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| | INTRODUCTION

La drépanocytose est une hémoglobinopathie héréditaire caractérisée par la
substitution d’un aminoacide de la chaine béta . L’expression clinique est

variable selon que la tare chromosomique est portée a I’état homozygote ou

hétérozygote.



La drépanocytose est la premiére hémoglobinose identifiée et la plus répandue
dont la decouverte et I’analyse biochimique ont eté le point de départ et le
modele des travaux ultérieures sur la pathologie moléculaire de I’hémoglobine.
Elle est due a une mutation ponctuelle, en effet c’est I’acide glutamique
(HOOC—CH2-CH2-CHNH2-COOH) situé en sixieme position sur la chaine
B de la globine qui est remplacé par la valine ( CH2)2—CH-CHNH2—
COOH.

Elle est I’hémoglobinose la plus répandue dans le monde avec environ trois
millions d’individus atteints.

Son foyer original semble étre I’ Afrique avec des fréquences variables d’une
zone géographique a une autre .

Au Mali sa frequence varie entre 3 et 15 % selon les ethnies.

La drépanocytose constitue de nos jours un probleme de santé publique.

La manifestation clinique la plus patente est I’anémie falciforme.

La méthode la plus simple utilisée pour I’étude des hémoglobines anormales
reste I’électrophorese de I’hémoglobine.

Des mutations différentes peuvent étre responsables de migrations
électrophorétiques identiques. Il existe ainsi plusieurs hémoglobines migrant en
position S et C (Ay).

Pour les distinguer, il faut étudier les migrations électrophorétiques a différents
pH. Parfois la densitométrie et I’étude des séquences des acides aminés permet
de démontrer I’hétérogénéité d’un groupe electrophorétique d’hémoglobine.
L’électrophorese de I’hémoglobine permet de distinguer les hémoglobines
mutées des hémoglobines normales, a la seule condition que la mutation fasse
apparaitre une différence de charge par rapport aux Hb normales et
principalement par rapport a I’HbA.

En principe, la substitution d’un acide aminé de méme charge ne devrait donc

pas modifier I’électrophorese de I’hémoglobine.



Malgré ces avancées, son diagnostic constitue un probleme majeur pour bon
nombre de laboratoire.

La biologie moléculaire parait un outil précieux de diagnostic de la
drépanocytose.

Cette methodologie du diagnostic repose sur I’étude de la fraction de I’ADN
codant pour le gene de la drépanocytose.

Notre étude se propose de mettre au point la technique moléculaire du

diagnostic de la drépanocytose.



|| OBJECTIFS

A) Obijectif général :

Comparer I’électrophoreése de I’hémoglobine a la PCR dans le diagnostic de

la drépanocytose.



B) Obijectifs spécifigues :

1) Mettre au point la technique de dépistage de la drépanocytose par la

méthode moléculaire.

2) Comparer les deux méthodes de diagnostic de la drépanocytose.

3) Recommander le choix d’une des méthodes.



|/ GENERALITE

A) GENERALITE SUR LA DREPANOCYTOSE :

1).Distribution géographigque de la drépanocytose:




Les hémoglobinopathies concernent environ la moitié de la population du globe
terrestre.

Cette distribution est inégale selon le type d”’hémoglobine.

-Ainsi plusieurs millions de sujets sont porteurs de I’Hb S. La large
dissémination de ce gene peut s’expliquer par la théorie du polymorphisme
équilibré : dans les régions ou regne le paludisme, la présence d’Hb S serait un
avantage sélectif, les hétérozygotes AS reésisteraient mieux au parasite que les
sujets normaux (10).

L’Hb S est essentiellement trouvée dans les régions tropicales, le foyer de loin le
plus important traverse en ceinture le continent Africain (“ceinture sicklemique
de Lehman”). La dissemination du géne de I’Hb S a pu s’effectuer a partir d’un
foyer unique. Selon cette hypothese la mutation serait apparue dans les antiques
plaines fertiles d’Arabie puis, en suivant les courants de migration des
populations, aurait gagné I’Est et I’Ouest. A I’opposé de cette théorie d’autres
auteurs avancent une origine pluricentrique, les conditions écologiques assurant

alors a chaque fois le succeés de la mutation,

2)_Donnés clinigue et biologique de la drépanocytose:

Ingram a montré que la différence de charge électrophorétique de I’Hb S était
due a une substitution d’un acide aminé a I’intérieur d’un peptide de la chaine p.
La bande correspondant au premier peptide trypsique de cette chaine est
deplacée.

La détermination de sa composition en acides aminés et de sa séquence,
efféctuée aprées élution a révelé que I’acide glutamique situe en sixieme position
était remplace par une valine. L’Hb S se désigne donc comme étant le variant 6
(A3) Glu~>Val.

On distingue deux formes cliniques selon gu’il s’agit de sujets homozygotes qui
possedent essentiellement de I’Hb S ou de sujets hétérozygotes dont les globules

rouges contiennent plus d’Hb A que d’Hb S.



Alors que les drépanocytaires homozygotes souffrent d’une anémie hémolytique
chronique grave permettant rarement une espérence de vie normale, les
hétérozygotes sont, au contraire, le plus souvent en bonne sante.

Le tableau hématologique et clinique de la drépanocytose homozygote a éte
individualisé des 1910 par Herrick et son caractere héréditaire reconnu quelques
années plus tard. Chez les homozygotes, les globules rouges prennent une forme
allongee, en faux, lorsque le sang est désoxygené (falciformation des globules
rouges).

La falciformation des cellules est due a un réarrangement des molécules d’Hb a
I’intérieur de I’hématie. Normalement, I’hémoglobine est présente dans le
globule rouge a une concentration de 33% et constitue un fluide de haute
viscosité dans un état paracristallin. L’Hb S désoxygenée a une solubilité
diminuée et forme des cristaux allongées ( de 1 a 15 p de long ). De tels cristaux
unidirectionnels sont appélés tactoides. A I’interieur du globule rouge des fibres
d’environ 200 A de diamétre se constituent. Chacune d’elles est composée de
plusieurs filaments ou les molécules d’hémoglobine se disposent comme les
perles d’un collier.

La gélation de I’Hb S a I’intérieur de la cellule a deux conséquences majeures.
La premiére est une augmentation de la viscosité du sang, ce qui aboutit a une
stase avec comme corollaire acidose et désoxygénation accrue d’ou agravation
du phénomene initial. Ceci peut aboutir a des crises vaso-occlusives tres
douloureuses entrainant des lésions dans divers organes. La deuxieme conduit a
une fragilisation de la membrane cellulaire et a une destruction précoce des
cellules. La durée de vie des globules rouges est ramenée a 17 jours contre 120

chez le sujet normal (29).



3 ) Mécanisme génétigues des hémoglobinoses :les mutations ponctuelles.

La plupart des mutations observées a propos des hémoglobines anormales sont
des mutations ponctuelles. Il faut néanmoins noter qu’un quart seulement de ces
mutations sont détectées par les moyens couramment utilises, tel que
I’électrophorése de I’hémoglobine qui ne met en évidence que des différences de
charge électrique. La substitution d’un acide aminé par un autre acide aminé de
méme charge a de plus grandes chances de passer inapercue, si la substitution
porte sur une zone superficielle de la molécule de I’hémoglobine. Celle-ci
apparait a I’électrophorese et par analyse de structure comme étant normale ; un

tel mécanisme a été invoqué pour expliquer certaines thalassémies.

4) Physiopathologie :

Cette modification biochimique a de graves conséquences :
L’hémoglobine anormale se polymérise lorsque I’oxygénation du sang diminue
et elle précipite sous forme de cristaux qui déforment I’hématie et lui donnent

une forme de faucille (falciformation).

Donc tout facteur de désoxygeénation favorise la falciformation : acidose, stase

sanguine, déshydratation, ralentissement du transit capillaire...

La falciformation ralentit la microcirculation, obstrue les capillaires et provoque
thromboses et infarctus, particulierement dans les organes trés vasculaires : rate,
reins, moelle osseuse.

L’hématie ainsi déformée et circulant plus difficilement a une durée de vie

écourtée ; elle est prématurément détruite d’ou hémolyse et anémie.



Le systeme des phagocytes mononuclés est déborde dans la fonction de
macrophage par ces hématies détruites et n’est plus disponible pour la lutte
contre les bactéries. Il s’ensuit une sensibilité du drépanocytaire aux infections.
En outre, la moelle osseuse, sollicitée a I’excés pour préparer le déficit en
globules rouges, donne des atteintes des os.

Deux situations génétiques peuvent étre réalisées :

- le trait drépanocytaire hétérozygote dont les porteurs ont a la fois de
I’hémoglobine normale et de I’hémoglobine anormale dans les hématies. Il
n’a pas d’expression clinique, dans les conditions habituelles de la vie.

- La maladie drépanocytaire homozygote ou il n’y a pas d’hémoglobine

normale dans les hématies.

5) Clinique :

C’est une maladie congénitale qui se manifeste dés le plus jeune age (3 mois)

par une anémie avec subictere et splénomégaliqgue modérée. Rien ne fera

suspecter la drépanocytose jusqu'a la premiere crise a partir de laquelle la

maladie va évoluer en une succession d’épisodes aigus separés par des phases de

silence clinique.

Ces crises se traduisent par trois types de syndromes : hémolytique, algique et

infectieux.

- la crise hémolytique, surtout chez I’enfant, avec accentuation de I’anemie,
de I’ictere, de pronostic réservé ou avec apparition soudaine d’une

splénomégalie, de tres mauvais pronostic ;

- lacrise algique aigué provoquée par un facteur inapparent ou mineur comme
effort musculaire, fievre, emotion et qui traduit un infarctus de siége

variable :



e pulmonaire avec fiévre et toux

e ostéo-articulaire dont le syndrome ‘pied main’ de I’enfant de moins de 5 ans
est la forme caracteristique.

e abdominal, splénique, ou hépatique, ressemblant a un abdomen aigué

chirurgical ;

la crise infectieuse, reste la principale cause de mortalité :
Pneumocoque par pneumonies et méningites, Haemophilus influenzae par
méningite, salmonelles par ostéomyelite, paludisme aigu encore qu’il y ait une

certaine résistance des drépanocytaires au plasmodium falciparum..

Au fur et a mesure de la maladie le tableau se complique et I’état général

s’altere :

- les fonctions rénales deviennent insuffisantes,

- les fonctions hépatiques se détériorent (ictere, cholécystite...),

- I’0s est remanie par I’expansion medullaire,

- la peau est le siege d’ulcéres provoques par les blessures ou pigQres minimes,

- le ceeur est hypertrophié et son debit augmente,

- les poumons sont le siege d’une fibrose progressive avec hypoxémie qui

aggrave a son tour la drépanocytose,

- le systéme nerveux est atteint par des lésions focales : accidents vasculaires

cérébraux, lésions des nerfs craniens...



- tous les tissus ou organes, muscles, I’appareil génito-urinaire (priapisme), rate,

sont touchés et leur fonctionnement perturbé.
- la grossesse aggrave anémie et augmente la frequence des accidents infectieux.
Le test d’Emmel permet la mise en évidence de la falciformation sans toutefois

distinguer les homozygotes des hétérozygotes.

6) Nomenclature des hémoglobines anormales :

La nomenclature actuelle fait suivre le nom de la ville ou le nom de la région ou
I’hémoglobine mutée a été découverte ( par exemple I’Hb Mexico,

L’Hb Toulouse) de I’indication de la chaine et de I’acide aminé muté en indice

( par exemple Hb S a,B,°Glu------> Val ).

Si I’hémoglobine a les caractéres d’une hémoglobine déja désignée par une
lettre, la désignation géographique est indiquée en indice inférieur (par exemple
HD Saskatoon )-

7) Autres mutations :

7.1. Le crossing over :

Les hémoglobines Lepore sont le produit d’un crossing over inégal entre deux
genes voisins, le géne B et le gene 6. Le début de la chaine est de type 8, la fin,

de type B. Des exemples d’hémoglobine anti Lepore ont été récemment



découverts ( Hb Congo, P.Nicolic ). L’hémoglobine Kenya s’explique

également par crossing over mais entre les chaines y et 3.

7.2. La délétion :

Huit hemoglobines structurellement anormales actuellement connues sont dues a
des délétions. Les deux premiéres identifiées ont été I’hémoglobine Freiburg ()
et I’hémoglobine Gunhill (). La valine p > manque dans la premiére ; dans la
seconde, manquent 5 résidus B impliqués dans I’attachement de I’heme. 1l s’agit
ici d’une semi-hémoglobine appelée ainsi parce que deux seulement des quatres

chaines sont porteuses d’heme.

7.3. La double substitution:

Il en existe quelques exemples : hémoglobine C Harlem (14, 15) ou deux
substitutions ont été mises en évidence sur la méme chaine B (B° Glu>Val et
B"*Asp>Asn) ; I’hémoglobine J. Singapour et I’hémoglobine Arlington Park.

La présence de deux anomalies sur une seule chaine peut s’expliquer
genétiqguement de deux manieres différentes : ou bien, il s’agit d’une mutation
ponctuelle itérative, un géne muté subit une nouvelle mutation, ou bien il s’agit
d’un produit de crossing over entre deux genes mutés, les produits de la
recombinaison étant un gene normal et un géne porteur de deux mutations.

7.4 ’élongation des chaines:

Les deux premiers exemples connus ont été I’hémoglobine a. Constant Spring
( Hb CS) et I’hémoglobine B TAK (9), ou plusieurs acides amineés ( 31 pour I’Hb

CS, 10 pour I’'Hb TAK ) font suite a une chaine normale. Le mécanisme



génétique de cette élongation de chaine reste incertain et n’est peut étre pas

univoque.

8) Traitement :

Il est purement symptomatique.

Devant une crise hémolytique, la transfusion sanguine est indiscutablement

nécessaire lorsque le taux d’hémoglobine descend au dessous de 6gr / 100ml.

Devant les crises vaso-occlusives algique, il faut calmer la douleur (antalgique)

,réhydrater le patient et lutter contre les infections.

En cas d’infection respiratoire, il faut utiliser I’amoxycilline pour couvrir les

deux germes les plus fréquents : pneumocoque et Haemophilus influenzae.

En cas d’osteomyélites, il faudrait couvrir les salmonelloses mais aussi les

staphylocoques : ampicilline.

Enfin pour faciliter la circulation des drépanocytes, on utilisera des agents vaso-
érythroactifs type extrait de pervenche, ergot de seigle ou bien des produits tels

cetiedil, pentoxifylline, buflomédil ...

Ces agents vasodilatateurs doivent étre prescrits en permanence pour prévenir
I’apparition de crise.

Joints & une chimiothérapie anti malarique préventive et a des regles d’hygiene
de vie et de diététique rigoureuse, la survie du malade sera facilitée dans un

confort de vie tout a fait convenable .



B ) GENERALITE SUR L’ADN:

1.Historique :




En 1869 Miescher décrivait une substance isolée du noyau qu’il appela
« nucléine » .

Dix ans plus tard Flemming constatait qu’une partie de la substance nucléaire
fixait fortement les colorants basiques .11 lui donna le nom de chromatine qui est
maintenant le terme consacré. Des cette époque on remarquait que cette
substance aux caracteres tinctoriaux particuliers était susceptible de modifier sa
structure au cours du temps.

A sa forme la plus condensée, observée au cours de la mitose, Waldeyer donna

le nom de chromosomes en 1889.

2. Définition de I’ADN :

L’acide désoxyribonucléique est le support biochimique des caracteres

héréditaires transmis de géenération en génération.

Il renferme a lui seul I’information qui, de génération en géneration ,specifie la
séguence des acides aminés dans la chaine polypeptidique et que le code
genétique fait correspondre un tri nucléotide (codon) donné a un acide aminé

donné.

3. L’amplification de I’ADN :

Les techniques d’amplification de I’ADN représentent une révolution, car elles
permettent d’obtenir des dizaines, voire des centaines de nano grammes d’une
séquence dont on n’a que des quantités infimes.

Ces techniques sont basées sur la répétition de réplication in vitro de I’ADN a
partir d’amorces spécifiques, éventuellement en passant par I’ARN.

La plus célebre d’entre elles est la techniqgue PCR (Polymerase Chain
Reaction).Celle-ci a completement bouleversé les stratégies utilisées jusqu’alors

en biologie moléculaire , et ouvre d’immenses possibilités pour I’avenir .



4. La localisation de I’ADN :
a) Le noyau :

La quasi-totalité de I’ADN se trouve localisee, chez les eucaryotes, dans le
noyau.

Une petite molécule de I’ADN circulaire possédant une organisation et un code
genétique legérement différents est aussi retrouvée dans la mitochondrie ; elle

complete le patrimoine genétique de la cellule.

La chromatine est une entité complexe.

Dans le noyau I’ADN n’est jamais nu, mais toujours associé a des protéines, et
méme a des ARN, I’ensemble constituant ce que I’on appelle la chromatine.

Du fait de sa complexité la chromatine est restée une entité floue pendant pres
d’un siecle. Le contraste est grand entre les connaissances sur I’ADN
accumulées depuis la découverte de la double hélice et la pauvreté des
informations concernant les interactions avec les protéines au sein de la
chromatine. C’est pourtant dans ces interactions que résident les mécanismes
fondamentaux de la régulation de I’expression du message génétique.

La vie cellulaire impose qu’a tout moment I’information adéquate soit trouvée
parmi les 3 milliards de paires de bases, puis lue de maniére régulée. Cette
information doit étre protégée, réparée en cas d’altération et pérennisée dans les
cellules filles. Tout cela est I’ceuvre, au moins en trés large part, des protéines de
la chromatine qui jouent un réle central. Ce n’est que par la connaissance
détaillée de leur structure et de leur mécanisme de fonctionnement que I’on
pourra comprendre la réegulation des génes

En plus des histones, quelques protéines sont quantitativement dans la
chromatine.

L’histone H 1° est une protéine uniquement retrouvee dans les cellules

guiescentes.



Les protéines minoritaires sont encore mal connues .

b) Les mitochondries:

Les mitochondries possédent un génome autonome mais tres largement
insuffisant pour coder toutes les protéines dont elles ont besoin. Ces protéines
sont donc majoritairement importées du cytosol. Bien que ce génome soit court,
il représente une quantité d’ADN non négligeable puisque I’on en trouve
plusieurs copies par mitochondrie, et qu’une cellule possede plusieurs milliers
de mitochondries. Ce génome est circulaire. L’un des deux brins est appelé H
(heavy) et I’autre L(light).

Une partie des chaines polypeptidiques appartenant a des enzymes de la
membrane interne des mitochondries est codée par I’ADN nucléaire

Ces polypeptides sont synthétisés dans le cytoplasme et pénetrent dans la
mitochondrie ou ils s’associent aux polypeptides codés par I’ADN

mitochondrial, pour former I’enzyme active qui s’insére alors dans la membrane.

FIGURE : représente la structure d’une mitochondrie



5.Structure de I’ADN :la double hélice.




FIGURE 1:STRUCTURE DE LA DOUBLE HELICE




Les travaux d’Avery, Mac Leod et Marc Cathy ont montré en 1944 que I’ADN
était le support moléculaire de I’information génetique. Sa structure a été
élucidée par Watson, Crick et Wilkins en 1953.

La structure de I’ADN est étonnamment simple.

La molécule d’ADN est composée de I’union de deux brins, enroulés en hélice
droite, constitués chacun par une longue chaine polydésoxyribonucléotidique ou
Les unités de bases, les nucléotides formés par I’union d’une base avec le
désoxyribose 5’ phosphate, sont accrochés les uns aux autres par les liaisons
5’-----3’ phosphodiester.

Dans chaque brin le squelette est formé par une répétition de molécules de
désoxyribose reliées entre elles par les liaisons phosphodiester et portant
chacune une base greffée entre un azote et le carbone 1 (c’1) du sucre (liaison
Osidique).

Les bases sont au nombre de quatre : Adénine (A) et Guanine (G) qui sont des
bases puriques ; Cytosine (C) et Thymine (T) qui sont des bases pyrimidiques.
L’association d’une base et d’un sucre porte le nom de nucléoside, I’association
d’un nucléoside avec un ou plusieurs phosphates porte le nom de nucléotide.
Les substrats utilisés in vivo par les polymerases pour synthétiser les acides
nucléiques sont les nucléosides triphosphates.

Les deux chaines de I’ADN s’associent entre elles au niveau de leurs bases.

Ces associations ne peuvent se faire qu’entre adenine et thymine ou entre
Guanine et cytosine .On dit que les bases des couples A et T d’une part, et G et
C d’autre part sont complémentaires.

Cette donnée explique I’observation expérimentale que tout I’ADN, quelle qu’en
soit, possede des qualités équimolaires de thymine et d’adénine ainsi que de
guanine et de cytosine.

Cette association dans la molécule résulte de liaisons hydrogenes entre les bases.



Elles sont au nombre de trois entre guanine et cytosine et de deux adénine et
thymine.

Ce type de liaisons appartient a la classe des liaisons faibles. Il suffit de peu
d’énergie pour les briser et ainsi permettre la séparation des deux brins du ADN,
mais leur multiplicité donne une forte cohésion a la molécule.

La structure globale de la molécule de ADN est celle d’une double hélice
droite .Les bases aussi bien puriques que pyrimidiques sont des molécules
planes.

Chaque brin de la double hélice possede une extrémité 5° phosphate et a I’autre
bout une extrémité 3’ hydroxyle libre constituant ainsi une séquence orientee
définie par I’enchainement des nucléotides.

Les orientations des deux brins de la double hélice sont opposees : les deux brins
sont dits antiparalléles.

De cette donnée découlent deux notions fondamentales :

- chaque brin est constitué d’une séquence de base différente, donc d’une

information différente de celle de son partenaire ;

- les deux brins sont reliés par une relation de complémentarité :

C----G, T----A.
Cette relation expligue la cohésion de la structure ; elle comporte en outre une
possibilité d’autoréplication permettant d’engendrer deux molécules filles a
partir d’une molécule mere.

Il existe des iso formes de la double hélice de ADN : les formes A, B et Z.
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FIGURE 2: STRUCTURE DU NOYAU ET DES BASES PURYQUES ET

PYRIMIDIQUES

6. L’ADN en tant que support de I’information génétique.

La structure de la molécule de ADN est relativement simple et apparemment

monotone, ce qui pose le probléme du codage de I’information . Ce probleme a

été résolu dans les années 1960 par la mise en eévidence du code génétique .

En pratiqgue I’information dont la cellule a besoin concerne exclusivement

I’ordre des acides aminés sur les chaines polypeptidiques.



En effet c’est leur structure primaire qui conditionne pour une grande part les
organisations supérieures et I’activité biologique. La seule variable dans la
molécule de I’ADN est I’ordre d’enchainement des bases .

Comme il n’existe que quatre types de bases et que les acides aminés composant
les protéines sont au nombre de 20, il faut au minimum un enchainement
ordonné de trois bases ou triplet (42 = 64 triplets différents possibles ) pour
définir un code d’acide aminé. C’est effectivement le moyen utilisé par la
cellule pour assurer le codage. Les relations faisant correspondre les différents
acides aminés portent le nom de code génétique. Le transcodage séquence
nucléique donne séquence protéique est assuré dans le cytosol par le systeme de
traduction.

Ce systeme faisant correspondre un motif de 3 bases appelé codon a un acide
aminé pose immédiatement des problemes de redondance , puisqu’il y a 64
codons possibles pour seulement 20 acides aminés.

Cette disparité résulte d’une part de I’existence de signaux de ponctuation au
nombre de trois , les codons non-sens ou stop :UAA, UAG ,UGA qui indiquent
ou doit étre arréte la traduction ,d’autre part du fait que le code est degénéré ,ce
qui veut dire que plusieurs codons différents peuvent correspondre a un acide
aminé . Malgré sa consonance péjorative la dégénérescence du code génétique

est un avantage pour la cellule.

7. Les anomalies de I’ADN:

Les variations de I’ADN résultent des processusde mutations et les

recombinaisons génétiques :

Une série de phénomenes qui ont pour nom : mutation, délétion, insertion |,

recombinaison ,conversion génétique, transposition font que le contenu en



information des cellules est loin d’étre immuable .Cette dynamique des
séquences peut survenir aussi bien dans les cellules somatiques que dans les
cellules germinales ; dans ce dernier cas les modifications informationnelles

seront transmises héréditairement.

a) Les modifications non systématisées : les mutations ponctuelles:

Les mutations ponctuelles sont considérés comme les causes les plus
fréquentes de maladies génétiques .On les trouve a I’origine de pres de 70 pour
100 des cas de maladies genétiques ou un défaut moléculaire intragénique a pu
étre caractérisé avec précision .Elles consistent en substitutions, suppressions ou
additions de bases.

Leur déterminisme est variable .Elles peuvent résulter de perturbations

biochimiques endogenes :

- dépuration spontanée, due a une plus grande labilité de la liaison N-
glycosidique reliant les bases puriques au squelette polydesoxyribose-

phosphate.

- transitions tautoméries (forme —NH2- en - forme =NH ; .forme =c=0—en
forme =c-OH) favorisant les appariements contre nature ;
- désamination avec transition de I’Adenine en Hypoxantine, de la Guanine
en Xanthine, de la Cytosine en Uracile
Les mutations ponctuelles peuvent aussi résulter d’une erreur de réplication ou
de réparation échappant a la vigilance des systemes de contréle.
Ainsi s’expliquent sans doute les mutations par délétion ou addition d’une base

ou d’un tres petit nombre de bases.

b) Les recombinaisons meiotigues permettent le brassage des génes:




Les mécanismes de recombinaison génerale chez I’homme ne sont pas connus.

Les seules données concernent les recombinaisons méiotiques. Durant cette
période les chromosomes homologues s’associent en formant des synapses. Il
est vraisemblable que les échanges entre séquences homologues qui s’effectuent
au niveau du complexe synaptonémal utilisent un mecanisme proche de celui d’
E.coli. Ces recombinaisons méiotiques sont indispensable au bon deroulement
de la méiose, il s’en produit une soixantaine par méiose chez I’homme. Il en
résulte un large brassage de I’information génétique, puisque des portions de
plusieurs millions de paires de bases sont échangees entre les chromosomes
homologues. D’ou  une modification des assortiments d’alleles en cis
(haplotypes) dans la région considérée. Les accidents de meiose sont source de
pathologie. Les mécanismes des autres types de recombinaison (mitotique, etc.)

chez I’homme ne sont pas connus en détail.

La recombinaison entre alléles peut se traduire par :

leur modification, la conversion génique.

L’augmentation du nombre de copies de génes répetes.

- L’élimination des génes défectueux dans les familles de genes répétés.

- Les recombinaisons peuvent provoquer des Iésions.

- Larecombinaison peut étre la base de la régulation de I’expression.

8 . La constance de I’ADN :




La constance de I’ADN résulte de deux processus la réplication et la duplication.
La division cellulaire est précédee par une duplication de I’information de
maniére a ce que les cellules filles possedent exactement le méme contenu
informatif .Cette duplication est assurée par la replication de I’ADN au cours de
laguelle une molécule d’ADN engendre deux molécules filles rigoureusement
identiques a la molécule de départ .Cette réplication s’effectue selon un modele
semi conservateur : chaque brin parental engendre son complémentaire.

Pour éviter une dégénérescence rapide, le contenu informatif doit étre
parfaitement conservé au cours du temps .Or deux phénomenes sont susceptibles
de I’altérer :

*la non fidélité de la réplication ;

*les agressions physiques (rayonnements cosmiques, radioactivité et
ultraviolets) et les agressions chimiques (molécules réactives et radicaux libres).
Le maintien de I’intégrité de I’information face a ces éléments perturbateurs est
obtenu grace a un ensemble de systemes protéiques qui a tout moment assurent
la réparation de I’ADN lésé.

L’ensemble des structures et superstructures de I’ADN étant de nature
hélicoidale, toute lecture ou duplication de I’information contenue dans I’ADN

pose des problemes topologiques.
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1. Lieu d’étude :

Notre étude s’est déroulée au laboratoire de recherche sur le paludisme de la
Faculté de Médecine de pharmacie et d’Odontostomatologie de Bamako.

Il fut créé dans le cadre de la collaboration entre la FMPOS et I’ Institut National
de Santé des Etats Unis d’ Amerique.

Ce laboratoire a une vocation de recherche sur le paludisme.

2. Période d’étude :

Cette etude se déroulera de Janvier a Septembre 2005.

3._Type d’etude : C’est une etude comparative entre I’électrophorése et la PCR

(Polymerase Chain Reaction) apres extraction de I’ADN par le méthanol ou le
QIAGEN dans le diagnostic de la drépanocytose.

4. Echantillonnage:

Ce travail a été fait en collaboration avec les centres de Références et la
CMIE—ZONE.

L'ensemble de ces sujets nous ont eté réféerés a partir de ces centres apres
diagnostic établit de la drépanocytose par electrophorese de I’hémoglobine.

Par ce procédé un total de 42 sujets a été retenu.

4. Techniques de laboratoire :

Il existe plusieurs techniques d’extraction de I’ADN, mais nous nous
intéresseront a deux d’entre elle :

- L’extraction de I’ ADN par le méthanol

- L’extraction de I’ADN par le QIAGENF.



4.1. Technique d’extraction d’ADN par le méthanol :

a) Principe :
C’est une technique rapide et efficace qui consiste a extraire I’ADN a chaud par

I’eau apres fixation des grosses molécules par le méthanol .

b) Matériels et Solvants_utilisés

Materiels :

- Ciseaux

- Tubes1.5ml

- Gants

- Mouchoir

- Plaques chauffantes
- Thermometre

- Portoirs

- Vortex

- Pipettes

-  Embouts
.Solvants :
- Eau

- Meéthanol

¢) Mode opératoire :

- Deécouper les spots de confettis imbibés de sang a I’aide de ciseaux et les
introduire dans les tubes Eppendorf de 1,5 ml (3 a 6 morceaux).
- Ajouter 100 a 150 pl du methanol (les confettis découpes doivent étre

imbibés de méthanol).



- Recouvrir les tubes avec du papier hygienique et laisser a la température
ambiante du laboratoire jusqu'a I’évaporation totale du méthanol (environ
24h).

- Ajouter 150 a 200 pl de I’eau distillée et chauffer entre 95°-100°c pendant 15
minutes, agiter vigoureusement au vortex toutes les 5 minutes.

- Conserver I’ADN a -20°c.

4.2. Technique d’extraction de I’ADN par le Kit OlAamp (QOIAGEN) :

a) Principe :
La technique consiste a cristalliser I’ADN préalablement libérer par hémolyse de

200 pl de sang preélevé sur EDTA suivi du lavage puis de I’élution de I’ADN

ainsi cristallisé par des solutions appropriées.

b) Matériels et réactifs :

Materiels :

- plaques chauffantes
- Thermometre

- Tube 1,5ml

- Agitateur

- Gants

- Ciseaux

- Centrifugeuse

- Pipette

.Réactifs :
- Kit QlAamp

¢) Mode opératoire :




Les spots de confettis imbibés de sang sont découpés a I’aide de ciseaux et

introduits dans les tubes Eppendorf de 1,5 ml :

Ajouter 180 ul de Buffer ATL, incuber a 80°c pendant 10 minutes,

centrifuger

Ajouter 20ul de protéinase K, mélanger a I’aide d’un agitateur, incuber a
56°c pendant 1 heure ensuite centrifuger brievement pour faire descendre le

liquide sur la paroi du tube.

Ajouter 200 pl de Buffer ALT, agiter a I’aide d’un agitateur et incuber a 70°c
pendant 10 minutes, centrifuger. Cette étape correspond a la lyse des

hématies

Ajouter 200 pl d’éthanol ( 96-100%) , agiter et centrifuger brievement ;
transférer tout le contenu du tube de 1,5 ml dans la colonne munie de filtre ,
bien fermer la colonne et centrifuger a 8000 tours par minute pendant une

minute.

Placer la colonne tube de 2 ml (fourni) et jeter contenant le filtrat.

Ajouter 500 pl de Buffer AW1 dilué avec de I’éthanol (19 ml de Buffer AW1

plus 30 ml de I’éthanol) dans la colonne

Centrifuger a 8000 tours par minute pendant une minute ensuite éliminer le

tube contenant le filtrat. Placer le tube QAIGEN dans un autre tube de 2 ml



- Ajouter 500 pl de Buffer AW2 dilué avec de I’éthanol (13 ml de Buffer AW2

plus 30 ml de I’éthanol) dans la colonne

- Centrifuger a 1400 tours par minute pendant 3 minutes . Eliminer le tube

contenant le filtrat et placer le tube QIAGEN dans un autre tube de 1,5 ml.

Ajouter 150 ul de Buffer AE dans la colonne et incuber a la température
ambiante de la salle pendant une minute, centrifuger a 8000 tours par minute et a
de I’ADN qui doit étre conserve a —20° c.

4.3.Technique de I’électrophorese sur Acétate de cellulose :

Cet examen permet de séparer les différentes fractions de 1’hémoglobine et de

détecter les hémoglobinoses.

a) Principe :
Il consiste a faire migrer un hémolyséat sur une plaque d’acétate de cellulose a
pH alcalin .Les différentes fractions de I’hémoglobine migrent plus ou moins

rapidement en fonction de leur poids moléculaire et de leur charge électrique.

b) Matériels et Réactifs utilisés :
- Tampon tris EDTA borate

- Plaque d’acétate de cellulose

- Eau distillée

- Cuves a électrophorése HELENA

- Générateur de courant

- Papiers pour ponts

- Papiers buvards pour éliminer I’exces de tampon
- Applicateur

- Plaques d’alignement

- Micropipette



- Acide acétique dilué a 5%
- Rouge ponceau

- Methanol

- Clear Aid

- Intégrateur

- Controle AFSC

- Microtube a hémolyse

- Centrifugeuse, Bacs de coloration, Ratelier

c¢) Echantillon :

Les échantillons sont prélevés sur anticoagulant et peuvent étre gardés au frais

pendant plusieurs jours.

d) Mode opératoire

- Préparation de la plaque de acétate de cellulose :

Pour ce faire remplir le bac de migration avec le tampon tris EDTA borate ou
supre-heme. Sur la face lisse de la plaque, marquer le haut avec le marqueur qui
indiquera le début de la migration. S’assurer que le nombre de plague est
suffisant pour les échantillons a traiter. Déposer les plaques sur le ratelier et

plonger les doucement dans le bac pendant 30 mn.

- Préparation de la chambre de migration :

Verser 50 ml de tampon dans chacun des deux compartiments extérieurs de la

chambre.



Appliquer les bandes de papier buvards sur les bords internes des compartiments
contenant le tampon pour former un pont sur les bords des compartiments vides
en évitant de former des bulles d’air entre la paroi et la bande humide.

Prendre soin de recouvrir le bac pour éviter I’évaporation du tampon.

- Préparation de I’échantillon, Application et migration :

Préparer I’hémolysat en ajoutant de I’eau distillée au culot de globules rouges
dans une proportion de 1 goutte d’eau distillée pour 10% d’hématocrite.

A I’aide d’une micropipette Helema, déposer 5 ul de I’hémolysat sur la plagque a
microtitration. Cette plaque doit comporter un témoin AFSC 5LABO Helena.
Retirer la plaque d’acétate de cellulose de la solution tampon, la sécher entre
deux papiers buvards et la déposer sur le support (la partie lisse contre le
support).

Déposer les hémolysats sur la plague d’acetate de cellulose a I’aide d’un
applicateur.

Mettre la plaque d’acétate de cellulose dans la chambre de migration, la face
recouverte de cellulose étant dirigée vers le bas.

Appliquer une différence de potentiel de 350 volts a partir d’un générateur

pendant 25 mn.

- Coloration de la plague :

A la fin de la migration, retirer la plague de la chambre et plonger la dans le
rouge ponceau pendant 5 mn. Laver la plaque par trempages successifs pendant
3 mn dans trois bacs contenant chacun une solution d’acétate a 5%. Plonger la
plague dans une solution transparisante pendant 10 mn, sécher la plaque dans
une étuve a 56°c pendant 10 mn..
La solution de transparisation est composée :

Acide acétique glacial 70 ml

Méthanol 30 ml



Clair Aid 4 ml

- Résultats et interprétation :

L’évaluation qualitative est visuelle, la plague de migration est inspectée et
on détermine la présence ou non d’hemoglobines anormales :

L’hémoglobine S migre a mi-distance entre I’hémoglobine A2 et Al

Les hémoglobine D, G et P présentent la méme migration életrophorétique
que I’hémoglobine S.

La présence d’hémoglobine S permet de poser le diagnostic de la
drépanocytose hétérozygote si elle est retrouvée en méme temps que
I’hémoglobine Al,ou homozygote si elle n’est pas associée a une bande
d’hémoglobine Al.

Les hémoglobines C et E migrent comme I’hémoglobine A2.

L’hémoglobine F migre entre I’hémoglobine Al et S.

L’évaluation quantitative est faite par le densitométre et le calculateur qui
donne le pourcentage des différentes fractions d’hémoglobine.

Un test d’Emmel sera effectué chez tous les sujets A+S et SS dans le but de
ne pas confondre les autres migrants au méme niveau que S.

De méme un frottis mince sera aussi fait pour la recherche de cellules cibles

chez tous sujets A+C et CC.






4.4. PCR : Polymerase Chain Reaction

PCR nichée : Méthode de digestion

a) Principe :

Le principe consiste a faire le diagnostic de la mutation ponctuelle au niveau du
gene de la drépanocytose par une nichée. Au cours de cette technique, le produit
issu d’une premiére PCR est de nouveau amplifié a I’aide d’un second couple
d’amorce, qui s’hybride a une partie interne (nichée) de la séquence amplifiée

ud’hybridation, elles se positionnent en face de leurs séquence complémentaire
respectives. Puis en faisant agir une ADN Polymerase (Taq Polymerase), chaque
amorce est allongée dans le sens 5’------ 3’ d’une séquence exactement

complémentaire du brin recopié.

- Matériel :

Ciseaux

Gants stériles

Tubes de 0.5ml, 1.5ml,15 ml et de 50 ml
Pipettes de 2ul, 10 ul, 20ul, 200ul, 1000ul
Embouts de 2ul, 10ul, 20ul, 200ul, 1000l
Agitateur

Chronometre congelateur Box de conservation
Marqueur indélébile

Cuve pour migration, cuve pour gel, peignes pour gel
Chambre a PCR

Scotch pour papier

Bics, Balance pese produit, Erlenmeyer

Racks pour les tubes



Thermocycler

Appareil photo UV

Film Polaroid

Centrifugeuse paraffine

Mouchoir

- Réactifs

Agarose ultra pure GIBCO BRL

Bromure d’Ethidium (Sodium)

Amorces :

Premiere amplification : A2 : GTCTTCTGGGTCAGGGAT
B2 : GGAGAAAGCTCTCTCTCC

Deuxieme amplification : NA4 : CCTGTTCCCTCTGCCACA
NB4 : GGGGGTCTCAAGAAGTAC

DNTP : Desoxy nucléotide triphosphate

10 X PCR-Buffer

50 Mm chlorure de magnésium

Taq Polymerase

Eau dé ionisée

Préalable : porter des gants stériles et nettoyer I’aire de travail ainsi que les

pipettes avec de I’alcool a 90%.

Premiere amplification

Identifier les tubes nécessaires pour la réaction PCR envisagée.

Ensuite, préparer la mixture (melange réactionnel) en fonction du nombre total

D’échantillons a traiter.



Préparation du MIX de la premiére amplification
40.7 pl

pour un volume final de

Composants Concentrations finales Volume/ réaction en pl
H20 315

10X PCR Buffer 5

50Mm MgCL 2 1.5

100Mm dNTP 10Mm 1

Amorces (A2+b2) 1

Taq Polymerase 0,2

Total 40,7

- Repartir dans chaque tube 40,7 pl de MIX.

- Ajouter 2,5ul d’ADN dans chaque tube correspondant au numéro d’ADN

- Placer les tubes bien fermés dans le thermocycler pour la premiére

amplification en utilisant le programme ci-dessous
- Dénaturation initiale a 90°c pendant 2 minutes
- Puis 45 cycles de :
Dénaturation a 94°c pendant 30 secondes
Hybridation a 60°c pendant 30 secondes
Extension a 72°c pendant 1 minute
Extension finale a 72°c pendant 4 minutes

Conservation a +4°c pendant un temps indéterminé




- Sortir les tubes et les garder au réfrigerateur a 4°c.
Deuxieme amplification

- Identifier les tubes pour la deuxiéme en reportant les numéros précédents.

- Préparer le MIX pour la deuxieme amplification en fonction du nombre
d’échantillon a traiter.

Préparation du MIX

Composants Concentrations finales Volume/réaction en pl
H20 315

10X PCR Buffer 5

50mM MgCL2 1,5

100mM dNTP 10mM 1

Amorces (NA4/NB4) 1

Taq polymerase 0,2

Total 40,7

- Repartir dans chaque tube 40,7 pul de MIX
- Ajouter 1 pl du produit de la premiére amplification dans chaque tube
correspondant.
- Placer les tubes dans le thermo cycler pour la 2°™ amplification suivant le
programme ci-apres.
Dénaturation initiale a 94°c pendant 3 minutes
Dénaturation a 94°c pendant 30 secondes
Hybridation a 60°c pendant 30 secondes
. Extension a 74°c pendant 45 secondes
35 cycles
Extension finale a 74°c pendant 5 minutes

Conservation a 4°c pendant une durée illimitée.




FIGURE : schéma de la méthode PCR (polymerase Chain reaction)



5. Comparaison entre I’électrophorése et la technigue moléculaire :

Lorsqu’ on essaye de comparer I’électrophorése de I’hémoglobine et la P.C.R, il
n’apparait aucune différence dans le diagnostic de la drépanocytose pour les
échantillons traités.

Mais sur le plan co(t la P.C.R semble étre plus économique, mais du fait de la
commercialisation limitée du matériel et réactif, cette technique parait

sophistiquée.
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V. RESULTATS :

a)Tableau 1 : Répartition des sujets en fonction de I’age et le sexe.

Age
0ab5ans 5a10ans + de 10 ans Total
Sexe
Masculin 15 6 4 25
Féminin 8 3 6 17
Total 23 9 10 42

* La répartition des sujets en fonction des tranches d’adge montrait que la

majorité était agée de moins de 11ans.
* Quand a la distribution par sexe 60 % était de sexe masculin.




b) Tableau 2 : Repartition des sujets en fonction de I’ethnie.

| SEXE
E

Masculin Féminin
thnie
9 9
Peuls
7 3
Dogons
3 2
Sarakolé
4 1
Bozo
1 2
Bambara
25 17
Total

Les peuls étaient majoritairement représentés, suivi des Dogons. Les Bambara

étaient les moins représenté avec une fréquence de 7%.




c)Tableau 3 : Résultats comparés des deux techniques.

Techniques
Electrophorese PCR
Age
0Oab5ans 23 23
9 9
5a10ans
10 10
+ de 10 ans
TOTAL 42 42

Quelque soit la tranche d’age considérée, on observait une corrélation entre les
deux techniques utilisées




Tableau 4 :

Montre la répartition des sujets en fonction du génotype.

Etat Homozygote Hétérozygote Total
Sexe
Sujets de
0alOans
1(2,3%0) 25(59,5%) 26
Sujets de plus de 16
10 ans 0(0%0) 16(38,1%)
Total 1(2,3%) 41(97,7%) 42

La répartition des sujets en fonction du génotype montrait que 97,7 % des sujets

étaient hétérozygote contre 2,3% d’homozygote.
L’ensemble des sujets homozygotes avait un age compris entre 0 et 10 ans.
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Notre travail s’integre dans le cadre d’une étude comparative de deux
techniques de diagnostic de la drépanocytose conduite au centre de recherche
sur le paludisme de la Faculté de Médecine de Pharmacie et
d’Odontostomatologie (F.M.P.O.S). Elle vise a mieux comprendre le diagnostic

de la drépanocytose. L’étude s’est déeroulée de Janvier a Septembre 2005.

Toutefois, les effectifs étudiés au cours de cette étude sont encore faibles pour
porter un jugement sur concordance des deux techniques utilisées.

C’est pourquoi nous voudrions considérer les resultats présentés ici comme des
résultats préliminaires.

Durant notre étude 42 échantillons venant de sujets drépanocytaires ont été
traités par les techniques de I’électrophorése et celle de la PCR.

Parmi ces 42 sujets, seulement un seul cas était homozygote contre 41 cas de
sujets heterozygotes. L’homozygotie était retrouvee dans la tranche d’age de 0-5
ans ; ceci s’expliquerait par le fait que les homozygotes vivent rarement au-dela
de 10 ans.

La majorité des sujets inclus avait un 4ge comprit entre 2 ans et 10 ans avec une
moyenne d’age de 5,76 + 3,82 ans. Ceci pourrait s’expliquer par une
susceptibilitée beaucoup plus grande de cette tranche d’age a développer les

manifestations cliniques de la drépanocytose.

L’ensemble des échantillons traités a I’électrophorése s’est confirmeé par la
technigque moléculaire. Nous n’avons observé aucune différence entre ces deux

techniques quant au diagnostic de la drépanocytose.

Ces résultats obtenus nous amenent a conclure que I’électrophorése de
I’hémoglobine demeure valable dans le diagnostic de la drépanocytose malgre

les avances techniques de la biologie moléculaire.



VIl / concLUSION



Depuis les travaux princeps d’Allison, le diagnostic de la drépanocytose

reposait sur le test d’Emmel et I’électrophorése de I’hémoglobine.

Du fait de la migration d’autres types d’hémoglobines a la méme position que
I’Hb S telles que I’Hb D, G et P, I’électrophorese de I’hémoglobine semble de
nos jours étre non spécifique pour le diagnostic de la dréepanocytose.

Cependant elle demeure I’outil précieux pour le diagnostic médical de routine.

La biologie moléculaire caractérisée par une matérialisation de la pathologie par
I’étude du gene parait de nos jours le diagnostique de référence de la
drépanocytose et de toutes les anomalies génétiques.

C’est dans ce cadre que s’inscrit notre étude .Malgré ces constats, la biologie
moléculaire nécessite un équipement, qui fait que sa réalisation est beaucoup

plus colteuse que celle de I’électrophorese.



VIll/ RECOMMANDATIONS



Au terme de ce travail, nous recommandons :
» Une continuation du diagnostic de la drépanocytose par I’électrophorése

de I’hémoglobine.

> Effectuer une étude similaire dans d’autres laboratoires sur un

échantillonnage beaucoup plus grand..

» Une vulgarisation du depistage de la drépanocytose par la technique

moléculaire PCR (Réaction de Polymérisation en chaine).
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