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Résumé : Les hémoglobinopathies sont les maladies monogéniques les plus
répandues dans le monde. Les thalassémies et la drépanocytose en sont les
manifestations les plus fréquentes en Tunisie.

Devant l'extréme hétérogénéité des défauts moléculaires responsables des hémo-
globinopathies (plus de 400 mutations touchant les génes o et B-globine), une
large batterie de techniques de biologie moléculaire a été développée pour
I'identification et la caractérisation génotypique de ces maladies.

Les techniques sont basées sur 1'amplification de ' ADN génomique par réac-
tion de polymérisation en chaine et incluent la digestion par les enzymes de
restriction, le reverse dot blot et ’amplification allele spécifique (ARMS)
pour les mutations connues. L'électrophorése en gradient de gel dénaturant et
le séquencage de ' ADN sont utilisés pour les mutations non connues. La Gap-
PCR est utilisée essentiellement pour identifier les grandes délétions.

La stratégie utilisée dans la caractérisation moléculaire des mutations débute
par un tri préalable basé sur les données phénotypiques du cas étudié. Le
choix des mutations testées en priorité est dicté par le spectre des mutations
préalablement dépeint dans la population tunisienne. C'est ainsi que les muta-
tions cd 39 (COT) et IVSI-110 (GOA) qui constituent pres de 70% de
l'ensemble des mutations P-thalassémiques sont recherchées en premiere
intention chez les porteurs du trait B-thalassémique. De méme la délétion - o>’
est la premiere recherchée dans les a-thalassémies.

Cette stratégie appliquée dans notre laboratoire nous a permis d'identifier pres
de 97.7% des défauts moléculaires responsables d’hémoglobinopathies. Elle
offre ainsi la possibilité d'affiner le conseil génétique et de répondre d’une
maniere fiable et plus rapide aux demandes croissantes du diagnostic prénatal.
Mots-clefs : Hémoglobinopathies, techniques, stratégie, défauts moléculaires,
Tunisie.

Abstract : The hemoglobinopathies are the most common monogenic diseases
worldwide.

Thalassemias and sickle cell disease are the most frequent homoglobin disor-
ders in Tunisia. According to the great heterogeneity of molecular defects that
are responsible of hemoglobinopathies (more than 400 mutations affecting the
o and 3 globine genes), a large panel of techniques in molecular biology have
been developed for the genotype identification and characterization of these
diseases.

Different techniques using polymerase chain reaction (PCR)-based methodology
are involved including the digestion by restriction enzymes, the reverve dot
blot and the amplification refractory mutation system (ARMS) methods for
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Known mutations. Denaturing gradient gel electrophoresis (DGGE) and DNA
sequencing are used whenever any mutations were found by the previous
methods. Gap-PCR is mainly used to identify large deletions.

The strategy used in the molecular characterization of mutations begins by a
preliminary tri based on phenotypic data of the studied case. Selection of
mutations that should be tested in priority is based on the spectrum of muta-
tions usually observed in the tunisian population. Thus, the ¢d39 (COT) and
IVSI-110 (GOA) mutations that constitute 70% approximately of the total -
thal mutations in the country, are searched firstly in the B-thalassemia carriers.
The -0’7 deletion is also tested firstly concerning o-thalassemia.

Application of such a strategy in our laboratory, allowed us to identify about
97.7% of molecular disorders responsible of hemoglobinopathies. This strate-
gy offers the possibility to refine the genetic counsil and to answer in a
reliable and more rapid way to the increasing demands of prenatal diagnosis.
Key-words : Hemoglobinopathies, techniques, strategy, molecular defects,

Tunisia.

Introduction

Les Hémoglobinopathies sont des maladies héréditaires
dues a des anomalies génétiques de I'hémoglobine (Hb).
La molécule d'Hb est un tétramere constitué de 4 chaines
de globine identiques 2 a 2 (o, B, y et 8). Les génes qui
codent pour la globine appartiennent a 2 loci: le locus
o-globine situé sur le Chromosome 16 et le locus B-glo-
bine situé sur le Chromosome 11 [1]. Les anomalies de
I'Hb appartiennent a 2 grands groupes :

e Les anomalies de synthése caractérisées par une
réduction ou abolition de la production des chaines de
1I'Hb a l'origine des o et des B-thalassémies.

e Les anomalies de structure ot 1'une des chaines de I'Hb
est modifiée malgré une production normale, donnant
des variants structuraux anormaux de I'Hb. L'exemple le
plus courant est celui de I'HbS, responsable de la drépa-
nocytose.

La Drépanocytose est due a un changement structural
dans la composition en acides aminés de la chaine B-glo-
bine : en position 6 l'acide glutamique est remplacé par
une valine aboutissant a une hémoglobine anormale :
I'HbS. Sur le plan moléculaire la mutation apparait sur le
codon 6 du géne B-globine sous forme d'une substitution
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d'une seule base : GAG ¢ GTG.

La B-thalassémie est due a un déficit de synthése de la
chaine B-globine, ce déficit peut étre total (Bo-thalassé-
mie) ou partiel (B~ thalassémie). La P-thalassémie est
due a une grande variété de mutations qui peuvent appa-
raitre a des endroits différents du géne 3-globine (Exons,
Introns, régions régulatrices en 5' et en 3'). La grande
majorité des lésions moléculaires sont des mutations
ponctuelles de type substitution, insertion ou microdéle-
tion [2]. Ces mutations peuvent conduire a 1'apparition
prématurée d'un codon stop (mutation non sens) ou le
décalage du cadre de lecture (frameshift) arrétant assez
tot la synthése protéique conduisant a une [°-thalassé-
mie. Certaines mutations peuvent affecter le processus
d'épissage et impliquer les jonctions Exon/Intron en tou-
chant les dinucléotides invariants présents a l'extrémité
5'des introns (GT) ou en 3' (AG) a l'origine d'une °-tha-
lassémie. Elles peuvent aussi impliquer les régions
consensus au niveau de séquences €loignées des dinu-
cléotides a l'origine d'une B+ thalassémie.

D'autres mutations peuvent affecter la transcription en
impliquant la région du promoteur en 5' du géne B-glo-
bine ou encore la région de polyadénylation en 3' et
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Figure 1 : Exemples de défauts moléculaires du géne B-globine
a P’origine des B-thalassémies

entrainer une B* thalassémie (figure 1).

L'o-thalassémie est due a un déficit de synthese, total ou
partiel de la chaine o-globine.

A l'opposé des B-thalassémies, 1'o-thalassémie est plus
fréquemment causée par des délétions impliquant un ou
2 genes o-globine [3]. La délétion d'un géne aboutit a
une o-thal dont la plus fréquente en Méditerranée est la
—0*7 (délétion de 3.7 kb). La délétion de deux genes sur
le méme chromosome aboutit a une o’-thal dont les plus
fréquentes en Méditerranée sont la - - Med I (délétion de
17.5KDb) et la - (o)™ (délétion de 20.5 Kb).

De plus en plus de mutations a-thal non délétionnelles
sont décrites en région méditerranéenne, les plus courantes
étant la -5nt ou o™, une microdélétion de 5 nucléotides
(TGGAG) au tout début de I'TVST du geéne o, et la PolyAq
ou o une substitution au signal de polyadénylation en
3' du gene 02 (AATAAA O AATAAG).

Techniques d'identification moléculaire
L'avenement de la PCR (polymerase chain reaction) a faci-
lité le diagnostic génotypique des hémoglobinopathies qui
repose actuellement sur plusieurs types de techniques.
PCR-RFLP (RFLP : Restriction fragment length poly-
morphism) :

Cette méthode est basée sur les propriétés des enzymes
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de restriction qui sont capables de couper ' ADN double
brin de maniere spécifique et reproductible. Une muta-
tion qui survient au niveau d'un site de reconnaissance
de I'enzyme aura pour effet d'abolir ce site. A I'inverse
une séquence qui n'était pas une cible peut le devenir a
la suite d'une mutation ponctuelle.

Cette technique est souvent utilisée dans le diagnostic
génotypique aussi bien des variants structuraux de I'Hb
que de certaines mutations -thalassémiques [4].

Pour mettre en évidence de telles modifications, une
PCR est réalisée sur des fragments d'ADN couvrant la
partie du geéne ol se trouve la mutation recherchée, sui-
vie d'une digestion enzymatique (Tableau I).

Le fragment 1 d'ADN amplifié couvre la majorité des
mutations B-thalassémiques recherchés dans notre labo-
ratoire ainsi que la mutation drépanocytaire (HbS). Ce
fragment est constitué de 743pb et s'étend de -129 par
rapport au cap site jusqu'au nucléotide 115 de I'TVSII.
Les amorces utilisées pour amplifier ce fragment sont :
Amorce sens (China 1) : 5'-GTA CGG CTG TCA TCA
CTT AGA CCT CA-3'

Amorce anti-sens (PC06). 5'-TCATTC GTC TGT TTC
CCATT-3'

Le fragment 2 est amplifié pour rechercher la mutation
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Tableau I : Variants d'Hb et mutations B-thalassémiques détectables par PCR-RFLP
et observées en Tunisie

Mutation Enzyme de Restriction
Création (+) Fragment d'ADN amplifié Taille des fragments
ou abolition (-) d'l site apres digestion
(en paire de base pb)
-87 COG - Avr II Fragment 1 49 694 Normal
743 Muté
Cd5 (-CT) Bsu36l Fragment 1 201 201 88 253 Normal
402 88 253 Muté
Cd6 (-A) Bsu36l Fragment 1 201 201 88 253 Normal
402 88 253 Muté
HbS Bsu36l Fragment 1 201 201 88 253 Normal
402 88 253 Muté
Cd30 (GOC) + Mae II Fragment 1 244 364 135 Normal
244 33 331 135 Muté
IVSI-1(GOA) -Bsab 1 Fragment 1 743 Normal
270 473 Muté
IVSI-2(TOA) + Fok 1 Fragment 1 250 493 Normal
250 35 458 Muté
IVSI-5(GOA) EcoR V Fragment 1 743 Normal
283 460 Muté
IVSI-110 (GOA) Mbol Fragment 1 130 156 457 Normal
130 156 387 70 Muté
IVSI-116 (T0G) + Mae I Fragment 1 50 114 579 Normal
50 114 225 354 Muté
IVSI-130 (GOC) Bsu36l Fragment 1 201 201 88 253 Normal
402 88 253 Muté
Cd39 (COT) + Mae [ Fragment 1 50 114 579 Normal
50 114 269 310 Muté
IVSII-1(GOA) -HphI Fragment 1 24 215 22 234 45 90 113 Normal
24 215 22 234 45 203  Muté
IVSII-745 (COG) Rsal Fragment 2 423 Normal
289 134 Muté
HbOArab Eco RI Fragment 3 271 96 Normal
367 Muté
HbD Punjab Eco RI Fragment 3 271 96 Normal
367 Muté
IVSII-745 (COG). Il est constitué de 423pb et s'étend de AGC ACG TT-3'

I'TVSII-459 jusqu'au nucléotide 30 de l'exon 3. Les
amorces utilisées pour amplifier ce fragment sont :
Amorce sens (China 3) : 5'-GTG TAC ACA TAT TGA
CCA AA-3'

Amorce anti-sens (China 4) : 5'-AGC ACA CAG ACC
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Le fragment 3 permet de détecter les mutations généra-
trices de 'HbOArab et de 'HbD Punjab. Il est constitué
de 367pb et s'étend de 1'TVSII-809 jusqu'au nucléotide
1666 par rapport au cap site. Les amorces utilisées pour
amplifier ce fragment sont :
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Amorce sens (E3) : 5'-AAGGCCCTTTTGCTAATCATG-3'.
Amorce anti-sens (PS2) : 5' - CACTGACCTCCCA-
CATTCCC-3".

Reverse Dot Blot (RDB) [5]:

C'est la deuxieme technique utilisée dans notre labora-
toire pour la recherche des mutations connues. Elle est
basée sur I'hybridation des oligonucléotides allele-spéci-
fiques (ASO : Allele Specific Oligonucleotide) aux
séquences d'ADN cibles amplifiées par PCR.

En pratique, pour chaque mutation testée, deux sondes
aminées sont synthétisées : l'une spécifique de l'allele
normal, l'autre spécifique de l'allele muté. Les sondes
sont ensuite fixées de facon covalente a une membrane
de nylon chargée avec un groupement carboxyle libre.
L'ADN a tester est amplifié¢ avec des amorces marquées
a la biotine. Le produit est hybridé a la batterie de sondes
fixée et révélé par une réaction enzymatique au moyen
d'un substrat chromogene. Les séquences des différentes
sondes aminées relatives aux mutations tunisiennes ont
été préalablement rapportées [6].

La méthode est applicable pour la majorité des muta-

Elle constitue une autre approche de recherche des muta-
tions connues sur les genes de globine. L'amplification de
I'ADN a tester se fait a I'aide de deux couples d'amorces :
le premier couple est spécifique de I'allele normal (amor-
ce sens ou amorce commune et amorce anti-sens com-
plémentaire de I'allele normal) ; le deuxiéme couple est
spécifique de l'allele portant la mutation (amorce com-
mune et amorce anti-sens complémentaire de l'allele
muté ; cette derniere amorce porte la mutation recher-
chée en son extrémité 3'). Ces amorces n'amplifient que si
leur extrémité 3' possede une parfaite complémentarité
avec 'ADN.

Ainsi, le premier couple n'amplifie qu'en présence de
l'allele normal et le second qu'en présence de 1'allele muté.
En pratique, les deux amplifications sont menées en
parallele dans deux tubes différents. Les bandes obtenues
sont de méme taille. Un troisieme couple d'amorces est
introduit dans les deux tubes et sert de contrdle interne.
Le tableau II regroupe les séquences des amorces utilisées
dans notre laboratoire pour la recherche de la drépanocy-
tose et de quelques mutations o et 3-thalassémiques par
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Figure 2 : Cas de RDB effectué a I’occasion d’un diagnostic prénatal

tions ponctuelles (B-thal., variants structuraux) et
convient aussi pour le diagnostic prénatal (figure 2).
Amplification PCR-Allele spécifique (ARMS :
Amplification Refractory Mutation System) [7,8].
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cette technique.

Si la mutation reste inconnue, nous procédons a une
recherche d'une anomalie de séquence dans le fragment
d'ADN par la technique DGGE.
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Tableau II : Séquences des amorces utilisées pour la recherche de la drépanocytose et de quelques mutations
o et B-thalassémiques par ARMS [9].

Géene B globine Taille du
fragment
pb)
Amorces de contrdle CT1: 5- gAA gAT CTA gAC AgT ggA TAC ATA ACA AAT gCA Tg-3’
CT2: 5 -TTC TCC gAA ggT AAT TgC CTC CCA gAT CTg AgT CC -3’
Amorces communes CP1: 5°-TAC ggC TgT CAT CAC TTA gAC CTC ACC CTg- 3’

CP2: 5°-ATg CAC TgA CCT CCC ACA TTC CCT TIT TAg-3’
CP3: 5°-TTA AAC CTg TCT TgT AAC CTT gAT ACg AAC-3’

Amorces spécifiques Cd39 (COT) N1:5 -CAg ATC CCC AAA ggA CTC AAA gAA CCT gTg-3’

M1:5 -CAg ATC CCC AAA ggA CTC AAA gAA CCT gTA-3 455
IVSI-110 (G£A) N2: 5- ACC AgC AgC CTA Agg gTg ggA AAA TAC ACC -3’

M2:5 - ACC AgC AgC CTA Agg gTg ggA AAA TAC ACT-3’ 409
IVSI-6 (TOC) N3:5-TCT CCT TAA ACC TgT CTT gTA ACC TTC ATA-3’

M3:5 -TCT CCT TAA ACC TgT CTT gTA ACC TTC ATg- 3’ 305
IVSI-1 (GOA) N4 :5- TTA AAC CTg TCT TgT AAC CTT gAT ACg AAC-3’

M4 :5-TTA AAC CTg TCT TgT AAC CTT gAT ACg AAT -3’ 300
IVSII-745 (COG) N5:5°-TCA TAT TgC TAA TAg CAg CTA CAA TCg AgC-3’

M5:5 -TCA TAT TgC TAA TAg CAg CTA CAA TCg Agg-3’ 458
-87 (COG) N6 :5’- CAC TTA gAC CTC ACC CTg Tgg AgC CAC CCC-3

M6 :5’- CAC TTA gAC CTC ACC CTg Tgg AgC CAC CCg-3’ 287
IVSII-1 (GA) N7:5 - AAg AAA ACA TCA Agg gTC CCA TAg ACT gAg-3’

M7:5 - AAg AAA ACA TCA Agg gTC CCA TAg ACT gAT -3’ 653
HbS N8 :5 -TAC ggC TgT CAT CAC TTA gAC CTC ACC CTg- 3’

M8 :5 -TCT CCT TAA ACC TgT CTT gTA ACC TTC ATA-3’ 305

Gene o globine

Amorce commune

o 5'-CCATTG TTG GCA CAT TCC GGG ACA - 3'
Amorces spécifiques N9 : 5'- GTG CGG AGG CCC TGG AGA GGT GAG GCT - 3' 769
oon! M9 :5' - GTG CGG AGG CCC TGGAGAGTCT - 3' 764

N : amorce spécifique de l'allele normal ; M : amorce spécifique de l'allele muté.

[2] L]
ADN témoin ADN muté ADN muté
(normal)  (homozygote) (hétérozygote
+ + *
[ 1
PCR PCR =
-P R
o 7 <5
. + + : + +
Gradient . : 5
dénaturant
~—
J -
- + g
w_ - 4 =
T - =
. + \_—._ * -
- +

Figure 3 : Principe de la détection d’une mutation ponctuelle par la méthode DGGE [12]
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La DGGE (Denaturing Gradient Gel Electrophoresis)
[10, 11] : Cette méthode permet de séparer des frag-
ments qui different d'une seule paire de base. La métho-
de est basée sur la mobilité électrophorétique de I' ADN
double brin dans un gradient linéaire croissant d'agents
dénaturants en l'occurrence l'urée et le formamide. Un
seul changement dans les régions a haute température de
fusion permet de créer une fourche dont la conséquence
est la retardation sur le gel séparant ainsi le fragment
muté du fragment normal.

Au cours de la réaction PCR, les fragments mutés et nor-
maux peuvent s'associer en Héteroduplex. Ainsi un
homozygote normal présentera une seule bande, un
homozygote muté présentera aussi une seule bande mais
différente de la premiere. Un hétérozygote présentera 4
bandes : 2 homoduplex et 2 héteroduplex (figure 3) [12].

Les meilleures conditions d'utilisation de la technique
DGGE sont réunies lorsque le fragment analysé présente
un domaine de haute Tm et un domaine de faible Tm. Ces
domaines peuvent étre crées artificiellement par incorpora-
tion lors de la PCR d'un "clamp" riche en GC ou d'une molé-
cule de psoralene (I'amorce sens utilisée dans la PCR porte
en son extrémité 5' le clamp GC ou le psoraléne).

Dans notre laboratoire, nous avons opté pour l'usage des
amorces clampées au psoraléne (agent intercalant pho-
toactivable) [13]. Ce type de clampage présente
I'avantage d'étre moins coliteux que le clamp GC.

En pratique, trois fragments couvrant la majorité du
géne B-globine sont générés par PCR et soumis a une
DGGE. (figure 4). Ces fragments sont étudies directe-
ment et apres digestion enzymatique pour une explora-
tion complémentaire du geéne. (Tableau III).

Fragment 1 : 459 pb

PsoB1
—
" IVSI
BT
PsoG 3
-

Fragment 3 : 367 pb
PsoE 3 P
IVSII »

IVS2
-

Fragment 2 : 288 pb

Figure 4 : Fragments du géne B-globin étudiés par DGGE

PsoB1: 5’-Psoralene AATCATCACTTAGACCTCACCC-3"; G2 : 5’-ATCAGGAGTGGACAGATCCC-3’;
PsoG1: 5’-PsoraleneTATGACTCTCTCTGCCTATTGG-3’; IVS2: 5-AAAACATCAAGGGTCCCATA-3’;
PsoE3: 5’-Psoralene-AAGGCCCTTTTGCTAATCATG-3’; PS2: 5-CACTGACCTCCCACATTCCC-3’.

Tableau III : Conditions expérimentales de 1'analyse du géne B-globine par DGGE

Fragment Digestion Gradient Température °C Voltage-Heures

(VH)
PSOB1-G2 - 30-80% 60 2200
PSOB1-G2 Nla III 30-70% 60 1000
PSOB1-G2 Mbo 11 30-80% 60 2200
PsoG1-1VS2 - 30-70% 60 1000
PsoE3-PS2 - 10-60% 60 1900
PsoE3-PS2 Nla IV 30-70% 60 1000

Rev Tun Biol Clin n° 19, Octobre 2006
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Gap-PCR [14,15] : Le principe de cette réaction est
d'amplifier chaque échantillon avec 2 couples d'amorces :
le premier permettant de détecter I'allele normal (couple
N) et le second permettant de détecter l'allele compor-
tant la délétion (couple M). Ces deux couples ont en
commun l'amorce sens (A,). L'amorce anti-sens du
couple N (A, \) est située dans la zone de la délétion et
ne donne pas de signal d'amplification en présence de la
délétion. Celle du couple M (A, étant située en aval
de la région délétée, la distance entre les amorces étant
trop grande pour permettre 1'amplification qui n'a lieu
qu'en présence de la délétion (figure 5).

Cette technique est applicable surtout pour détecter les

grandes délétions responsables d'o-thalassémie
(Tableau IV).

Le séquencage [16,17] : C'est le niveau de résolution le
plus élevé pour rechercher une séquence anormale dans
un locus donné.

La technique de séquencage actuellement la plus utilisée
est le séquencage automatique sur des analyseurs géné-
tiques tel que I'ABI prism 310 (Applied Biosystem,
Forster city, CA, USA). Le principe général est celui de
I'arrét de la synthese de la chaine nucléotidique lors de
l'incorporation de didésoxynucléosides triphosphates
(ddNTPs). Ces derniers présentent la particularité d'étre
marqués chacun par un fluorochrome différent (C : bleu;

3

e . —y W - —a

A
-

A
> -
A\

e e —

A

Figure 5 : Schéma général d’une Gap-PCR a la recherche d’une large délétion sur le locus 0-globine

Tableau IV : Séquences des amorces
utilisées dans la recherche de certaines
délétions o-thal

Mutation Séquences des amorces

-’ As: 5’-CTT TCC CTA CCC AGA GCC AGG TT-3’
AasN : 5’-CCATTG TTG GCA CAT TCC GGG ACA-3’
AasM: 5’- GCC CAT GCT GGC ACG TTT CTGAGG-3’

--MEDI As: 5- GGA GAA GTA GGT CTT CGT GGC-3’
AasN: 5’-TAC AGC AGA GTG AGT GCT GCAT-3’
AasM: 5°-ACA GTC ACT CCT GAG GCC AGT C-3’

-(a)”  As: 5- CCATGC TGG CAC GTT TCT GAG G-3’
AasN: 5°-TGG AGG GTG GAG ACG TCC TG-3’
AasM: 5°-GGC AAG CTG GTG GTG TTACACA -3’
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T : rouge ; G : jaune ; A : vert). Les fragments obtenus
sont séparés par é€lectrophorese capillaire et passent
devant une source laser qui excite les fluorochromes
portés par les ddNTPs incorporés. Ces derniers vont
émettre a leur tour une lumiére de longueur d'onde spé-
cifique. Une analyse informatique des différents signaux
permet d'établir la séquence d'ADN analysée (figure 6).
Le séquencgage de I'ADN peut étre direct (par petits frag-
ments) ou orienté par d'autres techniques telle que la
DGGE pour cibler la séquence suspectée.

Stratégie

La stratégie de diagnostic moléculaire est orientée par
les données phénotypiques.
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Figure 6 : Exemple de séquence anti-sens d’'une mutation hétérozygote créant un décalage du cadre de lecture

(frameshift) au niveau de I’exon 2 du géne B-globine : Codon 47 (+A)

Tableau V : Fréquences des mutations -thalassémiques observées en Tunisie [6, 21, 22, 23]

Mutations Type Fréquence Fréquence Fréquence Fréquence
(%) (%) (%) (%)
[18] [19] [20] [6]
Mutations plus fréquentes
Cd39 (COT) B 19.00 48.76 43.78 49.00
IVS1-110 (GOA) B* 7.50 15.70 10.81 21.00
Mutations moins fréquentes
IVS1-1 (GOA) B 1.50 331 432 4.50
Cd44 (-C) b0 1.65 1.62 3.80
Cd30 (GOC) B 248 324 3.20
IVS1-2 (TOG) B 19.83 0.54 3.00
IVSII-745 (COG) B 7.50 2.16 2.60
Cdé6 (-A) b0 16.00 1.65 7.02 2.60
-87 (COG) B 1.70
IVS1-5 (GOA) B 331 1.50
Mutations rares
IVS1-5 (GOC) B* 324 1.00
-30 (TOA) B 0.80
Cd25/26 (+T) B 0.60
IVSI-6 (TOC) B* 10.50 248 0.54 0.60
IVSII-1 (GOA) B 1.62 0.60
Cd5 (-CT) B 0.40
TVSII-848 (COA) B* 0.83 0.40
TVSII-849 (AOC) B 432 0.40
Cd8 (-AA) B 0.54 0.20
IVSI-5 (GOT) B* 2.16
Cd 37 (GOA) B 1.08
-29 (AOG) B 1.08
IVSI-2 (TOC) B 0.54
IVSI-116 (TOC) B 0.54
NI 38.00 10.81 2.30
Nombre total de
chromosomes étudiés 68 121 185 475

Pour la B-thalassémie, la PCR et la PCR-RFLP sont les
principales techniques utilisées dans la recherche des
mutations connues. Au vue des données épidémiolo-
giques, 2 mutations qui justifient prés de 70% des
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défauts B-thal (cd 39 COT et IVSI-110 GOA) sont les
premieres testées. Dans une seconde étape ce sont les
mutations communes mais moins fréquentes qui sont
testées par RDB sur la méme membrane. Les cas posi-
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tifs sont confirmés par une seconde technique (ARMS
ou PCR/RFLP). Notons que pour la mutation IVSII-745
(COG) qui nécessite une amplification par un couple
d'amorces différent est testée séparément. Les mutations
rares sont testées en dernier lieu.

Une réponse négative par ces méthodes oriente vers
I'utilisation des techniques de recherche des mutations
inconnues. Dans ce contexte la DGGE est la technique
le plus souvent employée ; elle permet de sélectionner le
fragment porteur de la mutation qui sera soumis au
séquencage pour l'identification définitive du défaut
nucléotidique.

L'o-thalassémie dans ses formes majeures ne semble pas
étre fréquente dans notre pays. Elle n'est détectable qu'a la
naissance par la présence d'Hb Bart's ou chez 1'adulte por-
teur d'une hemoglobinose H (forme majeure d'o-thalassé-
mie la plus sévere et compatible avec la vie). Dans ce type
d’hémoglobinopathies, la stratégie d'identification du
défaut moléculaire tient compte encore une fois des don-
nées phénotypiques et épidémiologiques. C'est la délétion
-0’7 qui est toujours recherchée en premier lieu par
GAP/PCR. En cas d'hémoglobinose H, la recherche de
mutations ponctuelles est envisagée. Ce sont les muta-
tions o™ et la - Snt (o) qui sont les plus fréquemment
recherchées, la premiere par PCR/RFLP avec amorce
dégénérée [18] et la deuxieme par PCR/allele spécifique
(Tableau II).

Les mutations inconnues sont recherchées par séquencga-
ge des genes o 2 et ol globine [19,20].

La recherche de la drépanocytose est effectuée par une
PCR suivie d'une digestion enzymatique (PCR-RFLP);
c'est le moyen le plus simple, le plus rapide et le moins
coliteux pour caractériser cette mutation.

Discussion

L'identification des porteurs d'hémoglobinopathies et le
diagnostic prénatal de la drépanocytose et de la B-tha-
lassémie a travers une stratégie rapide et fiable a été
I'objectif majeur des recherches menées dans notre pays
depuis quelques années. Cette stratégie est basée sur la
PCR et combine plusieurs techniques a la fois : la RDB
et/ou I’ARMS, la digestion par les Enzymes de restric-
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tion, la DGGE et le séquencage des produits amplifiés.
Elle nous a permis d'assurer le diagnostic génotypique
dans 97.7% des cas ce qui a facilité son application dans
le diagnostic prénatal chez les couples a risque qui nous
ont été adressés.

La stratégie adoptée peut toutefois varier d'un laboratoire
a un autre selon la population étudiée [6, 21, 22, 23, 24]
mais aussi selon les fréquences observées des alleles
dans une région donnée ou encore des moyens tech-
niques disponibles (Tableau V).

A ce jour, un total de 28 mutations B-thalassémiques ont
été rapportées en Tunisie dont 4 nouvellement décrites.
11 s'agit des mutations codon 9 (+TA) et PolyA (TOA)
[25] et codon 47 (+A) et codon 106/107 (+G) [26].
Actuellement, nous remarquons qu'un grand nombre de
techniques de biologie moléculaire, souvent complé-
mentaires, sont utilisées pour caractériser les variations
de séquence des geénes o ou B-globine. Les améliora-
tions apportées au niveau des techniques ont pour objec-
tif essentiel de réduire le coiit et le temps des analyses.
Au départ, la recherche des mutations -thalassémiques
se basait sur le déséquilibre de liaison existant entre la
mutation et 1'haplotype chromosomique. Cette stratégie
longue et onéreuse ne permettant d'identifier que 62%
des mutations [21].

La stratégie diagnostique utilisée a ce jour dans notre labo-
ratoire fait appel pour la recherche des alleles habituelle-
ment rencontrés dans le pourtour méditerranéen et dans
notre pays, a l'analyse de restriction, au RDB et a ' ARMS.
La PCR-RFLP et le RDB présentent 'avantage de pou-
voir rechercher plusieurs mutations ponctuelles a la fois
a partir d'un méme produit amplifié. Par ailleurs ces
deux techniques nécessitent un temps de manipulation
réduit par rapport au Southern-Blot et surtout ne font pas
usage de radioactivité.

L'ARMS fait appel a deux simples PCR et se préte par-
faitement a la recherche des mutations les plus fré-
quentes (codon 39 (COT) et IVSI-110 (GOA)) lors d'un
dépistage de masse et présente I'avantage de fournir un
diagnostic rapide appliqué a des situations urgentes
comme le diagnostic prénatal, particulierement pour les
familles répertoriées. En effet, cette technique comparée
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au RDB ou a la PCR-RFLP réduit le temps d'analyse de
48 ou 24 heures a environ 3 heures et ne nécessite pas
l'usage d'enzymes de restriction, ni de sondes ou
d'amorces marquées et offre par conséquent une réduc-
tion du temps d'analyse. D'autre part, les techniques de
PCR-RFLP et d'ARMS présentent l'avantage d'étre plus
simples a réaliser et d'avoir une meilleure reproductibi-
lité¢ que le RDB. Cette dernicre technique est en effet trés
sensible aux variations de pH et de température et néces-
site des conditions opérationnelles difficilement maitri-
sables. Toutefois, devant 1'hétérogénéité des mutations
[-thalassémiques dans notre pays, la technique d' ARMS ne
se préte pas a une recherche de premiere intention en raison
du prix de revient relativement élevé des amorces.

Si la mutation reste toujours non identifiée par les tech-
niques précédentes, nous procédons a une analyse des
genes par DGGE. Cette technique présente 'avantage de
distinguer des fragments d' ADN de méme taille, différant
par une simple base pouvant étre une mutation ou un
simple polymorphisme neutre. La taille des fragments
analysés peut aller jusqu'a 700pb [10]. La DGGE pré-
sente en plus l'avantage d'étre de réalisation simple et
d'éviter 1'usage de la radioactivité. Elle est bien adaptée
a l'analyse individuelle ainsi qu'au dépistage de masse.
En effet, la quasi-totalité du géne B-globine peut &tre
explorée en analysant par DGGE trois fragments d'ADN
amplifié. Le premier fragment (PSOB1/G2) permet a lui
seul d'explorer 80% des mutations décrites dans notre
pays. D'autre part, la reproductibilité des profils obtenus
en DGGE permet une identification directe des muta-
tions connues en présence de témoins. Une confirmation
peut toujours étre faite aprés mélange de ' ADN a tester
avec un témoin connu. Cependant, la DGGE reste une
technique assez lourde dans sa mise au point puisqu'elle
nécessite une étude préalable des fragments explorés
afin de choisir les amorces, de déterminer les conditions
d'électrophorese et de tracer les cartes de fusion. A noter
également que cette technique n'est pas adaptée pour les
régions riches en GC.

La technique SSCP (Single Strand Conformation
Polymorphism) est un autre moyen de détection des varia-
tions de séquence au niveau des genes de globine. La sen-

Rev Tun Biol Clin n° 19, Octobre 2006

sibilité de détection des mutations par cette technique peut
atteindre 80 a 90% [27]. Elle est simple et reproductible,
son usage est d'autant plus facilité par la disponibilité de
gels "pré-coulés" dans le commerce.

L'apparition récente d'une nouvelle technique automati-
sée, la D-HPLC (Denaturing High Performance Liquid
Chromatography), constitue une avancée dans les tech-
niques de criblage de genes a la recherche de variations
nucléotidiques. Il s'agit en effet d'une HPLC de produits
de PCR dans des conditions dénaturantes.

Les profils atypiques détectés sont par la suite séquen-
cés. Cette technique permet la détection des mutations
ponctuelles, des microdélétions et des micro-insertions.
Malgré une mise au point parfois délicate, elle permet
un criblage rapide et automatisable des geénes. Des
études ont rapporté une sensibilité maximale (100%) de
détection des mutations par cette technique [28]. Elle
peut donc étre d'un apport considérable dans la recherche
des mutations o et B thalassémiques.

Les techniques de criblage des génes (DGGE, SSCP et
DHPLC) présentent 1'avantage d'éviter un séquencage
systématique des génes. Le séquencage reste encore
I'apanage de laboratoires spécialisés bien que son auto-
matisation a facilité énormément le quotidien des mani-
pulations techniques.

Un autre volet important tenant une place importante
dans le diagnostic et 1'évaluation du pronostic des hémo-
globinopathies est 1'établissement de corrélations phéno-
type-génotype, 1'étude fonctionnelle des mutations et la
recherche des facteurs de modération phénotypique.
Dans ce contexte, la PCR en temps réel récemment
introduite dans les laboratoires de recherche peut étre
d'une grande utilité.

Conclusion

Les hémoglobinopathies sont fréquentes en Tunisie. Les
plus connues sont la drépanocytose et les B-thalassémies, de
gravité certaine malgré une hétérogénéité génotypique
considérable (28 mutations B-thalassémiques répertoriées).
Plusieurs techniques de biologie moléculaire sont
actuellement disponibles pour caractériser, dans la gran-
de majorité des cas les défauts génétiques responsables
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des anomalies de 1'hémoglobine. Chacune de ces tech-
niques présente ses avantages et ses limites. Leur com-
binaison donne une grande fiabilité au diagnostic.

Les recherches sont actuellement orientées vers I'étude de
l'expression clinique des diverses anomalies dans le but
d'étayer les corrélations entre phénotype et génotype.
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