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INTRODUCTION 



INTRODUCTION 

Des progrés considérables ont été réalisés ces 15 

derniéres années en Biologie Moléculaire. Ainsi, grtce A de 

nouvelles techniques, plusieurs génes ont pu @tre 

localisés, clonés, puis séquencés. Des gènes responsables 

de la synthése de protéines intervenant dans la coagulation 

ont ét6 séquencés, parmi ceux-ci, le géne du facteur VIII, 

le géne du facteur I X  et, plus récemment, le géne du 

facteur Willebrand. Ces facteurs, et donc les génes 

correspondants, sont impliqués dans les trois maladies 

hémorragiques héréditaires les plus fréquentes : la maladie 

de Willebrand, l'hémophilie A (gène du facteur VIII) et 

l'hémophilie B (géne du facteur IX). 

L e  diagnostic de ces maladies reposait uniquement, 

pendant de nombre,~rrs années, sur les dosages fonctionnels 

ou immunologiquer d r  ces facteurs. La caractérisation 

directe (anomalie gCnCtique) ou indirecte (par des 

polymorphismes de longueur de fragment de restriction : 

RFLPs) du géne responsable de la maladie chez un malade 

permet d'étudier la transmission de ce géne anormal au sein 

d'une famille. De plus, la caractérisation des anomalies 

génétiques permet indirectement de préciser les relations 

existant entre la structure et la fonction hémostatique de 



ces facteurs. En outre, grace aux techniques de biologie 

moléculaire, du facteur VI11 recombinant est maintenant 

produit par génie génétique et des essais thérapeutiques 

chez l'homme sont en cours. 

Dans ce mémoire nous présenterons tout d'abord 

une étude bibliographique concernant principalement les 

génes des facteurs VI11 (FVIII), I X  (FIX) et Willebrand 

(vWF). Puis, aprés avoir exposé les techniques développées 

dans le laboratoire pour effectuer nos travaux, et 

particuliérement la PCR, nous présenterons et discuterons 

les résultats obtenus dans les deux axes de recherche 

suivants : 

- études familiales des hémophilies et de la 

maladie de Willebrand. 

- caractérisation des anomalies génétiques 

responsables de ces maladies. 

Une partie de ce travail a été rapportée dans 6 

mémoires insérés dans la partie "résultats" de cette thPse. 

Certains sont déja publiés (1,2) ou acceptés pour 

publication (3,4,6). 

1 MERCIER B, GAUCHER C, FEUGEAS O, MAZURIER C. Direct PCR 

from whole blood, whithout DNA extraction. Nucleic Acids 

Research, 18, 5908, 1990. P 56 



2 MERCIER B, GAUCHER C, MAZURIER C. An Msp 1 polymorphism 

i n  t h e  vWF gene. N u c l e i c  Ac ids Research, 18, 7467, 1990. 

P 86 

3 GAUCHER C, JORIEUX S, MERCIER B, OUFKIR D, MAZURIER C. 

The "Normandy" v a r i a n t  o f  von W i l l e b r a n d ' s  d isease : 

c h a r a c t e r i z a t i o n  o f  a p o i n t  muta t ion  i n  t h e  von Wi l leb rand  

f a c t o r  gene. Blood, 1991, sous presse. p 118 A 134 

4 MERCIER B, GAUCHER C, MAZURIER C. D e t e c t i o n  o f  t he  Taq 1 

polymorphism o f  t h e  f a c t o r  I X  gene by PCR. Thrombosis 

Research, sous presse. p 67 A 68 

5 MERCIER B, GAUCHER C, MQZURIER C. A m u l t i - a l l e l i c  

polymorphism o f  t h e  von Wi l l eb rand  f a c t o r  gene de tec ted  by 

PCR : c h a r a c t e r i z a t i o n  o f  94 a l l e l e s  i n  101 u n r e l a t e d  

i n d i v i d u a l s .  Nuc le i c  Ac ids  Research, soumis. p 95 A 96 

6 MERCIER B, GAUCHER C, MAZURIER C. Improvement i n  the  

a n a l y s i s  o f  the  B c l  1 polymorphism o f  t he  f a c t o r  VI11 gene 

by PCR : i n t r o d u c t i o n  o f  a constant  B c l  1 s i t e  i n  one o f  

t h e  p r imers  as c o n t r o l  o f  d i g e s t i o n .  Thrombosis Research, 

soumis. p 60 62 





A - RAPPEL SUR L A  PHYSIOLOGIE D E  L'HENOSTASE 

Le terme hémostase regroupe lei différents 

mécanismes qui assurent la prévention des saignements 

spontanes et l0arr@t des hémorragies en cas de rupture de 

la continuité de la paroi endothéliale vasculaire. 

Bien que les mécanismes trés complexes 

aboutissant A l'arr0t des hémorraqies soient trPs 

fortement imbriqués, il est convenu de distinguer les 

phases suivantes : 

1 - Hémostase   rima ire : 

C'est l'ensemble des phénoménes responsables de 

la formation d'un thrombus plaquettaire dans la brPche 

vasculaire. Elle met en jeu le vaisseau, les plaquettes et 

un facteur plasmatique essentiel : le facteur Willebrand. 

Déclenchée par une lésion vasculaire, elle entrafne une 

vasoconstriction réflexe. La mise A nu des structures sous- 

endothéliales dans la lésion déclenche l'adhésion puis 

l'agrégation des plaquettes. L'agrégation des plaquettes 

s'accompagne d'un changement de leur morphologie et de la 

libération d'un certain nombre de substances contenues dans 

des granules intraplaquettaires (@DP, sérotonine,...). 



2 - Coaoulation 

Induite par le contact du sang avec le sous- 

endothélium ou des substances libérées par lésion des 

tissus (facteur tissulaire), la coagulation intervient pour 

consolider le thrombus plaquettaire et réaliser une 

hémostase définitive. La coagulation, constituée d'une 

série de réactions enzymatiques en cascade (Fiq. i, p. 71, 

se déroule en trois étapes : production de prothrombinase, 

thrombinoformation et fibrinoformation. La formation de 

prothrombinase s e  fait selon deux voies : l'une est dite 

extrinséque ou "exogéne" car elle fait appel A un facteur 

étranger au sang : le facteur tissulaire, l'autre est 

appelée "intrinséque" ou "endogéne" car elle ne nécessite 

que le concours de facteurs plasmatiques et plaquettaires. 

3 - Fibrinolyse 

La fibrinolyse physiologique intervient ensuite 

pour assurer la reperméabilisation du vaisseau, en 

dégradant le caillot de fibrine grace A la formation de la 

plasmine régulée par des activateurs et inhibiteurs de la 

transformation du plasminogéne en plasmine. 

Parmi les maladies hémorragiques constitutionnelles 

dQes A un déficit quantitatif ou qualitatif d'un facteur de 

coagulation, nous nous sommes attachés aux plus fréquentes: 

la maladie de Willebrand, l'hémophilie A et l'hémophilie B. 



VOlE INTRIWEOUE 

f U C E i X S  MREGEES ÇLiFfKT VOlE O(TRINSE0UE 

fibrine insoluble 

Figure 1 : Schbma de la coagulation 
O . Zymogène. 0 Enzyme 0 protéines CO-facteur des réactions enzymatiques 
(représentees sous forme inactive), ophospholipides. KHPM: kininogène 
de haut poids moléculaire, PK: prékallikréine. K: kallikréine, FT: facteur tissulaire. 
Les mécanismes de contrôle rétro-actif et les interférences 
entre systPmes intrinséque , extrinséque et hémostase 
primaire sont indiqués en pointillés. 



B - L'HEMOPHILIE A 

L'hémophilie A est dQe A un déficit héréditaire 

du facteur VI11 (FVIII) qui intervient dans la voie 

intrinséque d e  la coagulation sanguine. L'incidence d e  

l'hémophilie A est estimée dans le monde A 1 pour 5 000 

garçons. 

Souvent suspectée sur d e s  manifestations 

cliniques spécifiques (hémorragies articulaires...) et s u r  

une histoire hémorragique familiale évoquant une affection 

récessive liée au sexe, cette pathologie est diagnostiquée 

sur les critéres phénotypiques suivants : 

1 - DIAGNOSTIC BIOLOGIQUE 

L' hémophilie est envisagée en présence d'un 

allongement d u  temps de coagulation et du temps d e  

céphaline activé. La maladie est confirmée par le dosage 

d e  l'activité coagulante du facteur VI11 ( F  VII1:C) 

L'hémophilie A existe s o u s  trois formes cliniques 

selon l'activité résiduelle du F VII1:C : 

1 les formes sévéres : 

F VII1:C < 1% 

t les formes modérées : 

1% < F VII1:C < 5% 

* les formes mineures : 

5% < F VII1:C < 20% 

L'activité des facteurs d e  coagulation est mesurée 

par rapport A un pool d e  plasmas citratés normaux qui 

contient par définition 100 unités / dl ( 1  U / ml) ou 100% 

d e  chacun des facteurs. 



On trouve dans le plasma d'environ 5 A 20% des 

hémophiles une protéine F VI11 anormale, détectée par des 

techniques immunologiques F V I I I : g ,  n'ayant Pas 

d'activité biologique mais possédant certains déterminants 

antigéniques du facteur VI11 normal. Ces hémophiles sont 

dit A + ou CRM + ("Cross Reacting Material"). 

Environ 15% des hémophiles majeurs s'immunisent contre 

le FVIII aprés injections de sang ou de concentrés 

plasmatiques, on dit qu'ils ont un anticoagulant détecté 

par son activité inhibitrice vis 21 vis du F VII1:C. 

I I  - LE FACTEUR VI11 

1 - Biosynthése : 

Bien que la principale source de FVIII 

plasmatique soit le foie (12,42,137), 1'ARN messager du 

facteur VI11 a été mis en évidence au niveau de nombreux 

tissu4 : rate, reins, nodules lymphatiques, pancréas, 

muscles, placenta (143). 

La purification du facteur VI11 humain a permis 

de déterminer une partie de la séquence d'acides aminés de 

la molécule. La séquence nucléotidique a été déterminée 

grace au clonage du géne du FVIII (45,133). La protéine, 

composée de 2351 acides aminés, posséde une séquence signal 

hydrophobe de 19 acides aminés. Plusieurs domaines ont été 

identifiés : la chafne lourde est constituée des domaines 

- 2  la chafne légére des domaines A3-Cl-C2 (Fig. 2, p. 

11). Elles sont séparées par un domaine unique (acides 



aminés 717-1648) appelé domaine B qui n'a que 14 % 

d'homologie avec le domaine B du facteur V. Les trois 

domaines A présentent 30 % d'homologie de séquence entre 

eux et avec la céruloplasmine, protéine de transport du 

cuivre sérique, et 40 % d'homologie avec les 3 domaines A 

du facteur V. Les domaines C du FVIII montrent 20 % 

d'homologie entre eux et avec la discoPdine, une lectine de 

Dictyostelium. Cette homologie suggére que les domaines C 

correspondraient au site de fixation des phospholipides. 

2 - Fonction : 

Dans le plasma, A l'état normal, le FVIII est lié 

au facteur Willebrand sous forme d'un complexe non covalent 

appelé FVIII/vWF. L e  vWF transporte le FVIII et le 

positionne A la surface des plaquettes au site de la 

lésion. Une fois placé sur les plaquettes, le FVIII séparé 

du vWF forme un complexe avec le FIX activé, le FX, les 

phospholipides de surface et l'ion calcium. Ce complexe est 

responsable de l'activation du facteur X en facteur X 

activé (Fig. 1, p. 7). En l'absence du FVIII, l'activation 

du FX -> FX activé s e  fait beaucoup plus lentement. 

a - Schéma de l'activation du FVIII par la 

thrombine. (voir Fig. 2, p. 11 et Fig. 3, p. 12) 

Le facteur VIII, synthétisé sous forme d'un 

polypeptide précurseur de 2351 acides aminés, circule sous 

forme d'une série d'hétérodiméres formés d'une charne 

légére de 80 kDa et d'une chafne plus lourde variable, de 

90 A 200 kDa. L'activation commencerait par un processus d e  



protéolyse dQ A la thrombine ou au facteur X activé 

entrainant le clivage de l'arginine 740 de la charne de 

poids moléculaire variable pour donner une chafne lourde 

uniforme de 90 kDa correspondant aux domaines Al-A2. Elle 

est suivie par deux clivages successifs, 1 'un au 

niveau de l'arginine 

Fig. 2 : schéma de l'activation du facteur V I 1 1  par la 
thrombine. 

372,740,1689 indique les numéros des acides aminés 
où se situent les sites de clivage par la thrombine 

372, A la jonction de la premiere région acide et du second 

domaine A donnant des fragments de 50 kDa et 43 kDa ; 

l'autre au niveau de l'arginine 1689 dans la charne légére 

de 80 kDa, A la jonction du deuxiéme domaine acide et du 

domaine A 3 ,  donnant un fragment de 73 kDa (28,132,110) 

(Fig. 3, p. 12). L e  domaine B, clivé durant l'activation, 

n e  semble pas avoir de rôle dans la coagulation plasmatique 
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Figure 3 :  Modble d'activation et d'inactivation du facteur Vil1 
D'après Pittman et Kauf fman (1988) 



b - Inactivation du facteur VI11 

L'inactivation du F VI11 semble rtbsulter du 

clivage par le facteur X activé ou la protéine C activée 

(PCA) au niveau d e  l'arginine 336 du fragment de 50 kDa 

entre le domaine A1 et la premibre région acide, qui donne 

un fragment d e  45 kDa (Fig. 3, p. 12) (110). 

I I I  - HEREDITE DE L'HEMOPHILIE 4 
L e  géne du FVIII étant situé sur le chromosome X,  la 

transmission d e  cette maladie est liée au sexe et est de 

type récessive. 

1 - Transmission : 
Les garçons hémophiles ont hérité du chromosome X 

morbide de leur m&re et du chromosome Y du père. Leurs 

méres sont dites "conductrices" puisqu'elles ont un 

chromosome X normal et un chromosome X morbide, sauf dans 

le cas d e  néomutations. 

Lorsque un homme est hémophile, tous ses 

garçons sont normaux et toutes ses filles sont 

obligatoirement conductrices. 

Les filles d'une femme conductrice sont soit 

normales, soit conductrices selon qu'elles héritent du 

chromosome sain ou du chromosome morbide d e  leur mère. 

2 - Définition des conductrices : 
Les conductrices d'hémophilie sont classées en 

deux groupes : 



- l e s  conductr ices o b l i g a t o i r e s  q u i  sont : 

f l e s  f i l l e s  d'hémophiles. 

f l e s  mères d 'au moins deux enfants  hémophiles. 

f l e s  méres d'un enfant  hémophile apparentées h 

des hémophiles du co té  maternel. 

- l e s  conductr ices p o t e n t i e l l e s ,  q u i  sont : 

f l e s  soeurs d'hémophiles. 

f l e s  f i l l e s  de conductr ices. 

f l e s  femmes apparentées I des hémophiles du 

co té  maternel mais q u i  n ' o n t  pas d 'en fan t  hémophile. 

4 l e s  mères d'un seu l  en fan t  hémophile sans 

antécédents fami l i aux  (cas d 'hémophi l ie  sporadique). 

3 - L ' h é m o ~ h i l i e  sporadipue : 

E l l e  es t  d é f i n i e  dans l e s  f a m i l l e s  oh un seul  

membre es t  a t t e i n t .  Il peut s ' a g i r  : 

f s o i t  d 'une mutat ion q u i  e s t  res tée  s i l enc ieuse  

pendant p l us i eu r s  générat ions ( l e  géne anormal n ' & t a n t  

transmis A aucun garçon).  

4 s o i t  d 'une mutat ion " de novo " : 

Cet te  mutat ion peut s ' @ t r e  p rodu i te  : 

- dans l ' o v u l e  fécondé dont e s t  i s s u  

l 'hémophi le,  dans ce cas l e s  au t res  en fants  seront  normaux. 

- dans l ' o v u l e  fécondé dont e s t  i ssue l a  

mére de l 'hémophi le,  c e l l e - c i  e s t  a l o r s  conductr ice.  

Ces mutat ions "de novo" représentent  env i ron  

30 % des cas d 'hémophi l ie  A (37).  



4 - Cas de mosaPsme 

De rares  cas de mosaYsme on t  é t é  déc r i t s .  11 

s ' a g i t  en f a i t  d'une mutat ion q u i  s ' e s t  p rodu i t e  t r & s  t 8 t  

durant  l e  développement de l'embryon. Dans ce cas une mére 

de deux enfants  hémophiles, sans antécédants fami l iaux ,  

n ' e s t  pas conductr ice o b l i g a t o i r e .  En e f f e t ,  dans l e  cas de 

mosaYsme des c e l l u l e s  germinales l e s  ovules forment une 

popu la t ion  de p lus ieu rs  type de c e l l u l e s  dont l a  m a j o r i t é  

sont  normales mais dont ce r ta ines  peuvent @ t r e  morbides. 

5 - C ' h é m o ~ h i l i e  féminine : 

Dans des cas t r é s  rares,  l ' hémoph i l i e  peut 

s 'observer  chez une femme. Il s ' a g i t  a l o r s  : 

t de femmes n 'ayant  qu'un seu l  chromosome X 

(syndrome de Turner ) ,  c e l u i - c i  é tan t  morbide. 

t de femmes homozygotes pour l e  chromosomc 

anormal ( cas de mariage consanguin ou de mariage en t re  

f a m i l l e s  d'hémophiles 1 .  

t de femmes dont l e  chromosome X normal e s t  

complètement i n a c t i v é  (phénoméne de Lyon isa t ion  extreme) 

(82) 

I V  - DIQGNOSTIC GENOTYPIQUE 

Le clonage des génes du fac teu r  VI11 (45,133) e t  l a  

c a r a c t & r i s a t i o n  de marqueurs génétiques l i é s  A ce géne ont  

rendu poss ib le  l e  dépistage génotypique de l ' hémoph i l i e  A 

chez l e s  conductr ices, mais auss i  chez l e  foetus.  Deux 

types de méthodes peuvent @ t r e  u t i l i s é s  r 

. 



t méthodes directes : 

Elles reposent sur la détection de l'anomalie 

génétique responsable de l'hémophilie, mais ne sont 

utilisables que dans les rares cas oQ cette anomalie a pu 

@tre caractérisée. 

1 méthodes indirectes : 

Elles consistent en l'analyse de Polymorphismes 

de Longueurs de Fragments de Restriction, ou RFLPs, situés 

soit dans le géne (intragPnique), soit h proximité du géne 

(extragenique). 

Une variation de séquence h un endroit donné de 

l'NIN est appelée polymorphisme si elle respecte les régles 

suivantes : 

- elle doit @tre transmise selon les lois de Mendel. 
- elle ne doit jamais étre responsable d'une maladie. 

Un polymorphisme peut gtre bi-allélique ou multi- 

allélique. L'informativité, ou probabilité d'hdtérozygotie, 

d'un polymorphisme dépend du nombre d'alleles : 

t pour un polymorphisme bi-allélique : 

L'informativité ( i )  est maximale (50%) 

lorsque les deux alleles ont la m&me fréquence (50%). 

Lorsque les deux alléles n'ont pas la m@me fréquence, on 

peut calculer cette informativité d'aprés la formule : 

( a + b ) 2 = l  loi de Hardy Weinberg 

d'oQ : i = 2 ab = 1 - ( a2 +b2 ) 

i = informativité = fréquence des hét&rozygotes 

a et b = fréquences de chaque alléle. 



t pour un polymorphisme m u l t i - a l l e l i q u e  t 

La fréquence des hétérozygotes e s t  a l o r s  

ca lcu lée  selon l a  formule : 

( a  + b  + c  +...+ n  1 2  = 1 

1 - Le aéne du fac teu r  VI11 

Le géne du F V I I I ,  l o c a l i s é  sur  l e  bras long du 

chromosome X ,  en p o s i t i o n  q28 (F ig .  4, p. 181, a  une 

longueur de 186 kb s o i t  0 , l  % du chromosome X (45,133). Les 

séquences codantes sont  r é p a r t i e s  en 26 exons dont l a  

t a i l l e  v a r i e  de 69 pb A 262 pb, A l ' e xcep t i on  des exons 14 

e t  26 q u i  f o n t  3 e t  2 kb respectivement (F ig .  5, p. 19) .  Le 

r e s t e  du géne, 177 kb, e s t  cons t i t ué  de séquences non 

codantes : 25 i n t r o n s  de t a i l l e  t r é s  inéga les  (da 200 pb A 

32 kb ) .  

Le géne du F V I I I  e s t  t r a n s c r i t  en un ARN 

messager de 9 kb (45,133) dont l e  s i t e  d ' i n i t i a t i o n  e s t  

s i t u é  en p o s i t i o n  -170. La séquence 3 '  non codante comprend 

1805 nuc léo t ides .  

L'homologrc de séquence en t r e  l e  F V I I I ,  l e  FU 

e t  l a  céruloplasmine suggére que ces génes dé r i ven t  d 'un  

géne ancest ra l  commun. 



P 

y m m e  de Menkes 

Syndrome UAlporl 

Syndiome X-fragile 

ImPneni i r  fngmmP (IPz) 
Dysaa~hir musu$airs UEmsy-Dreifuss 
Parantégr spuowr 1148 au sexe 
D i r a  nsipdr ndphrogéniquo 

Myopamr myoarbuiain 

Figure 4 : Carte des locus morbides du chromosome X 

(d'après J.C. Kaplan et M. Delpech,1989. ) 



O 50 1 O0 150 200 Kb 
I 1 I I I 

23456 78910111213 14 15 8 22 232425 26 Exons I"] P .  
1 

, 1 1 1  I I I  9 1 1 1 1  1 3 '  

\ /' : 
I . 

\ /!" 
1 .  

, , , / 14 \ 5 ,  , , , , , , ' 

1 :  

\ 1 /' 
\, 1 3 6 0 11 13 22 24 2~ 

.' 1 '  AAAA I " " " " '  

Figure 5 : Structure respectives des gènes. du messager et de la protéine 
facteur VIII; homologie avec la céruloplasmine 
(d'après JC. Kaplan et M. Delpech . 1989.) 



2 - P o l ~ m o r ~ h i s m e s  : 

a - Polymorphismes intragéniques 

Jusqu'h présent 5 polymorphismes intragéniques, 

tous bi-alléliques, ont été décrits(1es chiffres indiquent 

la fréquence de chaque alléle dans une population de type 

Caucasienne) : 

- polymorphisme Bcl 1, intron 1 0  : 0,21/0,79 (46) 

- polymorphisme Xba 1, intron 22 : 0,41/0,59(142) 

- polymorphisme Bq1 1, intron 2 5  : 0,20/0,80 ( 2 )  

- polymorphisme Hind I I I ,  intron 1 9  : 0,70/0,30 (1) 

- polymorphisme Msp 1 ,  en 3' non codant 0,32/0,68(152) 

Les polymorphismes Bcl 1 et Xba 1 sont les plus 

couramment utilisés en routine : ils permettent la 

détection de 60 h 70 % des conductrices. L'intéret des 

polymorphismes Bgl 1 et Hind I I I  est limité car ils sont en 

déséquilibre de liaison avec le polymorphisme Bcl 1. 

b - Polymorphismes extragéniques 

Deux polymorphismes extragéniques ont été 

décrits. Le premier, situé au locus DXS52 et révélé par la 

sonde ST 14 (1031, est trés polymorphe avec sa structure de 

"VNTR" (variable number tandem repeat). Le deuxiéme situé 

au locus DXS15 est bi-allélique (54). Ces polymorphismes 

sont situées en 3' du gène, avec un risque de recombinaison 

estimé entre 2 et 5 %. C e  risque correspond A la 

probabilité d e  recombinaison entre le gène du FVIII et le 

polymorphisme étudié. Par définition, cette probabilité est 

de 1 % pour une distance de 1 CM. Une recombinaison située 



entre le polymorphisme extragénique et le géne Btudié peut 

entrainer, si elle n'est pas décelée, une erreur de 

diagnostic lors d'une étude familiale. 

3 - Anomalies du aéne du FVIII 

La grande taille du géne du FVIII constitue un 

obstacle A son séquençage systdmatique chez tous les 

hémophiles A en vue d' identifier l'anomalie responsable de 

la maladie. Néanmoins, des délétions et des mutations 

ponctuelles ont été caractérisées, le plus souvent par la 

technique de Southern (121) et plus récemment par P.C.R. . 

a - Délétions ou insertions 8 

L e  tableau 1 page 22 montre la localisation 

et la taille des délétions identifiées chez des hémophiles 

sévéres et chez un hémophile modéré (148). Un certain 

nombre d'insertions dans le géne du facteur VI11 ont aussi 

é t P  caractérisées (37). 

b - Mutations ponctuelles : 

La majorité des mutations ponctuelles ont été 

détectées en utilisant l'enzyme de restriction Taq 1 dont 

le site de reconnaissance TCGA contient un dinucléotide 

CpG. Ce dinucléotide, apparemment A haut risque, "point 

chaud", de mutation est appelé "hot spot" (6,20,124b). En 

effet lorsque celui-ci est méthylé, toute désamination 

ultérieure de la cytosine méthylée transforme celle-ci en 

thymine, transition non reconnue par les systémes de 

réparation de l'ADN. Ainsi, par exemple, le codon CGA 



Tableau 1 : Délétions identifiées sur le géne du FVIII. 

Exons 
délétés 

11-19 
23-25 
26 
23-26 
1-26 
1-22 
6 
14 
24-25 
23-25 
22 
26 
3 
7-10 
26 
14 
15-18 
1 
2-3 
2-13 
4-25 
7-14 
26 
15-18 
14 
14 
1-5 
26 
14 
14 
6 
6 
5-6 
1-26 
7-22 
19-21 
3-5 
14-21 
1-6 
5-13 

Taille 
( k b )  

60 
39 
22 - 
210 
127 
7 
2.5 
17 
16-25 
5.5 
>2 
1.7-2 
15-20 

2.3-3 
13 
>2 
9-12 
60 
>133 
40-56 
4 
15 
2-5 
12-14 
>35 

6 
2.5 
10 
3-6 

2.5-10 
210 
110 
4.7 
11.5 
50 
>55 
57 

Inhibiteur 

+ 
+ 
- 
+ 
- 
+ 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
+ 
- 
? 
+ 
- 
- 
+ 
- 
- 
- 
+ 
- 
+ 
- 
- 
+ 
? - 
- 
- 
+ 
+ 
+ 
- 
+ 
+ 
+ 

R é f  

3 
46 
II 

23 
15 
79 
148 

Il 

II 

18 

II 

II 

56 
Io 

II 

II 

7 
153 

Il 

11 

II 

II 

II 

57 
II 

II 

Il 

10 
95 
145 
77 
Il 

II 

16 
II 

93 
II 

Il 

II 

II 



codant pour l'arginine est transformé en codon stop TGA ou 

en codon CAA codant pour la glutamine selon que la mutation 

se produit sur le brin codant ou sur le brin non codant 

(Fig. 6, p. 24). Les diverses mutations identifiées A ce 

jour ont été répertoriées dans différents articles 

(2,37,38,76,124b, 144). 

C - L'HEMOPHILIE B 

L'hémophilie B est dQe A un déficit héréditaire 

du facteur I X  (FIX) qui intervient également dans la voie 

intrinséque de la coagulation sanguine (Fig. 1, p. 7). 

L'incidence de l'hémophilie B est estimée dans le monde A 1 

pour 30 000 garçons. 

1 - DIAGNOSTIC BIOLOGIQUE 

Les manifestations cliniques sont les memes que celles 

décrites pour l'hémophilie A. La maladie est confirmée par 

le dosage de l'activité coagulante du facteur I X  (F1X:C). 

Dans l'hémophilie B on distingue également trois 

formes, sévére ( F I X  <l%), modérée (1% < F1X:C < 5%) et 

mineure (5% < F 1 X : C  < 20%), selon l'activité résiduelle du 

F1X:C 

On trouve également dans le plasma de certains 

hémophiles B une protéine FIX anormale, detectée par des 

techniques immunologiques (F1X:ag). Cette protéine n'a pas 

d'activité biologique mais posséde certains déterminants 
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antigénique5 du FIX normal. Ces hémophiles sont dit B + 

ou CRM +. 

Environ 3% d'hémophiles B s'immunisent contre le FIX 

aprés injections répétées de sang ou de concentrés 

plasmatiques, on dit qu'ils ont un anticoagulant détecté 

par son activité inhibitrice vis A vis du F1X:C. 

I I  - LE FaCTEUR I X  

L e  facteur I X  est une glycoprotéine plasmatique de 415 

acides aminés. Le FIX peut @tre activé par les voies 

intrinséques (protéolyse par le FXI activé) ou par la voie 

extrinséque (protéolyse par le FVII activé) (Fig. 1, p. 7). 

tors de l'activation du FIX, la protéine est clivbe en 

une chafne légére de 145 acides aminés et une chafne lourde 

de 235 acides aminés restant reliées entre elles par des 

ponts di-sulfure. Le FIX activé permet l'activation du FX 

en présence de calcium, de phospholipides et du FVIII 

activé comme cofacteurs. Plusieurs domaines ont été 

localisés sur le FIX (38b) (Fig. 7, p. 26) : 

domaine "gla" : il contient 1 2  acides carboxy- 

glutamique. Ces acides aminés sont impliqués dans la 

fixation au calcium nécessaire pour son activité 

coagulante. 

$ domaines EGF : le FIX présente 2 domaines 

contigus de type "Epidermial Growth Factor". Ce type de 

domaine, retrouvé dans d'autres facteurs de coagulation 

(FVII, FX, FXII et protéine C), pourrait @tre implique dans 

l'interaction du facteur I X  avec la surface cellulaire. 





t domaine AP ("activation peptide") : domaine 

dont la libération est nécessaire pour l'activation du FIX. 

Le clivage a lieu au niveau des liaisons : 4rg 145 - Ala 
146 et Arg 180 - Val 181. 

t domaine catalytique : il contient le domaine 

"serine protéase" appelé ainsi car il supporte l'activité 

endoprotéasique, ayant une sérine dans son site actif, 

s'exerçant sur le FX. 

I I I  - HEREDITE 

La transmission de l'hémophilie B est identique 

à celle décrite pour l'hémophilie A (pages 13 A 15). 

IV - DIAGNOSTIC GENOTYPIQUE 
1 - Le qéne du facteur I X  

Le géne du FIX, d' une longueur d'environ 34 k b  

(147), est locallsé sur le bras long du chromosome X,  en 

position centromérlque (q27) par rapport au géne du FVIII 

(Fig. 4, p. 18). Les séquences codantes sont réparties en 8 

exons de tailles inCgrles, de 25 pb A 546 pb (Fig. 7, p. 

26). La séquence complete du géne a été déterminée (147). 

L'ARN messager, c r , * ~ ? ~ c ? r n t  2802 nucléotides, code pour une 

protéine de 415 a r ~ d c s  aminés. La séquence 3' non traduite 

comprend 1415 nucleotldes. 

2 - Polymorphismes 

a - Polymorphismes intragéniques 

Plusieurs polymorphismes intragéniques bi- 

alléliques ont été décrits (les chiffres indiquent la 



fréquence de chaque a l l é l e  dans une populat ion 

Caucasienne 1 : 

polymorphisme Dde 1, i n t r o n  a  : 0,24/0,76 

polymorphisme Taq 1, i n t r o n  d  : 0,65/0,35 

polymorphisme Xmn 1, i n t r o n  c : 0,71/0,29 

polymorphisme Msp 1, i n t r o n  d  : 0,22/0,78 

polymorphisme Mn1 1, exon f : 0,36/0,64 

polymorphisme BamHI, i n t r o n  c : 0,87/0,13* 

polymorphisme Nsp 1 ,  t 0,20/0,80 

# : popu la t ion  de type No i re  Américaine 

de type 

b  - Polymorphisme extraqknique 

Un polymorphisme extragénique s i t u é  A 8  kb 

en 3 '  du géne du fac teu r  I X  a  é t é  d é c r i t  (141) .  Ce 

polymorphisme e s t  révélé,  aprés a m p l i f i c a t i o n  enzymatique, 

par d i ges t i on  par l 'endonucléase de r e s t r i c t i o n  Hha 1. Les 

auteurs est iment  que l e  r i sque  de recombinaison e n t r e  ce 

polymorphisme e t  l e  géne du fac teu r  I X  e s t  nég l igeab le  

( i n f é r i e u r  A 0 , l  % ) .  Un second polymorphisme extragénique 

b i - a l l é l i q u e ,  détecté par l'enzyme Sst 1, s i t u é  au locus 

DXS99, a  é t é  d é c r i t  (97 ) .  E n f i n  2  au t res  polymorphismes 

s i t u é s  aux l o c i  DXS98 e t  DXS100 ont  é t é  rappor tés 

(12b,136). 

3 - Anomalies du ~ é n e  du fac teu r  I X  

La t a i l l e  re la t i vement  peu importante de l a  

séquence codante du géne du FIX permet son séquençage. De 

nombreuses équipes on t  a i n s i  ca rac té r i sé  d iverses anomalies 



(mutations ponctuelles, déletions, insertions) responsables 

de la maladie chez de nombreux patients. 

a - délétions ou insertions 
Les délétions ou insertions identifiées b ce 

jour ont toutes été répertoriées dans deux articles parus 

en 1990 (41,131). 

b - mutations ponctuelles 
L'ensemble des mutations identifiées sont 

répertoriées (41), mais quelques mutations ont &té décrites 

depuis la parution de cet article (69,70,118,129). Ainsi, 

plus de 270 anomalies du géne du facteur I X  ont été jusqu'A 

présent caractérisées. 

D - LA MALODIE DE WILLEBROND 

La fréquence des anomalies du vWF est d'environ 

1 1 0 0  1 1 3 ) .  Bien que de nombreuses formes mineures de la 

maladie de Willebrand ne soient pas symptomatiques c'est 

cependant la maladie hémorragique constitutionnelle la plus 

fréquente. Les formes sévéres de la maladie sont néanmoins 

rares, leur fréquence est d'environ 0,16/10' en France(86). 

1 - DIAGNOSTIC BIOLOGIQUE 

Les patients atteints de maladie de Willebrand 

(vWD) sont classés en trois types selon les résultats de 

certaines analyses biologiques (voir tableau 2 page 30). 

La fréquence relative de chacun de ces types est 

variable: type 1 : 70 A 6 5  X 

type I I  : 10 b 20 X 

type I I 1  : < 10 % 



Tableau 2 : Classification de la maladie de Willebrand 
( H P M  : pourcentage de formes de poids moléculaires élévés) 

Caractéristique du 
vWF plasmatique 

Temps de saignement 

Agrégation A la 
ristocétine 

vWF : F1g 

vWF : RCo 

F VII1:C 

Tableau 3 : Caractéristiques des sous-types 114, IIB et IIC 
( I P M  : formes de poids moléculaires intermédiaires) 

* 

Type 1 

anomalie 
quantitative 

P 
I 
O 

I 
h 
!, 
N 

N 

Etude 
électro- 
phorétique 

sous-ty pe 

vWF : RCo 

Etude 
électro- 
phorétique 
du vWF 

agrégation 
a la 

ristocétine 

transmission 

% HPM 

unité 
multi- 
mérique 

Type II  

anomal ie 
qualitative 

i" 
ou r 

O 

$ou N 

&ou N 

&ou N 

L 
variable 
selon le 
sous- ty pe 

I I  A 

\ 
pas ce  f o r m e s  
H P M  e? I P V  du 
vWF p ; a a n a * i q u e  
et p . a .  .rB*?aare 

I 
dominan te 

Type I I I  

absen ce 

/" 
O 

O 

O 

< 10 U/dl 
- 

- 

I I  B 

\ ou N 
pas de forme 
HPM du vWF 
plasmatique 

vWF 
plaquettalre 
normal 

/' 
( A  faible 
dose) 

dominan te 

1 

I I  C 

\ 
pas de formes 
H P M  du vWF 
plasmatique et 
plaquettaire. 
augmentation 
du protomére. 
diminution des 
"sous-bandes" . 

'b 

récessive 



Le type I I  qui regroupe les malades, appelés 

variants de vWD, caractérisés par des anomalies 

qualitatives du vWF est lui-m@me subdivisé en sous-types 

(de A A H l ;  les caractéristiques des sous-types IIA, IIB et 

IIC, les mieux définis, sont décrites dans le tableau 3, 

page 30. 

I I  - TRANSMISSION 

Le géne du vWF étant situé sur un autosome, le 

chromosome 12, la maladie de Willebrand, contrairement aux 

hémophilies, affecte les hommes et les femmes. La 

transmission autosomale de la maladie peut @tre soit de 

type dominant (types 1, I I 4  et IIB), soit de type récessif 

(types IIC et III). 

I I I  - LE FACTEUR WILLEBRAND 

1 - Biosynthése 

Des techniques immunologiques combinées avec la 

microscopie électronique ont démontré la présence et la 

synthése du vWF par les cellules endothéliales (65) et par 

les mégacaryocytes (99,123). 

Le précurseur initial de 2813 acides aminés 

(pré-pro-vWF) est rapidement dimérisé, aprés la perte 

du peptide signal de 22 acides aminés, par création 

de ponts di-sulfure reliant les deux pro-polypeptides 

dans la région C- terminale pour former un dimPre de 

masse 500-700 kDa (35). Les différentes étapes de la 

maturation du vWF commencent au niveau du -réticulum 



endoplasmique (début de la glycosylation et de la 

sulfatation de la molécule). Les diméres passent ensuite 

dans l'appareil de Golgi oû la qlycosylation s e  poursuit, 

en m@me temps que se produit le clivage d'un grand 

polypeptide de 741 acides aminés du ceté N-terminal (31). 

L e  propeptide libéré, retrouvé dans les granules des 

plaquettes (1191, est sécrété comme protéine A part entidre 

(84) et correspond au vW:AgII déjA décrit ( 9 6 ) .  Ses 

fonctions en tant que protéine plasmatique ou plaquettaire 

restent inconnues (92b). Aprés ce clivage, la sous-unit& 

mature du vWF est constituée de 2050 acides aminés. Les 

diméres s'unissent ensuite par l'intermédiaire de ponts di- 

sulfure du côté N terminal pour former une population de 

multiméres d e  tailles variables ( 3 5 )  que l'on retrouve dans 

le plasma (de 0,5.106 A 20.10' kDa) et dans les granules a 

des plaquettes (de 0,5.106 A plus de 20.10' kDa). Le vWF 

est également présent dans le sous-endothélium, au niveau 

des artéres et des veines, mais sa distribution est 

varia6ie d'un vaisseau h l'autre et se modifie au cours de 

l'age (146). 

2 - RBle 
Le vWF intervient dans le phénoméne d'adhésion des 

plaquettes au sous-endothélium et participe A la 

constitution du thrombus plaquettaire sur les lieux où 

s'est constituée une lésion de l'endothélium vasculaire. De 

plus, le vWF sert de protéine porteuse au FVIII, ce qui 

implique sa participation dans la coagulation plasmatique. 



De nombreuses études ont permis de définir 

différents domaines localisés sur la sous-unité du vWF 

mature (Fig. 8, p. 34) : 2 domaines de liaison au collaqéne 

(acides aminés n o  542-622, 948-9981, 2 domaines de liaison 

A l'héparine (acides aminés n o  1-272, 449-7261, 1 domaine 

d'interaction avec le facteur VI11 (acides aminés n o  1- 

272), 1 domaine de liaison A la GPIb (acides aminés n o  449- 

728), 1 domaine de liaison A la GPIIb/IIIa incluant la 

séquence RGDS (acides aminés 1744 -1747 : Arg-Gly-Asp-Ser). 

3 - Interaction avec le facteur VIII 
Le FVIII et le vWF circulent dans le plasma sous 

forme d'un complexe non covalent calcium - dépendant appelé 

FVIII/vWF. L'interaction avec le vWF protége le FVIII de 

l'action de protéases plasmatique, stabilisant l'activité 

du FVIII (58,138). Ces propriétés expliquent l'existence 

d'un déficit en FVIII dans la maladie de Willebrand. 

Le site principal du vWF permettant la fixation du 

facteur VI11 se situe dans les 272 premiers acides aminés 

du vWF mature (33,34). Des études immunologiques ont montré 

que deux anticorps monoclonaux dirigés contre le vWF 

pouvaient inhiber la fixation du FVIII : Ac 418 (127) et Ac 

W5-6A (5b). L'épitope de l'anticorps 418 est situé sur un 

fragment correspondant aux acides aminés 1 A 106 (109) 

alors que l'épitope de l'anticorps W5-6A est une séquence 

correspondant aux acides aminés 78 A 96 (5b). Un second 

site d'interaction avec le facteur VIII serait situé du 

ceté C terminal de la molécule, dans le domaine D4, mais sa 

localisation précise reste encore inconnue (70b). 
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I V  - DIAGNOSTIC GENOTYPIQUE 

1 - Le ~ é n e  du f ac teu r  Wi l lebrand 

Le géne du vWF (F ig .  9, p. Sb), d'une longueur 

d 'env i ron  178 kb, es t  l o c a l i s é  sur  l e  bras cou r t  du 

chromosome 12, dans l a  rég ion  12p12 12pter  (44,135). Les 

séquences codantes sont r é p a r t i e s  en 52 exons de t a i l l e  

t r é s  i néga le  (de 40 A 1379 pb : exon 28) .  La séquence de 

ces exons n ' a  é t é  pub l i ée  que t r é s  récemment ( 85 ) .  Une 

rég ion  homologue A l a  rég ion  cen t ra l e  du géne, 

correspondant aux exons 23 A 34 codant pour l e s  acides 

aminés n o  990-1947, a  é t é  mise en &vidence sur  l e  

chromosome 22 (104,85b,113b). Ce pseudogéne d i f f é r e  

seulement d 'env i ron  3 % de l a  séquence du géne du vWF. 

Quatre domaines (A,B,C,D) répétés de 2 A 5 f o i s  

cons t i t uen t  p lus  de 90 % du géne du vWF (F ig .  9, p. 36) .  

Les domaines A, cons t i t ués  d 'env i ron  220 ac ides aminés, 

présentent  des homologies avec ce r ta ines  régions du 

f ac teu r  B e t  du fac teur  C2a du complément, de l ' aco l l agéne  

type V I  e t  des sous-unités a  des récepteurs Mac-1, p150-95 

e t  LFA-1. Les domaines C semblent homologues A cer ta ines  

séquences de l a  thrombospondine e t  des a  pro-col lagéne 

types 1  e t  III (85) .  

L'ARN messager du vWF comprend env i ron  8,B kb e t  

code pour une p ro té ine  de 2813 acides aminés (pré-pro-vWF). 

Le s i t e  d ' i n i t i a t i o n  de t r a n s c r i p t i o n  e s t  s i t u 6  245 

nuc léo t ides  en amont du codon correspondant A l a  Met 

i n i t i a l e  du pré-pro-vWF (4b,85). Le s i t e  d ' a d d i t i o n  du poly 

A e s t  s i t u é  A 136 nuc léo t ides  en aval  de l a  f i n  de l a  

séquence codan te .  
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2 - Pol~mor~hismes 
L'analyse du gène du vWF dans le cadre d'études 

familiales et de diagnostic anténatal &tait limitée 

jusqu'en 1989 car les polymorphismes connus, tous bi- 

alléliques, étaient peu informatifs ( les chiffres 

indiquent la fréquence de chaque allPle dans une population 

de type Caucasienne) : 

1986 polymorphisme Xba 1 

1986 polymorphisme Barn HI 

1987 polymorphisme Xba 1 

1987 polymorphisme Sac 1 

1987 polymorphisme Rsa 1 

1987 polymorphismes Taq 1 

1988 polymorphisme Taq 1 

1989 polymorphismes Taq 1 

1989 polymorphisme Eco RI 

1989 polymorphisme Eco RI 

1989 polymorphismes Taq 1 

Depuis, plusieurs polymorphismes ont été décrits, 

notamment un polymorphisme multi-allèlique de type VNTR 

dans l'intron 40 : 

1990 polymorphismes Stu 1 



1990 polymorphisme Rsa 1  0,35/0,65 (73 

1990 polymorphisme Kpn 1  0,56/0,44 i 25) 

1990 polymorphisme i n t r o n  40 VNTR (107) 

1990 polymorphisme i n t r o n  40 VNTR (111 

De p lus,  de nouveaux polymorphismes ont  é t é  

d é c r i t s  dans l ' a r t i c l e  ind iquant  l a  séquence des exons 

( 85 ) .  

3 - Anomalies du périe du vWF 

La grande t a i l l e  du géne du vWF (env i ron  178 kb) 

é t a n t  un obs tac le  A son séquençage chez l e s  pa t ien ts ,  peu 

de mutations ont ,  A ce jour ,  é t é  i d e n t i f i é e s  ( tab leau 5 

page 39).  Par contre,  p l us i eu r s  dé l é t i ons  on t  é t é  

caractér isées chez des malades de type III ayant développé, 

s u i t e  au t ra i tement  s u b s t i t u t i f ,  un i n h i b i t e u r  du vWF 

( tab leau ci-dessous) . 

Tableau 4 : dé lé t i ons  caractér isées chez des malades de 
type III 

- : non préc isé  

DELETION 

complete 

> 110 kb 

> 110 kb 

2,3 k b  

F V I I 1 : A g  

< 3  

- 

- 

5 

vWF:Ag 

< 1 

- 
- 

< 1 

r e f  

101 

125 

125 

108 



Tableau 5 : muta t ions  ponc tue l l es  i d e n t i f i é e s  s u r  l e  géne 
du f a c t e u r  Wi l leb rand  
La numérota t ion des AA correspond A c e l l e  de l a  
p r o t é i n e  mature 

a  : Ces muta t ions  o n t  é t é  annoncées au X I I h m œ  congrés de 
l a  Soc ié té  I n t e r n a t i o n a l e  de Thrombose e t  Hémostase, A Tokyo, 
en 1989, dans des résumés, par Vink e t  a l .  "The molecu lar  
d e f e c t  i n  von Wi l leb rand  d isease type  I I b  p a t i e n t " .  VINK T,  DE 
GROOT PG, FEDERICI AB, MANNUCCI PM, SIXMA JJ. 

b  : Ces muta t ions  o n t  é t é  annoncées au X I I I h m œ  congrés de 
l a  s o c i é t é  Américaine d 'hémato log ie  A Boston, en décembre 1990, 
mais n ' o n t  pas, A ce j o u r  é t é  pub l i ées  : 

"The molecu lar  d e f e c t  i n  t ype  I I B  von WI l leb rand  d isease 
(vWD) : i d e n t i f i c a t i o n  o f  two p o t e n t i a l  missense muta t ions  
w i t h i n  t h e  p u t a t i v e  GPIb b i n d i n g  domain". COONEY KA, NICHOLS 
WC, BRUCK ME, BOWIE EJW, SHAPIRO A, GRALNICK HR, GINSBURG D. 

"Evidence f o r  a  p o i n t  muta t ion  i n  t h e  GPIb b i n d i n g  domain 
o f  von W i l l e b r a n d ' s  d isease  (vWD)". MURRAY EW, GILES fiR, 
LILLICRAP D. 

De p lus ,  Lyons e t  a l .  o n t  annoncé dans un résumé, au 
congrPs de l a  Soc ié té  Américaine d 'Hématologie en 1989, l a  
c a r a c t é r i s a t i o n  de 5 muta t ions  faux-sens chez des v a r i a n t s  de 
t ype  II A. Ces muta t ions  n ' o n t  pas, A ce j o u r  é t é  pub l iées .  

"Molecu lar  b a s i s  o f  t y p e  I I A  von W i l l eb rand  d isease (vWD).  
LYONS S, BRUCK ME, BOWIE EJW, MONTGOMERY RR, GILL JC, YANG AY, 
GINSBURG D. 



MCSTERIELS ET METHODES 



1 MATERIELS ET METHODES 1 

A - EXTRACTION D'ADN ET D'ARN : 

1 - EXTRACTION MANUELLE D'ADN : 

Dans cette méthode, aprés lavage et lyse des 

cellules, les protéines sont précipitées en présence de 

NaCl, puis l'ADN est précipité en présence de NaCl et 

d'éthanol (94). Cette technique d'extraction a été 

décrite pour de petits échantillons de sang (94). Nous 

l'avons adaptée pour l'extraction A partir de 5ml de 

sang. 

I I  - EXTRACTION AUTOMATISEE : 

L'extraction manuelle d' ADN nécessitant de 

nombreuses manipulations des échantillons, elle présente 

deux inconvénients importants : 

- le risque d'inversion des échantillons lors 
de leurs manipulations 

- le risque de contamination de l'échantillon 

par un autre ADN 

Dans un cadre diagnostique, ces risques 

doivent @tre particuliérement évités. Pour ce faire, un 

systéme d'extraction automatisée a été mis en place dans 

le laboratoire. L'automate utilisé est le "NUCLEIC ACID 

EXTRACTOR, mode1 340 A" (Applied Biosystems), qui permet 

l'extraction d'ADN, sans manipulation préalable, a partir 



de différents échantillons tels que sang total, 

cellules, villosités choriales... Cet appareil permet 

aussi l'extraction d'ARN A partir des différents 

échantillons cités ci-dessus. 

1 - extraction d'ADN 

L'extraction est réalisée sur un échantillon d e  

5ml de sang selon le protocole préconisé par Applied 

Biosystems. 

2 - extraction d'ARN 

Un échantillon de 100 ml de sang est prélevé sur 

anticoagulant ACD. A partir de 95 ml d'échantillon on 

sépare, par centrifugation, un "Plasma Riche en 

Plaquettes". Aprés une 2éme centrifugation, le culot de 

plaquettes est remis en suspension dans les 5 ml de sang 

conservés. L'extraction est alors réalisée selon le 

protocole préconisé par le fabricant de l'extracteur. 

Cette technique nous permet d'enrichir l'échantillon en 

ARN plaquettaire, donc, particuliérement en ARN du vWF. 

B - " POLYMERASE CHAIN REACTION " (P.C.R.) OU 
AMPLIFICATION ENZYMATIQUE : 

1 - GENERALITES : 

L e  principe de cette technique, décrite en 1985 

(1141, est d'augmenter la quantité d'une séquence 

spécifique d'acides nucléiques que l'on veut analyser. 

L'amplification enzymatique ou " Polymerase 

Chain Reaction " (P.C.R.), consiste en une réplication 



spécifique d'une courte séquence d'ADN, initiée par deux 

oligonucléotides de synthèse : les amorces ou "primers". 

La réaction est cyclique, chaque cycle permettant de 

répliquer la séquence cible et donc de doubler en 

théorie la quantité d'ADN amplifié (Fig. 10, p. 44). 

Un cycle est composé de 3 étapes, réalisées 

A différentes températures: 

- dénaturation de l'ADN matrice 

- hybridation des amorces 

- synthése enzymatique 
Aprés n cycles on obtient un facteur d'amplification 

de 2"-(n-1), ainsi pour 30 cycles on obtient un facteur 

théorique de IO9 environ. 

L'utilisation d'une ADN polymérase thermostable, le 

plus souvent isolée A partir d'une archéobactérie 

thermorésistante : Thermus aquaticus (19,1151, a permis 

d' " automatiser " cette réaction, puisqu'il n'est plus 

nécessaire d' ajouter de l'enzyme aprés chaque étape de 

dénaturation. 

1 1  - L1MITE.C; it, Lk P.C.R. : 

La P.C.R. est une méthode efficace, spécifique et 

sensible. Néammolos elle présente certains inconvénients: 

f 1 1  est nécessaire d e  connaftre la 

séquence de la région que l'on veut étudier afin de 

choisir des amorces spécifiques. 

t sa grande sensibilité (une seule 

molécule d'ADN suffit pour obtenir une amplification) est 

également l'une de ses principales limites : en 
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effet, la plus petite contamination par un ADN &tranger 

entrainera une réaction faussement positive. Pour réduire 

au maximum ce risque il est nécessaire de prendre 

différentes précautions : 

1 - dans le cadre des études r8alisées 

au C.R.T.S., chaque étape de la P.C.R. (extraction d'ADN, 

préparation du mélange réactionnel, amplification, 

analyse des produits d'amplification) se fait dans des 

salles séparées. Chaque piéce, en surpression et ventilée 

en permanence par de l'air stérile, possède son propre 

circuit de ventilation. 

2 - les tubes contenant le mélange réactionnel 

sont exposés pendant 5 min aux U.V. afin de détruire 

un éventuel ADN contaminant (118). 

3 - toutes les pipettes utilisées sont A 

"déplacement positif". 

4 - tous les réactifs sont aliquotés. 

I I I  - OPTIMISATION : 

De nombreux facteurs peuvent influencer le 

résultat de la réaction de P.C.R.. Parmi ceux-ci 

certains ont particuliérement retenu notre attention : 

- le choix des "amorces" 

- la qualité des "amorces" 

- la température de dénaturation 

1 - choix des "amorces" : 
La spécificité des amorces étant directement 

responsable de la qualité de l'amplification, leur choix 



doit s e  faire selon des régles bien précises. Nous avons 

appliqué les rPgles suivantes : 

f respecter u n e  taille minimale : 20 mers 

f essayer d'avoir un pourcentage d e  GC 

supérieur A 50%. S i  l'amorce s'hybride sur une région 

riche en AT, augmenter s a  taille. 

t éviter, s i  possible, les répétitions d'une 

m@me base (maximum 4 )  qui sont une cause d e  

mésappariement. 

* éviter dans tous les cas les séquences poly G 
A cause des difficultés d e  synthése d e  l'amorce. 

f éviter , si possible , les sites d e  

restrictions, les palindromes pouvant @tre la cause d e  

mésappariements. 

f faire un "test d'hybridation" d e  chaque 

amorce sur elle-m@me e t  d e  l'amorce 1 sur l'amorce 2. 

Le s  régles définies sont les memes pour ces deux 

tests d'hybridation : 

t hybridation sur l'une des extrémités 3': 

un maximum d e  5 liaisons hydrogénes est accepté (rappel : 

liaison AT = 2 liaisons hydrogéne, liaison GC = 3 

liaisons hydrogène). 

* hybridation A l'intérieur d e  l'amorce : 

un maximum d e  5 nucléotides appariés sera accepté, sauf 

dans le cas d e  la présence d'un site d e  restriction. 

Un programme informatique développé au C.R .T .S .  

d e  Lille par Olivier FEUGEAS permet d e  visualiser 

toutes les hybridations possibles (Fig. 11, p. 47) .  



5 ' 3'  
T G G A T C T A G C T A G T C T G C T T T A G C  

X  X  X  X  X  X  
X  X  X  X  X  

X  X  X  X  X  X  X X X  
X  X  X  X  
X  X  X  X  
X  X  X  X  

X  X  X  X  X X  
X  X  X  X  X  

X  X  X  X  
X  X  X  X  X  X  

X  X  X  X  
X  X  X  X  X  

X  X  X  X  X  X  X  X  X  
X  X  X  X  

X  X  X  X  X  X 
X  X  X  X  X  

X  X  X  X  X  X  X  X  X  
X  X  X  X  

X  X  X  X  X  X  
X  X  X  X  

X  X  X  X  X  X  X X  X  
X  X  X  X  X  
X  X  X  X  X  

X  X  X  X  

Fig 11 : exemple d e  test d'"hybridation" d'une amorce sur elle 
m@me 

cette amorce est refusée pour 4 raisons : 

a : hybridation d e  2 nucléotides (6 liaisons 
hydrogéne) aux deux extrémités 3' d e  l'amorce 

b : hybridation d e  4 nucléotides (10 liaisons 
hydrogéne) A l'extrémité 3' d e  l'amorce 

c : hybridation d e  6 nucléotides séparés par 
2 "mis-match" A l'extrémité 3' de  l'amorce 

d : hybridation d e  8 nucléotides A l'intérieur 
d e  l'amorce 



2 - taualité des "amorces" : 

La qualité des amorces est trés importante, 

particuliérement lorsque les amorces utilisées dans la 

P.C.R. sont utilisées pour le séquençage du fragment 

amplifié. L'analyse des amorces sur gel d'acrylamide A 

20 % permet de vérifier, aprés coloration au bromure 

d'éthidium, que l'on ne visualise que l'amorce de taille 

spécifique, sans oligonucléotides de tail les 

intermédiaires. 

Les amorces utilisés ont, pour la majorité 

d'entre eux , été synthétisées sur un " PCR MATE ", 
modéle 391 (Applied Biosystems). La séquence des amorces 

utilisées est indiquée en annexe A la fin de ce mémoire. 

3 - température de dénaturation 

Une des étapes les plus importantes de la 

P.C.R. est la dénaturation de l'ADN . Lors des premiers 
cycles la température doit @tre au moins de 94 ' C dans 

le milieu réactionnel . Une température inférieure ne 

permettrait pas une dénaturation compléte de l'ADN 

génomique , en particulier des séquences riches en GC. 

I V  - CONDITIONS DE P.C.R. : 

10 pl de tampon 10 X (100 mM Tris-HC1 pH : 8,O; 

500 mM KC1; 15 mM MgCl=; 1 mg/ml gélatine) 

10 pl de dNTP 2 mM (Pharmacial 

50 pM de amorce 1 

50 pM de amorce 2 

Hz0 qsp 100 pl 



0,3 A 0 , 5  pg ADN 

dénaturation initiale : 5 min A 94°C 

addition de 1 A 2 unité de Taq polymérase 

( Amersham ) 

30 cycles : 1 min. A 94 " C, 1 min. A 55 ' C, 

2 min. h 72 " C 

Une aliquote (10 1 est analysde par 

électrophorése en gel d'agarose A 2 % ou en gel 

d'acrylamide A 8 % ou 12 % selon la taille des fragments 

h analyser. 

V - CONDITIONS SPECIALES DE P.C.R. r 

L'amplification de certains fragments a 

nécessité la mise au point de modification de la 

température d'hybridation des amorces. Dans le premier 

cas, polymorphisme Bcl 1 du FVIII, les conditions 

standard de P.C.R. ne permettent pas l'amplification du 

fragment spécifique, probablement A cause d'une absence 

d'hybridation des amorces. Par contre dans le deuxiéme 

cas, polymorphisme de l'intron 40 du vWF, nous avons 

observé, dans les conditions standard de P.C.R., la 

présence de fragments ampl if iés non spécifiques 

probablement dQs h une hybridation non spécifique des 

amorces. Les conditions optimisées sont les suivantes : 

Pour l'étude du polymorphisme Bcl 1 du FVIII : 

f hybridation A 50 'C au lieu de 55 OC 

t 40 cycles d'amplification au lieu de 30 



Pour l ' é t u d e  du polymorphisme de l ' i n t r o n  40 du 

vWF : f hyb r i da t i on  A 60 " C  au l i e u  de 55 OC 

f synthése pendant 1 min au l i e u  de 2 min 

Pour l ' a m p l i f i c a t i o n  simple b r i n ,  l'ADN e s t  

a m p l i f i é  dans un premier temps selon l e s  cond i t ions  

d é c r i t e s  précedemment puis ,  aprés p u r i f i c a t i o n  du 

fragment amp l i f i é ,  une deuxiéme P.C.R. e s t  r éa l i sée  en 

présence d 'un seul  pr imer  a f i n  de syn thé t i se r  du simple 

b r i n .  

V I  - P.C.R. A PARTIR D'ARN : 

Aprés e x t r a c t i o n  de 1'ARN , une premiére étape 

de t r a n s c r i p t i o n  inverse  permet d ' o b t e n i r  un ADN 

complémentaire (ADNc) s imple b r i n .  Un a l i q u o t  de ce t  ADNc 

e s t  a jou té  dans l e s  tubes d ' a m p l i f i c a t i o n  a f i n  de s e r v i r  

de mat r ice  l o r s  du premier cyc le  de P.C.R.. 

f t r a n s c r i p t i o n  inverse  : 

1 A 5 pg ARN 

2 p l  tampon 10 X de t r a n s c r i p t i o n  inverse  (Boehringerf  

7 p l  eau t r a i t é e  au DEPC 

50 U  RNasin (Promega) 

1 p l  t ransc r ip tase  inverse  MMLV (200 u n i t é s )  

incubat ion  pendant 1 h A 37 "C 

f a m p l i f i c a t i o n  : 

Une a l i q u o t e  du mélange de t r a n s c r i p t i o n  

inverse  es t  u t i l i s é e  comme ADN mat r ice  dans l e  m i l i e u  de 

P.C.R.. Les étapes su ivantes de l a  P.C.R. ne sont pas 

modif iées. 



C - ANALYSE DES FRAGMENTS A M P L I F I E S  : 

1 - ETUDE PAR DIGESTION PAR DES ENZYMES DE 

RESTRICTION : 

Les enzymes de restriction sont des endonucléases 

bactériennes clivant spécifiquement les deux brins du DNA 

au niveau d'une séquence, en général palindromique, 

parfaitement définie (de 4 A 8 nucléotides). Les 

digestions sont réalisées par addition d'une endonucléase 

de restriction soit directement dans le milieu 

d'amplification, soit aprés précipitation des fragments 

amplifiés. 

I I  - ETUDE P6R SEQUENCAGE : 
Nous avons utilisé le kit "Sequenase" version 2 

(USB) (98,116). 

Le séquençage peut etre réalisé A partir d'ADN 

soit double brin, soit simple brin. Les protocoles 

utilisés pour la purification de ces deux types de 

matrices sont différents : 

$ ADN double brin : aprés amplification, les 

fragments peuvent @tre purifiés soit sur Centricon 30 

soit sur gel d'agarose (puis transfert par électrophorése 

sur une membrane de DE6E cellulose). La réaction de 

séquençage est réalisée sur environ la moitié du produit 

d'une amplification. 

I ADN simple brin : aprés amplification 1'4DN 

est purifié sur Centricon 100. La réaction de sequençage 



e s t  r é a l i s é e  sur un quar t  du p r o d u i t  d ' a m p l i f i c a t i o n  

environ.  

L e  p r o t o c o l e  de séquençage e s t  l&gérement 

d i f f e r e n t  se lon l e  type d'ADN m a t r i c e  u t i l i s é .  En e f f e t ,  

l 'ADN double b r i n  e s t  dénaturé par un choc thermique (10 

min h 100 OC p u i s  t r a n s f e r t  dans l a  carbog lace ) ,  a l o r s  

que l 'ADN simple b r i n  e s t  dénaturé p a r  chauffage A 65 OC. 



RESULTFITS 





RESULTATS 

- AMPLIFICATION A PfiRTIR DE SANG . SANS EXTRACTION DE 

L hDN 

1 - WETHODE 
C e  principal risque d'erreur d e  la P.C.R. 

étant la contamination, le nombre d e  manipulations d e  

l'échantillon avant l'amplification doit étre réduit au 

minimum . La méthode que nous avons mise au point et qui 

est décrite page 56 permet d'éliminer les risques liés A 

la purification d e  l'ADN. Plusieurs types d'échantillons 

peuvent etre amplifiés directement par cette méthode : 

sang total, cellules ... 

I I  - DISCUSSION 

Plusieurs équipes ont optimisé des micro- 

méthodes d'extraction d'ADN, nécessitant un petit volume 

d'échantillon, dont le principe est de recueillir l'ADN 

aprés une lyse des cellules, suivie ou non d'une 

extraction. Ces méthodes permettent de diminuer, mais pas 

d'éliminer, les manipulations d e  l'échantillon avant 

amplification. 



Nous avons montré qu'un é c h a n t i l l o n  b r u t  de 

sang (ou de c e l l u l e s ,  cheveux...) peu t  @ t r e  i n t r o d u i t  

d i rec tement  dans l e  m i l i e u  r é a c t i o n n e l  de P.C.R., l a  

s e u l e  m o d i f i c a t i o n  permet tant  l ' a m p l i f i c a t i o n  de l 'ADN 

cons i s tan t  A r é a l i s e r  une a l t e rnance  de températures (94"  

pendant 3 minutes e t  55" pendant 3 minutes)  l o r s  de 

l ' é t a p e  de d é n a t u r a t i o n  i n i t i a l e .  C e t t e  a l t e rnance  de 

températures d o i t  @ t r e  répétée au moins t r o i s  f o i s .  Ces 

chocs thermiques r é a l i s é s  l o r s  de l a  premiére étape de 

déna tu ra t ion ,  avant  a d d i t i o n  de l a  Taq polymérase, 

permet tent  de l y s e r  l e s  c e l l u l e s  e t  probablement de 

détacher l e s  p r o t é i n e s  l i é e s  A l 'ADN génomique. Une 

longue déna tu ra t i on  i n i t i a l e ,  de l ' o r d r e  de 15 min, donne 

de moins bons r é s u l t a t s  que l a  méthode d é c r i t e  ci-dessus. 

Les chocs thermiques success i f s  son t  donc nécessa i res  ; 

peut -@t re  p e r m e t t e n t - i l s  une m e i l l e u r e  déna tu ra t i on  des 

p ro té ines  du m i l i e u  (hémoglobine ... ) ou des p r o t é i n e s  

l i é e s  h l 'ADN. 

L ' i n t é r O t  d e  c e t t e  méthode que nous avons 

appl iquée A 1 a?.,de d e  d i f f é r e n t e s  séquences génomiques 

r é s i d e  non seu ;unwt  dans l e  f a i t  q u ' e l l e  é l i m i n e  t o u t e s  

l e s  man ipu la t ions  de 1  ' é c h a n t i l l o n  i nhé ren tes  A 

l ' e x t r a c t i o n  d ADN, sources p o t e n t i e l  l e s  de 

contaminat ions e t  donc d ' e r r e u r s ,  mais auss i  q u ' e l l e  

permet d ' o b t e n i r  un r é s u l t a t  p l u s  r a p i d e  car  l ' é t a p e  

d ' e x t r a c t i o n  d'ADN n é c e s s i t e  e n v i r o n  une journée.  

C e t t e  méthode e s t  u t i l i s é e  en r o u t i n e  

pour l e s  é tudes f a m i l i a l e s  r é a l i s é e s  par  P.C.R. dans l e  



laboratoire. Certains résultats obtenus par la technique 

de Southern après extraction de l'ADN sont ainsi 

confirmés par PCR A partir de sang total. 

Ces résultats ont fait l'objet d'une 

publication dans Nucleic Acids Research, insérée page 56. 
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Typicaily DNA used in PCR assays is usually extracted according 
to the phenolchloroform rnethod ( 1 )  or by an aitemative 'saltincr- 
out' rapid purification (2). Moreover banially purified D N ~  
obtained with rapid procedures have been reported to be suitable 
for PCR amplification (3). 

We describe here a more simple and efficient method to ampli@ 
DNA directly from whole blood sarnples without any purification. 
This rnethod proved to work not only on fresh blood samples 
but aiso on frozen blood sarnples stored several months at 
-20°C. Accordine to our ~rocedure. a srnail volume of blood 
( 1  or 2 pl) is introduced directly in the PCR reaction (100 pl 
PCR reaction: 50 mM KCI, 10 rnM Tris HCI pH 8.0. 1.5 mM 
MgCl?, 0.1 mglrnl gelatin, 200 pM each dNTP) and the 
amplification is performed as on purified DNA with only a 
modification of the initial denaturation step. Instead of heating 
the samples for 5 min at 94°C as usuai on genornic DNA 
template. the whole blood PCR reactions were heated for 3 min 
at 94°C then cooled for 3 min at 55°C and this two-step 
incubation was repeated 3 tirnes. In fact, the efficiency of the 
whole blood PCR relies on this aitemating heating-cooling sreps 
since a single longer heating incubation resulted in very poor 
amplification. In Our experirnents we successfully arnplified 
fragments up to 900 bp from frozen whole blood sarnples. 
Aliquots of amplified fragments from PCR. performed either on 
purified DNA or blood. were analysed directly on agarose gels 
hy ethidiurn bromide staining: no difference was noticed between 
purified DNA and blood sarnples for ail the different amplified 
sequences tested (Figure I ). These data suggest that using whole 
bltxxi is ai sensitive and specific as using purified DNA as starting 
niaterial for PCR assays. providing the initial denaturating step 
~licKliti~.ation. Hou,ever. because of the potential Taq polyrnerase 

4 1 2 3 
a  b a b a b  

Figure 1. PCR amplified fragments electrophoresed on a 2 %  agarose gel. Lane 
4: pBR322 Hae III digest. Lanes la and b: amplification of HLA DR B alleles 
(271 bp) 35 cycles of 1 min at %OC, 1 min at 62°C and 2 min at 72°C. 

Lanes 2a and b: amplification of intron 17 Bcïi polymorphic site of the FVIII 
gene f 142 bp) 40 cycles of 1 min at 94°C. 1 min at 50°C. 2 min at 72°C. Lanes 
3a and b: amplification of exon 18 of the von Willebrand factor gene (289 bp) 
35 cycles of 1 min at 94°C. 1 min at 55°C. 2 min at 72°C. Superscript a: 1 
pl of whole blood in 100 pl of PCR reaction with speciai denamration: 3 min 
at 94°C. 3 min at 55'C. repeated 3 times. Superscript b: 0.3 pg of purified DNA 
in 100 pl of PCR reaction denaturation: 5 min at 94°C. 2.5 U of Taq polymerase 
(Amersham) were added in 100 pl of PCR reaction after the initial denaturation 
step. 

inhihiror\ isuch as hernoglobin) i t  contains. wholé blood used 
in  large amount mai turn to be detrimenta] to the PCR Figure 2. B l d  sample volume as a factor of the PCR reaction efficiency. ALI 

reaction. shown on Figure 2 as ]inle as 4 Of blood PCR are perforned on HLA DQ A (242 b ~ ) .  Lane 1: ~BR322 Hae 11' digest. 
Lanrs 2 to 5: respecti\ely 1. 2. 3 and 4 pl of whole blood. Special denaturation 

totally inhibited the amplification reaction. We therefore (3 940C. min  550C. repeaied times) before the addition of 2,5 
r-ecomrnend the use of 1 or 2 of whole blood in a 100 PCR ü of Taq polymerase ~Arnersham) and 40 cycles of amplification (1 min at 94°C. 
reaction in order to prevent such inhibitory effects. This rapid i min at 60°C. I min at 72°C) were performed. 

and convenient procedure provides an alternative to tedious DNA 
purifications and is especially of interest in family studies since 
it prevents possible errors inherent to the DNA extraction 
procedure such as samples inversion or contamination. However. 
this method may not be sensitive enough for some PCR studies 
like viral DNA detection or chimerism detection afier grafts 
involving the amplification of 'marginal' sequences. 
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B - ETUDE DES HEMOPHILIES : 

1 - ETUDES FAMILIALES 

1 - Hémophilie A (géne du fac teu r  V I I I )  : 

a - Généra l i tés  

Parmi l e s  7 polymorphismes d é c r i t s  ( v o i r  

page 201, t r o i s  sont  u t i l i s é s  pour l e s  études f a m i l i a l e s  

r éa l i sées  dans l e  l a b o r a t o i r e  : Bc l  1 in t ragénique,  Bc l  1 

extragénique e t  Xba 1 extragénique. Seul l e  polymorphisme 

Bc l  1 in t ragén ique e s t  é t ud i é  par P.C.R. dans l e  

l a b o r a t o i r e  ( v o i r  ci-dessous). En e f f e t ,  b ien  que l ' é t u d e  

par P.C.R. des polymorphismes Xba 1 e t  Hind III a i t  é t é  

d é c r i t e  (71,126), nos r é s u l t a t s  on t  montré l a  présence 

d 'un  fragment a m p l i f i é  non spéc i f ique,  de t a i l l e  

i den t ique  A c e l l e  de l ' u n  des fragments de d iges t ion .  

Ce phénoméne, non d é c r i t  dans l e s  a r t i c l e s  or ig inaux  

(71,1261, rend impossib le l a  d i s t i n c t i o n  en t r e  un s u j e t  

homozygote dont l e  fragment n ' e s t  pas d igé ré  e t  un 

i n d i v i d u  hétérozygote. 

b - Polymorphisme Bc l  1 : 

Ce polymorphisme s i t u é  dans l ' i n t r o n  18 

(46 )  e s t  généralement é t ud i é  par Southern B l o t .  L 'é tude 

par P.C.R., d é c r i t e  en 1987 (71 ) ,  permet d ' o b t e n i r  un 

r é s u l t a t  p l us  rapide.  Le fragment a m p l i f i é  ne con t ien t  

qu'un seu l  s i t e  de r e s t r i c t i o n  Bc l  1,  présent  ( a l l é l e  +)  

ou non ( a l l é l e  - ) .  Un exemple d 'é tude f a m i l i a l e  es t  

représenté dans l a  f i g u r e  12 (page 5 9 ) .  



Nous avons modifié l'une des amorces décrites 

7 Pl, en y introduisant un site de restriction Bcl 1 

et en ajoutant une vingtaine de nucléotides en 5' du 

primer (voir article page 60). Les conditions de P.C.R. 

ne sont pas modifiées. La figure 12 montre l'étude 

comparative d'une famille faite a l'aide des amorces Pl 

ou Pl-b. L'intérét de cette amorce modifiée est qu'elle 

permet de mettre en évidence une éventuelle digestion 

partielle, telle que celle constatée pour l'individu n o  

11-2 dans notre exemple. 

Ces résultats font l'objet d'une publication en 

cours dans Thrombosis Research, insérée page 60 A 62. 



arbre généalogique d e  la famille 

b a 

Fig. 12  : &nalyse du polymorphisme Bcl 1 du facteur V I 1 1  
(électrophor+se en qel d'acrylamide A 8 % )  

a : étude réalisée avec les amorces décrites par Gitshier 
( P l  et P 2 )  

b : étude réalisée avec l'amorce modifiée P l - b  et l'amorce 
P2 

11, 12, 111, 112 : amplifiats digérés par Bcl 1 
T : contrôle d'amplification non digéré 



IMPROVEMENT IN THE ANALYSE OF THE Bcl I POLYMORPHISM OF THE 

FACTOR Vlll GENE BY PCR : INTRODUCTION OF A CONSTANT Bcl I SITE 

IN ONE OF THE PRIMERS AS A DIGESTION CONTROL 

Mercier B., Gaucher C., Mazurier C. 

Laboratoire de Recherche sur l'Hémostase 
Centre Regional de Transfusion Sanguine 

(Director : Dr J.J. Huart) 
21, rue Camille Guerin - 5901 2 - LILLE - Cedex - FRANCE 

INTRODUCTION 
I . * .  

H a e v h i l i a -  A is an Xalinked tece5iW bleeding dbbrder resulting from a 
deficiency ' rpt functional cmgu!.aion factor Vlll and afhcting 115000 newborn 
maleS.The melysir of the Bcl I pdymorphism of the factor Vlll gene intron 18, using 
either Soufhern btst (1 or PCR (2), has been 13reviously repgrted. .One of the limits of 
this analy* using PCR is the absence in the amplified frwment of a constant Bcl I 
restriction siU providing an internai &iitrol of .digestion. .The présent report describes a 
simple method to introduce a constant Bcl I site in the amplified product using a 
modified PCR primers set. 

MATERIALS AND METHODS 

The two PCR primers used, Pl-b (see below) and P2 (5' - 
TTCGAATTCTGAAATTATCTTGTTC - 3'1, were synthezised on a PCR Mate model 
391 (Applied Biosystemsi. 100 to 500 ng of genomic DNA were first denaturated for 
5 min at 94 O C  in a 100 pi reaction mixture containing 10 mM Tris pH 8.0, 50 mM 
KCI. 1.5 mM MgC12, 0.1 % gelatin, 200 p M  dNTPs and 50 pmoles of each primer. 

After cooling at 55 OC, 1 unit of Taq polymerase (Amershaml was added and the 
samples were subjected to 40 cycles of PCR (3) (1 min at 94 OC, 1 min at 50 OC, 2 
min at 72 OC). Amplification from whole blood, without DNA extraction, can also be 
performed (4). After amplification a 19 pl aliquot of the PCR reaction mixture was 

KEYWORDS : Factor VIII, PCR, family studies 



61 
directly digested by addition of 5 units of Bcl I restriction endonuclease (Appligene) for 
3 h at 50 OC, electrophoresed on a 8 % acrylamide gel and visualized by ethidium 
bromide staining. 

RESULTS 

In order t o  introduce a constant Bcl I restriction site to  the amplified product, a 
new PCR primer, Pl-b, was designed modifying the previously described primer P l  
(2) : 

P l  = 5' - TAAAAGCTTTAAATGGTCTAGGC - 3' 
P l  - b = 5' GAGTTATAAAGGATGCTCTGATCAAAGCTTTAAATGGTCTAGGC - 3' 

The change at the P l  5'  end (m instead of TAA) and the addition of a 21 
nucleotide sequence (5'-GAGTTATAAAGGATGCTCTGA-3') created the Bcl I 
restriction site TGATCA (underlined). The 21 nucleotide sequence added was chosen 
not complementary to the genomic DNA region concerned and served only to  
significantly modify the PCR product size after Bcl I digestion. 

Fig 1 : electrophoresis of the Bcl I restriction digests. 
a : pBR 322 Hae III digest 
1 : homozygous + ; 2 : homozygous - 
3 : heterozygous +/- ; 4 : undigested amplified fragment 

Fig. 1 shows the different Bcl I digestion patterns observed using the modified 
primers set. The amplified 163 bp fragment was digested in either 2 fragments of 142 
and 21 bp (allele -) or 3 fragments of 99, 43 and 21 bp (allele +). The two smallest 
21 and 43 bp fragments could not be visualized in the electrophoretic conditions used 
(8 % acrylamide gel). The absence of the 163 bp fragment (shown in lane 4) in these 
samples rules out an incomplete digestion. 



DISCUSSION 

The main pitfall in the interpretation of any RFLP pattern is the occurence of 
partial digestion, an homozygote for the digested allele (+ 1 possibly being mistaken for 
an heterozygote. In the case of RFLP analysis after PCR this misinterpretation may 
occur when the amplified fragments do not contain constant polymorphic restriction 
sites providing convenient internal control of digestion. Possible digestion control 
consists in the digestion of a plasmid containing the same restriction site. 
Nevertheless, because of their different size the co-digested plasmid and the PCR 
product often cannot be analyzed using the same electrophoretic conditions. Constant 
restriction sites localized on another PCR co-amplified fragment may also be used. 
Howewer, as the two sequences are co-amplified, the digested fragments must be 
different in tength in order t o  be distinguished, which limits the choice of candidate 
control PCR products available. Furthermore, the synthesis of another set of primers is 
required to amplify the control fragment. Nevertheless, such a digestion control has 
already been reported for the study of the Bcl 1 polymorphism (5). 

In this report we describe an easier way to  introduce an internat control of 
digestion in a PCR product by modifying one of the PCR primers. It is worth noting that 
although only 50 % of the modified primer length hybridized to the genomic DNA, the 
PCR conditions, especially the annealing temperature, did not need to be changed to 
achieve an efficient amplification. This method modifying one of the PCR primers in 
using the 21 nucleotide sequence described in this report (except the 3 nucleotide 3' 
end), has also been used successfully in Our laboratory to create other "control" 
restriction sites (Hinf 1, Kpn 1, Fok 1, Sac II, Hae III and Sau3A 1) in HLA DR B I  and 
HLA DQ B1 PCR amptifled sequences (6). 
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2 - Hémophilie B (géne du fac teu r  I X )  : 

Parmi l e s  polymorphismes d é c r i t s  A ce j o u r  sur 

l e  géne du FIX ( v o i r  page 27) (12b, 14, 26, 36, 39, 41, 

51, 97, 136, 1401, t r o i s  sont é tud iés  par P.C.R. : l e  

polymorphisme Taq 1 ( i n f o r m a t i f  dans 40 % des études) l e  

polymorphisme Dde 1 e t  l e  polymorphisme Hha 1.  En e f f e t ,  

l a  p ropor t i on  des femmes hétérozygotes, pour au moins 

l ' u n  de ces 3 polymorphismes, e s t  estimée h 89 %. 

a - Polymorphisme Dde 1 : 

Ce polymorphisme, d é c r i t  en 1984 (1401, 

r é s u l t e  de l a  présence ou de 1'  absence d'une p e t i t e  

séquence de 50 nucléot ides,  s i t uée  dans l ' i n t r o n  1 ( NT 

5505 A 5554). Etudiés par Southern B l o t ,  l a  d i s t i n c t i o n  

des deux a l l é l e s  e s t  d i f f i c i l e  car  i l s  ne d i f f P r e n t  que 

de 50 nuc léo t ides  (fragments de r e s t r i c t i o n  de 1750 e t  

1700 pb) .  ,., , 
L * ,r 
: . ,  A f i n  d ' é t u d i e r  ce polymorphiSme par P.C.R. 

, , t  .'* 
* < '  ' 

nous avon9 c h o i s i  deux amorces encadrant ce  polymorphisme 

e t  générant par a m p l i f i c a t i o n  deux fragments .nlus p e t i t s :  . . . . 

389 pb ( NT 5315 h 5704) e t  339 pb, en présence ou 

absence de l ' i n s e r t .  Ces fragments sont  fac i lement  

séparés sur  ge l  d'agarose A 2 % ( F ig .  13, p. 64) .  

Un a r t i c l e  p u b l i é  en 1990 (52b) d é c r i t  

l ' a n a l y s e  de ce polymorphisme par P.C.R. selon un 

p r i n c i p e  iden t ique  A c e l u i  que nous avons employé. 



I I I  

arbre qénéalogique de la famille 

F i g  13 : analyse 3~ oc;vrnorphlsme "Dde 1" 
(électroohorese sur gel d'agarose A 2 % )  



b - Polymorphisme Taq 1 : 

Ce polymorphisme, décrit en 1984 (39), est 

situé dans l'intron 4. Il était jusqu'A présent étudié 

par Southern Blot, les deux alléles observés faisant 

respectivement 1,9 et 1,3 kb. Afin de l'étudier par 

P.C.R. nous avons choisi deux primers amplifiant un 

fragment de 997 bp qui contient la fin de l'intron 3, 

l'exon 4 et le début de l'intron 4 (NT 10310 A 11307). Ce 

fragment amplifié contient le site Taq 1 polymorphe et en 

présence de ce site ce fragment est digéré en deux 

fragments de 802 et 195 pb (voir article page 67 et étude 

familiale page 66). La taille importante de ce fragment 

amplifié ne permet pas d'utiliser la technique décrite 

pour le polymorphisme Bcl 1 pour introduire un site de 

restriction Taq 1 constant dans ce fragment car il ne 

serait pas possible de differencier, dani des conditions 

d'électrophorése utilisable en routine, des fragments de 

997 et 1017 pb si l'on modifiait l'une des amorces. 

Ces résultats font l'objet d'une publication en 

cours dans Thrombosis Research, insérée page 67 A 66. 



arbre généalogique de la famille F 

Fig. 14 : Etude du polymorphisme Taq 1 
(électrophorése en gel d'agarose a 2 % )  

a : pBR 322/Hae I I I  
b : h / ~ i n d  I I I  + @ ~ 1 7 4 / ~ a e  I I I  
+ : présence de l'alléle digéré (802 pb)  
- : présence de l'alléle non digéré (997 p b )  
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INTRODUCTION 

IIaemophilia B is an X-linked recessive bleeding disorder resulting 
from a deficiency of functional coagulation factor IX and affect ing 1/30,000 
newborn males. Several RFLPs have been identified on the fac tor  IX gene : Taq 
1 (1). Xmn 1 (2). Dde 1 (3) BamH 1 (41, Msp 1 (5). Using these RFLPs 
approximatively 76 % of females at risk for  carrying haemoghilia B should be 
heterozygous. The analysis of the Taq 1 polyrnorphism alone gives about 40 % 
informativity in carrier detection. This polymorphism has been localized in the  5' 
region of factor IX gene intron 4 and is commonly analyzed by Southern blot 
hybridization. The present report describes the Taq 1 RFLP analysis using the 
PCR amplification method. 

MATERIALS AND METHODS 

In order to amplify this region by P.C.R. we designed two specific 
primers (Pl = CATCCCAATGAGTATCTACAGGGGAGGA ; PZ = 
AGTGAATTCCTCATTAGCACTGTGTGCGTTTCT). The 997 bp amplified fragment 
thus includes the 3' end of intron 3, exon 4 and the 5' end of intron 4 (NT 
10310 to  NT 11307). 100 to 500 ng of genomic DNA were first denaturated for  5 
min a t  94OC in a 100 ul reaction mixture containing 10 mM Tris pH 8.0, 50 mM 
KCi. 1 . 5  rnM MgCl,, 0.1 % geIatin, 200 DM dNTPs and 50 pmoles of each primer. 
After  cooling at 55°C. 1 unit of Taq polymerase (Amersham. England) was added 
a n d  the samples were subjected to  30 cycles of P.C.R. (1  min at 94OC, 1 min at 
55:C. 2 min at 72OC). After amplification, an aliquot (19 u l )  of the P.C.R 

reaction was directly digested by addition of 5 units of Taq 1 restriction 
endonuclease for 1 hour at 6S0C, electrophoresed on a 2 % agarose gel and 
visualized by ethidium bromide staining. 

RESULTS 

Fig 1 shows the different pat terns observed on heterozygous (lane 1) 
and homozygous subjects (lanes 2 and 3). The Taq 1 allele + is associated with 
the 802 bp restriction fragment while the allele - corresponds t o  the  undigested 
amplified product of 997 bp. 



F i g  1 : e lec t rophores i s  of t h e  T a q  1 r e s t r i c t i o n  d iges t s  
a : pBR 322 Hae  III d iges t  
b : Hind III d iges t  + ($ X 174 H a e  III d iges t  
1 : heterozygous  +/-. 2 : homozygous  +. 3 : hornozygous - . 

DISCUSSION 

When cornpared t o  t h e  S o u t h e r n  Blot  rnethod hybr id iza t ion  me thod  
th i s  P.C.R. analysis  is e a s i e r ,  m o r e  r ap id  and  less expens ive .  F u r t h e r m o r e  t h i s  
ampl i f i ca t ion  could be  pe r fo rmed  on  who le  blood wi thout  a n y  DNA pur i f i ca t ion  
(6); in  t h i s  c a s e .  t h e  resu l t  c a n  b e  o b t a i n  in  l e s s  t h a n  5 hours  a f t e r  r ece iv ing  t h e  
s a m p l e s .  As t h e  arnplified f r a g m e n t  inc ludes  al1 t h e  exon 4 encod ing  t h e  f i r s t  
EGF- l ike  dornain of f a c t o r  IX. t h i s  m e t h o d  m a y  a l so  b e  used  t o  d e t e c t  a possible 
a b n o r m a l i t y  of this  region. 
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c - Polymorphisme Hha 1 : 

Ce polymorphisme, dont l'étude par P.C.R. 

a été décrite en 1989 (411, est situé h 8 kb en 3' du 

géne du facteur IX. I l  est détecté par digestion des 

fragments amplifiés par l'endonucléase de restriction Hha 

1, puis électrophorése sur gel d'acrylamide h 8 %. Ce 

polymorphisme, non détectable par Southern blot (voir 

page 68), est analysé en routine par P.C.R. dans le 

laboratoire. 

3 - Discussion 

a - Intérets de la P.C.R. : 

Les études familiales permettant / le 

diagnostic génotypique des femmes conductrices et le 

diagnostic anténatal de l'hémophilie, étaient réalisées 

jusqu'en 1986 uniquement par Southern blot. Les résultats 

sont obtenus par cette méthode dans un délai de 8 h 10 

jours minimum. L'utilisation de la P.C.R., décrite fin 

1985 (1141, permet, dans certains cas, de donner un 

diagnostic en 48  A 72 h. 

L a  quantité d'échantillon nécessaire A 

l'analyse par P.C.R. est beaucoup plus faible (0,5 yg 

d'ADN) que celle nécessaire pour réaliser un Southern 

blot (environ 10 p g ) .  Cet avantage peut, dans certains 

cas, @tre trés important, notamment dans le cadre d'un 

diagnostic anténatal où le prélévement d'une grande 

quantité de villosités choriales est rarement possible. 



La P.C.R. permet a u s s i  l ' é t u d e  de nouveaux 

polymorphismes q u i  ne peuvent pas @ t r e  dé tec tés  pa r  

Southern b l o t .  En e f f e t ,  dans l e s  c e l l u l e s  l 'ADN e s t  

méthylé e t  c e r t a i n e s  endonucléases de r e s t r i c t i o n ,  

sens ib les  A l ' é t a t  de m é t h y l a t i o n  de l'ADN, ne 

reconnaissent  p l u s  a l o r s  l e u r  s i t e  de r e s t r i c t i o n .  f i i n s i  

l a  séquence GCGC, methylée au n i veau  du CpG, ne sera  pas 

reconnue par  l 'endonuc léase de r e s t r i c t i o n  Hha 1. Par 

cont re ,  aprés a m p l i f i c a t i o n  par  P.C.R., c e t t e  séquence 

n ' e s t  pas méthylée, l e  s i t e  de r e s t r i c t i o n  e s t  reconnu e t  

permet donc de d é t e c t e r  un nouveau polymorphisme s u r  l e  

géne du f a c t e u r  I X .  A i n s i  l a  P.C.R. permet t ra  peu t -ê t re  

de r é v é l e r  de nouveaux polymorphismes non dé tec tab les  pa r  

Southern b l o t  au n iveau des s i t e s  de r e s t r i c t i o n  

d'endonucléases s e n s i b l e s  A l a  mé thy la t i on  (exemples : 

Mae II, Hpa 1 ,  Hph 1). 

Au t re  avantage de l a  P.C.R., 

l ' a m p l i f i c a t i o n  A p a r t i r  d ' é c h a n t i l l o n  b r u t ,  permet de 

v é r i f i e r  l e s  r é s u l t a t s  obtenus par  Southern b l o t .  La 

comparaison des r é s u l t a t s  obtenus par 2 techniques 

d i f f é r e n t e s ,  l ' u n e  A p a r t i r  d ' é c h a n t i l l o n  b r u t ,  l ' a u t r e  A 

p a r t i r  d'ADN e x t r a i t ,  permet de c o n t r o l e r  l a  f i a b i l i t é  

des r é s u l  t a t s .  

E n f i n ,  1  ' é tude  des polymorphismes pa r  

P.C.R. ne  n é c e s s i t e  pas l ' u t i l i s a t i o n  d ' i s o t o p e s  

r a d i o a c t i f s ,  con t ra i rement  aux techniques c l ass iques  

d ' h y b r i d a t i o n  de "Southern b l o t " .  



b - L im i t es  de l a  P.C.R. : 

Sur chacun des gènes du F V I I I  e t  du FIX, 

nous avons t e n t é  d ' é t u d i e r  3 polymorphismes par P.C.R.. 

Les r é s u l t a t s  obtenus pour 4  de ces polymorphismes (F  

VI11 : Bcl  1  ; F I X :  Dde 1, Taq 1, Hha 1 )  sont 

sa t i s f a i san t s .  Néanmoins l 'absence, dans l e  fragment 

amp l i f i é ,  d 'un s i t e  de r e s t r i c t i o n  servant  de témoin de 

d i ges t i on  i n t e r n e  ne nous permet pas de d i s t i ngue r  un 

fragment correspondant & un a l l é l e  non d igéré  d 'un 

fragment correspondant A un a l l é l e  mal d igéré  

(polymorphismes Bc l  1, Taq 1, Hha Il, cec i  pouvant 

en t r a i ne r  une i n t e r p r é t a t i o n  erronée du r é s u l t a t .  

C ' es t  pourquoi nous avons mod i f i é  une des 

amorces correspondant au polymorphisme Bc l  1, en y  

i n t r odu i san t  un s i t e  de r e s t r i c t i o n  Bc l  1  e t  en a jou tan t  

une v i ng ta i ne  de nuc léo t ides  en 5 '  de l 'amorce. La 

mod i f i ca t i on  de ce t  o l i gonuc léo t ide  n ' a  pas rendu 

nécessaire un changement des cond i t i ons  d ' hyb r i da t i on  

l o r s -  de 1  'ampl i f  i c a t i o n  b ien que l e  pourcentage 

d'homologie a i t  diminué : 100 % pour l e  20 mers (amorce 

P l )  e t  48 % pour l e  42 mers (amorce P l -b ) .  L ' e x p l i c a t i o n  

rés ide  certainement dans l e  f a i t  que l e s  nuc léo t ides  

supplémentaires on t  é t é  a jou tés  en 5 '  de l 'amorce, l e s  20 

nuc léo t ides  spéc i f i ques  de l a  séquence A a m p l i f i e r  

pouvant donc s ' h y b r i d e r  sur  l e u r  séquence complémentaire 

en l a i s s a n t  l a  p a r t i e  5 '  de l ' o l i g o n u c l é o t i d e  " f l o t t e r " .  

Grace au con t r6 le  de d i ges t i on  i n t e r n e  a i n s i  apporté, 

l ' i n t e r p r é t a t i o n  e s t  maintenant f i a b l e .  Des essais  

concernant l e  choix  de nouve l les  amorces, selon l e  m@me 



principe, pour d'autres polymorphismes (Taq 1, Hha 1) 

sont en cours. Le modéle que nous avons choisi correspond 

A un véritable témoin de digestion interne puisque la 

modification est réalisée durant la synthése de l'amorce. 

Certaines équipes ont, elles, opté pour un 

témoin constitué par un site de restriction localisé sur 

un plasmide. L a  distinction par électrophorése des 

fragments correspondant au polymorphisme étudié et au 

controle d e  digestion n'est possible que si la taille de 

ces fragments est différente, ce qui limite le choix des 

"controles" de digestion possibles. 

Les deux autres polymorphismes (Xba 1 et 

Hind I I I ,  tous deux situés sur le géne du FVIII) ne sont 

pas, actuellement, étudiés par P.C.R. dans le laboratoire 

car les résultats obtenus ne sont pas interprétables, A 

cause de la présence de fragments non spécifiques. I l  est 

nécessaire de choisir et d'essayer de nouvelles amorces 

afin d'obtenir une meilleure spécificité d'amplification. 

c - Stratégie utilisée dans le laboratoire: 

Les trois polymorphismes utilisés dans le 

laboratoire pour les études familiales des hémophilies B 

sont analysés par P.C.R. ( polymorphismes Dde 1, Hha 1 et 

Taq 1). Dans le cadre de ces études familiales, il n'est 

donc plus nécessaire de réaliser de Southern blot. 

Par contre, sur les trois polymorphismes 

utilisés pour les études familiales des hémophilies fi 

seul le polymorphisme Bcl 1 intragénique est étudié par 



P.C.R.. En effet, le polymorphisme Bcl 1 extragénique, 

multiallélique, ne peut pas @tre étudié par P.C.R. car la 

séquence de cette région n'est pas publiée. Les études 

familiales sont donc encore réalisées par Southern blot 

afin d'analyser d'une part le polymorphisme Xba 1 (non 

interprétable par P.C.R.) et d'autre part, simultanément, 

les deux polymorphisme Bcl 1, intragénique et 

extragénique. Le résultat du polymorphismes Bcl 1 

intragénique est controlé par P.C.R.. La P.C.R., bien 

qu'étant une technique trés prometteuse, ne permet donc 

pas actuellement d'abandonner complétement le "Southern 

blot" qui reste indispensable pour certaines études. 

d - Conclusion : 
La généralisation de la P.C.R. appliquée 

aux études des RFLPs doit donc étre menée avec 

précaution. I l  est nécessaire de réaliser des contreles 

permettant de vérifier toutes les étapes conduisant au 

diagnostic. En l'absence de l'un de ces contreles, le 

résultat ne peut pas @tre considéré comme rigoureusement 

fiable : les risques d'erreurs liés A la grande 

sensibilité de la technique de P.C.R. elle m@me ou ceux 

liés aux réactions enzymatiques (Taq polymérase, 

endonucléase de restriction) sont, dans ce cas, trop 

importants. 



1 1  - RECHERCHE D'ANOMALIES DES GENES DU FVIII ET DU 

F X  

1 - Hémophilie A : 

Le géne du FVIII des patients hémophiles A est 

étudié systématiquement dans le laboratoire aprhs 

digestion par l'endonuclease de restriction Taq 1, par 

"Southern Blot" et hybridation avec le cDNA du FVIII. 

Cette étude permet de mettre en évidence la présence de 

fragments de restriction de différentes tailles, 

correspondant A un od plusieurs des exons du FVII 1, et de 

détecter ainsi d'éventuelles anomalies : délétion, 

insertion, mutation affectant un site de restriction. 

Chez l'un des patients (patient V.P.) cette 

étude a montré une anomalie au niveau du fragment de 

restriction comprenant 1 'exon 24. 

t données phénotypiques : 

F VII1:C < 1 % 

F VII1:Ag < 1 % 

présence d ' inhibiteur 

t résultats : 

Par P.C.R. nous avons montré que l'exon 22 

est présent mais que, par contre, les exons 23, 24, 25 et 

26 sont délétés chez ce patient ( absence 

d'amplification). Les limites exactes de cette délétion 

ne sont pas encore définies. Une approche par Southern 

blot avec hybridation A l'aide de sondes spécifiques de 

la région 3' non codante du géne du FVIII devrait 



permet t re de déterminer s i  c e t t e  d é l é t i o n  s 'é tend au delA 

de l ' e xon  26 e t  d 'en  p réc i se r  l 'é tendue.  

2 - H é m o ~ h i l i e  B : 

Dans l e  bu t  de détec ter  d 'éven tue l l es  d& lé t ions ,  

nous avons a m p l i f i é  systématiquement tous l e s  exons du 

géne du FIX de 20 hémophiles B. 

Cet te  étude nous a permis de déceler  une 

anomalie chez deux p a t i e n t s  ( p a t i e n t s  0 e t  P.M.I. 

Parmi l e s  au t res  hémophiles testés,  aucune anomalie n ' a  

pu e t r e  détectée par c e t t e  approche. 

a - étude du p a t i e n t  4.0. : 

t données phénotypiques : 

F 1X:C = 9 %  

F 1X:Ag = 66 % 

t r é s u l t a t s  : 

Nous avons montré par P.C.R. que l e s  exons 

1, 2, 3, 5, 6, 7 e t  8 sont  présents au n iveau du géne de 

ce pa t i en t .  Par cont re  l 'absence d ' a m p l i f i c a t i o n  de 

l ' e xon  4 chez ce malade suggPrai t  que l ' exon  4 é t a i t  

pa r t i e l l emen t  ou totalement dé lé té .  

A f l n  de t e s t e r  c e t t e  hypothése l'ADN du 

p a t i e n t  a é té  d igé ré  par des endonucléases de r e s t r i c t i o n  

possédant des s i t e s  de r e s t r i c t i o n  s i t u é s  s o i t  A 

p rox im i t é  de l ' e xon  4, s o i t  dans c e l u i - c i  (Taq 1 ,  Fok 1, 

Xba 1, F ig .  15)  pu i s  analysé par Southern B lo t ,  A l ' a i d e  

d'une sonde p a r t i e l l e  de l'ADN complémentaire de c e t t e  

rég ion,  u t i l i s é e  pour l a  dé tec t ion  du polymorphisme Taq 

1. 



F  
( T l  T  

exon 4 
i n t r o n  3 i n t r o n  4 

F i g .  15  : c a r t e  de r e s t r i c t i o n  p a r t i e l l e  de l a  rég ion  
contenant l ' e x o n  4 du gPne du fac teu r  I X  

T : s i t e  de r e s t r i c t i o n  Taq 1, ( T l  : s i t e  polymorphe 
F : s i t e  de r e s t r i c t i o n  Fok 1 
X : s i t e  de r e s t r i c t i o n  Xba 1  

Aucune d i f f é r e n c e  n ' a  é t é  détectée par c e t t e  

méthode e n t r e  l e  p r o f i l  de r e s t r i c t i o n  du p a t i e n t  e t  

c e l u i  des témoins. C e  r é s u l t a t  i nd iquan t  que l 'anomal ie  

ne r é s u l t a i t  pas d 'une d é l é t i o n  importante,  

hypothéses sont  envisageables : 

- p e t i t e  d é l é t i o n  i n c l u a n t  l a  

d ' h y b r i d a t i o n  de l ' u n e  des amorces. 

- mutat ion ponc tue l l e  empechant l ' h y b r i d a t i o n  

de l ' u n e  des amorces. 

- i n v e r s i o n  d 'une séquence englobant l a  rég ion 

de f i x a t i o n  de l ' u n e  des amorces. 

d 'au t res  

rég ion  

F ig .  1 6  : c a r t e  de r e s t r i c t i o n  p a r t i e l l e  de l a  rég ion  
contenant l ' e x o n  4 du géne du fac teu r  I X  

$ : s i t e s  de r e s t r i c t i o n  Taq 1, constants 
( * )  : s i t e  de r e s t r i c t i o n  Taq 1  polymorphe 
P l -P2  : fragment de 997 pb 
P3-P4 : fragment de 1963 pb 

L ' i m p o s s i b i l i t é  d ' a m p l i f i e r ,  l ' a i d e  d 'un 

a u t r e  couple d'amorces (P3 e t  P4 )  dont  l a  p o s i t i o n  e s t  

ind iquée ci-dessus ( F i g .  1 6 ) ,  un fragment de p l u s  grande 



taille chez le patient 6.0. permet d'écarter les deux 

premiéres hypothéses. L'anomalie ne serait donc ni une 

petite déletion, ni une mutation ponctuelle affectant la 

région d'hybridation de l'un des deux amorces (Pl ou P2), 

mais pourrait résulter : 

- d'une inversion d'un fragment d'ADN 

contenant la région d'hybridation de l'une des amorces 

pour chacun des 2 couples utilisés. 

- de la délétion d'une séquence d'ADN 

incluant obligatoirement la région de fixation de 2 des 

amorces (Pl et P3 ou P2 et P4) et pouvant contenir une 

partie ou la totalité de l'exon 4, accompagnée de 

l'insertion d'une autre séquence de taille similaire. 

Pour caractériser cette anomalie nous 

envisageons deux approches : 

- hybridation de Southern blot A l'aide de 

différentes sondes partielles de l'ADN complémentaire. 

- amplification directe &a partir d'ARN messager 

qui devrait nous permettre de déterminer si les exons 3 

et 5 sont contigüs ou s'il existe une partie de la 

séquence de l'exon 4 sur 1'ARN. 

- amplification d'un grand fragment d'ADN 

(plusieurs k b )  et son séquençage qui devrait permettre 

de caractériser l'anomalie. 

b - étude du patient P.J. : 

Le patient, hémophile B majeur, présente 

un retard mental ( A 38 ans, QI = 36). Ce patient a 



developpé, suite aux transfusions nécessitées par d e  

nombreux épisodes d'anémies, des anticorps anti- 

érythrocytes : ces anticorps reconnaissent un antigéne 

public. De plus, ce patient a développé, aprés traitement 

substitutif, un inhibiteur. 

t données phénotypiques : 

F 1X:C : 1 %  

F I X  :Ag < 2 % 

t résultats : 

Aucun d e s  exons du géne du FIX n'est 

détecté chez ce patient aprés P.C.R. : le géne d u  FIX est 

complétement délété. C e  résultat concorde avec l'étude 

antérieure par Southern blot réalisée par C. De L a  Salle 

(laboratoire d u  P r  Cazenave, C.R.T.S. d e  Strasbourg). U n e  

étude chromosomique réalisée dans le laboratoire du P r  

J.L. Mandel h Strasbourg ( INSERM U 184 ) a démontré q u e  

la délétion s'étend du locus DXS 102 a u  locus DXS 369, c e  

qui correspond h environ 10 CM (10 % d e  recombinaison 

méfotique) soit approximativement 10 000 Kb car 1 CM 

correspond A environ 1 000 kb, cette valeur variant selon 

la partie d u  génome analysée. 

3 - Amplification A ~ a r t i r  d'ARN 

Aprés purification d'&RN total h partir d e  5 

ml d e  sang total prélevé sur EDTA suivie d'une étape d e  

transcription inverse, l'amplification est réalisée selon 

le protocole standard. Deux amorces situés dans deux 

exons differents ont permis l'amplification d'un fragment 

spécifique d e  1'ARN du FVIII ( d e  250 pb). comprenant les 



exons 22,23 e t  24. Cet te méthode nous a donc permis de 

met t re  en évidence l a  presence de 1'ARNm du fac teur  VI11 

dans l e  sang. Ces r é s u l t a t s  p ré l im ina i r es  permettent 

d 'env isager  une étude systématique de 1'ARN des 

hémophiles 4 par P.C.R. pu i s  séquençage. 

4 - Discussion 

Les études r éa l i sées  sur l e s  hémophiles A e t  B 

on t  permis de l o c a l i s e r  l e s  anomalies responsables de l a  

maladie chez 3 pa t ien ts .  La méthode u t i l i s é e  

( a m p l i f i c a t i o n  syst6matique des exons e t / ou  d i ges t i on  

enzymatique) ne peut dé tec ter  que des anomalies 

importantes de type dé lé t i on ,  i n s e r t i o n ,  i nve rs ion  e t  des 

mutat ions ponctuel  l e s  s i tuées  dans l a  rég ion  

d ' hyb r i da t i on  de l ' u n  des pr imers ou sur  un s i t e  de 

r e s t r i c t i o n .  La recherche de tou tes  l e s  mutat ions 

ponctue l les  n é c e s s i t e r a i t  l ' u t i l i s a t i o n  de méthodes 

t e l l e s  que l ' é l ec t r opho rése  en ge l  de g rad ien t  

dénaturant,  ou le séquençage systématique de tous l e s  

exons chez chaqbe pa t ren t .  

a  - L Y de l'ADN du p a t i e n t  V.P., 

hémophile A, montre que l ' anomal ie  responsable de l a  

maladie e s t  t r é s  vralssemblablement une dé lé t i on  q u i  

comprend l e s  exons 23 A 26, codant pour l e  domaine C q u i  

cons t i t ue  l a  m a j o r i t é  de l a  chaine légére  du fac teu r  VI11 

ac t i vé .  La d é l é t i o n  q u i  comprend au moins 16 % du gène, 

s o i t  9 % de l a  p ro té ine ,  en t r a i ne  une hémophi l ie 



majeure. L a  détermination des limites exactes d e  cette 

délétion est en cours. 

b - L e s  résultats obtenus lors d e  l'étude d e  

l'ADN du patient A.O. et des deux autres patients d e  

cette famille, hémophiles B, sont apparammen t 

contradictoires. En effet l'étude par Southern blot 

montre q u e  l'anomalie n'est ni une délétion importante, 

ni une insertion, ni une inversion puisque le profil d e  

restriction observé est identique A celui d'ADN témoin. 

P a r  contre, l'amplification d e  l'exon 4 n'étant pas 

possible, l'anomalie affecte un fragment d'au moins 3 5 0  

pb. Cet exon étant séparé des exons 3 et 5 par d e  introns 

d e  3689 pb et 7163 pb respectivement, il est donc 

imposssible d'amplifier le fragment d'ADN génomique 

comprenant les exons 3, 4 et 5. L'utilisation d'autres 

sondes ADN complémentaires partielles et l'amplification 

d e  1'ARNm devrait permettre d e  déterminer si les exons 3 

et 5 sont contigus sur 1'ARN ou s i  une partie d e  l'exon 4 

est également présente. L'exon 4 code le premier domaine 

d e  type EGF ("epidermal growth factor") du FIX, qui 

contient un site d e  fixation du calcium, lequel serait 

essentiel pour maintenir une conformation permettant une 

bonne interaction entre le FIXa et le FVIIIa, le FX et 

les phospholipides. Plusieurs mutations ont été 

rapportées dans l'exon 4, l'une entraine une hémophilie 

majeure (81) alors que les autres sont responsables, 

comme chez ce patient, d'hémophilie mineure (22,37,50). 



c  - Les r é s u l t a t s  de P.C.R. conf i rment que l e  

géne du facteur  I X  e s t  complétement dé lé té  chez l e  

p a t i e n t  P.J., hémophile B majeur. Les r é s u l t a t s  sont 

ident iques  chez l e s  deux aut res  p a t i e n t s  de c e t t e  

f a m i l l e .  L 'é tude r é a l i s é e  dans l e  l a b o r a t o i r e  du Pr  

Mandel (INSERM U 184 A Strasbourg) a  montré que c e t t e  

dé lé t i on ,  estimée A env i ron 10 CM, comprend non seulement 

l e  géne du FIX mais auss i  l e s  génes CDR e t  mcf2. La 

p ro té ine  codée par l e  géne CDR e s t  exprimée dans l e  

cerveau e t  dans l e s  c e l l u l e s  nerveuses (27 ) .  L'absence de 

ce géne e s t  peut @ t r e  l a  cause du r e t a r d  mental observé 

chez l e  p a t i e n t  P.M.. Le géne mcf2 ne semble pas avo i r  un 

r ô l e  t r é s  impor tant  dans l e s  c e l l u l e s  ou au cours du 

développement, é t a n t  donné l e  phénotype du p a t i e n t  P.J.. 

En out re ,  l ' a p p a r i t i o n  d 'an t i co rps  d i r i g é s  contre un 

ant igéne p u b l i c  s i t u é  sur  l e s  g lobules rouges chez deux 

malades de c e t t e  f a m i l l e  souvent t ransfusés ind ique que 

l a  rég ion  dé lé tée  p o u r r a i t  con ten i r  un géne impl iqué dans 

l a  synthése de c e t  ant igéne. 

On estime en général que l e  génome humain, 

composé d 'env i ron  3.109 pb, code pour 50 000 A 100 000 

génes, ce qu i  représente en moyenne un géne tou tes  l e s  30 

A 60 000 pb. Chez l e  p a t i e n t  P.M. l a  dé lé t i on ,  q u i  f a i t  

env i ron 10 CM, s o i t  5 A 10.10' pb d e v r a i t  donc comprendre 

60 A 300 génes. La d é l é t i o n  d 'un  s i  grand nombre de gènes 

d e v r a i t  en t r a i ne r  de nombreuses anomalies A défaut  d l @ t r e  

l é t ha l e .  On peut donc supposer que l e  nombre de génes 

s i t u é s  dans l a  rég ion  dé lé tée  e s t  i n f é r i e u r  au nombre 

théor ique, suggPrant que l a  r épa r t i on  des génes n ' e s t  pas 



uniforme au sein d u  génome humain 

personnelle d e  Mr Mandel). 

(communication 

d - la mise en évidence et la caractérisation 

par séquençage d e  mutations ponctuelles responsables d e  

maladies génétiques est souvent difficile car le nombre 

d'exons A étudier est trop important (exemple : 26 exons 

pour le FVIII) pour une analyse systématique 

individuelle. L'amplification A partir d e  1'ARN devrait 

permettre d e  résoudre en partie ces problPmes en 

n'étudiant que la séquence codante. Nous avons montré 

qu'aprés extraction d'ARN total A partir d'un petit 

échantillon d e  sang (5ml) la P.C.R permet l'amplification 

spécifique d e  1'ARN d u  FVIII. Toutefois, notre technique 

n e  nous permet pas, actuellement, d'amplifier des 

fragments d'ARN d e  taille supérieure A 400 pb. 



C - ETUDE DE LA MALADIE DE WILLEBRAND 

Les deux principaux axes de recherche auxquels nous 

avons contri bué sont : 

- les études familiales A l'aide de polymorphismes 

du g&ne du vWF afin d'analyser la transmission des différentes 

formes de vWD et d'envisager un diagnostic génotypique des 

individus porteurs d'une anomalie ainsi que le diagnostic 

anténatal des formes sévéres. 

- la caractérisation des anomalies responsables 

d'une forme particuliére de vWD, appelée type "Normandy", afin 

de mieux connaitre le mécanisme d'interaction entre le FVIII et 

le vWF. 

1 - POLYMORPHISME Msp 1 DE L'INTRON 19 

1 - mise en évidence et caractérisation 

C'est en étudiant le patient D.S. dont la mutation 

dans l'exon 19 (page 136) supprime l'un des deux sites reconnus 

par l'endonucléase de restriction Msp 1 que nous avons mis en 

évidence ce polymorphisme non décrit. Nos résultats montrent 

que le deuxieme site, présent dans la séquence publiée par 

Mancuso (85), est absent sur certains chromosomes (Fig. 17, p .  

84). Ce site est situé dans l'intron 19, A 23 pb en 3' de 

l'exon 19. 



i n t r o n  18 exon 19 i n t r o n  19 

I I I I 

104 pb 67 pb 

' i g .  17 : schéma de d i ges t i on  du fragment a m p l i f i é  
a : fragment a m p l i f i é  
b : a l l é l e  + 
c : a l l é l e  - 
M : s i t e  de r e s t r i c t i o n  Msp 1 * : s i t e  polymorphe 

L ' a m p l i f i c a t i o n  de 50 personnes 

non apparentées e t  l a  d i ges t i on  par l 'endonucléase de 

r e s t r i c t i o n  Msp 1, a permis de déterminer l a  fréquence des 

deux a l l é l e s  ( v o i r  a r t i c l e  page 8 6 ) .  

2 - d iscuss ion  

La séquence pub l iée  ( 8 5 )  du géne du vWF présente 

l ' a l l é l e  + du polymorphisme de l ' i n t r o n  19 q u i  s e r a i t ,  en 

f a i t ,  l e  moins f réquent  d 'aprés l e s  r é s u l t a t s  de n o t r e  

étude, e f fec tuée sur une populat ion de type Caucasienne. Ce 

r é s u l t a t  montre donc que, malgré l e  séquençage des exons e t  

des régions non codan t e s  adjacentes, ce r t a i ns  

polymorphismes du géne du vWF n ' o n t  probablement pas encore 

é t é  i d e n t i f i é s ,  b ien q u ' i l  y  en a i t  dé ja  p lus  de 19 d é c r i t s  

( v o i r  page 37). Lors de l a  mise en évidence d'une nouve l le  



mutation il faut donc s'assurer qu'il ne s'agit pas d'un 

polymorphisme non décrit, dont l'incidence peut @tre 

faible, avant de présumer que cette mutation est 

effectivement responsable de la maladie. 

L e  polymorphisme que nous avons mis en évidence 

est intéressant car il peut @tre étudié facilement et 

rapidement. La probabilité d'hétérozygotie pour ce 

polymorphisme est de 0,46, ce qui le rend utile dans les 

études familiales. Toutefois, son caractére bi-allélique 

contrairement au second polymorphisme rapporté ci-dessous, 

limite son informativité. 

Ces résultats ont fait l'objet d'une publication 

dans Nucleic Acids Research, insérée page 86. 



Nucleic Acids Research, Vol. 18, No. 24 7467 

An Mspl polymorphism in the von 
Willebrand Factor gene 
B.Mercierw, C.Gaucher and C.Mazurier 
Laboratoire de Recherche sur I'Hemostase, Centre 
Regionai de Transfusion Sang~ine, 21 rue Camille Guerin, 
59012 Lille cedex, France 

Sowce/Descriprion: Two primas (W 17 a d  W 18) werc used to 
amplify a 226 bp long fragment including exon 19 and a pan 
of introns 18 and 19 of the human von Wiebrand Factor gene 
O (1)- 

Pol~vmo'phism: Aftcr PCR arnpiificarion (30 cycles: 1 min at 
94"C, 1 min at 55°C. 2 min at nec), the ampiifid fragments 
w m  digestcd by MspI restriction endonucicase. Two MspI sites 
w m  prtsent in the published sequena (1) but one of diese sites, 
23 bp in 3' of exon 19, was shown to be uthu prcsuit (allele 
+: 125 + 59 + 42 bp) or absent (allele -: 167 + 59 bp). 

Mendefian Inheritance: Codominant scgregation shown in 2 
f d e s .  

References: 1 1 Mancuso.D.1. et al. (1989) J. Biol. Qiem. 264, 
19514- 19527. 2) Ginsburg.D. er al. (1985) Science 228, 
1401 - 1426. 



1 1  - CARACTERISATION DU POLYMORPHISME DE L'INTRON 40 

Lors du 1 2  &me congrés de la Société Internationale de 

Thrombose et Hémostase, A Tokyo en 1989, Peake et al. 

(106b) ont rapporté la présence d'un polymorphisme situé 

dans l'intron 40 du géne du vWF, pour lequel 5 alléles 

avaient été identifiés après amplification d'une partie de 

cet intron. Ce polymorphisme, de type VNTR ("Variable 

Number of Tandem Repeats") résultait, selon les auteurs, de 

la répétition du tétranucléotide ATCT. Ne disposant que de 

ces données et de la séquence publiée l'année suivante(85), 

nous avons choisi deux amorces permettant l'amplification 

de la totalité de la séquence variable de l'intron 40. 

1 - étude de ce oolymorphisme : 

L'analyse de la séquence publiée a révélé la 

présence de plusieurs sites de restriction dont 2 pour 

l'endonucléase Alu 1 (Fig. 18, p. 88) et 1 pour 

l'endonucléase Rsa 1. Après amplification par P.C.R., en 

présence de U " ~ S  dATP, d'une partie de l'intron 40 (NT 1639 

A 2404), le fragment amplifié est digéré par l'endonucléase 

de restriction Alu 1 puis analysé sur gel de séquençage 

afin de déterminer la taille exacte des differents 

fragments de restriction obtenus (voir article pages 95 et 

96 ) .  



Fig. 18 :schéma du fragment amplifié selon la séquence 
publiée ( 9 5 ) :  
a : fragment amplifié 
b : fragment digéré par Alu 1 
t : site d e  restriction Alu 1 
c : position d e  la séquence variable 

2 - résultats : 

Pour chaque individu étudié, 3 fragments d e  

restriction par géne, soit 6 fragments a u  total, sont 

généralement différenciés aprés électrophorèse et 

autoradiographie. Pour certains échantillons cependant, 

l'on n e  décPle que 4 o u  5 fragments, plusieurs d'entre eux 

étant de taille identique. Ceux-ci sont cependant 

facilement décelable5 car d e  "double intensité", aisément 

détectable A l'oeil n u  (Fig. 19 p. 90) o u  aprks 

enregistrement densitométrique d e  l'autoradiographie (Fig. 

20 p. 91). I l  est A noter q u e  chaque fragment d e  digestion 

s e  présente en fait s o u s  forme d'un " doublet " sur 

l'autoradiographie : u n e  deuxième bande d e  plus faible 

intensité est visible A environ 1 A 2 bases s o u s  le 

fragment spécifique (Fig. 19 p. 90). Lorsque la digestion 



par l'endonucléase de tbstriction Alu 1 est rhalisée 

pendant 12 h, au lieu de 1 h, une troisiéme bande 

apparait, elle aussi de plus faible intensité, située A 1 

ou 2 bases sous la seconde bande . 

Chaque allèle est donc caractérisé par trois 
,A 

fragments de digegtion. Ne pouvant pas connaitre la tail le 

exacte du fragment amplifié avant digestion (car il est 

difficile de déterminer, par électrophorése, la taille de 

fragments d'environ 750 a 820 pb lorsqu'ils ne différent 

que de 4 ou d'un multiple de 4 nucléotides), on ne peut 

pas savoir quels $ragments digérés correspondent A chacun 

des deux alléles par l'étude d'une seule personne. Seule 

l'étude de plusieurs générations dans une famille permet 

donc d'associer A chaque alléle les fragments de digestion 

correspondants. 

Afin de déterminer les différents 

alléles de 89 personnes non apparentées, nous avons 

étudié, pour chacune d'elles, plusieurs membres de leur 

famille, soit au total 235 personnes. Cette étude de 40 

familles nous a permis de caractériser 87 alléles 

différents correspondant A 178 chromosomes ( voir tableaux 

6-a et 6-b, pages 92 et 93). De plus, certains alléles 

présentant un prof il identique aprés digestion par 

l'endonucléase de restriction Alu 1 ont des profils 

différents aprés digestion par une autre endonucléase de 

restriction (exemple : Rsab 1). 



pb a b c d e f g  

f i g  19 : étude du polymorphisme de l ' i n t r o n  40 
( autoradiograpt i ie  1 

a : 6 fragments de r e s t r i c t i o n  
b : l a  bande 236 pb e s t  présente en double 
c : l a  bande 248 pb e s t  présente en double 
d : l a  bande 276 pb e s t  présente en double 
e : les bandes 272 + 236 pb sont présentes en 

double 
f  : 6 fragments de r e s t r i c t i o n  
g : 6 fragments de r e s t r i c t i o n  



fig 2 0  : étude du polymorphisme de l'intron 40 
( par densitométrie de l'autoradiographie 
précédente ( f ig 12 1 1 
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L'analyse des résultats obtenus montre que : 

t aprés digestion par l'endonucléase de 

restriction Alu 1 chaque alléle est caractérisé par trois 

fragments de taille comprise entre 228 et 308 pb, dont un 

de taille supérieure A 260 pb. 

f la taille de chaque alléle, déterminée 

par addition des tailles des fragments digérés, est 

comprise entre 744 et 820 pb. 

f la transmission des alléles est de type 

Mendelienne, CO-dominante. 

t l'étude d e  3 générations dans 9 familles 

et de 2 générations dans 31 familles n'a montré A ce jour 

aucun phénoméne de recombinaison dans cette séquence. 

La variation de la taille du fragment amplifié, 

toujours multiple de 4 pb, montre que ce polymorphisme est 

bien da A la répétition d'un tétranucl&otide comme annoncé 

par Peake et al. (107) et Mancuso et al. (85). De plus, des 

fragments amplifiés de taille identique peuvent présenter 

des profils différents révélés aprés digestion par 

l'endonucléase de restriction Alu 1. Ce polymorphisme 

résulte donc A la fois du nombre et de la position des 

répétitions du tétranucléotide ATCT. 

Ces résultats font l'objet d'une publication 

soumise A Nucleic Acids Research, insérée page 9 5  A 96. 



A MULTI-ALLELIC POLYNORPHISM OF THE VON WILLEBRAND FACTOR 

GENE DETECTED BY P.C.R. : CHARACTERISATION OF 94 ALLELES IN 

101 UNRELATED INDIVIDUALS 

MERCIER B., GAUCHER C., MAZURIER C. 
Laboratoire de Recherche sur 1'Hemostase 
Centre Regional de Transfusion Sanguine 

(director : Dr J.J. HUART) 
21 , rue Camille Guerin - 59012 - LILLE - FRANCE 

Source / description : A variable number of tandem repeats 
(VNTR) of an ATCT sequence has been described in the intron 40 
of the von Willebrand factor gene , 2 , 3  The whole VNTR 
region was amplified using two primers : W31 = GCCCTAGTGGATGATA 
AGAATAATCAG and W32 - GCAGACTTCTACTGTTTTAGGTAAGTG, - 
corresponding respectively to NT 1639-1665 and NT 2404-2378 
(1). 

Methods : PCR amplifications (4) (30 cycles : 1 min at 94"C, 1 
min at 60°C, 1 min at 72°C) were performed in a 100 pl reaction 
mixture containing 50 mM KC1, 10 m M  Tris-HC1 pH 8.0, 1.5 m M  Mg 
Cli, 0.1 mg/ml gelatin, 15 pM dNTPs, 50 pmoles of each primer, 
5 pCi of aSSS dATP and 0.5 pg of genomic DNA. Direct 
amplification from whole blood, without DNA extraction, can 
also be performed (5). Following direct digestion by Alu 1 
restriction endonuclease, the labelled samp 1 es were 
electrophoresed for 5 h at 2000 V on a 6 % sequencing gel and 
autoradiographed overnight. A control plasmid sequencing 
reaction was used as a size marker. 

F'o_lymorphism : Eased on the presence of two Alu 1 restriction 
sites in the amplified sequence as mentionned in the published 
vWF gene sequence data (11, each allele was characterized by 
the combination of three restriction fragments ranging between 
228 and 308 bp, one of which being always larger than 264 bp. 

Frequency : This method allowed us to characterize, on the 
basis of both the number and position of the ATCT repeats, 94 
alleles in 101 unrelated Caucasians. The alleles frequency 
ranges between 1/202 for the 44 less frequent (example : 296 + 
260 + 252 bp) and 9/202 for the most frequent (272 + 240 + 236 
bp). According to Our results, the calculated heterozygoty rate 
is 0.98. 

Chromosomal localization : 12~12-12pter (6) 

Mendelian inheritance : Co-dominant segregation shown in 40 
families. Our data did not show any recombination event in al1 



t he  meios is  corresponding t o  3  genera t ions  i n  9  f a m i l i e s  and t o  
2  generat ions i n  3 1  f a m i l i e s .  

Commentarx : Other a p p l i c a t i o n s  o f  t h i s  m u l t i - a l l e l i c  
polymorphism than the  s tudy o f  t h e  i n h e r i t a n c e  and a n t e n a t a l  
d iagnos is  o f  von Wi l l eb rand ' s  d isease a r e  o f  i n t e r e s t  : 
p a t e r n i t y  t e s t i n g ,  d e t e c t i o n  o f  samples contaminat ion and even 
f o r e n s i c  s t u d i e s  as the  r e s u l t s  can be ob ta ined  i n  l e s s  
than 48 h  and subsequent l  y conf i rmed by f i n g e r p r i n t i n g  . 

&?ferences : (1) Mancuso D.J. e t  a l .  (1989) J. B i o l .  Chem. 
264, 19514-19527. ( 2 )  Peake e t  a l .  (1990) Blood, 76, 555-561. 
( 3 )  P loos Van Amstel HK. e t  a l .  (1990) Nucl .  Ac id .  Res. 18, 
4957. ( 4 )  S a i k i  RK. e t  a l .  (1985) Science, 230, 1350-1354. ( 5 )  
Merc ie r  e t  a l .  (1990) Nucl .  Acid.  Res. 18, 5908. ( 6 )  Ginsburg 
d. e t  a l .  (1985) Science, 228, 1401-1426. 

A r t i c l e  soumis A Nuc le i c  Acids Research 



3 - Ao~lications A l'étude de familles de vWD : 

Ce polymorphisme s'est avéré informatif pour les 

15 familles de patients atteints de maladie de Willebrand 

étudiées. Nous nous limiterons A présenter un exemple de 

chaque type de maladie de vWD, et A discuter certains de 

ces résultats. La nomenclature utilisée pour identifier les 

alléles étant arbitraire, elle ne correspond pas A la m@me 

association de fragments de restriction d'une famille h 

1 'autre. 

a - Type 1 : famille S 

résultat : voir page 98 

Dans cette famille la maladie, h expression 

dominante, est associée A l'allèle A. En effet les 6 

enfants symptomatiques ont hérité de l'alléle A de leur 

mére qui est elle m@me atteinte. De plus, cette étude 

révéle un probléme de paternité concernant l'individu 11-3 

(voir page 108). 

b - T y p e  I I  B : famille M 

r é s u l t a t  r v o l r  page 99 

Dans c e t t e  trmille la maladie, dominante, est 

associée A l'alléle 8 .  

c - Type I I  C : famille B 

résultat : voir page 101 

Dans cette famille la maladie, probablement de 

type récessif, est associée aux deux allèles B et C. En 

effet l'étude des individus 11-2, 11-4 et 111-3, présentant 



a r b r e  g é n é a l o g i q u e  d e  l a  f a m i l l e  S (vWD t y p e  1 ) .  
Le g é n o t y p e  e n t r e  p a r e n t h é s e s  es t  d e d u i t  d e  c e l u i  
d e s  a u t r e s  i n d i v i d u s  

F i g  21 : a n a l y s e  d u  p o l y m o r p h i s m e  d e  l ' i n t r o n  40 d u  g é n e  
d u  vWF d a n s  l a  f a m i l l e  S ,  vWD d e  t y p e  1. 

2722 : l a  b a n d e  d e  272 pb est p r é s e n t e  e n  d o u b l e  

i n d i v i d u  n o  

f r a g m e n t s  

d e  

d i g e s t i o n s  

i p b )  

i n t e r p r é t a t i o n  

r e m a r q u e  : ce p o l y m o r p h i s m e  r é v é l e  un " p r o b l é m e  d e  
p a t e r n i t é "  c o n c e r n a n t  l ' i n d i v i d u  11-3 ( v o i r  p a g e  104). 

1-2 

304 

2762 
256 

232 
228 

304 
276 
228 
= A 

276 
256 
232 
= B  

11-1 

304 

2762 

248 

240 

228 

A 

276 
248 
240 
= C  

11-2 

304 
296 

276 

2442 

228 

A 

296 
2442 

= D  

11-5 

304 

2762 

248 

240 

228 

A 

C 

11-3 

304 

292 
276 

244 
240 

228 

A 

292 
244 
240 
= E  

11-6 

304 

2762 

248 

240 

228 

A 

C 

11-4 

304 
296 

276 

2442 

228 

A 

D 



III 

arbre généalogique de la famille M (vWD type I I  B )  
Les génotypes entre parenthéses sont déduits de celui 
des autres indivivus 

Fig 22 : analyse du polymorphisme de l'intron 40 du géne du 
vWF dans la famille M. 

individu no 

fragments 

de 

digestions 
( p b )  

interprétation 

- --- 

11-7 

300 

276 
252 

2442 
240 

B 

D 

11-2 

2762 

2482 

2402 

276 
248 
240 
= A 

276 
248 
240 
= A 

111-1 

296 
276 

2482 
244 
240 

A 

296 
248 
244 
= E  

111-2 

300 

276 

248 
244 
2402 

B 

278 
248 
240 
= F  

11-4 

2762 
252 
248 
244 
240 

A 

D 

11-5 

300 

276 

248 
244 
2402 

B 

A 



tous les trois une anomalie de leur vWF détectée par un 

double pic en immuno-électrophorése bidimensionnelle, 

montre que le géne caractérisé par l'alléle C est porteur 

de ce défaut. Chez l'individu 111-4, le géne caractérisé 

par l'alléle B, et hérité de son pére, est trPs 

probablement porteur d'une seconde anomalie. 

d - Type I I  "Normandy" : 

t Famille P. : résultat page 102 

Dans cette famille la maladie, récessive, est 

associée aux alléles A et C. L'étude phénotypique des 

sujets hétérozygotes a démontré une diminution de la 

capacité de fixation du FVIII chez ces individus (91). La 

diminution de la capacité de fixation du FVIII (50%) 

observée chez les parents (1-1 et 1-2) révPle qu'ils sont 

tous deux porteurs d'une anomalie. L'absence de fixation 

observée chez la patiente 11-2 permet d'identifier les 

alléles porteurs des anomalies chez ses parents : alléle A 

de sa mére et alléle C de son pére. 

$ Famille D. : résultat page 104 et 105 

Dans cette famille la maladie, récessive, est 

associée aux alléles B et G. L'étude phénotypique a montré 

une absence de fixation du FVIII chez les patients 111-2, 

111-4 et 111-6, et une diminution de la capacité de 

fixation du FVIII chez les sujets hétérozygotes 1-2, 11-1, 

11-5, 11-7, 11-8 et 111-3 (91). Ces résultats nous ont 

permis de conclure que les alléles B et G sont, dans cette 

famille, tous deux porteurs d'une anomalie récessive 



arbre généalogique d e  la famille B (vWD type I I  Cl 
O :  individu dont le profil immuno électrophorétique du vWF 

présente un double pic 

Fig 23 : analyse du polymorphisme d e  l'intron 40 du géne d u  
vWF dans la famille B. 

individu n o  

fragments 

d e  

restriction 

( p b )  

interprétation 

111-1 

2762 

2482 

240 
236 

A  

D 

11-1 

2762 

252 
248 

240 

228 

276 
248 
240 
= A  

276 
252 
228 
= B  

111-2 

2762 

2482 

240 
236 

A  

D 

11-2 

276 
272 

248 

2402 
236 

272 
240 
240 
= C  

276 
248 
236 
= D  

111-3 

276 
272 

248 

240J 

A 

C 

111-4 

276 
272 
252 

2402 

228 

B 

C  

11-3 

312 
2802 

2442 

228 

E 

F 

11-4 

276 
272 

248 

2402 
236 

C 

D 



arbre généalogique de la famille P (vWD type "Normandy"). 
a :  O % de capacité A fixer le F V I I I  
0: 50 % de capacité b fixer le FVIII 
0: 100 % de capacité A fixer le FVIII 

Fiq 24 : analyse du polymorphisme de l'intron 40 du gPne du 
vWF dans la famille P. 

individu n o  

f raqmen ts 

de 

digestions 
(pb) 

lnterprétatlon 

1-1 

2802 

2 562 
252 

244 

280 
256 
244 
= C  

280 
256 
252 
= D  

1-2 

296 

276 

2522 
248 
244 

296 
252 
248 
= A  

276 
252 
244 
= B  

11-2 

296 
280 

256 
252 
248 
244 

A 

C 

11-3 

280 
276 
256 
2522 

244 

B 

D 

11-4 

280 
276 
256 
2522 

244 

B 

D 



responsable de l a  d im inu t ion  de l a  capaci té  de f i x a t i o n  du 

F V I I I .  

e - Type III : f a m i l l e  W 

r é s u l t a t  : v o i r  page 106 

Dans c e t t e  f a m i l l e ,  dont l e s  données 

phénotypiques sont résumées dans l e  Tableau 7 page 107, l e  

p a t i e n t  11-1 présente une forme sévére de l a  maladie a l o r s  

que ses parents sont  asymptomatiques. C 'es t  pourquoi nous 

l 'avons considéré comme appartenant au type III (Tableau 2 

page 30) .  La mise en évidence d'une forme modérée de l a  

maladie chez son neveu, 111-1, peut s ' exp l i que r  par l e  f a i t  

que ce de rn ie r  s o i t  hétérozygote pour une anomalie 

récess ive présente A l ' é t a t  homozygote chez 11-1. En e f f e t ,  

on s a i t  que l e s  s u j e t s  hétérozygotes dans l e s  f a m i l l e s  de 

vWD de type III peuvent présenter des taux normaux ou 

modéremment diminués de vWF. La présence chez 111-1 d'une 

au t r e  anomalie du vWF transmise par son pére 11-4 p o u r r a i t  

@ t r e  une au t re  e x p l i c a t i o n ,  l e s  s u j e t s  hétérozygotes du 

type III é tan t  asymptomatiques. L 'é tude récente des 2 

f i l l e s  du malade 11-1, q u i  ne présentent aucun syndrome 

hémorragique, a révé lé  q u ' e l l e s  auss i  ava ien t  un d é f i c i t  

modéré en vWF. Ces r e s u l t a t s  suggérent donc que l ' a l l é l e  A 

e s t  associé au d é f i c i t  modéré en vWF observé chez 111-1, 

111-3 e t  111-4. Cependant seul  l ' i n d i v i d u  111-1 (agé de 13 

ans) e s t  symptomatique, l e s  i n d i v i d u s  111-3 e t  111-4, agées 

respectivement de 8 e t  6 ans, é t an t  asymptomatiques. 

L 'anomal ie associée A c e t  a l l é l e  A p o u r r a i t  @ t r e  s o i t  : 

$ dominante, apparentée au type 1, 

sans t o u t e f o i s  @ t r e  t ou j ou r s  symptomatique. Des v a r i a t i o n s  



Fiq 25-b : arbre généalogique de la famille D, vWD d e  t y p e  
"Normandy". 

0 :  O % de capacité h fixer le FVIII 
0 :  50 % de capacité h fixer le FVIII 
0: 100 % de capacité A fixer le FVIII 



Fig 25-a : é t u d e  d u  polymorphisme d e  l'intron 40 d u  g é n e  d u  
vWF d a n s  la famille D, v W D  d e  t y p e  "Normandy". 

INDIVIDUS 

FRAGMENTS 

DE 

DIGESTION 

(bp) 

interprétation 

1-1 

296 
276 
252 
248 
244 

2 3 2 

296 
252 
232 
=C 

276 
248 
244 
=D 

1-2 

296 
276 
2522 
248 

240 

276 
252 
248 
=A 

296 
248 
240 
=B 

11-2 

2762 
2522 
248 
244 

A 

D 

11-1 

296' 

252 
248 

240 

232 

B 

C 

11-3 

296 
276 
2522 
248 

232 

A 

C 

11-4 

2762 
2522 
248 
244 

A 

D 

11-5 

296 
276 

2482 
244 
240 

B 

D 

11-7 

2962 

252 
248 

240 

232 

B 

C 

11-8 

308 

296 
276 

244 
240 

228 

296 
244 
240 
-(: 

308 
276 
228 
= H  

111-1 

304 

276 

2482 
244 

236 

D 

304 
244 

236 
= I 

111-2 

2962 

248 
2442 
240 

B 

G 

111-3 

29ô2 

252 

244 
240 

2 3 2 

C 

G 

111-4 

29ô2 

248 
2442 
240 

B 

G 

111-5 

308 

296 
276 
252 

232 
228 

C 

H 

111-6 

2902 

248 
2442 
240 

B 

G 



III 

arbre généalogique d e  la famille W. 
B: déficit sévére en vWF 
0 :  déficit modéré en vWF 

Seuls les individus 11-1 et 111-1 sont symptomatiques 
111-5 : exploré 1 seule fois .3 la naissance 

Fig 26 : analyse du polymorphisme d e  l'intron 40 du géne du 
v W F  dans la famille W. 

. 

individu n o  

* 

fragments 

de  

digestions 

ipb) 

interpré- 
tation 

1-2 

300 

276 

252 
248 
2442 

11-1 

292 
276 

252 

244' 

11-2 

300 

292 

248 
244" 

276 / 
252 A 

276 
248 
240 
= B  

A A 

272 
236 
236 
= C  

11-3 

2762 

252 
248 
244 
240 

B 

C 

111-1 

276 
272 
252 

244 

2362 

111-2 

276 
272 

248 

240 
2362 

i 
A 

296 
248 
236 
= H  

A 

276 
248 
248 
= I  

111-3 

296 

276 

252 
248 
244 

236 

E 

G 

244 
= A 

300 
248 
244 
= E  

111-4 

2762 

252 
2482 
244 

292 
244 
244 
= G  



d'expression du vWF en fonction de l'âge, déja décrites, 

pourraient en effet expliquer que les individus 111-3 et 

111-4 (des enfants), tous deux porteurs de l'alléle A aient 

des taux nettement diminués, alors que les individus 1-2 

et 11-3 (des adultes), eux aussi porteurs de l'alléle 6, 

présentent des taux seulement modérémment diminués. Dans ce 

cas, l'individu 11-1 aurait hérité d'une deuxiéme anomalie 

portée par l'alléle G de son pére. 

t récessive, expliquant l'absence 

de syndromes hémorragiques chez les individus 1-2, 11-3, 

111-3 et 111-4. L'individu 11-1 aurait alors hérité de son 

pére une deuxiéme anomalie, probablement récessive, la 

combinaison des deux génes morbides expliquant la forme 

sévére observée chez cet individu. L'individu 111-1 aurait 

lui-aussi hérite une deuxiéme anomalie, probablement 

récessive, associé A l'alléle C de son pére et A l'origine 

de son syndrome hémorragique modéré. 

Tableau 7 : donnees phenotypiques des individus de la 
famille W. 

4 - Autres applications potentielles : 

a - Controle de paternité : grâce A sa forte 
variabilité, ce polymorphisme peut révéler un "probléme de 

paternité" lors d'études familiales. 

111-4 

23 

24 

111-1 

20 

21 

11-3 

55 

57 

individu 

vWF : Ag 

111-2 

105 

70 1 vWF:RCo 1 4 0  O 1 95 

1 

1-2 

6 3  

111-3 

32 

25 

1 

< 1  

I I -  

120 



exemple : cas de la famille S (page 98) 

Ne disposant pas d'échantillon de l'individu 1-1 

pour cette étude, nous avons déduit les alléles associés a 

chacun de ses génes de l'étude du génotype de ses enfants, 

en tenant compte de l'hypothése la plus probable (Fig. 21 

page 98). Le profil de digestion obtenu montre que 

l'individu 11-3 a hérité l'alléle A (chromosome morbide) de 

sa mére, mais que le deuxiéme alléle ne provient 

probablement pas de l'individu 1-1 (son pére supposé). 

L'étude du polymorphisme multi-allélique Bcl 1 du FVIII 

(voir page 201, situé sur le chromosome X, a confirmé ce 

résultat. 

Dans le cadre d'études de familles d'hémophiles, 

nous utilisons donc ce polymorphisme pour vérifier les 

"problémes de paternité" révélés au cours de l'analyse de 

ségrégation des génes du FVIII ou du FIX. 

b - Détection d'ADN contaminant 
La principale limite de la PCR étant le 

risque de contamination, nous avons testé le seuil de 

sensibilité de notre méthode de détection de ce 

polymorphisme. Un ADN contaminant dilué 100 fois dans un 

autre ADN peut @tre mis en évidence grace A la révélation 

simultanée des fragments de restriction spécifiques de 

chaque ADN, après 5 jours d'autoradiographie. 

c - Médecine légale 

Le résultat pouvant @tre obtenu en moins de 

48 h, l'analyse de ce polymorphisme pourrait @tre menée 



durant le délai légal, en France, de garde A vue. Les 

résultats pourraient ensuite étre confirmés par l'analyse 

des empreintes génétiques déja utilisée en médecine légale, 

qui nécessite souvent plusieurs semaines de délai. 

5 - Discussion 

L'étude par P.C.R. du fragment amplifié contenant 

la totalité de la région A VNTR située dans l'intron 40 du 

géne du vWF nous a permis de caractériser 87 alléles 

différents chez 89 individus non apparentés. Dans leurs 

études Peake et al. (107) et Ploos van Amstel et al. (111) 

n'ont pu identifié que 8 et 6 allèles respectivement, mais 

sur un nombre d'individus plus restreint (respectivement 53 

et 24). Leur méthode d'étude, analyse directe sur gel 

d'acrylamide de la taille du fragment amplifié, est plus 

aisée et plus rapide. Toutefois, reposant sur l'analyse 

d'une partie seulement de la région polymorphe, elle perd 

en informativité et ces auteurs doivent parfois étudier 

d'autres polymorphismes de ce géne, par Southern blot, pour 

pouvoir rendre un diagnostic. Dans leur premier article 

Peake et al. décrivent la présence d'un "doublet" au niveau 

des fragments obtenus, ce résultat est donc identique A 

celui que nous observons. Ces auteurs proposent l'hypothése 

suivante pour expliquer ce phénoméne: amplification d'un 

fragment non spécifique A partir d'une séquence quasi- 

homologue A celle de la VNTR étudiée, située sur une autre 

partie du génome. Nos amorces étant choisies dans l'intron 

hors de la région de type VNTR, il faudrait qu'une séquence 

homologue A celle de l'intron 40 existe dans le génome 



humain pour expliquer ce résultat. Une telle séquence n'a 

pas, A ce jour, été mise en évidence. D'autres hypothéses 

peuvent être envisagées: 

I lors de l'amplification, la Taq polymérase 

au niveau des répétitions du 

: elle "oublie" un ou deux 

commet une erreur 

tétranucléotide ATCT 

nucléotides. 

t dégradation du fragment amplifié, aprPs 

digestion, par une activité exonucléasique. 

Une erreur de la Taq polymérase lors de la 

réplication parrait peu probable. Elle devrait entrainer 

soit l'oubli soit l'ajout de nucléotides. Or, nous n'avons 

jamais observé de fragments de taille supérieure aux 

fragments spécifiques. Par contre, l'hypothése d'une 

dégradation dQe A une activité exonucléasique semble la 

plus crédible, rnalqré l'échec de tentatives d'inhibition 

par l'addition d'EDTA. 1 1  faut cependant noter que ce 

profil ne géne en aucun cas l'interprétation du résultat 

vu la différence d intensité respective des fragments 

spécifiques et der *rrgmants dégradés.. 

Aprés diyeitlon par l'endonucléase de restriction 

Alu . chaque allele est caractérisé par trois fragments de 

restriction. I l  semble que deux sites spécifiques de cette 

enzyme soient donc toujours présents dans le fragment 

amplifié, malgré leur localisation dans la région variable 

de cette séquence. Comme les trois fragments de restriction 

obtenus sont oolyrnorphes. nous proposons l'hypothése 



suivante : les deux sites d e  restriction seraient constants 

e t  le polymorphisme n e  serait pas du A un seul bloc 

variable (NT 1683 A 2347) mais A a u  moins trois séquences 

variables plus petites (Fig. 27, p. 111). 

Fig. 27 : schéma d u  fragment amplifié 
a : selon la séquence publiée (85) 
b : hypothése concernant la position d e s  séquences 

variables 
f : s i t e  d e  restriction Alu 1 
les rectangles correspondent aux régions variables 

L e  séquençage d e  plusieurs alléles devrait nous 

permettre d e  vérifier o u  d'infirmer cette hypothèse. Si 

cette hypothése s'avére erronée, il faudra alors considérer 

que les sites d e  restrictions Alu 1 sont eux aussi 

polymorphes, pouvant @tre déplacés o u  supprimés par 

l'insertion d'une séquence ATCT. Toutefois cette hypothése 

semble peu probable car, dans c e  cas, l'étude d e s  89 

personnes non apparentées aurait dQ permettre l'observation 

d e  fragments d'environ 500 pb correspondant A la 

suppression d'un site d e  restriction Alu 1. 

Lors d e  notre étude, n o u s  n'avons pas observé d e  

phénomène d e  recombinaison dans cette région variable d e  

l'ADN distante d'environ 140 kb d e  l'extrémité 5' d u  géne 



et d'environ 40 k b  de l'extrémité 3' du géne du vWF. Ce 

résultat est apparemment en contradiction avec une étude 

concernant la fréquence des recombinaisons dans 5 autres 

VNTR (66). En effet, les résultats obtenus par cette équipe 

montrent que la fréquence des recombinaisons dans les 

VNTRs, qui peut atteindre jusqu'A 5 %, est beaucoup plus 

grande que celle observée dans d'autres régions du génome. 

Seule l'étude d'un grand nombre de familles, si possible 

avec au moins 4 générations, permettra de préciser si les 

recombinaisons au niveau de cette région variable de 

l'intron 40 du géne du vWF ont une fréquence moindre. Dans 

un résumé du congrés de la Société Internationale de 

Thrombose et Hémostase, A Tokyo en 1989, Murray et al. 

ont rapporté que, pour 2 familles (de type 1 et IIB), les 

alléles du polymorphisme VNTR du géne du vWF analysés selon 

le protocole de Peake et al. (107) présentaient une 

ségrégation différente de celle de la maladie. Les auteurs 

ont alors envisagé 2 hypothéses : soit 1 recombinaison 

entre la région polymorphe et l'anomalie, soit que cette 

anomalie soit située sur un autre géne impliqué dans la 

régulation de l'expression du vWF. 

Bien que le grand nombre d'alléles identifiés ne 

nous permette pas de calculer précisemment les fréquences 

de chaque alléle ou le taux d'hétérozygotie de façon 

exacte, nous avons néanmoins cherché une estimation selon 

la formule : ( nl + n ~ :  + .... + ne7 ) =  = 1, ou n est la 

fréquence de chaque alléle. D'aprés cette formule le taux 

d'hétérozygotie serait de 0,98. Ce résultat n'est 



qu'indicatif : il correspond h une estimation effectuée h 

partir des éléments actuellement en notre possession, et 

non pas A un calcul exact car les fréquences utilisées sont 

trop imprécises. I l  est en effet probable que les 43 

alléles ayant une fréquence identique (de 1/178) d'aprés 

nos résultats n'auraient pas la m@me prévalence si l'étude 

pouvait @tre élargie A un plus grand nombre d'individus. 

Ce polymorphisme, ainsi caractérisé selon le 

nombre et la position des répétitions de la séquence ATCT, 

est le plus variable décrit sur le vWF et l'un des plus 

variables actuellement décrit sur le génome humain (68b). 

Nous avons montré qu'il permet de suivre la transmission 

des gènes morbides au sein d'une famille. Ces études de 

ségrégation du géne du vWF ont permis de confirmer le 

caractPre dominant de la maladie de Willebrand de type 1. 

Par contre pour le type I I ,  considéré comme dominant dans 

la majorité des cas, nos résultats montrent que la 

transmission des sous-types IIC et "Normandy" est, dans 

les familles étudiées, de type récessive. Ce polymorphisme 

s'est révélé informatif dans toutes les familles étudiées h 

ce jour soit 15 familles de vWD et plus de 25 familles 

d'hémophiles. D'autres applications sont soit déja 

utilisées au laboratoire (tests de paternité, dbtection de 

contamination) soit envisageables (médecine légale). 



I I I  - CARACTERISATION DE VARIANTS DE TYPE "NORMANDY" 

1 - Descri~tion 
Un nouveau variant de la maladie de Willebrand a 

été découvert, dans le laboratoire. I l  se caractérise par 

une absence d'anomalie quantitative du vWF plasmatique et 

plaquettaire, une interaction normale du vWF avec les 

plaquettes, un profil multimérique normal mais, par contre, 

un déficit en FVIII dQ A une anomalie de fixation de ce 

facteur sur le vWF (92,93). Ces caractéristiques 

phénotypiques rendent le diagnostic de ce type "Normandy" 

difficile car il peut étre diagnostiqué A tort comme 

hémophile A (temps de saignement normaux ou subnormaux). 

Dans ce cas, le traitement administré au patient ne sera 

pas adapté : en effet l'injection de concentré de FVIII 

(préparation maintenant dépourvue de vWF) ne permettra pas 

de corriger de façon durable le déficit en FVIII de ce type 

de malade (91). L'étude familale peut, éventuellement, 

montrer que la transmission de la maladie n'est pas 

autosomale, mais seule l'étude de l'interaction FVIII/vWF 

permet le diagnostic. Nous avons entrepris l'analyse par 

biologie moléculaire du premier variant (B.G.) appelé 

"Normandy". Trois autres patients (D.S., P.C., M.M.), non 

apparentés, présentant le m@me type d ' anomalie ont depuis 

été étudiés. Deux de ces patients (D.S. et P.C.) sont 

originaires de la m@me région du Portugal. 

Le site principal de fixation du facteur VI11 

sur le facteur Willebrand étant localisé dans les 272 

premiers acides aminés du facteur Willebrand mature 

(33,34,67,127), la région du géne codant les 311 premiers 



acides aminés a été analysée chez ces malades. 

L'amplification puis le séquençage direct des 7 exons 

correspondant, soit un total d'environ 1,8 kb par individu, 

ont ainsi permis de caractériser 3 mutations responsables 

de la maladie (voir Tableau 9 page 135). La position des 

mutations identifiées est indiquée selon la numérotation de 

l'ADN complémentaire du vWF, le no 1 correspondant au 

lwnucléotide du codon de la Met initiale du pré-pro- 

Willebrand. La numérotation des acide aminé est celle de la 

protéine mature. 

2 - Etude de la patiente B.G. 

Dans cette famille il n'y a aucun antécédant 

hémorragique connu. 1 1  est noter que les parents de cette 

malade, tous deux pupilles de la nation ont appris qu'ils 

étaient cousins au troisiéme degré. 

a - Données phénotypiques : 

F VII1:C = 6-8 % 

F VII1:Ag = 8-10 % 

vWF : Ag = 65-100 % 

b - Résultats : 

Le séquençage de l'exon 18 a révélé une 

mutation homozygote (ACG --- > ATG) du nucléotide 2372, 

prédisant la substitution de la thréonine no 28 de la sous- 

unité du vWF mature en méthionine (voir article page 118 et 

tableau 9 page 135). Cette mutation supprime un site de 

restriction Mae I I  (Fig. 28, page 116). 



i n t r o n  17 exon 18 i n t r o n  18 

175 pb M 114 pb 
I I 1 

( ACGT ) 

289 pb 
I 1 

( ATGT ) 

F i g .  28 : schéma du fragment a m p l i f i é  contenant l ' exon  18 
a : fragment a m p l i f i é  
b : a l l e l e  normal 
c : a l l e l e  muté 
M : s i t e  de r e s t r i c t i o n  Mae II 

Pour déterminer s i  c e t t e  mutat ion é t a i t  h 

l ' o r i g i n e  de l a  maladie ou s i  e l l e  correspondai t  A un 

polymorphisme s i l e n c i e u x ,  l ' e x o n  18 de 30 témoins a é t é  

a m p l i f i é  p u i s  d igéré  par l 'endonucléase de r e s t r i c t i o n  Mae 

II. La présence du s i t e  Mae II chez l e s  témoins analysés 

suggére que l a  mutat ion observée p o u r r a i t  @ t r e  

e f fec t i vement  responsable de l ' anoma l ie  f o n c t i o n n e l l e  du 

vWF. 

L 'ana lyse  du polymorphisme de l ' i n t r o n  40 du 

géne du vWF de l a  malade présente un p r o f i l  de d i g e s t i o n  

avec uniquement 3 fragments de r e s t r i c t i o n  pouvant 

correspondre A un é t a t  homozygote ( tab leau  9 page 135) .  On 

peut en déduire,  é t a n t  donné l a  consanguini té,  que l e s  

parents  de c e t t e  p a t i e n t e  présentent  tous  deux l e  m@me géne 

morbide, c a r a c t é r i s é  par l ' a l l é l e  A. Seule l a  pa t i en te ,  

homozygote pour ce chromosome morbide présen t e  une 

symptomatologie hémorragique, son f i l s  dont l e  taux de 

FVII1:Ag e s t  diminué e t  q u i  a é t é  t rouvé  hétérozygote par  



séquençage et digestion par l'endonucléase de restriction 

Mae I I ,  est asymptomatique. Ceci indique que la 

transmission de la maladie est, dans cette famille, de type 

récessive. 

Ces résultats ont fait l'objet d'une publication 

dans Blood, insérée page 118 A 134. 



THE "NORMANDY" VARIANT OF VON WILLEBRAND'S DISEASE : 

CHARACTERIZATION OF A POINT MUTATION 

IN THE VON WILLEBRAND FACTOR GENE 

A u t h o r s  : C .  Gauche r ,  S. Jo r i eux ,  B.  Merc i e r ,  D. Oufki r ,  C. Mazur ie r  

l n s t  i t u t  ion : Labora to i r e  de R e c h e r c h e  s u r  l 'Hémostase,  

C e n t r e  Régional  d e  T rans fus ion  Sanguine  

(C.R.T.S.. Di rec tor  : Dr J . J .  Huar t ) ,  Lille,  F r a n c e .  

Summary 

We previously r e p o r t e d  a func t iona l  d e f e c t  of  von Willebrand f a c t o r  (vWf 

in a new va r i an t  of von  Wil lebrand's  d i s ease  (vWD) t e n t a t i v e l y  riamed vWD 

"Normandy". T h e  p re sen t  work has a t t e m p t e d  t o  c h a r a c t e r i z e  t h e  molecular  

abnorma l i t y  of t h i s  vWf wh ich  f a i l s  t o  bind f a c t o r  VIII (FVIII ) .  

T h e  irnrnunopurified vWf f rom normal  and  p a t i e n t ' s  plasma were  d iges t ed  bv 

t r y p s i n  and t h e  resu l t ing  p e p t i d e s  were  compared .  T h e  e l ec t rophores i s  of "vWf 

Normandy"  shorved a sh i f t  in t h e  band co r r e spond ing  t o  a polypept ide  f r o m  amino 

a c i d  ( a a )  1 t o  2 7 2 .  Consequen t ly .  w e  under took  t h e  molecular  analysis  of t h e  

p o r t i o n  of  t he  vWf gene  of  t h i s  p a t i e n t  encod ing  th i s  a a  sequence .  Exons  18-2,1 

w e r e  amplified by t h e  u s e  of po lymerase  c h a i n  r eac t ion  ( P C R )  and  the i r  

n u c l e o t i d e  s equences  co r r e spond ing  t o  1.8 kb w e r e  de termined .  O u r  analysis  

s h o w e d  a point mu ta t ion  C t o  T a t  codori 791. r e su l t i ng  in i h e  subs t i t u t i on  of 

M e t h i o n i n e  f o r  Threon ine  a t  posi t ion 28 of t h e  m a t u r e  vWf subuni t .  As tliis 

n u c l e o t  ide  subs t i tu t ion  d e s t r o y e d  a MaeII res t r ic t ior i  s i t e .  th i s  mu ta t ion  was 

c o n v e n i e n t l y  sought  in va r ious  individual DNAs. T h e  p a t t e r n s  ob t a ined  were  

c o n s i s t e n t  with t h e  homozvgous and he t e rozygous  s t a t e  of th i s  mu ta t ion  in t h e  

p a t i e n t  and in h e r  son r e spec t ive lv .  and  w i t h  i t s  absence  in 28 normal  

ind iv idua ls .  We conc lude  t h a t  Th reon ine  a t  pos i t i on  28 in plasma vWf may  b e  

c r u c i a l  f o r  t h e  con fo rma t ion  and F17111-binding c a p a c i t y  of  i t s  cvst ine-r ict i  N- 

t e r m i n a l  dornain. 



In t roduc t ion  

Von Willebrand f a c t o r  (vWf)  is a l a r g e  rnult imeric g lycoprote in  found in 

p l a sma  and in p l a t e l e t s  which is s y n t h e t i z e d  b y  endo the l i a l  ce l l s  a n d  

megaka ryocy te s .  Besides i t s  major  ro l e  a s  a m e d i a t o r  of  ini t ial  p l a t e l e t  adhes ion  

t o  vascu la r  subendothe l ium.  vWf is a l so  t h e  c a r r i e r  of f a c t o r  VI11 (FVIII) in 

p l a sma  (1 .  2 ) .  T h e  associa t ion  of vWf w i t h  FVIII h a s  been  shown "in vitro" t o  

s t a b i i i z e  the  coagu lan t  a c t i v i t y  of  both  hurnan ( 3 )  a n d  recombinant  (4.5) FVIII. 

Fu r the rmore .  c l in ica l  obse rva t ions  in p a t i e n t s  con f i rm t h e  impor t ance  of normal  

vWf in prolonging FVIII ha l f - l i fe  (6. 7 ) .  

T h e  human vWf g e n e  has  been  s t u d i e d  in s o m e  de ta i l  and  is l oca t ed  on  

chromosome 12 (8 .  9 ) .  I t  is - 178 kb in l e n g t h  and c o n t a i n s  52 exons.  t h e  in t ron  

bounda r i e s  of  which w e r e  r e c e n t l y  de t e rmined .  19 % of t h e  gene  be ing  

s e a u e n c e d  ( 1 0 ) .  T h e  9 kb  vWf mRNA e n c o d e s  a 2813 amino ac id  ( a a )  p recu r so r  

cons i s t i ng  of  a 22  a a  s ignal  pep t ide ,  a 741  a a  p r o p e p t i d e  and a 2050 a a  m a t u r e  

s u o u n i t .  Func t iona l  domains  involved in b inding  t o  p i a t e i e t  membrane  

g lycopro te ins .  co l l agen  and hepar in  h a v e  beeri l oca l i zed  on t h e  vWf subuni t  

(re1:iewed in r e f e r e n c e  11 ) .  More r e c e n t l y ,  a ma jo r  FVIII-binding domain of v W f  

;vas c h a r a c t e r i z e d  on t h e  N H  - t e rmina l  reg ion  of m a t u r e  vWF. FVIII binds t o  Sp 2 

f r a g m e n t  I I I '  ( a a  1-910).  but  not t o  Sp f r a g m e n t s  1 (aa 911-1365) or II ( a a  1366- 

" _ j O 0 ! .  nb ta ined  by d iees t ion  of i r W f  wi th  S t a p h y l o c o c c u s  aureus  V8 p ro tease  (12 -  

11) F ~ ~ r t h e r r n o r e .  this  funct ion  is rnaintained on a t r y p t i c  f r agmen t  (SpIII-T4) 

con ta in ing  I h e  amino- terminal  2 7 2  a a  of vWf (14 ) .  

\.on L'v'illebrand d i sease  (vWD) .  t h e  most  cornrnon inhe r i t ed  b leeding  d isorder .  

is b i e !e rog~no i i s  and  o r ig ina t e s  f rom e i t h e r  q u a n t i t a t i v e  (vWD t y p e s  III and 1) o r  

qual i tat i \ve fvWD t y p e  II) a l t e r a t ions  of vWf ( 1 5 ) .  M a n y  phenotypic  subtvpes  o f  

:.\L'D have  been  dist ingi i ished.  genera l ly  a c c o r d i n g  t o  t h e  mul t imer ic  prof i le  of 
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p lasma  and p l a t e l e t "  vWf (16). Depend ing  on t h e  d isease  t y p e  o r  sub type ,  t h e  

i n h e r i t a n c e  has been  found e i t h e r  dominant  ( t y p e  1, s u b t y p e s  IIA and IIB) o r  

r e c e s s i v e  ( type  III and s u b t y p e  IIC). T h e  cause  of vWD a t  t h e  leve l  of gene  

s t r u c t u r e  is known in only a f e w  fami l i e s .  T o t a l  o r  pa r t i a l  g e n e  de le t ions  f o r  

vWD t y p e  III (17 -19)  as well a s  s ing le  point  mu ta t ions  f o r  vWD types  IIA (20. 

21)  a n d  IIB ( 2 2 )  h a v e  been r e p o r t e d .  

In an e a r l i e r  a r t i c l e  ( 2 3 ) .  w e  desc r ibed  a new v a r i a n t  form of vWD. 

t e n t a t i v e l y  named vWD "Normandy", in a fernale pa t i en t  w i t h  FVIII def ic iency  

but  normal  p r imary  hemostasis .  Her  p lasma vWf, which d id  not p re sen t  an' 

q u a n t i t a t i v e  o r  mul t imer iza t ion  abnorma l i ty .  was shown t o  b e  unable t o  bind 

F I .  This  p a p e r  repor ts  t h e  s t u d y  w e  have  pe r fo rmed  t o  c h a r a c t e r i z e  the  

unde r ly ing  rnolecular pat hology of t his p a t i e n t .  

P a t i e n t  and Methods  

C a s e  reDort 

F o r  a ?ornple!e da!3 - ino r !  r e f e r  t o  ea r l i e r  publ ica t ion  ( 2 3 ) .  A 50-year-r)ld 

Frerich woman ..vith 3 :f~:nr.;: 7 i s t o r y  of  b leeding  w a s  r e f e r r e d  t o  us in August 

1988.  Inves t iga t ions  FI'III d e f i c i e n c y  (5 t o  8 IUIdl) bu t  showed normal 

ley:eis of  vWf ant iger .  - : r t n c i t i n  c o f a c t o r  a c t i v i t y  and no rma l  vWf mult imeric 

p a t t e r n .  FI'III Sind:?; q rmced  t h a t  t h e  p a t i e n t ' s  vWf. in con t r a s t  t o  

normal  .:ii?f. :vas . ln?*  . . . .\'III. Her  t w o  chi ldren .  a son  and a dauqh te r .  

as  x e i l  a s  her paren:: \*,*e t h i rd  cousins.  rvere sa id  t o  tiave no bleeding 

t i is tory.  Ho~vo!.er. plasrr3 f rn.n ?lie pa t i e i i t ' s  son showed b o t h  modera t e  FI'III 

d e f i c l e n c y  and FI'lII-hindinq .:aliies i n t e r m e d i a t e  b e t w e e n  t h e  normal values a11rl 

t h e  p a t i e n t ' s  ':aiues ( d a t a  not shorvn).  



Antibodies : - 

Monoclonal antibody (MoAb)-239 t o  tiurnan vWf, prepared in collaboration 

wi th  Irnrnunotech (Marseil les.  F r a n c e ) ,  recognizes al1 t h e  rnultirneric forms of vWf 

(2-1). MoAb-418 was a generous  g i f t  of  D. Meyer  (INSERM U143, Paris, F r a n c e )  ; 

it speci f ica i ly  inhibits t h e  binding of FVIII t o  vWf and reac t s  with t h e  

unreduced  Y-terminal t ryp t i c  ( a a  1-272) or  plasrnic ( a a  1-298) fragment of vWf 

subuni t  (12) .  Its epitope was  f u r t h e r  localized t o  t h e  f i r s t  106 aa  of the  m a t u r e  

vWf subunit ( 2 5 ) .  Trvo o t h e r  MoAbs, obtained by irnrnunization of Balblc rnice 

witti SpIII-T4 fragment ( 2 6 )  were  also used. MoAb-175-35A8 inhibits the  FVIII 

binding t o  vWf and recognizes  bo th  reduced and unreduced SpiII-T4 f ragment  : 

Ylo.Ab-175-31H.3 does not inhibit FVIIIIvWF in te rac t ion  and reac t s  only wi th  

unredgced  SpIII-T.1 f ragment .  

\ r h 1 f  purif ication and analysis of trypsin digest  

.:Wf rvas purified from t h e  pa t i en t ' s  and normal plasma, using 

immunoaff in i ty  chromatography on anti-vWf MoAb-239 a s  previously r e p o r t e d  

( 2 3 :  Pur: i ied :'Wf :vas subrnit ted t o  a t rypsin  t r e a t m e n t  according t o  a 

pr~\: iof~si: ;  publisned 7ie!hod ( 2 7 )  wit h sorne minor modifications : immunopurified 

; r \ ~ ' f  d i luted in Tris 50  mM. NaCl 150 mM. pH 7.35, was incubated a t  37OC f o r  

10 7iin :vith TPCK-!reated :rypsin (Worthington Biornedical Corp. ,  Frechold, U S A )  

anc!  3n  enZ::rne ' O  s u b s t r s t e  ra!;o of 1:L5 (w/w) .  

P('R s m ~ i i f i c a t ! o n  of . ~ . ~ o r n i c  D N A  : 

411 P c R  amplifications were  perforrned on genomic DNA ex t rac ted  f rom 

p e r i ? r i ~ r a l  blooà leucocytes  according t o  t h e  method descr ibed by Miller e t  a l .  

1 3 8 )  Ampiif ica t  ions ivere performed using Taq polyrnerase (Amersham. England) in 

n rc-.c!ion mixture containing 0 . 5  ug genornic DNA. 100 pmoles of each pr imer .  



200 PM of each deoxynucleotide triphosphate and the enzyme buffer (10x1 

provided by the manufacturer. Before addition of the enzyme (2 to 2.5 U/100 ~1 

reaction), the reaction mixture was heated at 94°C for 5 min to allow proper 

genomic D N A  denaturation. Amplification cycles were subsequently carried out 

under standard conditions : 94°C for  1 min. 5S0C for 1 min, and 72°C for 2 

min. After 30  cycles. the PCR products were purified on Centricon 30 (Amicon 

Corp. Lexington. USA) to remove unincorporated prirners and dNTPs. 

Each set of primers was designed to allow amplification of introns 

sequences adjacent to the exon coding sequences. 

Restriction endonuclease analysis : 

PCR-amplif ied exon 18 fragments were digested with MaelI restriction 

endonuclease (Boehringer. Mannheim. Gerrnany) according to  the manufacturer's 

conditions and  separated on a 12 % polyacrylarnide gel. After electropnoresis. 

the gel was stained w i t h  ethidium brornide for direct visualization under UV 

liyht 

PCR products direct seauencing : 

Single-stranded DNA suit able for sequencing was obt ained performing a 

second PCR amplification of 25 to 30 cycles on double-stranded PCR products 

as 3 :emplate w i t h  oniy one of the two primers used in the first PCR reaction. 

Be!'ore sequencine. sin€!?-stranded products rvere purified on Centricon 100 or 

on DE.-JE cellulose paper during agarose gel electrophoresis (291 in order to 

remove double-stranded template and unincorporated prirners and dNTPs. 

Seauencing was performed w i t h  a sequenase kit IUSB. Cleveland. VS.4) us in^ 

PCR priniers and 4 3 5 ~  d.ATP (Amersham. England) as a label. The sarnples ivere 

anaiyzed on a 6 % denaturing seqiiencing gel. 



Results 

vWf trvptic fragments anaiysis : 

Fragments resulting frorn trypsin digestion of purified vWf were separated 

ivith SDS-PAGE F i g . .  They displayed a different pattern in the patient 

compared to the control fragments. The  smaller peptide character ized migrated 

f a s t e r  than the corresponding 31  kDa pept ide obtained with normal vWf, with an 

apparent molecular weight of approxirnately 29 kDa . fiowever, under reducing 

conditions. no mobility shift was observed, the two peptides migrating with an 

apparent molecular weight of 34 kDa. Western blot analysis performed on both 

trypt ic digests showed t ha t MoAb-418, which recognizes normal unreduced .31 

kDa peptide. rvas unable to recognize the  patient 's  peptide. On the  other hand 

both the pat ient ' s  unreduced 2 9  kDa peptide. as well as normal 31  kDa peptide. 

were recognized by MaAbs- 1 7 5 - 3 5 A 8  and 175-31H3 (data  not shown). 

D N A  seauencinq 

Direct sequencinq of each PCR-amplified exons 18 t o  24, covering the Y- 

terrninal region of mature vWf up to aa  3 1 1 ,  was perforrned on both sense and 

ant!se!>se strands. D N A  sequence analysis showed a single base mutation C to T 

in exon 18 at nucleotide 2 3 7 2  ( 10 ) .  This T for  C base replacement changes an 

A .  coaon to an .ATG codon and predicts  the substitution of Threoriine by 

Jle!!~,ionine a t  position 28 in the mature vWf. The patient was found to be 

homoz)'gous for the substitution while her  son was found t o  be heterozygous 

i F i g . 2 ) .  



Fig. 1 : Analysis by SDS-PAGE (3.5 t o  16 % gradient) of normal (NI and 

patient 's (P l  v W f .  The rnolecular rnass of marker proteins (in kDa) is indicated. 

A : Coomassie blue-stained gel run in ei ther  non reducing (NR) or reducing (R) 

conditions. Al1 lanes correspond to lirnited trypsin digestion samples. The arrows 

indicate SpIII-T4 fragments identified separately with radiolabeled polyclonal 

anti-vWf antibodies (data not shown). B : Autoradiography of a gel run under 

non reducing conditions and transferred ont0 nitrocellulose before incubation 

with radiolabeled MoAb-418. Sarnples are analyzed either before (-) or after (+) 

limited trypsin digestion.6 



R e s t r i c t i o n  endbriuclease ana lys i s  

T h e  muta t ion  A C G  -> ATG d e s t r o y e d  a Mael I  r e s t r i c t i o n  s i t e  ACGT, PCR- 
L * .. .. . 

arnplif ied e x o n  1 4 ,  sgments  of  t h e  p a t i e n t ,  h e r  son ,  and  t h e  con t ro l s  w e r e  
' .  

11 

d i g e s t e d  t o  conf i rm t h e  s e q u e n c i n g  d a t a  and  t o  s e a r c h  f o r  th is  nuc leo t ide  

s u b s t i t u t i o n  in normal individuals. T h e  und iges t ed  p a t t e r n  ( o n e  s ingle  band of 281 

bp) found in t h e  p a t i e n t  corifirmed h e r  hornozygous s t a t e  f o r  t h e  muta t ion .  A s  

h e r  son  exh ib i t ed  bo th  d iges ted  (113+168 bp)  and  undiges ted  (281 bp) r e s t r i c t i on  

f r a g m e n t s .  h e  was conf i rmed a s  he t e rozygous .  On t h e  o t h e r  hand. al1 t h e  28 

c o n t  ro i  DNAs f rom normal  individuals t e s t  e d  p r e s e n t e d  t h e  homozygous d iges ted  

p a t t e r n  wi th  t w o  bands of 113 and 168 bp (F ig .3 ) .  

Discussion 

.As t h e  vWf d e f e c t  of  t h e  p a t i e n t  l e i i t a t i v e i y  named  "vWD Normand-" 

r e s u l t e d  f rom a spec i f i c  FI'III Sinding a l t e r a t i o n .  a s  shown in o u r  p r e v i o ~ i s  r epor t  

( 2 3 ) .  tve d e c i d e d  t o  d i r e c t  ouf i nves t iga t ions  t o w a r d  t h e  vWf N-terniinal regioii 

conta i r i ing  a major  FI'III Siriain6 domairi (12-14). More  p rec i se ly ,  we focused  on 

t h e  !ryptic  f r a g m e n t  l y i ~ q  Se!~veen a a  1 and 272 of m a t u r e  vWf and able  t o  

inhibi t FVIII  binding * O  ':..it'f f 1 4 ) .  a l though  a n o t h e r  p o t e n t i a l  FVIII binding s i t e  

h a s  been  r e p o r t e d  in *" "erminal  reg ion  of  t h e  vWf subun i t  but without  

p r e c ~ s e  loca l i za t ion  ' 3 "  ' .  ' ,..-.. . .,-. son o f  normal a n d  p a t i e n t ' s  vWf t ryp t i c  d iges ts  

c o n f i r n e d  !hat  a de!&, ' - '6-d I o c a t e d  in t h e  Y-terminal  region of t h e  vWf  

m o l e c ~ l e .  a s  r e v e a l e c  ' - -  ' ' ? @ .  -,lniiity sh i f t  o b s e r v e d  on t h e  p a t i e n t ' s  pep t ide .  

m i g r a t i n g  in SDS-P.4CE . v i * v  ~ r :  a p p a r e n t  l ower  molecu la r  weight  than normal.  ' .  .... . "  . 

T h i s  n o b i l i t y  a l t e r a t i o n  cniild o r i g i n a t e  f rom a sma l l  de i e t ion  o r  f rom a point 

m u t a t i o n  in t h e  vWf ger?e. lndced. a s ingle  a a  subs t i t u t ion  m a y  induce e i t h e r  

charge  mod i f i ca t ion  c r e a  t i ng  a d i f f e r e n t  SDS-pept ide  s t o c h i o m e t r y  1 t h e  



27 Lys 

28 Met 

1 

29 Cys 

Lys 27 

Cys 29 

F i .  2 : Part of t he  nucleotide sequence gels of amplified vWf exon 18 in 

t h e  patient ( a )  and t h e  patient 's  son (b). The asterisk indicates t h e  point 

mutation ; the numbers indicate the position of corresponding amino acids in the 

mature  protein. 

Fig. 3 : Pattern of t he  Mae II restriction digests of amplified vWf exon 18 

run on a 12 ?6 polyacryiamide gel. M = Molecular weight rnarker ; 1 : patient . 

undigested 281 bp fragment ( the  mutation destroys a Mae II restriction s i te )  ; 2: 

pat ient ' s  son with both digested and undigested fragments ; 3-4 : 2 normal 

individuais rvith digested fragments ( two bands = 168 and 113 bp). 
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disappearance of a .gljrcosylation site. or a conformational alteration of the vWf 

N-terminal peptide. Ilowever, the identical behavior of reduced normal and 

patient's tryptic peptides suggests that a conformational change is the most 

likely explanation for the change in electrophoretic mobility. This structure 

alt erat ion hypothesis was further supported by our immunoblotting analysis since 

MoAb-418. a conformational MoAb unable to  recognize normal reduced SpIII-TQ, 

f ailed to det ect the patient's unreduced corresponding peptide. 

Having verified and more precisely localized ttie vWf region altered in 

v W D  "Normandy". the molecular analysis of the 7 exons of vWf gene encoding 

the 311 N-terminal aa of mature vWf was undertaken. In the - 1.8 kb region 

sequenced. corresponding to exons 18 to 24,  we found a single base mutation in 

exon 18. changing the Threonine at  position 28 of mature vWf into a 

Methionine. This mutation. substituting codon ATG for ACG may result from a 

methyiation-induced C to T transition at a CpG dinucleotide, well known for 

be:ng mutational hotspots in rnarnmals ( 3 2 ) .  The base substitution, destroying a 

i l ae  I I  ACGT restriction site. was convenieiitly confirmed by restriction digest 

a~a iy s i s  of PCR amplified exon 18. The patient was homozygous for this 

mutation and her son was heterozygous. In a previous paper (231, we discussed 

the posstble mode ~f inheritance of this defect. which could be in theor' either 

dominant. w i t h  only one gene affected in the patient and not transmitted in this 

case : O  + e r  chi ldr~n.  or recessive. w i t h  either double heterozygosity for one 

7iy!3!ec! ?iIe!e g n d  qne silent allele. or homozygosity for a defective gene. Ttie 

precerlt genot'.pic data for  the patierit and her son confirm the hypothesis of a 

recessiai.e gene abriormality which appeared the most likely in light of the 

consanguinit' of the patient's parents. 
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T h e  failure t o  find th is  mutation among normal individuals indicates that  it 

is not a cornrnon (non-pathogeriic) amino acid sequence  polymorphism and suggests 

tha t  t h e  C t o  T transit ion is probably responsible f o r  t h e  FVIII-binding defec t  in 

this  pat ient .  It is worth not ing tha t  t h e  a l t e red  aa  28 is localized on the  13 

kDa polypeptide ( a a  1 t o  106)  containing t h e  ep i tope  of MaAb-418 which totally 

inhibits FVIII binding to vWf (251, but not on the  nonadecapeptide sequence ( a a  

78 t o  9 6 )  shown t o  be t h e  epi tope of ano ther  anti-vWf MAb. MAb W5-6A also 

inhibiting FVlIl/vWf interact ion (331. Whether ~ h r ~ ~  of vWf direct ly  par t ic ipates  

in t h e  FVIII/vWf interact ion.  o r  i t s  subst i tu t ion by Met 28 a l t e r s  the 

conformation of ttie N-terminal portion of mature  vWF which seems t o  be 

crucia l  f o r  FVIII/vWF in te rac t ion  ( 3 3 )  is an open question. It would be 

par t icular ly  interesting t o  determine if this  subst i tu t ion of Met f o r  Thr  may 

induce a change in the secondary s t r u c t u r e  of th is  cystine-rich region. The 

identif ication of t h e  gene d e f e c t  in o t h e r  pa t i en t s  whose vWf fails  t o  bind FI7lII 

( 7 ,  ,341 will be useful in providing an answer .  Nevertheless. t o  prove tha t  this 

mutat ion is responsible for  t h e  FYIII-binding defec t  charac te r i zed ,  the  insertion 

of :his mutation in an eukaryo t ic  expression v e c t o r  of vWf-cDNA is required. 

Studying the  FirIII binaing abil i ty of t h e  corresponding recombinant mutant vWf 

should help us t o  e lucidate  t h e  origin of t h e  FVIII binding deficiency observed in 

t h e  "vWD Yormandy" variants and provide valuable information on the  vWf,'FVIII 

in teract ion 
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Tableau 8 : r é s u l t a t s  des séquençages des exons 18 A 24 
chez l e s  p a t i e n t s  "Normandy". 

N : séquence normale 

f 

exon 18 

exon 19 

exon 20 

exon 21  

exon 22 

exon 23 

exon 24 

Tableau 9 : polymorphismes des génes du vWF chez l e s  
p a t i e n t s  "Normandy" 

(Les noms des a l l é l e s  s o n t  indépendants d 'une f a m i l l e  A 
l ' a u t r e )  

B.G. 

muta t ion  
Thr 28-->Met 

homozygote 

N 

N 

N 

N 

N 

N 

p o l  ymor- 
phisme 

de 
1 ' i n  t r o n  

40 

p o l  ymor- 
phisme 

de 
1 ' i n t r o n  

19 

D.S. 

N 

muta t ion  
Arg 53-->Trp 

homozygote 

N 

N 

N 

N 

N 

B. G. 

a l l é l e  
A 

homozygote 

P.C. 

N 

mu ta t i on  
Arg 53-->Trp 
hé té rozygo te  

mu ta t i on  
Arg 91-->Gln 
hétérozygote 

N 

N 

N 

N 

M. M. 

N 

N 

muta t ion  
Arg 91-->Gln 
homozygote ? 

N 

N 

N 

N 
d 

D. S. 

a l l é l e  
G 

I 

M . M .  

a l l é l e  
D 

homozygote 
? 

P.C. 

a l l é l e  
B 

296 
248 
240 

- 

i 

300 296 

248 244  
244 ;' 4 ci 

-- +- 
I 

276 
252 
236 

+ 

a l l è l e  
A 

296 
252 
248 

- - 

a l l é l e  
C 

280 
256 
244 

+ - 



3 - Etude du patient D.S. 

Dans cette famille d'origine Portuguaise, 

deux soeurs de ce malade sont également atteintes (voir 

arbre généalogique page 104). 

a - Données phénotypiques : 

F VII1:C = 6,5 % 

F VII1:Ag = 6 % 

vWF : Ag = 88 % 

b - Résultats : 

Le séquençage de l'exon 19 a montré une 

mutation homozygote du nucléotide 2446, modifiant 

l'arginine no 53 ( CGG ) en tryptophane ( TGG ) (Fig. 29, 

p. 137). Cette mutation, présente sur les deux gPnes de 

ce patient, supprime un site de restriction Msp 1 .  Cette 

particularité, schématisée ci-dessous, a permis l'étude,de 

la ségrégation des chromosomes mutés dans la famille (Fig. 

25, p. 105) dont l'arbre généalogique est représenté page 

93. 

Pour déterminer si cette mutation ne 

correspondait pas A un polymorphisme silencieux, l'exon 19 

de l'ADN de 50 témoins a été amplifié et digéré par 

l'endonucléase de restriction Msp 1. L'absence de mutation 

chez ces témoins suggére lA encore que l'anomalie détectée 

pourrait @tre A l'origine de la maladie. 



intron 1 8  intron 1 9  

a 

* 
59pb M 1 2 5  pb M 42pb 

I I I J b 
( CCGG ) 

174 pb M 42 pb 
I I I C 

( CTGG 

Fig. 29 : Schéma d u  fragment amplifié contenant l'exon 1 9  
a : fragment amplifié 
b : allele normal 
c : allele muté 
M : s i t e  d e  restriction Msp 1 

C e  patient est hétérozygote pour le polymorphisme 

d e  l'intron 40 (individu 111-2, page 105) et présentent le 

m@me alléle pour le polymorphisme Msp 1 d e  l'intron 1 9  

(Tableau 9, p. 135). Les deux chromosomes porteurs d e  la 

m@me mutation différent donc pour le polymorphisme d e  type 

"VNTR" du géne du vWF. Aucune consanguinité n'a d'ailleurs 

é t é  rapportée bien q u e  leur pére et leur mére soient 

originaires du m@me village du Portugal. 

4 - Etude d e  la patiente P.C. 

a - Données phénotypiques : 

F VII1:C = 17 % 

F VII1:Ag = 1 8  % 

vWF :Ag = 98 % 



b - Résultats : 

Le séquençage de l'exon 19 chez cette malade 

a révélé sur l'un de s e s  génes la mutation modifiant 

l'arginine n o  53 (CGG) en tryptophane (TGG), déjA 

identifiée chez le patient D.S. ( page 136). 

Dans l'exon 20 une seconde mutation ponctuelle 

au nucléotide 2561, modifiant l'arginine n o  9 1  (CGG) en 

glutamine (GAG), a été détectée sur l'un des génes de cette 

patiente. Cette mutation supprimant un site de restriction 

Msp 1 (Fig. 30 p. 1151, la transmission du chromosome 

morbide dans la famille de ce patient a pu @tre suivie. 

D'aprés cette étude (Fig. 24 p. 102) il apparait que les 

deux mutations identifiées ne sont pas localisées sur le 

meme géne. En effet, la mutation située dans l'exon 1 9  

provient de la mPre d e  la patiente, cette derniére ayant 

hérité de son pPre la seconde mutation, située dans l'exon 

20. La mére de la patiente, porteuse d e  la mutation déjA 

décrite dans la famille D., est elle aussi d'origine 

Portugaise. Cependant les trois génes porteurs de la 

mutation Arg 53 - - - >  Trp dans l'exon 19 présentent lors de 

l'étude du polymo~phisma de l'intron 40 des profils de 

restriction diff+*r-tr (Tableau 9 page 135). 

A f i n  de determiner si la mutation affectant 

l'Ai4 n a  9 1  pouvalt etre aussi A l'origine de la maladie, 

l'exon 20 de 5 0  ADN témoins fOt amplifié et digéré par 

l'endonucléasie de restriction Msp 1. L A  encore l'absence 

d'altération chez les témoins analysés indique qu'il n e  

s'agit probablement pas d'un polymorphisme fréquent du géne 

du v W F .  



i n t r o n  19 exon 20 i n t r o n  20 

a  

163 pb M 9 8 p b  M 97 pb 
I I I I b 

( CCGG ) 

( CCAG ) 

F ig .  30 : Schéma du fragment a m p l i f i é  contenant l ' e x o n  20 
a  : fragment a m p l i f i é  
b  : a l l e l e  normal 
c  : a l l e l e  muté 
M : s i t e  de r e s t r i c t i o n  Msp 1  

5  - Etude de l a  p a t i e n t e  M.M. 

Il s ' a g i t  d'une p a t i e n t e  r é s i d a n t  prés de 

Limoges, dont l e s  é c h a n t i l l o n s  de sang nous o n t  é t é  con f iés  

par l e  D r  Reynaud de l ' h o p i t a l  de St Etienne. Des 

é c h a n t i l l o n s  de sang des membres de l a  f a m i l l e  de c e t t e  

malade ne sont pas encore, malheureusement, d ispon ib les .  

a  - Données phénotypiques : 

F V I I 1 : C  = 1 5 %  

F  VII1:Aq = 27,s % 

vWF: Ag = 55 % 

b - Résu l ta t  : 

Le séquençage de l ' e x o n  20 a mis en évidence 

l a  muta t ion  CGG --- > CAG m o d i f i a n t  l ' a r g i n i n e  n o  91  en 

glutamine, dé ja  i d e n t i f i é e  chez l a  p a t i e n t e  P.C. ( F i g .  30 



p. 139). Le polymorphisme de 1 ' intron 40 et le 

polymorphisme de l'intron 19 sont tous deux A l'état 

homozygotes chez cette malade (Ttableau 9, p. 135). 

6 - Amplification A partir d'ARN 

Deux amorces (la premiPre située dans l'exon 

19, la seconde dans l'exon 20) nous ont permis d'amplifier 

spécifiquement 1'ARN du vWF du patient D.Ç.. Les amorces 

amplifient un fragment de 1729 pb sur l'ADN génomique 

(incluant l'intron 19) alors que le fragment amplifié à 

partir de 1'ARN ne fait que 189 pb. La spécificité de ce 

fragment amplifié A partir d'ARN a été confirmée par 

séquençage. 

7 - Discussion 

L'analyse directe du vWF de la patiente B.G. 

a montré que la mobilité électrophorétique du fragment 

trypsique correspondant aux 272 premiers acides aminés du 

vWF mature était modifiée en milieu non réducteur et 

normale en milieu réduit (67). Cette particularité de 

migration indiquait A priori que l'altération devait 

résulter d'une mutation ponctuel le affectant la 

conformation de ce fragment plutôt que d'une délétion. Le 

séquenpge des 7 exons codant pour les 314 premiers acides 

aminés de la sous-unité du vWF mature a confirmé cette 

hypothése et nous a permis de déceler une mutation 

ponctuelle changeant l'acide aminé no 28 sur l'ADN de la 

patiente B.G.. Le fait qu'A la fois deux polymorphismes du 



géne du vWF ( i n t r o n  40 e t  i n t r o n  19) e t  que l a  mutat ion 

i d e n t i f i é e  so i en t  homozygotes montre que c e t t e  pa t ien te ,  

dont l e s  parents sont  cousins au t ro i s iéme degré, a  h é r i t é  

t r é s  probablement du meme géne anormal de sa mére e t  de son 

pére. 

A f i n  de v é r i f i e r  s i  c e t t e  mutat ion é t a i t  

b ien  responsable du défaut  de f i x a t i o n  du F V I I I  sur  l e  vWF, 

c e l l e - c i  a  é t é  i n t r o d u i t e  par mutagénése d i r i g é e  sur  l'ADN 

complémentaire du vWF. Cet ADN complémentaire a  ensu i te  é t é  

exprimé dans des c e l l u l e s  de type COS (oh l ' exp ress ion  e s t  

de type t r a n s i t o i r e )  e t  CHO (oh l ' exp ress ion  e s t  

permanente) a f i n  de produ i re  un fac teur  Wi l lebrand 

recombinant po r t an t  c e t t e  mutation. Ces travaux on t  é t é  

r é a l i s é s  dans l e  l a b o r a t o i r e  du D r  Sadler A l ' i n s t i t u t  

Howard Hughes de Sa in t  Louis,  USA. L 'analyse f onc t i onne l l e  

dans no t r e  l abo ra to i r e ,  de ce vWF recombinant muté montre 

que c e l u i - c i  ne f i x e  pas l e  F V I I I ,  contrairement au vWF 

recombinant témoin p rodu i t  A p a r t i r  d'ADN complémentaire 

normal. Les va leurs  de F V I I I  f i x é  exprimées par rappor t  aux 

quan t i t és  de vWF sont  ident iques  pour l e  vWF recombinant 

muté e t  l e  vWF plasmatique de l a  pa t i en te  B.G.. Ces 

r é s u l t a t s  démontrent que l a  mutat ion de l a  Thr n o  28 en Met 

e s t  donc b ien  responsable de l 'absence de f i x a t i o n  du F V I I I  

su r  l e  vWF chez c e t t e  malade. 

La mutat ion de 1'Arg n o  53 en Trp a  é t é  

i d e n t i f i é e  dans deux f a m i l l e s  apparemment non apparentées 

( D  e t  P ) .  Les études des polymorphismes du géne du vWF ont  

montré que dans la f a m i l l e  D l a  mutat ion C --- > T e s t  



présente s u r  deux génes apparemment d i f f é r e n t s .  Dans l a  

f a m i l l e  P l a  p a t i e n t e  e s t  hétérozygote : un des chromosomes 

p o r t e  l a  mutat ion de l ' a c i d e  aminé n o  53 a l o r s  que l e  

second p o r t e  l a  muta t ion  A l ' o r i g i n e  du changement de 

l ' a c i d e  aminé n o  91. 

Les t r o i s  chromosomes p o r t a n t  l a  muta t ion  de 

l ' a c i d e  aminé n o  53, ne p résen ten t  pas l e  m@me p r o f i l  de 

r e s t r i c t i o n  l o r s  de l ' é t u d e  du polymorphisme de l ' i n t r o n  40 

du géne du vWF. On d e v r a i t  donc en conc lu re  que ces t r o i s  

chromosomes ne s o n t  pas i den t i ques .  Néanmoins, du f a i t  de 

l ' o r i g i n e  commune de ces t r o i s  i n d i v i d u s ,  o r i g i n a i r e s  du 

Nord du Po r tuga l ,  on d o i t  se demander s i  c e t t e  muta t ion  

s ' e s t  p r o d u i t e  su r  t r o i s  génes d i f f é r e n t s  ou, au c o n t r a i r e ,  

s u r  un s e u l  géne. Dans ce d e r n i e r  cas, l e s  t r o i s  a l l é l e s  de 

l a  séquence VNTR de l ' i n t r o n  40 (B, G, fi) d é r i v e r a i e n t  d ' un  

m@me géne ances t ra l  su r  l e q u e l  se s e r a i t  p r o d u i t e  l a  

muta t ion  "Normandy". En l ' absence  d 'une étude généalogique 

compléte il nous e s t  imposs ib le  de v é r i f i e r  c e t t e  

hypothése. De p l u s  c e t  ance t re  commun e s t  peu t  @ t r e ,  e t  

m@me probablement, s i t u é  p l u s i e u r s  généra t ions  en amont de 

nos p a t i e n t s .  En e f f e t  n o t r e  é tude de deux ou t r o i s  

généra t ions  dans p l u s  de 40 f a m i l l e s  ne montre aucun 

phénoméne de recombinaison dans l e  RFLP de l ' i n t r o n  40. S i  

ces t r o i s  génes d é r i v e n t  d ' u n  géne a n c e s t r a l  commun, c e l a  

imp l i que  qu'une recombinaison a  eu l i e u  dans l a  r é g i o n  VNTR 

de l ' i n t r o n  40 : c e t t e  hypothése e s t  t o u t  h f a i t  p robable  

c a r  l e s  a l l é l e s  A e t  G ne d i f f é r e n t  de l ' a l l é l e  B que par  

l a  t a i l l e  de l ' u n  des t r o i s  fragments de r e s t r i c t i o n  

( respect ivement  248 e t  240 pb ) .  f i i n s i ,  h p a r t i r  de l ' a l l é l e  



B, une recombinaison modifiant le fragment de 248 pb en 244 

pb (perte d'une repétition ATCT) pourrait être A l'origine 

d e  l'alléle G, tandis qu'une insertion d e  trois répétitions 

ATCT dans le fragment de 240 pb, transformé en 252 pb 

pourrait donner l'alléle A (voir ci-dessous). 

La mutation G --- > A A l'origine de la 

substitution de l'Arg n o  91 en Gln a été mise en évidence 

chez les deux patientes P.C. et M.W.. Chez cette derniére, 

la mutation et les polymorphismes de l'intron 40 et de 

l'intron 19 du géne du facteur Willebrand apparaissent A 

l'état homozygote. N e  disposant pas d'échantillon de sang 

du pére, du frére et de la fille de cette malade et n'ayant 

pas connaissance de son ascendance, nous n'avons pas pu 

déterminer si cette mutation est effectivement homozygote 

ou si une délétion est présente sur le deuxième gène d e  

cette patiente. Dans le cas supposé d'un géne délété, la 

délétion devrait s'étendre au moins d e  l'intron 19 a 

l'intron 40 (soit 54 000 pb au minimum) puisque ces 

polymorphismes sont tous les deux détectés A l'état 

homozygote chez cette malade. 

alléles portant 
la mutation de 
l'acide aminé 

n o  53 

296 
252 
248 
= A  

296 
248 
240 
= B  

296 
244 
240 
= G  



La question d'une origine commune se pose 

également en ce qui concerne les deux chromosomes porteurs 

de la mutation affectant l'acide aminé n o  91 dans les 

familles P. et M. Dérivent-ils d'un anc@tre commun ou, au 

contraire, résultent-ils de deux mutations identiques mais 

indépendantes ? L'hypothése d' un ancetre commun semble ici 

beaucoup moins vraissemblable car il faudrait trois 

phénoménes de recombinaison sur le m@me alléle pour 

modifier les trois fragments de digestion qui différent 

entre l'alléle C et 1'allPle D. 

al léles portant 
la mutation de 
l'acide aminé 

n o  91 

Les trois mutations identifiées & ce jour 

sur les 4 variants "Normandy" analysés sont situées sur un 

site " b haut risque " de mutation. Elles affectent en 

effet des dinucléotides CG dont le taux de mutation est 

supérieur de prés de 30 % au risque théorique (150). Elles 

sont toutes les trois situées dans la séquence spécifique 

d'une endonucléase de restriction (Mae 1 1  pour la mutation 

de l'acide aminé n o  28, Msp 1 pour les deux autres), ce qui 

nous a permis de suivre la transmission de ces chromosomes 

morbides dans les familles de ces patients et de vérifier 

qu'il ne s'agissait pas d'un polymorphisme courant présent 

280 
256 
244 
= C 

276 
252 
236 
= D 



dans une population témoin. Ces mutations entrainent toutes 

un changement d'acide aminé situé dans le fragment N- 

terminal de 272 acides aminés comprenant le site majeur de 

fixation du FVIII. L'expression d'un facteur Willebrand 

recombinant muté a d'ailleurs démontré que la mutation de 

l'acide aminé n o  28 est bien responsable de l'absence de 

fixation du facteur VI11 chez le premier patient "Normandy" 

décrit dans notre laboratoire. Une étude similaire des deux 

autres mutations par mutagénése dirigée et expression est 

actuel lement en cours. 

Le ou les mécanismes par lesquels ces 

substitutions empechent la fixation du FVIII ne sont pas 

encore connus. Un modèle de structure secondaire de la 

région correspondant aux 272 premiers acides aminés de la 

molécule a été proposé (88). Dans ce modéle les 7 pont- 

disulfure qui ont été localisés sont positionnés et 

permettent de schématiser certains repliements de la 

molécule (Fig. 31, p. 146). On constate d'aprés cette 

figure que les trois mutations identifiées pourraient @tre 

situées au niveau de zones présumées de repliement. Cette 

observation permet d'avancer les hypothèses suivantes : les 

3 changements d'acides aminés identifiés pourraient agir : 

- soit directement, les acides aminés modifiés 

étant impliqués dans la liaison avec le FVIII. 1 1  est en 

effet possible qu' un repliement de la molécule forme un 

site fonctionnel qui comprendrait les acides aminés n o  28, 

53 et 93. Si cette hypothése s'avérait exacte, elle 

pourrait expliquer que la mutation de trois acides aminés 

différents et relativement éloignés au niveau de la 



s t r uc tu re  p r ima i re  en t ra ine  l e  m@me phénotype chez l e s  

pa t i en t s  concernés. 

F ig .  31 : p o s i t i o n  des ponts d i s u l f u r e s  dans l e  fragment 
correpondant aux 272 ac ides aminés N-terminaux 
de l a  sous u n i t é  mature du v W F ,  selon M a r t i ( 8 8 ) .  
Les c h i f f r e s  correspondent au numéro de l ' a c i d e  
aminé 

: cysté ine (engagée dans un pont d i s u l f u r e  
non encore d é c r i t )  - : pont d i s u l f u r e  

# : mutat ions i d e n t i f i é e s  (ac ides aminés n o  
28,53 e t  91) 

- s o i t  ind i rectement ,  en empechant l a  format ion 

ponts d i s u l f u r e ,  ce q u i  m o d i f i e r a i t  l a  s t r u c t u r e  

secondaire normale ind ispensable A l a  l i a i s o n  avec l e  

F V I I I .  Dans l e  cas de l a  mutat ion de l ' a c i d e  aminé n o  53, 



la seconde hypothése semble possible car cet acide aminé 

est, selon le modéle proposé, situé A proximité d'un pont 

disulfure qui semble crucial pour le repliement. 

Les résultats de biologie moléculaire obtenus A 

ce jour ne nous permettent pas de vérifier l'une ou l'autre 

de ces hypothéses. I l  faudrait étudier directement la 

protéine, par exemple en réalisant des modifications 

chimiques de certains acides aminés afin d'étudier soit 

leur appartenance ou non au site actif, soit leur 

implication éventuelle dans la structure secondaire 

responsable de la formation de ce site actif. Une autre 

approche consisterait A changer un acide aminé Par 

mutagénése dirigée et A étudier l'influence de cette 

modification. 

L'amplification spécifique de l'f4RN du vWF que 

nous avons montrée, réalisable A partir de 100 ml de sang, 

devrait faciliter par la suite l'étude d'autres variants. 

En effet, partir de 1'ARN il sera possible de n'étudier 

que la séquence codante, celle-ci faisant environ 8,4 k b  

(alors que le géne du vWF fait environ 178 kb). 





CONCLUSION 





CONCLUSIONS 

Depuis de nombreuses années, le laboratoire de 

Recherche sur l'Hémostase du C.R.T.S. de Lille a orienté 

ses travaux vers l'étude du facteur Willebrand. 

L'objectif de la création en 1988 d'un laboratoire 

complémentaire spécialisé en biologie moléculaire était 

double: D'une part caractériser les anomalies génétiques 

responsables de cette maladie chez les divers types de 

patients Willebrand et compléter, par une autre approche, 

les études des relations structure-fonctions du facteur 

Willebrand. D'autre part, mettre en oeuvre des techniques 

d'études des polymorphismes des gènes des facteurs VI11 

et I X  afin de pouvoir proposer un dépistage de 

conductrices d'hémophilies et éventuellement un 

diagnostic anténatal aux familles d'hémophiles de la 

région. 

Notre premiére tache a donc consisté A adapter 

la technique de P.C.R. aux études familiales, puis A la 

détection d'anomalies génétiques chez des hémophiles A et 

B. Cette approche nous a permis, par la suite, en 

étendant notre étude A la maladie de Willebrand, de 

mettre en évidence un nouveau polymorphisme bi-allèlique 

et de caractériser un polymorphisme multi-allélique dans 



le gPne du vWF. Ce dernier polymorphisme s'est avéré trés 

utile dans nos études familiales de différents types de 

la maladie de Willebrand. L'étude précise du 

polymorphisme de l'intron 40 que nous avons réalisée 

montre que cette région de type VNTR est la plus variable 

actuellement caractérisée sur le géne du vWF. La grande 

informativité de ce polymorphisme quand il est étudié par 

la méthode d'analyse mise au point le rend interessant 

non seulement pour les études familiales et le diagnostic 

anténatal, mais aussi pour d'autres applications 

éventuelles : tests de paternité, médecine légale, 

détection de contamination. 

Nos résultats ont montré que les études 

familiales des trois maladies hémorragiques les plus 

fréquentes peuvent maintenant @tre réalisées le plus 

souvent par P.C.R.. En effet, tant pour la maladie de 

Willebrand que pour l'hémophilie B, il n'est plus 

nécessaire de réaliser des études par "Southern blot". 

Par contre, cette technique est toujours nécessaire pour 

les études familiales d'hémophiles G. Le principal 

intéret de l'analyse des polymorphismes par P.C.R.  est 

qu'el le permet de rendre un résultat en moins de 48 h 

alors que, par la technique de Southern, 7 A 8 jours, au 

moins, sont nécessaires. De plus, grace h la méthode 

d'amplification sans purification préalable de l'ADN que 

nous avons mise au point, un résultat peut @tre rendu 

dans la journée. 



En o u t r e ,  l ' é t u d e  des génes du F V I I I  e t  du FIX 

d 'hémophi les A e t  B par  P.C.R. nous a permis de l o c a l i s e r  

l e s  anomalies génét iques responsables de l a  maladies chez 

t r o i s  p a t i e n t s  ( 1  hémophile A e t  2 hémophiles B)  en nous 

fondant  uniquement s u r  l ' a m p l i f i c a t i o n  ou non de 

fragments comprenant c e r t a i n s  des exons. L ' é t u d e  

systémat ique par  P.C.R. s u i v i e  d 'une d i g e s t i o n  par des 

endonucléases de r e s t r i c t i o n  e t / o u  analyse p a r  

é lec t rophorPse  en g e l  de g r a d i e n t  dénaturant  d e v r a i t  

pe rmet t re  de c a r a c t é r i s e r  par  l a  s u i t e  l e s  anomalies 

responsables des hémophi l ies  chez un p l u s  grand nombre de 

p a t i e n t s .  

La deuxiéme p a r t i e  de n o t r e  t r a v a i l  a eu pour 

b u t  de c a r a c t é r i s e r  l ' a n o m a l i e  géné t ique  responsable d ' u n  

nouveau v a r i a n t  de l a  maladie de Wi l leb rand ,  appelé 

"Normandy" découvert  au l a b o r a t o i r e  de Recherche s u r  

l 'Hémostase du C.R.T.S. de L i l l e .  

La c a r a c t é r i s a t i o n  par  séquençage de 3 

muta t ions  v ra ls iemb lsb lement  responsables du d é f i c i t  en 

F V I I I  chez 4 c ~ r t  l en ts  ayant l e  m@me phénotype "Normandy" 

a conf i rmé 1 i* ; : , r trnce de l a  r é g i o n  N te rm ina le  de l a  

forme mature d~ ~ C I F  pour l a  f i x a t i o n  du f a c t e u r  V I I I ,  e t  

p a r t i c u l i é r e m e n t  des 3 ac ides aminés c a r a c t é r i s é s .  B ien  

que ces t r o i s  mu ta t i ons  s o i e n t  l o c a l i s é e s  dans l a  m@me 

rég ion ,  l e u r  mécanisme d ' a c t i o n  e s t  peu t -@t re  d i f f é r e n t .  

Des études complémentaires, notamment par  des techniques 

de mutagénése d i r i g é e ,  d e v r a i e n t  pe rme t t re  dans l ' a v e n i r  

de mieux c o n n a i t r e  l e  mécanisme d ' i n t e r a c t i o n  e n t r e  l e  



facteur V I 1 1  et le facteur Willebrand qui apparaft si 

importante dans la coagulation. 

Ainsi l'ensemble de nos résultats montrent que 

la technique d'amplification ( P . C . R . ) ,  que nous avons 

introduite et appliquée au cours de ce travail de thése, 

se révéle une technique trés performante tant dans les 

études familiales que dans la caractérisation des 

anomal ies responsables de certaines maladies 

hémorragiques héréditaires. 
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L I S T E  DES AMORCES 

facteur V I 1 1  

A M P L I F I C A T I O N  A P A R T I R  D ' A D N  : 

exon 22 : fragment amplifié d e  155 pb 

9 TGGATCCGTTGGCACCAATGA 
1 0  CATTAAGCTTCCAGTGGAAT 

exon 23 : fragment amplifié d e  145 pb 

1 8  GTCTTCTTTGGCAATGTGGA 
1 9  TATTATCACAGCCCATCAACTC 

exon 24 : fragment amplifié d e  1 4 8  pb 

11 TTGCAGCATGCCATTGGGAA 
1 2  CTGAGCTCTCCAGGCATTAC 

exon 26 : fragment amplifié d e  2 0 5  pb 

1 3  GAAATCTAGACTCCTTCACA 
1 4  CTGCCCTGGAGCTGAGGAGGG 

polymorphisme Bcl 1 (71): fragment amplifié d e  163 pb 

P l  TAAAAGCTTTAAATGGTCTAGGC 
PZ TTCGAATTCTGAAATTATCTGTTC 
P l b  GAGTTATAAAGGATGCTCTGATCAAAGCTTTAAATGGTCTAGGC 

polymorphisme Xba I (71) : fragment amplifié d e  67 pb 

H3 ACGGAATTCGTGACCCTAATTCCATG 
H 4  GGGCTGCAGGGGGGGGGGACAACAG 

polymorphisme Hind III (126) :fragment amplifié d e  730 bp 

C 3  TTGGCGAGCATCTACATGCT 
C 4  CTAATGTGTCCAGAAGCCAT 

A M P L I F I C A T I O N  A P A R T I R  D ' A R N  : 

amorces 9 + 1 2  décrites ci-dessus 



facteur I X  

e x o n  1 : 
fragment amplifié de 458 pb 

1 1  CTCAAGAATTCCACAGTGGCAGAAGCCC 
1 2  AGAACCAGTACTTACCAACCTGCTG 

fragment amplifié de 52 9  pb 

1 TGGATTA4AAACAAAGACTT 
2 AAACCCACATAATTCTCAT 

e x o n  4 + polymorphisme T a q  1 : 
fragment amplifié d e  998 pb 

1 7  CATCCCAATGAGTATCTACAGGGGAGGA 
1 8  AGTGAATTCCTCATTCGCACTGTGTGCGTTTCT 

rragment amplifié d e  329 pb 

1 5  TATTTGACCCATACATGAGTCAGTAGTT 
1 6  TGATTTCAAAAGGAAGCAGATTCAAGTAGG 

fragment amplifié d e  392 pb 

1 3  TTAAATACTGATGGGCCTGCTTCTC 
1 4  CTCCCACCTGGCCTGTGTCTTGCCAG 

fragment amplifié d e  2 5 6  p b  

3 GCCTATTCCTGTAACCAGCACAC 
1 9  CAATCATATTAAAGAGCTAGTGG 

fragment amplifié d e  653 p b  

4 GGCCCTGTTAATTTTCAATTCC 
20 TCTGTGTATGTGAAATACTGTT 



facteur I X  

polymorphisme Dde 1 : 
fragment amplifié de 390 pb 

340 pb 
6 CTGAAGAGACACTCCTGAACTCTGGAGG 
9 GGGACCACTGTCGTATAATG 

polymorphisme Hha 1 (141) : fragment amplifié de 230 pb 

Hl ACAGGCACCTGCCATCACTT 
H2 AGATTTCAAGCTACCAACAT 



f a c t e u r  Wi l lebrand 

A M P L I F I C A T I O N  A P A R T I R  D ' A D N  : 

fragment a m p l i f i é  de 289 pb 

AGACTCTAGAGGACCAAAGGACA 
GAAAACTGCAGGGCAGGCACCAG 

exon 19 + polymorphisme i n t r o n  19  : 
fragment a m p l i f i é  de 227 pb 

AGGGCTTTAGATCAGTCACTGTGGCCCT 
TGGCCGCGTGCACCCTCACTCCACC 

fragment a m p l i f i é  de 358 pb 

TCCATGGTCTAGATGGGCCCCT 
AACCTGAGCTCACACCTCCCACC 

fragment a m p l i f i é  de 251 pb 

CCAAGCTTCTGGTCTGGTGAGAG 
GGCAGGAGCTCAAAGCGGGACA 

$ b l  < 

'%ragment a m p l i f i é  de 257 pb 

fragment a m p l i f i é  de 451 pb 

polymorphisme i n t r o n  4 0  : fragment a m p l i f i é  de t a i l l e  
v a r i a b l e  

GCCCTAGTGGATGATAAGAATAATCAG 
GCAGACTTCTACTGTTTTAGGTAAGTG 



facteur Willebrand 

A M P L I F I C A T I O N  A  P A R T I R  D ' A R N  : 

fragment comprenant une partie de l'exon 19 et une partie. 
de 1 'exon 20 : 

fragment amplifié de 189 pb 

5 GTGTGGATCCGGOAAGGTGTCCCTGCTTCC 
6 GGTATTGGATCCCGTCGAQGGTGAGGTQGTG 

Toutes les séquences des amorces sont inscrites dans 
le sens 5' vers 3'. 




