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Résumé : Les microsatellites sont les marqueurs moléculaires les plus
employés dans les études de la diversité génétique grace a leur grand leur
polymorphisme. Par ailleurs, la drépanocytose, constitue, de par sa fréquence
et sa sévérité clinique un probléme de santé publique en Tunisie. Au cours de
ce travail, nous nous sommes proposés d’étudier, par la technique
d’électrophorése capillaire sur analyseur automatique (ABI Prism310), 5
marqueurs microsatellites : D14S261, D14S72, D14S990, D14S68,
D18S1147 chez des porteurs homozygotes et hétérozygotes de I’alléle B¢ (pré-
lévements collectés a I’occasion d’un diagnostic prénatal).

La comparaison des fréquences alléliques de ces 5 marqueurs, entre 18
porteurs de I’allele B° et 19 sujets témoins a révélé d’une part 1’absence de
I’allele (113pb) du marqueur D14S68 chez les porteurs de 1’alléle B°. Deux
hypothéses sont a méme d’expliquer cette absence : la premiére est que cet
allele est associé a une forme létale quand il est concomitant a 1’alléle f* et la
seconde est que 1’origine des drépanocytaires tunisiens est différente de celle
de la population témoin. La comparaison a aussi révélé 1’association de
lallele B a un alléle du marqueur D14S261 (192pb) ce qui a permis
d’évoquer deux éventualités : soit qu’il existe une association ancestrale entre
cet alléle et I’allele B° et/ou qu’il est associé a un caractére qui avantagerait
les porteurs de 1’all¢le BS. Ce travail devra étre complété par I’étude des génes
entourant les marqueurs identifiés.

Mots-clés : Microsatellites - drépanocytose - Fréquence allélique - B*

Study of five microsatellites in B® carriers

Abstract : Microsatellites are the most used molecular markers in genetic
diversity studies because of their high polymorphism. Furthermore, Sickle
cell anemia, constitutes by their frequency and clinical severity, a public heal-
th problem in large parts of the world and particularly in Tunisia. In this work,
we have implemented the study, by ABI Prism 310 genetic analyser, of five
STRs : D14S261, D14S72, D14S990, D14S68 and D18S1147. STR analysis
has been used to compare allele frequencies of the five’s STR between the 18
(% carriers and 19 control subjects. The comparison showed, firstly, the lack
of an allele of the marker D14S68 in the B° trait carriers, which could be
explained by the association of this allele with a lethal form or by a different
origin of Tunisian sickle cell carriers. Secondly it has been revealed the asso-
ciation between the p* allele and an allele of marker D14S261. This suggests
two possibilities : an association between this allele and ancestral allele 3
and/ or an association of this allele with a character that would benefit * allele
carriers. This work has to be completed by the study of the genes surrounding
the identified markers.

Keywords : Microsatellites - Sickle cell anemia - allele frequency - B°
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Introduction

La drépanocytose ou anémie falciforme est une maladie
monogénique du globule rouge due a une mutation
ponctuelle (GAG —GTG) dont la conséquence est une
substitution de 1’Acide glutamique par la Valine en
position 6 de la chaine B-globine (1).

Cette anomalie qualitative est une des premiéres mala-
dies monogéniques dont le mécanisme moléculaire a été
caractérisé. Le globule rouge drépanocytaire, contient
au lieu de I’hémoglobine A (HbA) normale, une hémo-
globine anormale appelée HbS de structure différente,
de mobilité électrophorétique plus lente que I’HbA et
d’affinité a 1’02 plus élevée. En cas d’hypoxie, les
chaines B° polymérisent entre elles en formant une
structure rigide donnant la forme en faucille au globule
rouge (2).

Les syndromes drépanocytaires majeurs (SDM)
constituent un groupe d’anémies hémolytiques chro-
niques congénitales dues a la présence de I’hémoglobine
anormale (HbS) soit a 1’état homozygote (SS) ou en
association avec une autre hémoglobinopathie
(hémoglobinose C, ou une B-thalassémie).

La drépanocytose est une hémoglobinopathie fréquente
dans les populations originaires d’Afrique tropicale
(Afrique, Antilles, Amérique) et @ un moindre degré
dans celles du bassin méditerranéen, du Moyen-Orient
et de I’Inde (3). Bien que la mutation soit identique chez
les populations touchées, 1’affection n’y présente pas la
méme gravité clinique. En fait, I’expression de 1’anémie
falciforme différe sensiblement selon les ethnies (4).
En Tunisie, la répartition géographique de la drépanocy-
tose n’est pas homogeéne a travers le pays. D’aprés des
enquétes systématiques réalisées, la fréquence de ’allele
B% dans la population est de 1,89% (5), avec une large
prévalence dans le Nord-Ouest du pays, elle atteint 16%
des porteurs de drépanocytose, a Néfza (5).

Les microsatellites, répétitions courtes en tandem (Short
Tandem Repeat : STR), sont de puissants marqueurs
pour les études de la diversité humaine. On pense que
leurs variations sont sélectivement neutres a 1’exception
de celles étroitement liées ou situées dans un locus
soumis a la sélection (6).

La variation des alléles est dite adaptative a des envi-
ronnements différents (7). Ainsi un alléle court peut étre
adapté a un environnement, alors que 1’allele long est
adapté a un milieu différent. La variation de la popula-
tion permettrait d'assurer la survie du groupe dans
différentes situations.

Les STR ont ét¢ a la base des cartes génétiques les plus
importantes de I'homme et sont couramment utilisés dans la
cartographie des génes responsable de maladies (8-11). Plus
récemment, ils ont été utilisés dans la construction d'arbres
évolutifs (12) et dans l'identification médico-légale (13,14).
Le but de ce travail est de comparer la fréquence de la
distribution allélique d’une population de porteur de
all¢le B° a une population témoin & la recherche d’une
association entre I’allele B° et D’alleéle d’un des
marqueurs microsatellites.

Matériel et méthodes

Sujets étudiés

Le présent travail a été mené sur 37 sujets, repartis en

deux groupes :

* dix-neuf sujets sains (non porteurs d’hémoglo-binopa-
thies) qui nous ont permis de mettre au point la
technique d’étude et ont servi de groupe témoin

e dix-huit porteurs de I’alléle B°, collectés dans une
étude de la contamination par les cellules maternelle
(CCM) lors de diagnostic prénatal (DPN), répartis en 3
sujets drépanocytaires homozygotes et 15 sujets drépa-
nocytaires hétérozygotes.

Le consentement a été obtenu de la part des différents

sujets adultes et de la part de leurs familles pour les

enfants.

Cinq a 10 ml de sang périphérique total ont été prélevés

sur anticoagulant pour le groupe témoin en vue d’une

extraction d’ADN (EDTA\K3 0,11 M). Pour les DPN les
liquides amniotiques ont été prélevés, dans les services
de gynécologie, entre 14 et 16 semaines d’aménorrhée.

Méthodes

L’ ADN des témoins a été extrait par la méthode standard

au phénol chloroforme (15). Les liquides amniotiques

ont subi au préalable une lyse cellulaire.

26 Rev Tun Biol Clin, Volume 19, N° 1, Janvier. Février. Mars. Avril. 2012



Etude de cinq microsatellites dans une population porteuse de I’allele B*

Les microsatellites sont utilisés dans notre laboratoire pour
détecter la contamination par les cellules maternelle (CCM)
lors de diagnostic prénatal (DPN) des hémoglobinopa-
thies. Au cours des diagnostics prénataux, nous avons
utilisé un grand nombre de microsatellites, et nous avons
choisi pour ce travail les cinq les plus informatifs :
(D14S261, D14S72, D14S990, D14S68, et D18S1147).
Les STR ont été amplifiés par des amorces fluorescentes
a I’aide d’un Master Mix” (Promega, Madison, WI) puis
analysés par €lectrophorese capillaire sur ABI prism 310
(Applied Biosystems, Warrington, Lancashire, UK).
Les séquences des amorces utilisées pour I’amplification
des STR sont :
D145261 :  Forward (hex) S-GGCAGTATGACCCAGTTACAGAT-3’;
Reverse 5>~ ATTTTGAAGCCCCAGGAA-3’.
D14S72:  Forward (fam) -CAGGAATAATGATCAAGCAGAAAAA-3’;
Reverse 5" TTTGCAATCTATGAGTCTGCAATGA-3".
D14S990 :  Forward (fam) 5-TCTGTCCCCAGGGTCCTCCA-3;
Reverse 5-TGGGTGTTGGGACTGTTGGC-3".
D14S68 :  Forward (tet) 5-TGCCTTCAGCCCAACCTCAG-3’;
Reverse 5-TGGTTCAGGGATAGTTGGTGGGT-3'.
D18S1147 : Forward (hex) 5’-GTTGGCCTTAGCACAATG-3’;
Reverse 5-AGGACTGGGACATGGCTCT-3".
Pour I'analyse statistique, chaque marqueur a été repris
dans un tableau. Les colonnes correspondent aux diffé-
rents alleles identifiés du marqueur (noté selon la taille
de fragment amplifi¢) chez les sujets, et les lignes cor-
respondent aux différents sujets. Les sujets ont été divi-
sés en deux groupes témoins (noté 1) et porteurs de
l'allele B (noté 2). Le groupe des porteurs de 1'allele B*
est divisé en deux types : homozygotes (noté 1) et hété-
rozygotes (noté 2) ; Les sujets de chaque sous type sont
numérotés de 1 a 19 pour les témoins, de 1 a 3 pour les
drépanocytaires homozygotes et de 1 a 15 pour les

drépanocytaires hétérozygotes. Pour chaque allele, la
présence est notée 1 et I'absence est notée 2.

Le tableau 1 concernant le D14S261, est un exemple
type de ces cinq tableaux élaborés pour chaque STR.
L'analyse par SPSS (version 11.5) a porté sur la compa-
raison de la distribution de chacun de ces alleles entre
les témoins et les porteurs de l'alléle BS. Le seuil de
significativité est 0,05.

Résultats

Les alleles sont désignés par la taille du fragment
amplifié

* Chez les témoins

Le marqueur D14S261 (PV) se présente sous 8 formes
alléliques chez 19 témoins avec 7 homozygotes et 12
hétérozygotes (Tableau 2). L’alléle le plus fréquent est
celui de 192pb, (Figure 1).

Le marqueur D14S72 (PVI) se présente sous 9 formes
alléliques chez 19 témoins avec 8§ homozygotes et 11
hétérozygotes (Tableau 2). L’alléle le plus fréquent est
celui de 228pb, (Figure 2),

Le marqueur D14S990 (PVII) se présente sous 15
formes alléliques chez 19 témoins, avec 2 homozygotes
et 17 hétérozygotes (Tableau 2). L’alléle le plus fréquent
est celui de 80pb, (Figure 3).

Le marqueur D14S68 (PVIII) se présente sous 8 formes
alléliques chez 19 témoins, avec 7 homozygotes et 12
hétérozygotes (Tableau 2). L’alléle le plus fréquent est
celui de 113pb, (Figure 4).

Le marqueur D18S1147 (PXIII), se présente sous 15 formes
alléliques chez 19 témoins, avec 4 homozygotes et 15 hété-
rozygotes (Tableau 2). L’alléle le plus fréquent est celui de
112pb, suivi par celui de 102pb et 104pb, (Figure 5).

Tableau 1a : Les données brutes analysées par SPSS. Répartition des groupes

Groupes Types

Sous types alleles

Groupe 1 = Témoins Normaux = 1

Groupe 2 = porteurs
de I’allele B*

Homozygotes SS =1
Hétérozyte AS =2

Présence de I’allele = 1

Numéros d’individu Absence de I’allele = 2
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Tableau 1b : Les données brutes analysées par SPSS. Exemple du marqueur D14S261

168 | 170 | 186 | 188 | 190 | 192 | 194 | 196 | 198

Groupes| Types | Sous types

10

11

12
13
14
15
16
17
18
19

10

11

12
13

14
15
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Tableau 2 : Alleles signalés par la taille de fragments amplifiés des 5 marqueurs microsatellites étudiés
chez le groupe de témoins

Taille des alle¢les | Taille des alléles | Taille des alléles | Taille des alleles Taille des all¢les
signalés pour signalés pour signalés pour signalés pour signalés pour
le marqueur le marqueur le marqueur le marqueur le marqueur

D14S261 en pb D14S72 en pb D14S990 en pb D14S68 en pb D18S1147 en pb

Témoin 1 168 190 218 236 72 74 115 115 102 104
Témoin 2 168 190 240 240 80 98 113 113 102 108
Témoin 3 192 198 238 240 74 80 117 117 110 116
Témoin 4 194 196 206 238 80 82 107 121 104 120
Témoin 5 192 198 228 228 82 84 111 113 9% 122
Témoin 6 192 194 226 228 96 96 107 111 90 100
Témoin 7 190 192 226 226 84 86 117 119 122 122
Témoin 8 192 192 226 238 66 70 115 115 100 116
Témoin 9 192 192 206 228 78 80 117 117 114 118
Témoin 10 170 198 226 228 88 90 107 119 112 118
Témoin 11 188 194 238 240 86 88 101 113 118 124
Témoin 12 194 194 230 230 80 82 115 115 102 104
Témoin 13 194 194 228 228 76 80 113 115 106 120
Témoin 14 192 192 226 226 84 86 113 113 112 112
Témoin 15 194 194 228 230 70 82 113 115 102 112
Témoin 16 192 198 236 244 62 62 117 119 104 104
Témoin 17 192 194 228 240 66 80 113 115 102 116
Témoin 18 192 198 228 228 80 86 107 115 108 118
Témoin 19 192 192 228 228 80 86 111 117 112 112

* Chez les porteurs de allele B°

L’analyse du marqueur D14S261 (PV) chez 17 porteurs
de Tlalléle B, a mis en évidence 2 homozygotes et 15
hétérozygotes, (Tableau 3). Il se présente sous 7 formes
alléliques dont I’allele le plus fréquent est celui de
192pb suivi par celui de 168pb. (Figure 1).

L’analyse du marqueur D14S72 (PVI), chez 17 porteurs
de I’alléle B, a mis en évidence 3 homozygotes et 15
hétérozygotes, (Tableau 3). Il se présente sous 10 formes
alléliques dont 1’alléle le plus fréquent est celui de
228pb, (Figure 2).

L’analyse du marqueur D14S990 (PVII), chez 13 porteurs
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Tableau 3 : Alleles signalés par la taille de fragments amplifiés des 5 marqueurs microsatellites étudiés

chez les porteurs de I’alléle B°

Taille des alléles | Taille des alleles | Taille des alleles | Taille des alléles | Taille des alléles
signalés pour signalés pour signalés pour signalés pour signalés pour
le marqueur le marqueur le marqueur le marqueur le marqueur

D14S261 en pb D14S72 en pb D14S990 en pb D14S68 en pb D18S1147 en pb

Sujet 1 192 192 218 226 80 80 119 121 98 106
Sujet 2 168 192 228 228 76 92 107 119 104 118
Sujet 3 168 192 218 228 B - 107 119 106 118
Sujet 4 168 192 218 228 _ _ 107 119 98 104
Sujet 5 194 194 238 238 80 86 111 115 108 110
Sujet 6 168 194 228 230 74 80 111 117 102 102
Sujet 7 168 194 230 238 74 80 111 117 102 108
Sujet 8 168 194 228 238 80 86 111 115 102 110
Sujet 9 168 194 232 238 58 60 105 117 102 118
Sujet 10 198 192 240 240 74 74 105 105 102 102
Sujet 11 168 194 _ _ 74 58 - -~ 102 102
Sujet 12 192 198 198 226 68 78 93 93 84 116
Sujet 13 188 192 224 236 84 88 115 119 116 116
Sujet 14 168 192 224 226 78 88 93 115 116 82
Sujet 15 - _ 226 236 68 84 93 119 82 116
Sujet 16 190 198 228 238 _ _ _ _ 118 120
Sujet 17 192 196 226 228 _ -~ - -~ 104 108
Sujet 18 190 196 226 228 _ _ -~ _ 108 120

de l’alléle B, a mis en évidence 2 homozygotes et 11
hétérozygotes, (Tableau 3). Il se présente sous 13 formes
alléliques dont les all¢les les plus fréquents sont celui de
80pb et celui de 74pb, (Figure 3).

L’analyse du marqueur D14S68 (PVIII) chez 14
porteurs de I’allele B°, a mis en évidence 2 homozygotes

et 14 hétérozygotes, (Tableau 3). Il se présente sous 8
formes alléliques dont I’all¢le le plus fréquent est celui
de 119pb, (Figure 4).

L’analyse du marqueur D18S1147 (PXIII) chez 18
porteurs de ’alléle B, a mis en évidence 4 homozygotes
et 14 hétérozygotes, (Tableau 3). Il se présente sous 11
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Figure 1 : Répartition des alléles du marqueur D14S261, chez les témoins et chez les porteurs de ’alléle S,
selon leur fréquence allélique
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Figure 2 : Répartition des alléles du marqueur D14S72, chez les témoins et chez les porteurs de 1’alléle 5,
selon leur fréquence allélique
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Figure 3 : Répartition des alléles du marqueur D14S990, chez les témoins et chez les porteurs de ’alléle S,
selon leur fréquence allélique
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Figure 4 : Répartition des alléles du marqueur D14S68, chez les témoins et chez les porteurs de 1’alléle B°,
selon leur fréquence allélique
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Figure 5 : Répartition des alléles du marqueur D18S1147, chez les témoins et chez les porteurs de ’alléle B°,
selon leur fréquence allélique

formes alléliques dont 1’allele le plus fréquent est celui pourraient étre expliqués par les facteurs influengant
de 102pb, (Figure 5). I’Equilibre de Hardy Weinberg (HWE) tels que :

- Des degrés ¢élevés de consanguinité dans la population
Discussion tunisienne, typiques des traditions de la société

arabo-musulmane (16).

* Analyse des microsatellites dans la population de o

) y . ! ! popuiati - L’effet fondateur pour ces marqueurs de par la position
témoins tunisiens , . .. r . ..

. o . ) géographique de la Tunisie, terre d’émigration et d’asile,

La comparaison entre les taux d’hétérozygotie observés . .

et le mixage de la population.

et les t d’hétér tie attend Tabl 4 . . . e e
S taux crozygotie a us (Tableau 4) a Le fait que sur les 5 microsatellites étudiés seuls 2

montré un écart significatif pour 2 des 5 marqueurs b A . -
n’étaient pas en équilibre pourrait amener a s’interroger

microsatellites étudiés chez le groupe témoin. Ces écarts

Tableau 4 : Le taux d’hétérozygotie de chaque marqueur dans la population témoin tunisienne

Nombre taux d'hétérozygotie taux d'hétérozygotie %2 Calculé Z Calculé
d’alléles observé (Hu) attendue (Hexp)
D14S261 8 0,63 0,74 0,665 1,093
D14S72 9 0,57 0,80 17,241 2,506
D14S990 15 0,89 0, 89 0,086 0,000
D14S68 8 0,63 0,81 2,856 2,000
D18S1147 15 0,78 0,90 1,497 1,743

Z Calculé > 2 : différence significative
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sur la validité des résultats mais ce type de situation a
déja été rapporté dans une étude de 103 microsatellites
dans une population d’un village du Sud Tunisien ou 3
marqueurs (D2S159, D4S2983, D5S408) étaient en
écart par rapport HWE, cela pourrait étre expliqué par la
dérive au hasard dans la population tunisiennes, et/ou un
taux élevé d’endogamie (17).
De méme, une étude similaire concernant la population
balinaise, a relevé une différence significative par
rapport 8 HWE pour 28 des 53 microsatellites étudiés,
ce nombre élevé de marqueur en écart au HWE était
justifié par le statut d’isolat de I’ile de Bali (18).
Par ailleurs, un écart non significatif des taux
d’hétérozygoties observés par rapport aux taux
d’hétérozygoties attendues pour 3 des 5 marqueurs
microsatellites a été relevé. D’une part, ces taux
d’hétérozygoties pourraient étre pris comme base pour
I’évaluation de la diversité génétique de notre popula-
tion, et d’autre part les microsatellites les plus poly-
morphes serait utiles dans les recherches médicolégale,
dans les tests de recherche d’une contamination par cel-
lules maternelles, dans le cas d’un diagnostic prénatal.
Ainsi, selon les résultats obtenus, les marqueurs les plus
polymorphes présentant le taux d’hétérozygotie le plus
¢élevé sont D14S261, D14S990 ¢t D18S1147. Ils seraient
les plus informatifs pour 1’analyse de la MCC «maternel
cell contamination» au cours du diagnostic prénatal.
» Répartition des microsatellites chez les porteurs de
Palléle B°
La comparaison des fréquences alléliques, des mar-
queurs D14S72, D14S990 et D18S1147, entre les
témoins et les porteurs d’HbS moyennant le test exact de
Student corrigé par le test de Fisher, n’a pas montré de
différence significative entre les témoins et les porteurs
de I’allele B°. Toutefois, la comparaison des fréquences
alléliques des marqueurs D14S261 et D14S68, moyen-
nant le test exact de Student corrigé par le test de Fisher
(effectif réduit), a montré une différence significative de
la fréquence de I’allele 168pb du marqueur D14S261 (test
de Student P = 0,005) entre les témoins et les porteurs
d’HbS. Ce méme test était significatif entre les témoins et
les drépanocytaires homozygotes (Propositus) pour le

méme alléle de 168pb (P=0,006). Par ailleurs une autre dif-
férence significative de la fréquence de I’alléle 113pb (test
de Student P = 0,008) du marqueur D14S68 entre les
témoins et les porteurs d’HbS, a été signalée.

Lallele 113 du marqueur microsatellite D14S68 est absent
chez les porteurs de 1’alléle B° ; sa présence concomitante
avec I’alléle %, pourrait étre a Iorigine d’une forme 1éta-
le ce qui est peu probable. L’hypothése la plus plausible
est que cet alleéle n’a pas la méme origine que les drépano-
cytaires tunisiens, une population quasi uniforme. En effet,
une ¢étude antérieure a montré que 94% des drépanocy-
taires homozygotes répondaient a 1’haplotype Bénin (19),
ces chiffres sont de 100% dans la région Kebilli (20).
Lallele168 du marqueur microsatellite D14S261 montre
une association avec I’allele BS. Cette association
pourrait étre expliquée :

- Soit par le fait qu’il s’agit d’une association ancestrale :
ainsi en arrivant en Tunisie les premiers porteurs de
Pallele B portaient aussi 1’alléle correspondant au frag-
ment amplifi¢ de taille 168pb du D14S261. Ceci est en
accord avec ’origine quasi unique de 1’alléle drépano-
cytaire en Tunisie (19, 20).

- Soit que I’allele 168 du D14S261 soit associé¢ a un
caractére qui avantagerait les porteurs de 1’alléle B°.

Ce phénomene nous rappelle celui des porteurs du trait
drépanocytaire qui sont en partie protégés contre les
formes 1étales du paludisme a P. falciparum (21). Le role
sélectif du Plasmodium a été évoqué, procurant un avan-
tage de survie aux hétérozygotes AS par rapport aux
individus sains non porteurs de 1’alléle B°. Ce phénomene
de polymorphisme équilibré a été formalisé en 1964
(22). Des observations ultérieures ont montré une sélec-
tion analogue pour d’autres hémoglobinopathies, telles
que ’'HbC ou I’HbE, &- ou B-thalassémies, des enzy-
mopathies et des mutations des protéines du squelette.
Les mécanismes en cause sont encore imparfaitement
connus (23) et I’allele correspondant au fragment amplifié
de taille 168pb du D14S261, pourrait y étre impliqué.

Conclusion

Les 5 marqueurs microsatellites étudiés chez les por-
teurs de I’allele B° et chez les témoins n’ont pas mis en
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évidence les mémes alléles.

La comparaison entre la répartition des alleles des
microsatellites selon les fréquences alléliques entre la
population témoin et la population des porteurs d’HbS a
révélé d’une part I’absence de I’alléle 113 du marqueur
D14S68 chez les porteurs de 1’alléle BS, et d’autre part une
association de I’allele 168 du marqueur microsatellite
D14S261 a Iallele B°.

Une étude similaire sur une plus grande cohorte conforterait
nos hypothéeses et devrait étre complétée par 1’exploration
des génes entourant le marqueur microsatellite révélé par le
présent travail a la recherche de SNP au niveau des génes
associés a la présence ou 1’absence des alléles [3°.
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