur une membrane d’ hybridation en nylon ou en nitrocellulose (Tagu,

et Moussard, 2003).

3.3.1Différentes techniques d’hybridation
3.3.1.1 Southern blotting

La premicre étape de I’analyse par transfert de Southern implique une digestion
enzymatique de I’ADN a analyser en utilisant une ou plusieurs endonucléases de restriction
qui reconnaissent et coupent des séquences d’ADN courtes spécifiques. Il en résulte un
nombre discret de fragments d’ADN de différentes tailles. Au cours de la deuxiéme étape
du procédé, les fragments d’ADN obtenus par digestion de restriction sont séparés par
¢lectrophoreése dans un gel d’agarose. Apres séparation, les fragments d’ADN sont
dénaturés et transférés sur un support solide tel qu'une nitrocellulose ou une membrane en
nylon, par capillarité ou électrophorese. Les fragments d’ADN sont ensuite étroitement liés
et fixés a la membrane, typiquement par irradiation UV ou chaleur, puis hybridés avec une

ou plusieurs sondes (Maréchal, 2007).

Les sondes utilisées dans les analyses Southern blot peuvent étre radioactives ou

marquées par une enzyme. Apres la préhybridation, les sondes sont ensuite appliquées sur
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la membrane. La sonde sélectionnée est généralement un fragment d’ADN (ou d’ARN)
avec une séquence nucléotidique spécifique complémentaire de la séquence a détecter.
L’hybridation est suivie de plusieurs lavages, qui sont effectués avec des tampons
d’astringence différente. La séquence cible doit alors apparaitre sous forme de taches
sombres sur la membrane de nitrocellulose ou de nylon (non radioactive, non
chimioluminescente) ou sur le film radiographique (sonde radioactive ou
chimioluminescente), et doit correspondre a la taille moléculaire attendue du fragment

d’ADN (figure 6) (Elliott et Jacobson, 2007).-
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Figure : Technique de southern blot (Akbar, 2017).

Afin d'illustrer cette technologie par un diagnostic, nous prendrons 1'exemple pratique
de la drépanocytose. Il s'agit d'une maladie héréditaire entrainant la formation d'une
hémoglobine anormale, I'hémoglobine S, responsable de la falciformation des hématies
lorsque 1'oxygénation diminue. Sur le plan moléculaire, une mutation ponctuelle sur le 6 e
codon du gene de la/3-globine est responsable de cette anomalie. Une molécule d'adénine
est remplacée par une molécule de thymine conduisant au niveau protéique. Principe : la
mutation est directement utilisée pour le diagnostic. Plusieurs enzymes de restriction
reconnaissent de fagon spécifique l'ensemble des codons 5-6-7, et ne peuvent plus exercer

leur effet si le codon 6 est muté. (Cheriyedath, 2019).

En plus, Le transfert de Southern a de nombreuses applications de recherche et

cliniques. Par exemple, la technique est utilisée en clinique diagnostic moléculaire de la



Revue bibliographique Chapitre I : Techniques de biologie moléculaire utilisées en médecine

dystrophie myotonique. Le désordre est causée par I'expansion anormale d'une région du
trinucléotide CTG se répete dans le gene DMPK. Les individus non affectés ont 5 a 35
copies de la répétition CTG, tandis que les individus affectés peuvent avoir plusieurs
milliers d'exemplaires. Un nombre normal ou légeérement agrandi de répétitions est détecté
par PCR. Le nombre de répétitions dans un all¢le avec une grande expansion est déterminé

par la taille des bandes sur un Southern blot (Barden, 2013).

3.3.1.2 Northern blotting

Les northern blots sont également basés sur I’hybridation d’acide nucléique. La
différence est que I’ARN est la cible d’un transfert Northern. La dénaturation est inutile,
mais tout le reste de la technique est similaire au Southern blot (Etienne et Clauser, 2004).
La sonde pour un transfert de Northern est soit un fragment d’un géne, soit un
oligonucléotide unique. Les Northern blots commencent par séparer I’ARNm par taille en
utilisant I’¢lectrophorese. L'ARNm est transféré sur une membrane en nylon et incubé avec
une sonde marquée monocaténaire. Comme précédemment, la sonde peut étre marquée
avec de la biotine, de la digoxigénine ou de la radioactivité. La membrane est traitée et
exposée a un film ou a un substrat chromogene. Ici, I’échantillon cible n’est pas séparé par
taille. La cible d’ARNm est simplement attachée a la membrane de nylon sous la forme

d’un petit point (figure 7) (Clark. Nanette et Pazdernik, 2009).
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Technique de Northern blot (Shan, 2013). Figure :

3.3.1.3 Hybridation in situ en fluorescence (FISH)

L’hybridation in situ en fluorescente est une méthode d’analyse du génome tres
éclectique puisqu’elle peut s’appliquer aussi bien aux noyaux interphasiques qu’aux
préparations chromosomiques. En outre, elle permet de cibler des chromosomes entiers,
des régions chromosomiques spécifiques (centromeres). On parle d’hybridation in situ
quand I’expérience d’hybridation est faite directement sur des préparations cytogénétiques
ou cytologiques sans que 1’architecture du chromosome ou de la cellule ne soit modifiée

(Nachimuthu, Ponnusamy, 2011).

Le principe de FISH est fondé sur la propriété de réassociation spécifique des acides
nucléiques. Une sonde dénaturée (ADN simple brin marqué) en solution peut s hybrider
spécifiquement avec sa séquence cible (préparation chromosomique dénaturé) grace a la
complémentarité des bases nucléotidiques. La sonde s'apparie par des liaisons hydrogeéne
¢tablies selon les criteres de Watson et Crick. Les hybrides infideles et les molécules de
sonde non hybridées sont ¢liminés par lavages, puis les hybrides spécifiques sont révélés,
en général par immunodétection et enfin 'observation s'effectue grace a un microscope a
¢épifluorescence (Delobel, 2014). Cette méthode permet de visualiser simultanément
plusieurs sondes différentes marquées par des fluorochromes différent. Les résultats sont

obtenus en quelques heures, au lieu de plusieurs semaines pour I’hybridation in situ
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radioactive. Il est possible de visualiser par FISH des cibles uniques de 1’ordre de quelques
kilobases en utilisant des petites sondes. Par rapport au marquage radioactif, en plus de la
sécurité, de la stabilit¢ du marquage dans le temps et de la commodité de détection, la
FISH offre une résolution spatiale incomparable. Celle-ci est telle que 1’on peut aisément
distinguer le marquage d’un géne sur deux chromatides sceurs (figure 8) (Kaplan et

Delpech, 2007).

1. le principe de la FISH = Fluorescence In Situ
Hybridation

1) L’ADN cible :

ADN sur lequel est faite
I'hybridation
- In situ : les chromosomes

2) Une sonde : ADN ou

ARN marque
- fixation de fluorochromes
sur la sonde

->sonde fluorescente

3) Hybridation de I'ADN
cible avec une sonde

= Etablissement de LH
entre la sonde
fluorescente et TADN
cible

=ADN cible fluorescent

Figure : Technique d’hybridation in situ en fluorescence (FISH) (Raymond, 2018).

Pour I’application de FISH dans la clinique on a: la phylogénie qui est I’étude des
remaniements chromosomiques ; établissement d’un arbre phylogénétique selon les
homologies de séquences. L'arbre phylogénétique de séquences est donc une proposition
parmi d'autres arbres phylogénétiques dont les informations peuvent étre complémentaires
ou tres différentes, Etude de 1I’évolution des caryotypes avec le “chromosome painting” en
plus CTs (chromosome territories) par la détection de la position spécifique des
chromosomes en interphase dans le noyau. Diagnostics cytogénétiques mise en €vidence

de maladies génétiques (trisomies, tumeurs...) (Zanardil et al, 2010).

3.4 Clonage
La possibilité de cloner un gene c’est-a-dire d’isoler et d’amplifier des millions de fois
la séquence d’ADN responsable du caractére étudié est a la base de la génétique
moléculaire, elle est notamment une méthode essentielle a la progression de connaissance
sur le génome humain .Cloner une séquence d’ADN consiste a I’intégrer dans un vecteur,
de facon a pouvoir I’amplifier et la conserver a des fins expérimentales (figure 9) (Béme,

2014).
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Figure : Technique de clonage moléculaire de géne CmR dans le plasmide pUC19
(Perez, 2005).

Le vecteur est lui-méme une séquence d’ADN, dont la fonction est d’incorporer la
séquence que ’on souhaite cloner, puis d’autoriser sa multiplication dans une cellule hote.
(Laudenbach et al., 1999). Un clonage est la sélection d’un clone parmi un ensemble de
clones bactériens recombinants qui porte le nom de banque. Il en existe en deux grandes
catégories principales : les banques génomiques et les banques d’ADNc (Kaplan et

Delpech 2007).

L application de clonage en clinique permet de reconstituer un embryon qui, une fois
transplanté dans une femelle receveuse, pourra se développer a terme. L’importance de la
question éthique soulevée par la perspective d’application de cette technique a I’homme a
rapidement conduit a distinguer le clonage reproductif aboutissant a la naissance d’un
jeune, du clonage non reproductif dit « clonage thérapeutique » se limitant a la production
de cellules embryonnaires. Le recours au clonage reproductif humain fait maintenant
I’objet d’une désapprobation quasi unanime dans le monde. Une nouvelle phase commence
désormais pour essayer de comprendre la nature des mécanismes moléculaires et
cellulaires mis en ceuvre. Vu leur complexité, un long chemin reste a parcourir avant que le

clonage thérapeutique puisse éventuellement devenir une réalité¢ (Longeaux, 2010).
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3.5 Mutagénése dirigée

La mutagenese dirigée a pour objet de muter une séquence d’ADN a un endroit précis.
Un exemple de mutagenese dirigée simple consiste a ¢liminer un site de restriction donnant
des extrémités cohésives dans un plasmide. Le plasmide est ouvert au site de coupure ou
est ajoutée une polymérase (dépourvue d’activité 5'3' exonucléase) et des dNTP. Une
ligation des extrémités devenues franches est ensuite effectuée. Dans cette méthode,
généralement 2 ou 4 nucléotides sont ajoutés ou retirés. Le cadre de lecture est donc
modifié et doit €tre pris en compte si I’expérimentation a pour but de produire une protéine

(Ecochard et al., 2011).

Des mutations sont introduites dans un site bien déterminé de 1I’ADNc cloné
correspondant. La protéine est exprimée, puis les propriétés des formes sauvage et mutée
de la protéine sont comparées. Ces approches ont permis une véritable dissection
moléculaire de la fonction d’un grand nombre de protéines (enzymes, récepteurs, facteurs

de transcription, etc.) (Figure 10) (Etienne et Clauser, 2004).
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Figure : Mutagenese dirigé en un site précis (Foucher, 2020).
3.6 ADN micro-arrays
Une puce a ADN, aujourd’hui appelée « DNA microarray », est constituée de
fragments d’ADN immobilisés sur un support solide selon une disposition ordonnée. Son

fonctionnement repose sur le méme principe que des technologies telles que le Southern

blot ou le northern blot. (Nicolas, 2004).
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La puce a ADN utilise le principe qui consiste a cohybrider une méme quantité
d’ADN d’un patient et d’un témoin controle, marqués chacun par un fluorochrome de
couleur différente, sur un réseau de séquences d’ADN (puce a ADN) représentant I’entier
du génome. La lecture des signaux fluorescents est réalisée grace a un scanner laser

automatisé (figure 11) (Ferrarini et al., 2010).

Marquages des ADN L ADN ADN
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Figure : Technique des puces d’ADN (micro-arrays) (Ferrarini et al, 2010).

Pour I’application les données générées par biopuces sont particulicrement adaptées a
la découverte de nouveaux processus physiopathologiques ou a la recherche de
biomarqueurs. Par exemple, en comparant les profils transcriptomiques leucocytaires
sanguins de patients atteints de pneumonie a ceux de patients admis en réanimation avec
une présentation clinique semblable mais sans infection, il a été possible de découvrir une
signature de 78 genes spécifiques du diagnostic de pneumonie et d’identifier le ratio
d’expression génique (Scicluna et al., 2015). Une approche similaire a permis de mettre au
point le test moléculaire SeptiCyte LAB qui mesure simultanément le niveau d’expression
des genes, permettant de distinguer les patients admis en réanimation pour un sepsis des
patients admis pour un syndrome de réponse inflammatoire systémique d’origine non
infectieuse. Des ¢études ciblant le transcriptome leucocytaire au cours du sepsis ont
¢galement permis d’identifier des sous-groupes (endotypes) de patients présentant, malgré
des caractéristiques cliniques similaires, des profils d’expression génomiques particuliers

(Mchugh et al., 2015).
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1 Intérét de la biologie moléculaire dans la médecine

1.2 Diagnostic des maladies
La biologie moléculaire a fortement contribué a réviser les données €pidémiologiques
en proposant de mettre en évidence 1’identification d’un nouveau gene par exemple des
virus difficiles (tels que le COVID19, la recherche des ARN des virus VIH, VHC et VHB,
des maladies rares héréditaires....), impossibles a identifier par les méthodes classiques de
culture virale ou de recherche des antigénes viraux dans les prélévements biologiques

(Borde et al., 2009).

Un autre exemple de diagnostic concerne la drépanocytose, qui utilise I’électrophorése
de I’hémoglobine a partir d’un prélévement du sang comme technique de diagnostic et qui
reste toujours efficace Actuellement, les techniques de biologie moléculaire permettent de
réaliser simplement ce diagnostic par PCR de I’exon 1 du géne de I’hémoglobine puis
caractérisation de la mutation par digestion par une enzyme de restriction ou

séquencage (Clauser et Conchon, 2004).

D’autre part, la biologie moléculaire a permis I’identification des individus par le
génotype a partir des traces d’ADN (empreintes, cheveux...), ou par comparaison avec
I’ADN de ses proches, 1I’opération consiste a amplifier I’ADN puis a en découper les zones

contenant certaines séquences bien particulieres d’ADN répétitif (Lecomte, 2015).

En plus, dans 1I’Archéogénétique, les techniques de biologie moléculaire ont permis
I’¢tude du passé humain par I’analyse d’ADN ancien récupéré a partir des restes

archéologiques (Forster et Renfrew, 2000).

1.3 Dépistage de maladies
+34+—Trisomie 21

C’est I’anomalie chromosomique viable la plus fréquente chez ’homme, sa prévalence est
estimée entre 1,4 et 2 pour 1000 grossesses (Chelli et al., 2008). Elle représente la
principale cause génétique de retard mental et elle est a I’origine d’un handicap social
important (Sherman et al., 2007).Le diagnostic anténatal de la trisomie 21 par la technique
FISH est possible. Cette technique permet un diagnostic rapide, en moins de 48h, de la
trisomie 21 sur une faible quantité¢ de liquide amniotique d’environ 4 ml. Elle offre aux
couples I’avantage de prendre, dans des délais raisonnables, la décision qui leur convient

concernant la poursuite ou non de la grossesse. Elle permet souvent, avec un résultat
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normal, de rassurer rapidement les femmes enceintes trop angoissées (Lamzouri et al.,

2012).

+32—Le cancer colorectal

Le développement des techniques de biologie moléculaire, leur possible
automatisation pour le traitement de grandes séries d’échantillons, et I’identification de
nombreuses altérations moléculaires spécifiques des cellules tumorales coliques ont été a
I’origine de la conception de tests fondés sur la détection d’altérations génétiques
spécifiques de tumeurs dans les selles des sujets. Ces altérations génétiques, utilisées
comme marqueur, t¢émoignent de la présence de cellules tumorales dans la lumicre colique.
Leur utilisation est néanmoins encore limitée par la nécessité de développer des techniques
de biologie moléculaire suffisamment sensibles afin de permettre la mise en évidence d’un
génome muté parmi de nombreux génomes normaux. Le marqueur moléculaire idéal serait
une altération fréquente, précoce et spécifique qui permettrait de dépister un grand nombre
de sujets et de diagnostiquer les stades précancéreux. Des mutations des génes KRAS,
TP53 et APC (adenomatous polyposis coli) ont été caractérisées, montrant la faisabilité de
telles études. Cependant, des mutations de KRAS sont retrouvées dans le cadre de
maladies non tumorales et leur utilisation comme marqueur diminue la spécificité¢ du test

(Blons, 2002).

1+33—Papillomavirus (HPV)

Ce sont des virus a ADN double brin, sont a I’origine de nombreuses pathologies
cutanéomuqueuses, bénignes ou malignes, allant des plus communes telles que les verrues
vulgaires a des néoplasies touchant les voies aérodigestives supérieures et la spheére
anogénitale. Le diagnostic de I’infection a HPV repose essentiellement sur la détection du
génome viral par biologie moléculaire compte tenu du caractere difficilement cultivable en
routine de ces virus. La tendance actuelle de la part des sociétés scientifiques est
d’améliorer la sensibilit¢ du dépistage avec de nouvelles méthodes et de proposer de
nouveaux algorithmes de décision diagnostique et thérapeutique. Il existe deux grands
types de techniques utilisables sur les prélévements cervico-utérins : des techniques
d’hybridation en phase liquide et des techniques d’amplification génique ou Polymerase
Chain Reaction (PCR). Des techniques de génotypage ont également été développées :
elles reposent sur une technique d’amplification suivie d’une hybridation avec des sondes

spécifiques de type. En complément du dépistage et du génotypage, des techniques
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permettent la détection quantitative de I’ADN viral d’un type donné¢ d’HPV et ainsi de

suivre 1’évolution de la charge virale au cours du temps (Eide et Debaque, 2012).

14 Domaine de recherche a visée thérapeutique
La technologie en biologie moléculaire a évolué ces dernieres années vers des
techniques qui fournissent, d’une part, une information de plus en plus globale sur exome
ou génome et non plus ciblée sur une fraction de geéne et d’autre part, elle fournit une
meilleure résolution de: pharmacologie, indentification des maladies monogéniques,
cancers, maladies infectieuses et cardiovasculaires et étude de polymorphismes par
exemple la mutation d’une seule base (single nucleotide polymorphism) ( Bourde-Vac her

et al., 2016).

La thérapie génique est I’exemple d’un domaine de recherche ayant abouti a une
approche thérapeutique destinées aux maladies monogéniques délivrant aux cellules un
gene sain capable de suppléer le géne malade, ce qui a constitué la premicre stratégie de

thérapie génique (Wilson- JM, et al., 2008).

Il existe encore d’autres stratégies de thérapie génique telles que la modification de I’ARN
pour obtenir une protéine fonctionnelle. Cela nécessite 1’injection de petits
oligonucléotides anti-sens qui se fixent sur I’ARN messager transcrit a partir du géne muté
et en modifient 1’épissage, une étape importante avant sa traduction en protéine (exemple
de maladie de Duchenne causée par des mutations dans le geéne de la dystrophine)
(tremblay, 2015). Comme autre stratégie, citons 1’utilisation de virus oncolytiques
génétiquement modifiés qui infectent spécifiquement les cellules tumorales qu’ils
détruisent (exemple de cancer, le mélanome (Szelechowski et Saib, 2005). Une derniére
stratégie est utilisée pour certaines pathologies complexes ou il n’y a pas un géne unique a
réparer ou a remplacer. La produire des cellules thérapeutiques par thérapie génique peut
donner naissance a des cellules qui possedent de nouvelles propriétés thérapeutiques

(exemple de des lymphocytes CAR T) (Catros, 2019).

Par ailleurs, la nouvelle technologie ou la biologie moléculaire participe fortement a
son développement est le laboratoire sur puce. C’est un dispositif intégré rassemblant, sur
un substrat miniaturisé, une ou plusieurs fonctions de laboratoire, ces puces sont
développées pour I’¢tude des molécules et des macromolécules biologiques. Les
applications visées en recherche et développement sont le diagnostic clinique et la

recherche pharmaceutique (Hejazian et al., 2015).
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Avant de parler de ce que la biologie moléculaire a apporté au diagnostic des maladies,
une classification des différentes maladies s’impose, on peut distinguer les maladies

génétiques, les maladies métaboliques, infectieuses et les maladies cardiovasculaires.

1 Maladies génétiques

Les maladies génétiques sont des pathologies dues a des anomalies des génes ou des
chromosomes. Certaines anomalies génétiques peuvent €tre transmises a la descendance ;
ces maladies génétiques sont alors des maladies familiales. Ce sont des maladies rares qui
peuvent se manifester a la naissance, ou parfois plus tardivement au cours de la vie. On

estime qu’il existe 8 000 a 10 000 maladies génétiques (Vasseur, 2011).

1.5 Mucoviscidose

+54—D¢éfinition

Cette maladie nommée également fibrose kystique est héréditaire récessive a
transmission autosomique caractérisée par une viscosité anormale du mucus que sécrétent
les glandes intestinales, pancréatiques et bronchiques (Morin, 2002). Elle est I'une des
maladies génétiques les plus fréquentes a issue fatale chez la population de race blanche.
Sa fréquence varie selon I’origine géographique et ethnique des patients, elle serait en
Europe de I’ordre de 1 sur 3000 a 5000 naissances, plus faible dans les populations noires,
asiatiques et arabes (Costes, 1996). Son incidence exacte en Algérie est inconnue en raison
d’un manque d’¢tudes. Le gene CF (cystic fibrosis) de cette maladie a été identifié en
1989 par I’équipe de L.C. Tsui par le clonage positionnel non orienté¢ (Kaplan et Delpech,
2007).

Cette maladie est liée a une anomalie du géne CF codant pour la protéine CFTR
(cystic fibrosis transmembrane connductance regulator) porté par le chromosome 7, cette
protéine est présente dans la membrane des cellules de différentes muqueuses (respiratoire,
digestive). Elle fonctionne comme un canal qui permet I’échange d’ions de chlorures entre
I’intérieur et I’extérieur de la cellule. Lorsque son géne est muté, le canal dysfonctionne.
(Férec, 2021). La mutation la plus fréquente (70 %) est une délétion de trois nucléotides
entrainant 1’absence d’une acide aminée phénylalanine, normalement situé¢ en position 508
sur la protéine CFTR (d’ou la désignation symbolique DF508). Plus de 1000 mutations du
gene CF ont maintenant été caractérisées. Les mutations du géne CFTR sont classées en
fonction du mécanisme par lequel elles peuvent causer une perte de fonction de CFTR

totale ou partielle (Rault et al., 2008).
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52— Moyens de diagnostic avant avéenement de biologie moléculaire

Le diagnostic de la mucoviscidose se fait par le test de la sueur mesure la quantité de
sel (essentiellement le chlore) dans la sueur. C’est un test rapide, indolore. Chez ces sujets
atteints, il est positif des la naissance et durant toute la vie. Enfin, il n’y a pas de rapport
direct entre les valeurs du test et la gravité de I’affection (Bellon et Desmazes-Dufeu,

2006).

La transpiration est provoquée a I’aide d’un courant électrique de trés faible intensité
et de substances qui favorisent la transpiration, via une sorte de compresse posée a méme
la peau. Une sorte de buvard est ensuite appliqué sur la méme zone et la sueur est récoltée
pendant une demi-heure. L’échantillon est ensuite envoyé en laboratoire pour analyse.
Dans plus de 95% des cas, le taux de chlore dans la sueur est trés largement supérieur a la

moyenne (Leblanc, 2021).

53— Moyens de diagnostic apres avénement de biologie moléculaire

Les mutations du géne CFTR peuvent étre recherchées par différentes technologies.
Les trousses de diagnostic commercialisées permettent la détection des mutations les plus
fréquentes (entre 20 et 36 mutations selon la trousse utilisée), couvrant environ 80 % des
mutations responsables de mucoviscidose. Le séquencage de Sanger permet le criblage de
la totalit¢ de la séquence codante du geéne CFTR et offre une meilleure détection de
I’ensemble des mutations de ce géne. La technologie demeure, cependant, lourde et
onéreuse. Les techniques de séquencage de nouvelle génération (NGS) permettent une
analyse plus sensible, rapide et a moindre colit, de la totalit¢ du geéne CFTR, en
comparaison aux techniques de référence telles que le séquencage de Sanger

(Elmouatassim, 2013).

1.6 Syndrome de Prader-Willi (SPW)
+6-1— Définition

C’est une maladie génétique rare, décrite pour la premiere fois en 1956 par Prader,
Labbhart et  Willi qui se  caractérise par un  dysfonctionnement
hypothalamohypophysaire associ¢ a une hypotonie majeure pendant la période

néonatale et les deux premiéres années de vie, puis de I’enfance a 1’age adulte.

Les problémes principaux sont [’apparition d’une hyperphagie avec le risque
d’obésit¢ morbide, des difficultés d’apprentissage et des troubles du comportement voire

des troubles psychiatriques majeurs (figure 12) (Artigas-Pallares et al., 2005).
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Figure : Phénotype de syndrome de Prader Willi (Tauber et al., 2006).

+62— Moyens de diagnostic avant avénement de biologie moléculaire
Au moment du diagnostic, différents examens vont étre pratiqués, comme par

exemple:
*  Un examen de la déglutition par radioscopie.

* Une polysomnographie pour rechercher et évaluer les troubles du sommeil. Cet
examen enregistre plusieurs paramétres pendant le sommeil, comme la respiration, le

rythme cardiaque, 1’¢électroencéphalogramme, etc.
*  Des radiographies de la colonne vertébrale pour rechercher une scoliose,

* Des dosages de différentes hormones pour évaluer les troubles de la croissance, et

détecter d’éventuels autres troubles hormonaux.

*  Un bilan ophtalmologique (Tauber, 2013).

+63— Moyens de diagnostic apres avénement de biologie moléculaire

Le diagnostic par méthode de biologie moléculaire se fait sur une prise de sang qui
permet de rechercher I’anomalie génétique en cause. Un laboratoire spécialisé est
nécessaire pour faire dans un premier temps, un examen permettant 1’étude de la
méthylation cet examen révele si les génes étudiés sont fonctionnels ou silencieux. Dans un
deuxiéme temps, d’autres examens (hybridation in situ en fluorescence, marqueurs
microsatellites) permettant de préciser le type d’anomalie génétique en cause et de

déterminer le risque de transmission a la descendance (Tauber, 2013).
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2 Maladies métaboliques
Les maladies métaboliques héréditaires sont des maladies particulieres dues a des
mutations dans des geénes codant, le plus souvent, pour des enzymes ou, parfois, d’autres

protéines du métabolisme cellulaire (Sedel et al., 2005).

Le développement rapide des maladies métaboliques a 1’échelle mondiale ne peut étre le
seul fait de mutations génétiques mais plutdt la conséquence coordonnée des traits

génétiques et de changements d’habitudes alimentaires (Burcelin et al., 2010).

1.1 Diabeéte
234-4— Définition

Le diabete correspond a une élévation anormale de la glycémie. Cette augmentation
peut provoquer a plus ou moins long terme des lésions de différents organes, comme les

yeux, les reins, les nerfs et les vaisseaux sanguins (Valle, 2020).

242— Moyens de diagnostic avant avéenement de biologie moléculaire
Tout d’abord, le diagnostic du diabéte ne peut étre posé qu’apreés avoir effectué une

glycémie a jeun apreés un minimum de 8h de jeline, la glycémie devra par ailleurs étre
vérifiée a 2 prises. Depuis 2009, I’utilisation du dosage de I’hémoglobine glyquée (HbAlc)
pour le diagnostic du diabéte est recommandée par I’ADA (Association Américaine de
Diabeéte). Elle renseigne sur 1’évolution de la glycémie dans les 3 mois précédant le dosage

(Abettan et al., 2014).

Un bilan systématique des complications est nécessaire. Il passe par un examen
ophtalmologique afin de rechercher une rétinopathie (fond d’ceil, acuité visuelle, tension
oculaire et angiographie rétinienne), un ¢électrocardiogramme, un examen des pieds, un
¢cho-doppler des vaisseaux des membres inférieurs lorsqu’une diminution ou une absence
de pouls pédieux est constatée, ainsi qu’un bilan sanguin a la recherche d’anomalies
lipidiques et la recherche d’albumine dans les urines afin de dépister une néphropathie

diabétique (Valle, 2020).

243— Moyens de diagnostic aprés avénement de biologie moléculaire

Une partie majeure de cette activité est de rechercher des formes monogéniques de
diabéte , aprés un séquengage de ’exome entier c’est-a-dire de tous les génes (ou un
séquengage d’exome entier amélioré de type CoDE-seq permettant de détecter aussi les
anomalies de structure des chromosomes appelés CNV (copy number variant) des patients

par une plateforme dédi¢e au séquencage de nouvelle génération, nous recherchons dans
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un premier temps des mutations pathogeénes (c’est-a-dire susceptibles d’entrainer la

maladie) dans les geénes d’ores et déja connus dans la littérature ( Benlian, 2015).

2.2 Maladie d’Addison
Définition

La maladie d’Addison est la conséquence
d'un  déficit de la  corticosurrénale
généralement d’évolution progressive. Elle se
traduit par une hypotension et une
hyperpigmentation et peut se compliquer en
une insuffisance surrénalienne aigué€ avec
collapsus cardiovasculaire. Le diagnostic est
clinique et biologique, devant une ¢lévation de I'hormone adrénocorticotrope plasmatique
en regard d'un cortisol plasmatique abaissé. Le traitement dépend de la cause mais repose
généralement sur de l'hydrocortisone, associé parfois a d'autres hormones (figure 13)

(Grossman, 2020).

Figure : Maladie d’Addison (Grossman, 2020).

2:22— Moyens de diagnostic avant avénement de biologie moléculaire
Le diagnostic de certitude repose sur les dosages des hormones surrénaliennes et de
I’ACTH (hormone adrénocorticotrope). Toutefois, il ne faut en aucun cas attendre les

résultats pour débuter le traitement lorsque I’on suspecte une insuffisance surrénale.

La sécrétion de cortisol suit un rythme nycthéméral, son maximum étant le matin (6 a
8 heures) et son minimum vers minuit. Le dosage de la cortisolémie a 8 heures du matin est
I’examen a réaliser en lre intention en cas de suspicion d’insuffisance surrénalienne.

(Béme, 2018).
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La réalisation d’un test au Synacthéne® immédiat est nécessaire. Il consiste a doser la
cortisolémie 60 minutes aprés une injection (intramusculaire ou intraveineuse) de
Synacthéne® immédiat. Quand le diagnostic d’insuffisance surrénalienne est posé, le
dosage de ’ACTH (a 8 heures) permet d’identifier son origine primitive (ACTH ¢élevée)
ou centrale (ACTH normale ou basse). En cas d’ISP (insuffisance surrénale primaire) ;des
dosages de rénine et d’aldostérone plasmatiques sont nécessaires pour ¢évaluer le
compartiment minéralocorticoide. Il existe un déficit si I’aldostérone est basse et la rénine

¢levée (Jublanc et Bruckert, 2016).

223—Moyens de diagnostic apres avénement de biologie moléculaire
Plus de 435 mutations différentes ont été identifi¢, 53% étant des mutations faux sens,
les autres étant des délétions d’une ou plusieurs paires de bases, mutation STOP, des

mutations aux sites d’épissage, des délétions importantes du gene.

Soixante-cinq pour cent des mutations du gene ABCDI1 (ATP binding cassette
subfamily D(ALD) memberl) d’apres le registre des mutations conduisent a une absence de
détection de la protéine adrénoleucodystrophie(ALD) par la technique Western-Blot dans
les fibroblastes ou les lymphocytes—monocytes du sang périphérique. Ce test peut donc
étre utilisé¢ pour identifier les individus a risque d’étre hétérozygotes. Une recherche de
mutation du géne ABCD1 doit étre en fait systématique chez tous les individus a risque

d’étre conducteurs pour ’ALD (Aubourg, 2007).

3 Maladies infectieuses

L’infection est I’invasion d’un organisme vivant par des micro-organismes pathogénes
tels que : les bactéries, virus, champignons, parasites. Lors d’une infection, les micro-
organismes pathogénes agissent en se multipliant (virulence) et éventuellement en
sécrétant des toxines. Une infection peut étre locale ou généralisé, exogene (provoquer par
des germes provenant de I’environnement) ou endogeéne (germe issu de la maladie elle-

méme) (Morin, 2002).

1.1 Tuberculose

334—D¢éfinition
C’est une maladie infectieuse contagicuse due a une bactérie Mycobacterium
tuberculosis .La tuberculose se transmet d’une personne a I’autre par voie aérienne. Elle est

présente dans toutes les régions du monde (Morin, 2002).



Revue bibliographique Chapitre 11 : La médecine avant et aprés avénement de la biologie moléculaire

342— Moyens de diagnostic avant avénement de biologie moléculaire

Les techniques conventionnelles de détection des pathogénes sont basées sur : la
culture bactérienne et I’identification de la souche a 1’aide d’antibiogrammes ; la sérologie
qui recherche les anticorps produits par le donneur a la suite du contact avec un agent
pathogéne et les anticorps. Ces anticorps sont recherchés par des tests immuns
enzymatiques et la radiographie de thorax qui permet de visualiser cette infection comme

des nodules (figure 14) (Frenkian-Torres et Toledo, 2014).

A

Figure : Radiographie du thorax d’un patient atteint de tuberculose (Logean, 2015).

343— Moyens de diagnostic apres avénement de biologie moléculaire

Les tests génotypiques reposant sur [’amplification et la détection des acides
nucléiques (ADN ou ARN) ainsi que des kits de détection préts a I’emploi, contenant tous
les ¢éléments nécessaires a ces amplifications, voire méme a I’extraction des ADN ou ARN
permettent de s’affranchir de 1’étape de culture et donc d’envisager un raccourcissement

des délais de diagnostic de la tuberculose. (Morel et al., 2020).

L’avantage de la biologie moléculaire est de s’affranchir de ces différentes difficultés
afin d’obtenir une réponse plus rapide et au plus prés de I’infection, Par ailleurs, 1a ou
d’autres techniques ne peuvent travailler que sur un nombre limité de type d’échantillons
(sang, urines), la biologie moléculaire travaille sur un nombre beaucoup plus important de

type d’échantillons (sperme, salive, LCR, etc.) (Frenkian-Torres et Toledo, 2014).

3.2 Infection au VIH
32 1—Définition

Le virus de ’immunodéficience humaine (VIH) est un rétrovirus qui s’attaque aux
cellules du systéme immunitaire et les détruit ou les rend inefficaces. Aux premiers stades
de ’infection, le sujet ne présente pas de symptomes. Cependant, 1’évolution de I’infection
entraine un affaiblissement du systéme immunitaire et une vulnérabilité accrue aux

infections opportunistes. Le syndrome d’immunodéficience acquise (SIDA) est le dernier
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stade de I’infection a VIH. Il peut se déclarer au bout de 10 a 15 ans. Les antirétroviraux
permettent de ralentir son évolution. Le VIH se transmet a I’occasion de rapports sexuels
non protégés, d’une transfusion de sang contaminé ou de I’échange de seringues
contaminées. Il se transmet aussi de la mere a D’enfant pendant la grossesse,

I’accouchement ou I’allaitement au sein (Lépine, 2014).

3:22— Moyens de diagnostic avant avéenement de biologie moléculaire

Le diagnostic virologique classique utilise les deux approches : d’une part, I’isolement
des virus en culture cellulaire, qui témoigne avec certitude d’infections en course, d’autre
part, 1’apparition d’anticorps sériques spécifiques. Les contraintes et les limites du
diagnostic virologique classique sont bien connues (Descamps et Bichat-Claude, 2015).
On lui reproche souvent un nombre ¢élevé d’échecs et la lenteur des résultats. 11 est vrai
que de nombreux virus ne se multiplient pas en culture cellulaire, que la multiplication de
certains autres est difficilement détectable et que des fautes techniques (prélévements trop
tardifs, mauvaises conditions de transport des prélévements vers le laboratoire, inoculation
des cellules non permissives) diminuent encore les chances d’un isolement positif

(Plantier et Simon, 2002).

3:23— Moyens de diagnostic aprés avénement de biologie moléculaire

Les tests utilisés permettent de mesurer le nombre de virus présents dans un
¢chantillon de sang. Le test utilise une technique d’amplification des acides nucléiques, qui
permet de déterminer le nombre de copies de VIH présentes dans un millilitre de plasma.
Le test d’amplification des acides nucléiques consiste en une amplification du matériel
génétique du virus lui-méme ou d’une sonde qui s’est liée a ce virus. Une réaction
chimique est ensuite utilisée pour mesurer la quantité d’amplification observée pendant le

test, qui correspond a la quantité de VIH présente dans 1’échantillon.

La technique de mesure de la charge virale la plus couramment utilisée est la réaction
de polymérisation en chaine quantitative (PCRq). Les autres techniques de mesure de la
charge virale comprennent [DI’amplification du signal médiée par transcription
(transcription-mediated amplification) et les techniques d’amplification du signal par

I’ADN branché (Gullett et Nolte, 2015).
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4  Maladies cardiovasculaires (MCV)
Les MCV constituent un ensemble de troubles affectant le cceur et les vaisseaux
sanguins. Les maladies cardio-vasculaires sont la premicre cause de mortalit¢ dans le

monde, elles provoquent plus de déceés que toute autre cause de mortalité (Juneau, 2011).

1.1 Hypertension artérielle (HTA)
434-14— Définition

La pression sanguine est la force exercée par le sang en circulation sur la paroi des
arteres, c’est-a-dire les principaux vaisseaux qui permettent la circulation du sang dans
I’organisme. On parle d’hypertension lorsque cette pression est trop élevée. La pression
sanguine est exprimée par deux chiffres : le premier correspond a la pression au moment
ou le cceur se contracte (pression systolique) et le second a la pression dans les vaisseaux

entre deux contractions cardiaques (pression diastolique) (Kikoine et Boulestreau, 2018).

442— Moyens de diagnostic avant avéenement de biologie moléculaire

Trois méthodes sont recommandées : les mesures en clinique, le monitorage
ambulatoire de la pression artérielle (MAPA) ainsi que la mesure de la pression artérielle a
domicile. La pression artérielle devrait étre mesurée en position assise puis en position
debout (2 une et trois minutes), particuliecrement, chez les patients présentant des
symptomes orthostatiques, chez les personnes agées, chez les diabétiques et chez les

patients traités par alpha-bloquant. (Boulianne et Milot MD, 2016).

443— Moyens de diagnostic aprés avénement de biologie moléculaire

L’analyse de liaison (Linkage analysis) étudie la fréquence avec laquelle les alléles
d’un marqueur sont transmis avec le locus de la maladie a la prochaine génération dans
des familles, sans qu’il n’y ait eu de recombinaison pendant la méiose. L’analyse de liaison
permet ainsi d’identifier des régions génomiques liées a la maladie d’intérét. L’analyse de
liaison se fait habituellement sur I’ensemble du génome (Genome-wide linkage analysis) et
comme ces analyses ne sont pas basées sur des connaissances a priori, elles peuvent
identifier des genes candidats dont on ne suspectait pas 1’implication dans I"HTA
auparavant. Ceci génere de nouvelles hypothéses sur la pathogenese de ’'HTA. Les régions
du génome identifiées par une analyse de liaison peuvent contenir de trés nombreux geénes
et des études plus approfondies sont nécessaires pour identifier le géne candidat et les
mutations en cause , les études de liaison et d’association permettent d’identifier des loci

possiblement liés a I’hypertension artérielle Ces derniéres années, des projets
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internationaux ont permis d’identifier des loci dont I’implication dans [I’hypertension
artérielle (HTA) n’avait pas été suspectée auparavant, ouvrant la porte a 1’identification de
nouvelles voies impliquées dans la pathogeneése de I’HTA. Au niveau de chaque locus,
plusieurs génes candidats sont possibles et les variantes génétiques fonctionnels n’ont pas
encore été identifiés les résultats obtenus a ce jour suggérent que chaque variant génétique
n’explique qu’un tres petit effet au niveau de la pression artérielle. Le développement d’un
test génétique diagnostique ou pronostique n’est donc pas encore d’actualit¢ (Burnier et

al., 2009).

4.2 Infarctus de myocarde
421— Définition
L’infarctus du myocarde correspond a la nécrose d’une partie du myocarde. Il se
produit suite a une occlusion de 1’artére coronaire qui irrigue le cceur. L’infarctus du
myocarde, parfois appelé crise cardiaque, se révele mortel dans prés de 10% des cas (figure

15) (Lamirand, 2013).

Figure : Schéma d’un infarctus du myocarde (Pierre, 2015).

422—Moyens de diagnostic avant avénement de biologie moléculaire

Le diagnostic se fait a I’aide d’un électrocardiogramme qui permettra de visualiser
I’activité électrique du ceeur. Il révélera si une attaque cardiaque s’est déclenchée ou si elle
est en train de se produire. Une analyse de sang permettra de détecter la présence
d’enzymes cardiaques (LDH, CPK) dans le sang qui révélent les dommages sur une partie
du cceur. Une radiographie peut étre nécessaire, notamment pour s’assurer que les poumons
ne sont pas atteints. Une coronarographie, radiographie qui permet de visualiser les artéres
coronaires, peut également permettre de détecter une diminution du diameétre de ces arteres

et la présence d’une plaque d’athérome (Allard, 2013). En plus le dosage de la troponine
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qui permet de diagnostiquer I’infarctus de myocarde car un taux élevé de troponine peut

étre un signe d’une Iésion du myocarde (Iglesias, 2018).

423— Moyens de diagnostic aprés avénement de biologie moléculaire

Des chercheurs ont trouvé une raison qui pourrait expliquer pourquoi cette
complication de I’infarctus est assez fréquente, ils ont découvert des mutations au niveau
du locus 9p21 qui favorisent I’arythmie du cceur apres une crise cardiaque par la technique

de séquencage (Robbins et Gary, 2011).

Précédemment, d’autres études avaient suggéré que des mutations situées a cet endroit
du génome étaient associées a des troubles cardiovasculaires, sans que le mécanisme soit
clairement identifié. Ici, les chercheurs ont travaillé sur un modele de crise cardiaque in
vitro ou ils ont placé dans ces hydrogels des cellules cardiaques normales ou mutées au
locus 9p21, et provoqué une « crise cardiaque dans une boite », en modifiant la rigidité de
I’hydrogel. Le résultat était que les cellules non-mutées continuaient a battre normalement,

contrairement aux cellules mutées (Ray, 2019).

En plus, les récentes découvertes ont montré I’implication des ARNs non codants,
microARNs (miARNs) et les longs ARNs non codants (/ncARNs), dans les processus
physiologiques et pathologiques et notamment dans les maladies cardiovasculaires. L’étude
du potentiel des miARNS et des IncARNs en tant que biomarqueurs pronostiques et
diagnostiques, ils ont évalué le pouvoir diagnostique des miARNs sur une cohorte de
patients présentant des douleurs thoraciques. A la fin 1’étude a montré 1’utilité des ARNs
non codants pour améliorer I’identification des patients a risque de développer une IDM et
ont permis également de mettre en évidence de nouvelles cibles thérapeutiques qui
pourraient prévenir le remodelage ventriculaire post-IDM (Zangrando, 2015).
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1 Description des lieux

4.3 CHU Constantine

Le Centre hospitalier Universitaire de Constantine CHUC a été créé par le décret n°86-
298, il s’étend sur une superficie de 13 hectares. Le CHUC est un hopital pavillonnaire
composé de 15 blocs regroupés en trois structures :

e L’unité sicge (BENBADIS)
e [’unité de chirurgie dentaire
e [’hopital de jour de cancérologie « KHRIYB ».

CHUC contient au nombre de 51 services répartis comme suit :

e Service de médecine

e Service des urgences médico-chirurgicales
e Service de chirurgie

e Plateau technique

e  Chirurgie dentaire

e Pharmacie centrale et Galénique

Ayant la nomination, depuis décembre 1986, de Centre hospitalo-universitaire DR.
BENBADIS de Constantine, cet établissement public a caractére administratif est doté de la
personnalité morale et de I’autonomie financiére. Il est chargé en relation avec I’établissement
d’enseignement de formation en sciences médicales, des missions : de diagnostic,

d’exploration, de soins, de prévention, de formation et de recherche

Le CHUC se compose de différents services tels que le service de bactériologie/virologie,

le service de biochimie doté d’une unité de génétique.

4.4 CHU Annaba
Le Centre Hospitalier Universitaire d’Annaba a été¢ créé par le décret n°86-300 du 16

décembre 1986, qui lui confere la constitution physique suivante :
e Hopital Ibn Rochd

e Hopital Ibn Sina

e Hopital Dorban

e Clinique pédiatrique
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¢ C(Clinique ophtalmologique
e C(Clinique dentaire Saouli Abdelkader
e C(Clinique dentaire Elysa

Le CHUA est a vocation régionale, il assure une couverture médicale pour une population
de 3.304.438 individus, répartie sur les 6 wilayas de I’extréme Est du pays. Le CHU Ibn
Rochd comporte beaucoup de services dont les services d’Oncologie, de

microbiologie/Virologie et de Biochimie.

5 Meéthodologie de travail

Afin d’aboutir a notre but qui est I’établissement d’un état des lieux de I’utilisation des
techniques de biologie moléculaire dans le domaine médical, nous avons effectu¢ une
recherche des différents services pouvant avoir des techniques de biologie moléculaire. Apres,
les chefs des services concernés ont été contacté et des visites a leurs laboratoires respectifs

ont été programmeées.

Nous avons visité les laboratoires suivants : le laboratoire de Bactériologie-Virologie et
I’unité¢ de Génétique au niveau du laboratoire de Biochimie au sein du CHUC ainsi que les
laboratoires de Bactériologie-Virologie, de Biochimie et d’Anatomopathologie au niveau du

laboratoire de Biochimie au sein du CHUA.

Au cours de la visite, un questionnaire (annexe 1) a ét¢ donné aux spécialistes. Des

réponses aux questions est exposée dans la partie résultats et discussion.

6 Matériel et techniques utilisés pour le diagnostic des maladies
1.1 PCR en temps réel

611—Principe

Cette technologie est basée sur la détection et la quantification d’un reporter fluorescent
dont I’émission est directement proportionnelle a la quantité d’amplicons générés pendant la
réaction PCR. Etant donné qu’elle utilise généralement des systémes en tubes fermés et que la
quantification ne requiert aucune manipulation post-amplification, les problémes de

contamination post-PCR par les amplicons sont significativement réduits.
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61+2—Equipement
COBAS Amplipreq fonctionne en combinaison avec I’analyseur COBAS ® TagMan ®
48 pour automatiser le processus d’extraction des échantillons, ’amplification et la

quantification des échantillons d’ARN ou d’ADN (figure 16, figurel8).

Les réactifs a code a barres sont emballés dans des cassettes et prétes a I’emploi a
déversement avec des capuchons auto-étanches pour une stabilité¢ accrue (figure 17). Cette
cassette fournit une préparation automatisée intégrée d’échantillons pour des diagnostics

moléculaires qualitatifs et quantitatifs.

4 tests différents avec 72 échantillons peuvent étre chargés sur le systéme en méme temps.

—

Figure : Instrument COBAS.

Sample Preparation Reagents

+ Bead Reagent Cassette (CS1)
+ Lysis Reagent Cassette (CS2)
+ Muhi Reagent Cassette (CS3)
+ Test specific Cassette (C54)

Control Reagents

+ & Negative control (- Negative)
+ & Positive controls (# High positive)
+ 4 Positive controls (+ Low positive)

Control Barcode Clips
+ & for each control

Figure : Cassettes de réactifs utilisés en PCR en temps réel.
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Figure : COBAS TagMan 48 (ROCHE).

6313-Mode opératoire

e Extraction d’ADN et dénaturation réalisée a une température de 95°C.
e Hybridation avec les sondes marquées
e Polymérisation

Il existe deux principes généraux pour la détection quantitative des amplicons : les agents
se liant a ’ADN double brin et les sondes fluorescentes. Pour cette derniere catégorie, il
existe quatre technologies principales : hydrolyse de sondes (Tagman assay), hybridation de 2
sondes (HybProbes), balises moléculaires (Molecular Beacons) et amorces scorpion (Scorpion
primers). Ces différentes technologies de détection auraient une sensibilité équivalente.

Cependant, ces technologies présentent des différences au niveau de la spécificité.

61+4-Expression des résultats et interprétation

Les résultats sont exprimés en un nombre et des courbes .Le seuil de référence est une
valeur de fluorescence a laquelle les courbes sont comparées. Réglé empiriquement ou par un

calcul statistique au-dessus du background (méthode de la dérivée seconde)

Le Ct = nombre de cycles requis pour qu’une réaction de fluorescence atteigne le seuil de
référence (T). Il est correle fortement avec le nombre de copie de départ (figure 19).

09 ’
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Figure : Mode¢le graphique du résultat de PCR en temps réel exprimé en fonction du nombre
de cycles.

6.2 Variantes de PCR utilisés aux laboratoires
De nouveaux types de PCR sont introduits dans le diagnostic des maladies dans les

laboratoires visités
PCR a digestion enzymatique (restriction digest)

C’est une technique utilisant des enzymes de restriction pour couper spécifiquement une

molécule d’ADN afin de la manipuler ou de la cloner.
PCR en temps réel ou quantitative

Elle représente une méthode rapide, sensible et spécifique pour la mise en évidence
d’agents pathogenes. La PCR multiplex (multiplex PCR) dans laquelle on utilise un set de
plusieurs couples d’amorces pour amplifier simultanément plusieurs cibles d’ADN en une
seule réaction de PCR, plutét qu’un seul couple d’amorces pour amplifier une cible d'ADN

unique
PCR-SSCP (Single-Strand Conformation Polymorphism)

Elle est basée sur 1’analyse ¢électrophorétique des produits PCR sous forme de fragment
simple brin. Une mutation ponctuelle au sein d’une séquence modifie suffisamment la
structure secondaire de I’ADN monobrin pour qu’il en résulte des changements de migration

¢léctrophorétique sur gel polyacrylamide
RT PCR (Reverse transcriptase)

C’est une technique qui permet de faire une PCR a partir d’un échantillon d’ARN.
L’ARN est tout d’abord rétrotranscrit grace a une enzyme appelée transcriptase inverse, qui
permet la synthése de ’ADN complémentaire (ADNc). Ce dernier est ensuite utilis¢é pour
réaliser une PCR et Gene scanning qui est une méthode par laquelle des mutations sont
insérées a des sites spécifiques sur un segment d’ADN pour déterminer les séquences d’ADN

nécessaires a 1’activité génique.

Le choix de la variante de PCR est bas¢ sur le type de maladie, Type de mutation, le
nombre d’exons étudiés et les amorces utilisés. En plus, les résultats de PCR classique seront
sur un profil d’¢électrophorese sur gel d’agarose des fragments amplifiés par PCR. Quant aux

autres variantes, les résultats seront exprimés sur un logiciel.
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6.3 Séquencage
631—Principe
Le principe de cette méthode consiste a initier la polymérisation de I’ADN a I’aide d'un
petit oligonucléotide (amorce) complémentaire a une partie du fragment d’ADN a séquencer.

Il en résulte un mélange de fragments d’ADN de tailles croissantes.

632—Equipement

Séquenceur des geénesqui est un appareil capable d’automatiser 1’opération
de séquencage de I’ADN. Un séquenceur sert a déterminer 1’ordre des bases nucléiques d’un
¢chantillon d’ADN et a le présenter, apres traitement, sous forme d’une suite de lettres,

appelée read ou lecture, représentant des nucléotides (figure 20).

Figure : Séquenceur 3500 genetic analyzer (HITACHI).

633—Mode opératoire
D’abord, un fragment d’ADN de 1’échantillon est extrait puis chauffé. Ainsi, I’ADN est

forcé a se dérouler. Les deux brins de la double hélice se séparent en brins individuels. La
prochaine étape consiste a baisser la température et a ajouter une amorce d’ADN. Cette
derniére s’attache au brin d’ADN qu’on tente de séquencer. Elle indique le début du
séquencement, un peu comme une ligne de départ. Par la suite, la température est
légérement augmentée. Puis, des nucléotides libres et I’ADN polymérase sont ajoutés. Les
nucléotides libres contiennent 1’'une des quatre bases suivantes : cytosine, thymine, adénine
ou guanine. En commengant par la séquence d’amorce, I’ADN polymérase construit un brin
d’ADN complémentaire (ou inverse). Elle le fait en ajoutant un nucléotide a la fois.

Quatre réactions de séquengage différentes doivent se produire, une pour chacun des
quatre types de nucléotides. Pour obtenir ces réactions, il faut ajouter au mélange un
fluorochrome de couleur différente a chaque nucléotide. Ainsi, on peut effectuer le

séquengage en un seul mélange réactif dans un tube capillaire.
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Lorsque ’ADN polymérase atteint un nucléotide de terminaison de chaine, elle arréte la
séquence d’ADN. L’ADN polymérase ajoute les nucléotides modifiés de facon aléatoire. De

nombreuses séquences d’ADN de différentes longueurs sont donc produites.

63-4—Expression des résultats et interprétation
Pour déterminer la séquence, le tube est irradié par un laser. Lorsque la lumicre traverse

chaque bande de couleur, un détecteur inscrit un pic sur un graphe. Ces pics correspondent
aux bases nucléotidiques. A 1’aide des fluorochromes, les scientifiques peuvent automatiser

le séquengage de I’ADN. Cela accélere le processus.

6.4 DGGE (denaturating gel gradient electrophoresis)

641—Principe

Le principe est que la température de fusion d’un produit PCR (ADN double brin), c’est-
a-dire la température moyenne de séparation des deux brins est fonction de sa séquence. Une
mutation ponctuelle qui change donc la séquence entraine une modification de la température
de fusion. Cette modification est mise en évidence par électrophorese sur gel de

polyacrylamide en présence d’un gradient d’agent dénaturant.

642— Mode opératoire

Pour réaliser la technique de DGGE (Figure 21) ces étapes sont a suivre :
e Extraction de I’ADN de I’échantillon

e PCR de la région cible (exemple geéne codant I’ARN 16S) et ajout d’un GC-clamp grace a

des amorces spéciales.
e  Dépot sur gel a gradient dénaturant
e  Migration grace a un champ électrique

e Révélation et analyse du gel

Figure : Systeme de DGGE.
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643—Expression des résultats et interprétation
Le gel est photographié¢ par une caméra digitale et traité grace au system Gel Smart 7.3.
L’image visualisée sur I’écran d’ordinateur est enregistrée sous format Tif. En négatif (bandes

d’ADN noires sur fond clair). Les fichiers des gels sont ensuite traités par un logiciel.

6.5 SSCP (single strand conformation polymorphism)

6531—Principe

La technique de SSCP (single strand conformation polymorphism ou polymorphisme de
conformation des acides nucléiques simples brins) est basée sur l'analyse électrophorétique
des produits PCR sous forme de fragments simple brin. On amplifie par PCR une région que
I'on désire étudier et on compare la mobilité de 'ADN dénaturé portant une mutation par
rapport a celle d'un fragment de référence comportant une séquence normale. Une mutation
ponctuelle au sein d'une séquence modifie suffisamment la structure secondaire de I'ADN
monobrin pour qu'il en résulte des changements de migration électrophorétique sur gel de

polyacrylamide.

6-52— Equipement

e  Thermocycleur
e  Gel d’agarose coloré par le Bromure d’éthidium BET

e  Transilluminateur UV (Figure 22) (Figure 23).

Nettoyez J
\ Vappareil aux Uy
avecde Peau apres

utilisation

b —

Figure : Table des U.V.
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Figure : Casque pour la protection.

653—Mode Opératoire
e Extraction de I'ADN génomique

e Amplification d’une région par PCR
e Séparation des deux brins d'ADN (qui vont se recroqueviller)

e Révélation et étude de I’électrophorégramme (Figure 24).

L'amplification de )
[ I'ADN par PCR J — [ Analyse SSCP ]

~

Mettre le MR dans E?;’g"'”’“’d“‘“ A.a suspension a été briéevement vortexée,

incubée pendant 10 minutesa 95 ° Cet
{—\ m refroidie par congélation sur la glace

7 @ R

Mélange rénctionnel .
(ITS1ITS 4, Mgel2 ANTP, Thermocycleur :i;: :::: ‘;‘:1 Trinnlhm::mmn
Taq polymérase, ADN programmé en d'éthidium w
extrait) trois étapes

Figure : Technique de PCR-SSCP.
6-54— Expression des résultats et interprétation
L’échantillon a analyser est traité en paralléle avec un ADN standard. Tous deux sont
amplifiés. Ils sont ensuite dénaturés et chargés sur gel. La présence d'une mutation entraine un

décalage de position sur une seule des deux bandes produites par la dénaturation.

DGGE et SSCP sont des techniques d’analyse électrophorétiques des produits PCR. Elles

sont particuliérement utiles pour mettre en évidence des mutations ponctuelles au niveau d’un



Partie Expérimentale Matériel et
Meéthodes

gene. Des produits PCR (ou ampliméres) particuliers sont formés si des mutations sont
présentes sur 'ADN initial. Les produits PCR seront différents en fonction de la présence

d'une séquence normale, d'une séquence mutée (homozygote, hétérozygote ou composite).

6.6 SSP (Sequence Specific Primer)

6-6-1— Principe

La technique de PCR-SSP est basée sur le principe que seules sont amplifiées les
séquences d’ADN complémentaires des amorces spécifiques utilisées grace a des polymérases
ADN type thermostable sans activité correctrice. Ces couples d’amorces sont spécifiques d’un
allele ou d'un groupe d’alleles selon le degré de résolution du kit utilisé. Dans des conditions
trés précises de PCR, les couples d’amorces hybridées ou presque totalement hybridées
permettent I’amplification (résultat positif), tandis que les paires d'amorces non hybridées ne

donnent pas d'amplification (résultat négatif).

6-62— Equipement

e Thermocylceur

e Appareil d’¢lectrophorése sur gel d’agarose.

3.6.3.Mode opératoire

e Extraction d’ADN par chromatographie d’affinité a base de silice
e Amplification (kit spécialis¢)

e Révélation par €lectrophorese sur gel

6-6:3—Expression des résultats et interprétation

Apres la PCR, les fragments d’ADN amplifiés sont séparés en fonction de leur taille par
¢électrophorese sur gel d’agarose, visualisés par colorisation au bromure d’éthidium sous
lumiere UV, puis photographiés et interprétés.
L’interprétation des résultats de PCR-SSP est basée sur la présence ou I’absence de produit(s)

spécifique(s) de PCR. La taille relative du ou des produits de PCR spécifiques est utile dans

I’interprétation des résultats.

6.7 PCR/RFLP (polymorphisme de longueur des fragments de restriction)
6F1+— Principe
L’association entre les techniques d’amplification et d'observation de polymorphismes

sur des fragments digérés par des enzymes de restriction. D'un point de vue technique, la
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méthode RFLP est utilisée pour refléter directement des variations dans la séquence primaire
de 'ADN. Cette technique a permis d'observer de nombreuses variations a différentes échelles
taxonomiques de la population a l'espeéce. Elle est facilitée par la possibilité d'obtenir un

nombre considérable de copies d'une séquence cible d'ADN grace a la technique de PCR.

6F2—Equipement

e Thermocycleur

e Appareil de gel Polyacrylamide

673—Mode opératoire
e Extraction d’ADN

Digestion de ’ADN

Séparation des fragments d’ADN par €lectrophorese

Transfert des fragments d’ADN dénaturée

Hybridation de I’ADN avec une sonde marquée

Révélation

6F4—Expression des résultats et interprétation

Les résultats seront des fragments sur I’électrophorése par migration selon un courant
¢lectrique. Quand on a un locus monomorphe le fragment a la méme taille du témoin donc pas
de polymorphisme et si le locus a une taille différente du témoin, il est par conséquent

polymorphe de sites de restriction (figure 25).

Disease Normal Disease
Normal

Mstl Restriction Sites
i :

- o Digest, separate

Disease ‘

Mutation destroys
one restriction site

: H

Probed Region

=
=
=
[T ey |2
X

GCel electrophoresis Southern blot

Figure : Technique de PCR-RFLP.
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1 Maladies diagnostiquées au CHU Dr IBNBADIS de Constantine

6.8 Service de Bactériologie/Virologie
Les maladies diagnostiquées au niveau de ce service sont les maladies virales suivantes :
Hépatite B et C, SIDA, COVID-19 (expliquées ci-dessous). La technique utilisée dans le
service de Bactériologie/Virologie pour ces quatre maladies infectieuses est la PCR en temps

réel a systeme fermé.

Le test de la COVID-19 se fait au niveau d’un laboratoire de I’université, distant du CHU
de prés de 16 Km. Le travail dans ce laboratoire est quotidien, en dehors du vendredi et du

samedi. Le risque d’infection est important d’ou I’impossibilité¢ d’acces a ce laboratoire.

A part le diagnostic de ces maladies, aucune autre maladie n’est dépisté et ’activité de

recherche a visée thérapeutique est absente.

6-8-1—Hépatite B

L’hépatite B (VHB) est une infection virale qui s’attaque au foie et peut entrainer une
affection aigué potentiellement mortelle ou des infections chroniques entrainant pour les
personnes exposées un risque important de déces par cirrhose ou cancer du foie. L’infection
par un mutant du virus B est souvent marquée par des fluctuations importantes de la
multiplication virale et de I’activité de 1’hépatite chronique, avec des phases de poussée de la

maladie suivies de rémissions transitoires (Mennecier, 2010).

6-82—H¢épatite C

L’hépatite C (VHC) est une maladie du foie causée par le virus VHC, pouvant entrainer
des hépatites aigués et des hépatites chroniques. La gravité des hépatites C est variable et peut
aller d’une forme bénigne, d’une durée limitée a quelques semaines, a une maladie grave qui
s’installe a vie. L’hépatite C est une cause majeure de cancer du foie. Le VHC peut par la
suite épuiser le systéme immunitaire, causant des manifestations auto-immunes voire des
lymphomes. L’échappement du virus au systéme immunitaire est également a relier a son taux

de mutations €levés, du fait de son ARN polymérase peu fidele (Vayssiéres, 2019).

6-8:3—Virus de ’immunodéficience humaine (VIH)
Maladie infectieuse, due a un virus transmis par voie sexuelle ou sanguine et provoquant
un affaiblissement du systéme immunitaire. Le SIDA n’est que I’une des manifestations de

I’infection causée par ce virus (Katlama, 2008).
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684—COVID-19

La maladie a coronavirus 2019 (COVID-19) est causée par une nouvelle souche
infectieuse de coronavirus connue sous le nom de coronavirus 2 du syndrome respiratoire aigu
sévere (SRAS-CoV-2) qui était auparavant appelée 2019-nCoV. La Covid-19 est une maladie
infectieuse résultante du développement du SRAS-CoV-2. C’est un syndrome respiratoire
aigu avec des manifestations cliniques qui vont de légeres a séveres, avec des symptomes

multiples non spécifiques (Amrouche, 2020).

6.9 Unité de génétique, Service de Biochimie
Les maladies diagnostiquées au niveau de cette unit¢ de génétique au niveau du service
de Biochimie sont: la dystrophie musculaire de Duchenne (DMD), dystrophie de Becker
(BMD), Amyotrophie spinale infantile (ASI), embolie Pulmonaire (EP), thromboses de
membranes supérieures et inférieures, néoplasies endocriniennes multiple (NEM) de type 2 et
le cancer du sein (un apercu sur chaque maladie est présenté ci-dessous). Pour ces maladies

les tests se font par PCR simple et multiplexe, séquencage, DGGE, SSCP et SSP.

Pour le dépistage, I'unité génétique assure le dépistage du cancer médullaire de la
thyroides (CMT) et le cancer du sein. Pour cette fin, le dépistage se fait en utilisant la PCR en

temps réel multiplexe en raison des différents types de mutations.

Concernant 1’activité de recherche dans cette unité, elle s’intéresse au cancer colorectal
métastasique en cherchant des mutations somatiques dans les génes KRAS, NRAS et BRAF.
Pour le polymorphisme la PCR-RFLP et en temps réel sont utilisés.

69— Dystrophie Musculaire de Duchenne (DMD)
Une des dystrophies musculaires les plus fréquentes, affectant 250 000 personnes a
travers le monde. Elle résulte de mutations dans le géne de la dystrophine, le plus grand geéne

connu du génome humain (Guen et al., 2021).

6:92— Dystrophie de Becker (BMD)
BMD est une maladies neuromusculaire liée a une mutation sur le géne de la dystrophine
avec un phénotype moins sévere que dans la dystrophie musculaire de Duchenne (DMD)

(Dahimene et al., 2018).



Partie Expérimentale Résultats et Interprétation

6:93— Amyotrophie Spinale Infantile (ASI)

ASI ou SMA est une maladie neuromusculaire autosomique récessive, due a une atteinte de
la corne antérieure de la moelle épiniére, entrainant une paralysie musculaire et une
amyotrophie. Elle résulte d’une délétion de I’exon 7 du gene SMN, facilement identifiable par

biologie Moléculaire (Faiz et Itry, 2014).

6-94— Embolie Pulmonaire (EP)

L’embolie pulmonaire est une cause fréquente d'hospitalisation en urgence et de déces.
Provoquée par la migration et l'immobilisation d'un caillot de sang dans l'une des arteres
pulmonaires, elle est le plus souvent la complication d'une thrombose veineuse au niveau des
jambes ou du bassin, EP regroupe plusieurs anomalies prédisposant a la formation de caillots
sanguins. Ce sont des anomalies de I’hémostase, c’est-a-dire des anomalies affectant les
mécanismes contribuant a I’arrét des saignements en cas de bréche dans un vaisseau sanguin

(Rossant-Lumbroso et Rossant, 2019).

6:9-5— Thromboses de membranes supérieures et inférieures

La thrombose veineuse profonde correspond a la formation d'un caillot sanguin dans une
veine profonde d’un membre (habituellement le mollet ou les cuisses) ou le petit bassin. La
thrombose veineuse profonde est la principale cause d'embolie pulmonaire. La thrombose
veineuse profonde est la conséquence de conditions qui diminuent le retour veineux,
entrainent des Iésions de I’endothélium ou entrainent une hypercoagulabilité¢ (Robert-Ebadi,

Becker et Righini, 2015).

69-6— Néoplasies endocriniennes multiple (NEM) de type 2

C’est une maladie héréditaire qui peut se manifester par des tumeurs pouvant atteindre 3
glandes endocrines : la thyroide, la partie centrale des glandes surrénales, et les glandes
parathyroides. Elle est provoquée par une anomalie du gene RET (Daly et Landsberg,
2019).

1.2.7 Le cancer médullaire de la thyroide (CMT) est un cancer rare qui se développe aux
dépens des cellules C parafolliculaires thyroidiennes responsables de la sécrétion de
calcitonine (CT). Le CMT représente 5—10 % des cancers de la thyroide (Niccoli-Sire, B.
Conte-Devolx, 2007).
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+3+4— Cancer du sein

Un cancer du sein résulte d’un déreéglement de certaines cellules qui se multiplient et
forment le plus souvent une tumeur. Des mutations sur des genes critiques de la régulation
cellulaire, transmises d’une génération a 1’autre ou bien acquises au cours de la vie, peuvent
causer un cancer du sein. Les génes BRCA1 et BRCA2, par exemple, sont des geénes de
susceptibilité aux cancers du sein et de I’ovaire. Les femmes qui portent des mutations de ces

genes ont un tres haut risque de cancer (Cicolella, 2016).

7 Maladies diagnostiquées au CHU IBNROCHD Annaba

1.1 Service de Bactériologie/Virologie

Les maladies diagnostiquées au niveau de ce service sont les mémes maladies
diagnostiquées dans le CHUC (Hépatite B et C, SIDA et COVID-19). Puisque le test de la
COVID-19, représentant un risque €élevé de contamination, se fait dans le méme laboratoire
que le reste de tests correspondant aux autres maladies infectieuses, des autres maladies,
I’accés nous a été interdit pour pouvoir voir les différentes manipulations. La technique

utilisée pour ces quatre maladies infectieuses est la PCR en temps réel a systéme fermé.

A part le diagnostic de ces maladies, aucune autre maladie n’est dépisté et ’activité de

recherche a visée thérapeutique est absente.

7.1 Service de Biochimie
Les type de maladies diagnostiquées au niveau de ce laboratoire sont les maladies
métaboliques héréditaires (Hémochromatose primitive, géne HFE) et les maladies
cardiovasculaires (Polymorphisme du géne MTHFR et Polymorphisme du géne PAI-1. Les
variantes de la technique de PCR utilisées sont : PCR classique, PCR en temps réel, RT-PCR,

Gene scannings.

Aucune activité de dépistage n’est effectuée au niveau de ce laboratoire. Quant au
domaine de la recherche a visée thérapeutique, le polymorphisme du géne de Cytchrome P450

est en cours d’acquisition.

F3+1+—Hémochromatose primitive (gene HFE)

I existe plusieurs types d’hémochromatose selon la mutation en cause. Les différentes
mutations se répartissent différemment dans le monde et semblent correspondre a des profils
cliniques (manifestations et gravité) différents de la maladie. La forme la plus fréquente de la

maladie est I’hémochromatose héréditaire HFE (ou de type 1). Elle est due a une mutation
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d’un géne situé sur le chromosome 6, le géne HFE (protéine de I’hémochromatose humaine)

(Brissot et al., 2008).

F42—Polymorphisme du géne MTHFR

Il s’agit du géne de la 5,10-méthyléne tétrahydrofolate réductase qui fait partie des
enzymes intervenant dans le métabolisme de 1’acide aminé soufré, homocystéine. La mutation
ponctuelle c.677C>T sur le géne MTHFR génére un variant thermosensible dont I’activité est
réduite ; il en résulte une hyperhomocystéinémie qui participe au développement de
pathologies thrombotiques. Des investigations cliniques restent nécessaires pour préciser le

risque thrombotique 1ié a ce variant de la MTHFR (CLEMENT, 2019).

F43— Polymorphisme gene PA-1
Il s’agit du géne qui code pour I’inhibiteur des activateurs du plasminogéne de type 1,
inhibiteur physiologique puissant de la fibrinolyse, est ¢levé au cours du diabéte de type 2 et

des maladies cardio-vasculaires (Alessi, Poggi et Juhan-Vague, 2007).

F3+4—Polymorphisme géne Cytchrome P450

Le CYP450 est une enzyme de détoxication qui appartient a la phase I du métabolisme
des xénobiotiques. Cette enzyme est codée par un gene trés polymorphe dont le
polymorphisme commun correspond a la substitution de la cytosine (C) par la thymine (T).

Ce polymorphisme a été défini dans plusieurs cancers notamment le cancer du nasopharynx

(NPC).

8 Echantillonnage

Dans les différents services visités, 1’échantillonnage se fait avec un consentement du
patient. La fréquence de I’analyse varie d’un test & un autre. En effet pour I’hépatite B et C se
fait deux fois par semaine, pour le VIH la fréquence est d’une fois par semaine, pour les tests
au niveau de I'unité¢ de génétique CHUC ; ils se font hebdomadairement (20 patients par

semaine).

Par contre la fréquence d’analyse COVID-19 est quotidienne et ce en relation avec le

degré de contamination du virus au sein de la population.

9 Techniques : avantages, inconvénients, cout
La technique de PCR utilisée est trés spécifique pour le diagnostic moléculaire. Le
choix de la variante est en étroite relation avec le type de maladie diagnostiquée ou dépistée

ce qui est assuré par les amorces utilisées pour chaque technique. Ces techniques permettent
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¢galement un diagnostic rapide (1h30, 5 h; etc.) et une protection contre les éventuelles
contaminations infectieuses (HBV, HCV, HIV, COVID-19) surtout avec la PCR en systéme

fermé. Ceci représente les avantages de ces techniques.

Cependant I’approvisionnement irrégulier en réactifs spécifiques aux techniques, leur cot
¢levé ainsi que celui de I’équipement, en plus de la gratuité du test dans I’hopital, font que

I’application ces techniques est freinée.

10 Comparaison des niveaux d’utilisation médicale de la biologie moléculaire dans le
monde

Etant donné¢ le manque de facilit¢ de la part des instances étatiques par rapport
I’utilisation des techniques de biologie moléculaire en clinique, I’ Algérie est tres en retard par

rapport les autres pays développés ou en cours de développement.

Dans I’est Algérien CHU Constantine et CHU Annaba, certaines techniques sont
utilisées, la plus notable est la PCR. Depuis Mars 2017, le service de bactériologie de CHU
Constantine a commencé a diagnostiquer des maladies infectieuses virales en appliquant la
technique majeur de biologie moléculaire la PCR en temps réel, malgré 1’absence de la
disponibilité¢ des réactifs. D’autre part, entre 2003-2004 le service de génétique, CHUC a
démarré le diagnostic des maladies neuromusculaires (DMD, BMD, SMA), mucoviscidose,
ambiguité sexuelle, thromboses veineuses, cancer médullaire de la thyroide et cancer du sein
grace a la disponibilité des réactifs fournit par le laboratoire de recherche de la biologie et
génétique. Pour le service de biochimie, CHUA, il a débuté en 2007 le diagnostic des
maladies cardiovasculaires et les maladies métaboliques héréditaires malgré que la

disponibilité des réactifs et approvisionnement est irrégulicre.

L’¢état d’utilisation des techniques de biologie moléculaire au Maroc est meilleur que le notre.
Car ils utilisent en plus de la PCR et ses variantes les techniques d’hybridation moléculaire en
fluorescence FISH dans le dépistage des maladies génétiques tels que la trisomie 21
(Lamzouri et al., 2012). En plus, le diagnostic des leucodystrophies (LD) est principalement
basé sur la biologie moléculaire en utilisant le séquencage de Sanger, concernant les patients
présentant un marqueur biochimique positif, puis par séquengage nouvelle génération ou
Next-Generation Sequencing (NGS) concernant les patients sans marqueurs biochimiques
apparent. Le dépistage et le domaine de recherche au Maroc sont plus avancé qu’en Algérie.
En effet, ’approche par séquencage des genes connu pour leur implication dans les

leucodystrophies a permis d’identifier les types de leucodystrophies présentes au sein de la
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population marocaine, mais aussi de mettre en évidence de nouvelles mutations (Karkar,

2018).

Par ailleurs, en Tunisie, I’analyse biomoléculaire d’Hypogonadisme Hypogonadotrope
Congénital Normosmique en appliquant I’approche de séquencage a haut débit (NGS) de
I’exome entier, a permis d’identifier une mutation dans le géne de mutation (Moalla, 2020).
Aussi le diagnostic moléculaire par MLPA et techniques associés pour la Mucoviscidose.
L’analyse MLPA (Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification) est une méthode
moléculaire semi-quantitative basée sur une PCR multiplexe qui sert a identifier des délétions

et des duplications d’un ou plusieurs exons (H'Mida-Ben Brahim, 2015).

En France, la CGH Array (Comparative Genomic hybridization) est 1’examen de choix
pour I’étude en routine des pathologies associées aux anomalies chromosomiques
constitutionnelles. La CGH array, permet non seulement de détecter les anomalies
chromosomiques déséquilibrées détectées par le caryotype mais aussi celles qui sont
cryptiques. Aujourd’hui, ¢’est une technique fiable, reproductible et automatisable. Du fait de
la connaissance du contenu en geénes du segment remanié, le cytogénéticien peut rechercher
le(s) gene(s) potentiellement impliqué(s) dans le phénotype. Par ailleurs, la comparaison
d’anomalies chevauchantes chez plusieurs patients permet d’identifier des régions et/ou des
geénes contribuant a un signe clinique spécifique voir a I’ensemble des symptomes du
syndrome. Par exemple, I’étude par CGH array de patients porteurs de délétions
chevauchantes de la région 5q14.3ql5 a permis I’identification du géne majeur (MEF2C)
responsable du phénotype cognitif (Malan et al., 2008).

Outre, la technologie de séquencage de nouvelle génération (NGS) comprend la détection de
variantes germinales dans des maladies héréditaires, des variantes somatiques dans
des cancers, des sous-populations d’ADN cellulaire libre circulant et des génomes viraux ou
microbiens uniques dans des infections ou des génomes métamicrobiens dans la flore

humaine normale ou altérée.

L’avantage de la mise en ceuvre du NGS dans le diagnostic est I’introduction du test de
nombreux genes a la fois dans un temps relativement court et a des codts relativement faibles,

ce qui permet d’obtenir davantage de diagnostics moléculaires (Favereaux, 2021).

Par ailleurs, aux Etats-Unis, une entreprise s’est spécialisée dans les tests de diagnostic
moléculaire a partir de sa propre technologie TEM-PCR (Target Enriched Multiplex

Polymerase Chain Reaction). C’est une technologie innovante, performante et trés rapide
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basée sur une PCR multiplex en 1 temps, utilisant 3 paires d’amorces. Les produits de PCR
marqués sont ensuite hybridés sur des plaques de microarrays (puces d’ADN) (James B

Wood et al., 2018).
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Conclusion

L’originalité de cette étude réside dans le fait qu’elle traite un sujet trés important pour
I’évolution de la clinique en Algérie en utilisant les différentes techniques de biologie
moléculaire. Ce travail nous a permis de faire le point sur des connaissances concernant
I’importance majeur des outils et techniques de biologie moléculaire. Elle nous a permis
¢galement de savoir I’intérét de la biologie moléculaire dans le diagnostic, le dépistage et le
domaine de recherche. L’analyse de nos résultats montre que les maladies génétiques,
métaboliques et infectieuses sont analysées par ces techniques de fréquence tres faible au

niveau du Constantine et du CHU de Annaba dans I’Est algérien.

Les avantages des techniques de biologie moléculaire, ont joué u role majeur dans le

développement du domaine de la santé¢ en Algérie.

La fiabilité des résultats, rapidité et le temps minimisé permet d’analyser méme les différentes

maladies rares et inconnues.

Pour arriver a des résultats fiables, il est nécessaire de développer des études précises
dans ce domaine pour obtenir des résultats et des découvertes grace auxquelles nous pouvons
utiliser ces techniques dans la clinique, le dépistage et la recherche dans de nombreux

domaines et atteindre 1’utilisation de ces outils de fagon optimale dans nos CHU.

Notre étude est considérée comme une étape initiale de recherche de ce domaine et elle mérite

d’étre ¢largie sur tous les hopitaux et CHU du territoire national algérien.
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Annexe



Annexe 1 : Questionnaire

Etat des lieux de I’utilisation actuelle des techniques de la biologie

moléculaire dans le domaine médical

1- Intérét des techniques de biologie moléculaire dans la médecine
e Dans le Diagnostic :

Types de maladies diagnostiqUEes : .....covveiiiniiiieiiiniiiieiiieiiineesietoenresnsssmmmmanmssanesses

e Dans le Dépistage :
Maladies dEPIStEES ..ovuviiinriiieiiiniiiieteinieietsratossecssssosssssssosssssssssssssssssssssssssssns

e Dans la Recherche a visée thérapeutique :

2- Concernant les techniques de biologie moléculaire

Quelles sont les techniques UtIliSEES ?......ccevveriesverirssercsssniessercssnicsssnrcssssncsssssssssssssssssssssseses



Si ¢’est une technique de PCR, de quelles variantes s’agit-il 2........cccceevercrsvrcrcercssnrccssnnccnns

Le type de technique ou la variante de PCR a-t-elle une relation avec le type de maladie

diagnostiquée 0u dEPISLER ?....cuuiirrrerinsreressseresssencssnnsssansssssnesssasesssssesssssessssssssssssssnsssssssssses

3- Concernant I’échantillonnage

Se fait-il avec ou sans consentement des patients ? .......ccceviiiiniiiiiiiiiiiiiiiiiiniiiinns

Quelle est 1a fréquence d’analyse des échantillons (réguliérement, une fois par semaine,
Par MOiS, OU PIUS) 2.uuriiiinniiiiiiiiiiiniieiinniesiartosesssesssssesssssssssssssssssssssssnsssssnsses

4- Avantages / Inconvénients des techniques

Spécificité du diagnostic/dépistage......cvveivieiiiniiiieiiiniiiieiiieieinreirerosntesssssasosnces



Quel est I’élément de la technique qui assure la spécificité vis-a-vis de la maladie

diagnostiqUEE/AEPISTEE ?...uueierruricirrinsraninssanesssanesssanesssanesssessssssssssssssssssssssssssssasssssssssssasssssns

Coiit élevé / inaccessibilité du test pour les

111 B2 T [N

5- Facilités / contraintes de la part des instances étatiques par rapport a 'utilisation

des techniques de biologie moléculaire en Algérie (Annaba)

6- Année depuis laquelle les analyses médicales sont effectuées par techniques de

biologie moléculaire

7- Par rapport aux pays maghrébins voisins ou aux autre pays arabes somme-nous
au méme niveau d’utilisation des techniques de biologie moléculaire dans le

domaine médical ?



