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INTRODUCTION

Des progres considérables ont été réalisés ces 15
dernieéres annees en Biologie Moléculaire. Ainsi, grace a de
nouvelles techniques, plusieurs genes ont pu etre
localisés, clonés, puis séquencés. Des génes responsables
de la synthese de protéines intervenant damns la coagulation
ont eté séquencés, parmi ceux-ci, le géne du facteur VIII,
le géne du facteur IX et, plus récemment, le geéne du
facteur Willebrand. Ces facteurs, et donc les génes
correspondants, sont impliqués dans 1les trois maladies
hémorragiques héreéditaires les plus fréquentes : la maladie
de Willebrand, 1 heémophilie A (géne du facteur VIII) et

1" hémophilie B (geéne du facteur IX).

Le diagnostic de ces maladies reposait uniquement,
pendant de nombre.ses années, sur les dosages fonctionnels
ou immunologiques de ces facteurs. La caracterisation
directe (anomalie genétique) ou indirecte (par des
polymorphismes de longueur de fragment de restriction :
RFLPs) du geéne responsable de la maladie chez un malade
permet d’ étudier la transmission de ce gene anormal au sein
d’ une famille. De plus, la caractérisation des anomalies
génétiques permet indirectement de préciser les relations

existant entre 1la structure et la fonction hémostatique de



ces facteurs. En outre, gr&ce aux techniques de biologie
moleculaire, du facteur VIII recombinant est maintenant
produit par génie génétique et des essais thérapeutiques

chez 1 'homme sont en cours.

Dans ce mémoire nous présenterons tout d’abord
une étude bibliographique concernant principalement les
génes des facteurs VIII (FVIII), IX (FIX) et Willebrand
(VWF). Puis, apreés avoir exposé les techniques développées
dans le laboratoire pour effectuer nos travaux, et
particuliérement la PCR, nous présenterons et discuterons
les résultats obtenus dans 1les deux axes de recherche
suivants :

- etudes 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 these.
Certains sont deja publiés (1,2) ou acceptés pour

publication (3,4,6).

1 MERCIER B, GAUCHER C, FEUGEAS 0O, 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 I polymorphism
in the vWF gene. Nucleic Acids Research, 18, 74467, 1990.

p 86

3 GAUCHER C, JORIEUX S, MERCIER B, OUFKIR D, MAZURIER C.
The "Normandy" variant of wvon Willebrand’'s disease :
characterization of a point mutation in the von Willebrand

factor gene. Blood, 1991, sous presse. p 118 & 134

4 MERCIER B, GAUCHER C, MAZURIER C. Detection of the Taq I
polymorphism of +the factor IX gene by PCR. Thrombosis

Research, sous presse. p 67 a 68

S5 MERCIER B, GAUCHER C, MAZURIER C. A multi-allelic
polymorphism of the von Willebrand factor gene detected by
PCR : characterization of 94 alleles in 101 unrelated

individuals. Nucleic Acids Research, soumis. p 95 & 96

6 MERCIER B, GAUCHER C, MAZURIER C. Improvement in the
analysis of the Bcl I polymorphism of the factor VIII gene
by PCR : introduction of a constant Bcl I site in one of
the primers as control of digestion. Thrombosis Research,

soumis. p 60 & &2
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A —_RAPPEL SUR LA PHYSIOLOGIE DE 1 ~HEMOSTASE

Le terme hémostase regroupe les différents
mécanismes qui assurent 1la prévention des saignements
spontanés et 1 'arrét des hémorragies en cas de rupture de

la continuité de la paroi endothéliale vasculaire.

Bien que les mécanismes tres complexes
aboutissant a l1‘arret des hémorragies soient treés
fortement imbriqués, il est convenu de distinguer Iles

phases suivantes :

1 - Hémostase primaire :

C'est 1'ensemble des phénoménes responsables de
la formation d’un thrombus plaquettaire dans la breéeche
vasculaire. Elle met en jeu le vaisseau, les plaguettes et
un facteur plasmatique essentiel : le facteur Willebrand.
Déclenchée par une lésion vasculaire, elle entraftne une
vasoconstriction réflexe. La mise & nu des structures sous-—
endothéliales dans la lésion déclenche 1°adhésion puis
1 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 (ADP, sérotonine,...).



2 - Coagulation

Induite par 1le 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 reéaliser une
hemostase définitive. La coagulation, constituée d une
série de reactions enzymatiques en cascade (Fig. i1, p. 7).,
se déroule en trois étapes : production de prothrombinase,
thrombinoformation et fibrinoformation. La formation de

prothrombinase se fait selon deux voles : 1l'une est dite

extrinseque ou "exogene" car elle fait appel a un facteur
éeétranger au sang : le facteur tissulaire, 1 autre est
appelée "intrinseque" ou "endogene" car elle ne nécessite

que le concours de facteurs plasmatiques et plaquettaires.

3 - Fibrinolyse

La fibrinolyse physiologique intervient ensuite
pour assuret la reperméabilisation du vaisseau, en
dégradant le caillot de fibrine grace & la formation de 1la
plasmine régulée par des activateurs et inhibiteurs de la

transformation du plasminogeéne en plasmine.

Parmi les maladies hémorragiques constitutionnelles
ddes & un deficit quantitatif ou qualitatif d’'un facteur de
coagulation, nous nous sommes attachés aux plus fréquentes:

la maladie de Willebrand, 1 hémophilie A et 1 hémophilie B.
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Figure1: Schéma de la coagulation
O Zymogéne ] Enzyme b protéines co-facteur des réactions enzymatiques
(représentées sous forme inactive),  <>phospholipides, KHPM: kininogéne
de haut poids moléculaire, PK: prékallikréine, K: kallikréine, FT: facteur lissulaire.

Les mécanismes de contréle rétro-actif et les interferences
entre systémes intrinseque , extrinseque et heémostase
primaire sont indiqués en pointillés.



B - L'HEMOPHILIE A

L hémophilie A est dde & un déficit héréditaire
du facteur VIII (FVIII) qui intervient dans 1la voie
intrinseque de la coagulation sanguine. L’'incidence de
1" hémophilie A est estimée dans le monde & 1 pour S5 000
garcgons.

Souvent suspectée sur des manifestations
cliniques spécifiques (hémorragies articulaires...) et sur
une histoire hemorragique familiale évoquant une affection
récessive liée au sexe, cette pathologie est diagnostiqueée

sur les criteres phénotypiques suivants :

I - DIAGNOSTIC BIOLOGIQUE
L’ hémophilie est envisagée en présence d’'un
allongement du temps de coagulation et du temps de
céphaline activé. La maladie est confirmée par le dosage
de 1'activité coaqulante du facteur VIII (F VIII:C)
L hémophilie A existe sous trois formes cliniques
selon 1 'activité résiduelle du F VIII:C :
¥ les formes séveéeres :
F VIII:C < 1%
¥ les formes modérées :

12 < F VIII:C < 5%

¥ les formes mineures

5% < F VIII:C < 20%

L activité des facteurs de coagulation est mesurée

par rapport & un pool de plasmas citratés normaux qui
contient par deéfinition 100 unités /7 dl (1 U /7 ml) ou 100%

de chacun des facteurs.



0On trouve dans le plasma d'environ 5 a 26% des
hémophiles une protéine F VIII anormale, détectée par des
techniques immunologiques (FVIII:Aq), n'ayant pas
d'activité biologique mais possédant certains déterminants
antigéniques du facteur VIII normal. Ces hémophiles sont
dit A + ou CRM + ("Cross Reacting Material").
Environ 157 des hémophiles majeurs s immunisent contre
le FVIII apreés injections de sang ou de concentreés
plasmatiques, on dit qu'ils ont wun anticoagulant détecte

par son activité inhibitrice vis & vis du F VIII:C.

I1 - LE_FACTEUR VIII

1 - Biosynthése :

Bien que la principale source de FVIII
plasmatique soit 1le foie (12,42,137), 1°'ARN messager du
facteur VIII a été mis en évidence au niveau de nombreux
tissus : rate, reins, nodules lymphatiques, pancreéas,
muscles, placenta (143).

La purification du facteur VIII humain a permis
de déterminer une partie de la séquence d acides amines de
la molécule. La séquence nucléotidique a été déterminee
grace au clonage du gene 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 chatne lourde est constituée des domaines
Al-A2, la chatne légeére des domaines A3-C1-C2 (Fig. 2, p.

11). Elles sont séparées par un domaine unique (acides
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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 7% d'homologie de séquence entre
eux et avec la ceéruloplasmine, 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 %4
d homologie entre eux et avec la discofdine, une lectine de
Dictyostelium. Cette homologie suggere que les domaines C

correspondraient au site de fixation des phospholipides.

2 - Fonction :

Dans le plasma, & 1 'état normal, le FVIII est 1lié
au facteur Willebrand sous forme d’'un complexe non covalent
appeleé FVIII/VWF, Le VvWF tranmsporte le FVIII et le
positionne a la surface des plaquettes au site de 1la
lésion. Une fois placé sur les plaquettes, le FVIII seéepare
du vWF forme un complexe avec le FIX active, le FX, les
phospholipides de surface et 1 'ion calcium. Ce complexe est
responsable de 1'activation du facteur X en facteur X
activeé (Fig. 1, p. 7). En 1'absence du FVIII, 1'activation

du FX —-> FX activé se fait beaucoup plus lentement.

a - Schéma de 1 ' 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'hétérodimeres formés d‘une chatne
légere de 80 kDa et d'une chafne plus lourde variable, de

Q0 & 200 kDa. L 'activation commencerait par un processus de



protéolyse da a 1la thrombine ou au facteur X active
entrainant le clivage de 1'arginine 740 de la chatne de
poids moléculaire variable pour donner une chafne lourde
uniforme de 90 kDa correspondant aux domaines Al-A2Z. Elle
est suivie par deux clivages successifs, 1l1'un au

niveau de 1 'arginine

AL A 2 B A3 C1 C2
[ [ 1 I [ [ 1
280 000

AL A 2 B

[ i
200 000

A1 A 2 (740) A3 Cc1 C2

L | I 1
90 000 80 000
(372) (1689)

L Je I 1

50 000 43 000 73 000

Fig. 2 : schéma de 1 'activation du facteur VIII par la
thrombine.
372,740,1689 indique les numéros des acides aminés
ou se situent les sites de clivage par la thrombine

372, & la jonction de la premiere région acide et du second
domaine A donnant des fragments de 50 kDa et 43 kDa H
1'autre au niveau de 1 arginine 1689 dans la chaftne légére
de 80 kDa, & 1la jonction du deuxieme domaine acide et du
domaine A3, donnant un fragment de 73 kDa (28,132,110)
(Fig. 3, p. 12). Le domaine B, clivé durant 1 activation,
ne semble pas avoir de ro6le dans la coagulation plasmatique

(13,29,102,105).

11
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Figure 3: Modéle d'activation et d'inactivation du facteur VIl
D'aprés Pittman et Kauftman(1988)
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b - Inactivation du facteur VIII
L inactivation du F VIII semble résulter du
clivage par 1le facteur X activé ou la protéine C activeée
(PCA) au niveau de 1’arginine 336 du fragment de 50 kDa
entre le domaine Al et la premiére région acide, qui donne

un fragment de 45 kbDa (Fig. 3, p. 12) (110).

I11 - HEREDITE DE L 'HEMOPHILIE A

Le géne du FVIII eétant situeé sur le chromosome X, la
transmission de cette maladie est liée au sexe et est de

type récessive.

1 -~ Transmission :

Les garcons hémophiles ont hérité du chromosome X
morbide de leur mére et du chromosome Y du peére. Leurs
méres sont dites ‘'"conductrices" puisqu’elles ont un
chromosome X normal et un chromosome X morbide, sauf dans
le cas de néomutations.

Lorsque un homme est hémophile, tous ses
garcons 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 de leur mére.

2 - Définition des conductrices :

Les conductrices d ' hémophilie sont classées en

deux groupes :
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- les conductrices obligatoires qui sont :
X les filles d ' hémophiles.

X les méres d’ au moins deux enfants hémophiles.

X les meres d'un enfant hémophile apparentées a

des hémophiles du cote maternel.

-~ les conductrices potentielles, qui sont :
¥ les soeurs d’ hémophiles.
¥ les filles de conductrices.
X les femmes apparentées & des hémophiles du
coté maternel maisg qui n‘ont pas d'enfant hémophile.
¥ les méres d'un seul enfant hémophile sans

antéceédents familiaux (cas d’' hémophilie sporadique).

3 - L' hémophilie sporadique :

Elle est définie dans les familles o4 un seul

membre est atteint. Il peut s’ agir :
¥ soit d'une mutation qui est restée silencieuse

pendant plusieurs geénérations (le géne anormal n’étant

transmis & aucun gargon).

X soit d'une mutation " de novo H

Cette mutation peut s’ @tre produite :

- dans 1'ovule féconde dont est issu

1" hémophile, dans ce cas les autres enfants seront normaux.

- dans 1°‘ovule féconde dont est issue la

mére de 1°'hémophile, celle-ci est alors conductrice.

Ces mutations '"de novo" représentent environ

30 % des cas d’'hémophilie A (37).
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4 - Cas de mosalsme

De rares cas de mosaisme ont été décrits. Il
s'agit en fait d'une mutation qui s’'est produite treés tot
durant le développement de 1'embryon. Dans ce cas une mere
de deux enfants hémophiles, sans antécédants familiaux,
n'est pas conductrice obligatoire. En effet, dans le cas de
mosatsme des cellules germinales les ovules forment une
population de plusieurs type de cellules dont la majorite

sont normales mais dont certaines peuvent é@tre morbides.

S - L' 'hémophilie féminine :

Dans des cas treés rares, 1 'hémophilie peut
s’ observer chez une femme. 11 s’'agit alors :
x de femmes n‘ayant qu’un seul chromosome X
{syndrome de Turner ), celui-ci étant morbide.
¥ de femmes homozygotes pour le chromosome
anormal ( cas de mariage consanguin ou de mariage entre
familles d’'hémophiles ).
¥ de femmes dont le chromosome X normal est
compleétement inactivé (phénoméne de Lyonisation extréme)

(82).

IV - DIAGNOSTIC GENOTYPIQUE

Le clonage des génes du facteur VIII (45,133) et la
caractérisation de marqueurs génétiques liés & ce geéene ont
rendu possible le dépistage génotypique de l'hémophi}ie A
chez les conductrices, mais aussi chez le foetus. Deux

types de méthodes peuvent étre utilisés
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* méthodes directes :

Elles reposent sur la détection de 1’anomalie
genétique responsable de 1 'hémophilie, mais ne sont
utilisables que dans les rares cas ou cette anomalie a pu

@tre caractérisée.

¥ méthodes indirectes :

Elles consistent en 1’analyse de Polymorphismes
de Longueurs de Fragments de Restriction, ou RFLPs, situés
soit dans le geéne (intragenique), soit & proximité du géne
({extragénique).

Une variation de séquence & un endroit donné de
1°ADN est appelée polymorphisme si elle respecte les régles
suivantes :

- elle doit étre transmise selon les lois de Mendel.

- elle ne doit jamais étre responsable d'une maladie.

Un polymorphisme peut e@tre bi-allélique ou multi-
alleélique. L'informativité, ou probabilité d’'hétérozygotie,
d'un polymorphisme dépend du nombre d'alleéles :

X pour un polymorphisme bi-allélique :
L informativiteé (i) est maximale (S0%)
lorsque les deux alleles ont 1la méme fréquence (50%4).
Lorsque les deux alleles n'ont pas la méme fréquence, on
peut calculer cette informativiteé d aprés la formule :
(a+b )2 =1 loi de Hardy Weinberg
d'ou : 1 =2 ab =1 - ( a2 +b?2 )
i = informativité = fréquence des hétérozygotes

a et b = fréquences de chaque allele.



X pour un polymorphisme multi-allelique @
ta fréquence des heétérozygotes est alors
calculée selon la formule :

(a+ b+c¢c+.+n )2 =1

1 - Le gene du facteur VIII

Le gene du FVIII, localisé sur le bras long du
chromosome X, en position q28 (Fig. 4, p. 18), a une
longueur de 186 kb soit 0,1 % du chromosome X (45,133). Les
sequences codantes sont réparties en 26 exons dont la
taille varie de 69 pb a 262 pb, & 1'exception des exons 14
et 26 qui font 3 et 2 kb respectivement (Fig. 5, p. 19). Le
reste du gene, 177 kb, est constitué de séquences non
codantes : 25 introns de taille trés inégales (de 200 pb a
32 kb).

Le géne du FVIII est transcrit en un ARN
messager de 9 kb (45,133) dont le site d'initiation est
situé en position -170. La séquence 3°' non codante comprend

1805 nucleéotides.

L' homologie de séquence entre le FVIII, le FV
et la céruloplasmine suggére que ces génes dérivent d’un

gene ancestral commun.
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Figure 4 ;: Carte des locus morbides du chromosome X

(d'aprés J.C. Kaplan et M. .Delpech,1989.)
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2 — Polymorphismes :

a — Polymorphismes intragéniques

Jusqu’'a preésent 5 polymorphismes intragéniques,
tous bi-alleéliques, ont eté décrits(les chiffres indiquent
la frequence de chaque allele dans une population de type

Caucasienne) :

- polymorphisme Becl 1, intron 18 0,21/70,79 (46)

- polymorphisme Xba I, intron 22

0,41/0,59(142)
- polymorphisme Bgl I, intron 25 : 0,20/0,80 (2)
— polymorphisme Hind III, intron 19 : 0,70/0,30 (1)

- polymorphisme Msp I, en 3’ non codant 0,32/0,68(152)

Les polymorphismes Bcl I et Xba I sont les plus
couramment utilisés en routine : ils permettent la
détection de 60 & 70 % des conductrices. L intérét des
polymorphismes Bgl I et Hind II1 est limité car ils sont en

déséquilibre de liaison avec le polymorphisme Bcl I.

b - Polymorphismes extragéniques

Deux polymorphismes extrageéniques ont éteé
décrits. Le premier, situé au locus DXS52 et révélé par la
sonde ST 14 (103), est tres polymorphe avec sa structure de
"VUNTR" (variable number tandem repeat). Le deuxiéme situé
au locus DXS15 est bi-allelique (54). Ces polymorphismes
sont situées en 3° du géne, avec un risque de recombinaison
estimé entre 2 et 5 %. Ce risque correspond & la
probabilite de recombinaison entre 1le géne 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 extragenique et le géne étudié peut
entrainer, si elle n’‘est pas décelée, une erreur de

diagnostic lors d'une étude familiale.

3 - Anomalies du géne du FVIII

La grande taille du geéne du FVIII constitue un
obstacle & son séquencage systématique chez tous les
hémophiles A en vue d’ identifier 1 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 — Déletions ou insertions @

Le tableau 1 page 22 montre la localisation
et la taille des delétions identifiées chez des hémophiles
séveres et chez un hémophile modéreé (148B). Un certain
nombre d ' insertions dans le geéne du facteur VIII ont aussi

été caractérisées (37).

b - Mutations ponctuelles :

La majorite des mutations ponctuelles ont éteé
détectées en utilisant 1l'enzyme de restriction Tagq I dont
le site de reconnaissance TCGA contient wun 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 1la cytosine méthylée transforme celle-ci en
thymine, transition non reconnue par les systémes de

réparation de 1°'ADN. Ainsi, par exemple, le codon CGA
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Tableau 1

Exons Taille| Inhibiteur]| Reéf
délétés (kb)
11-19 60 + 3
23-25 39 + 446
26 22 - "
23-26 - + 23
1-26 210 - 15
1-22 127 + 79
6 7 - 148
14 2.9 - "
24-25 17 - "
23-295 16-25 - "
22 5.5 -~ "
26 2 - "
3 1.7-2 - 56
7-10 15-20 + "
26 - 11
14 2.3-3 ? "
15-18 13 + 7
i >2 - 153
2-3 9-12 - "
2-13 60 + "
4-25 >133 - "
7-14 40-56 - "
26 4 - "
15-18 19 + 57
14 2-5 - "
14 12-14 + "
1-5 >35 - "
26 - 10
14 ) + 95
14 2.5 ? 145
6 10 - 77
6 3-6 - "
5-6 2.5-10 - "
1-26 210 + 16
7-22 110 + "
19-21 4,7 + 93
3-5 11.5 - "
14-21 50 + "
1-6 >55 + "
5-13 57 + "

Délétions identifiées sur le gene

du FVIII.



codant pour 1'arginine est transformé en codon stop TGA ou
en codon CAA codant pour la glutamine selon gque la mutation
se produit sur le brin codant ou sur 1le brin non codant
(Fig. 6, p. 24). Les diverses mutations identifides a ce
jour ont été répertoriées dans différents articles

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

€ - L HEMOPHILIE B

L hémophilie B est dGe & un déficit héréditaire
du facteur IX (FIX) qui intervient également dans la voie
intrinséque de la coagulation sanguine (Fig. i, p. 7).
L 'incidence de 1 hémophilie B est estimée dans le monde a 1

pour 30 000 garcgons.

I - DIAGNOSTIC BIOLOGIGQUE

Les manifestations cliniques sont les mémes que celles
décrites pour 1 hémophilie A. La maladie est confirmée par
le dosage de 1 'activité coagulante du facteur IX (FIX:C).

Dans 1 ' hémophilie B on distingue également trois
formes, sévere (FIX <1%), modérée (172 < FIX:C < 5%X) et
mineure (5% < FIX:C < 20%), selon 1 activité résiduelle du
FIX:C

On trouve ¢également dans le plasma de certains
hémophiles B une protéine FIX anormale, detectée par des
techniques immunologiques (FIX:Ag). Cette protéine n'a pas

d'activité biologique mais possede certains determinants

23
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brin codant
5' 3' 5' 3'
T A T A
Ar C G _____ o Cm G —_—
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Figure 6

Mécanisme de la mutation ponctuelle du
dinucléotide CpG par désamination de la
cytosine méthylée (Cm).
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antigéniques du FIX normal. Ces hémophiles sont dit B +
ou CRM +.

Environ 3% d hémophiles B s’ immunisent contre le FIX
apres injections répéetées de sang ou de concentrés
plasmatiques, on dit qu'ils ont un anticoagulant détecteé

par son activiteé inhibitrice vis & vis du FIX:C.

I1 - LE FACTEUR IX

Le facteur IX est une glycoprotéine plasmatique de 415
acides aminés. Le FIX peut etre activé par 1les  voies
intrinséques (protéolyse par le FXI activé) ou par la voie

extrinseéque (protéolyse par le FVII active) (Fig. 1, p. 7).

Lors de 1’activation du FIX, 1a protéine est clivée 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 1°activation du FX
en preésence de calcium, de phospholipides et du FVIII
activé comme cofacteurs. Plusieurs domaines ont eété
localisés sur le FIX (38b) (Fig. 7, p. 26) :

¥ domaine "gla" : il contient 12 acides carboxy-
glutamique. Ces acides aminés sont impliqués dans 1la
fixation au calcium nécessaire pour son activite

coaqulante.

X domaines EGF : le FIX présente 2 domaines
contigus de type "Epidermial Growth Factor". Ce type de
domaine, retrouveé dans d’'autres facteurs de coagulation
(FVII, FX, FXII et protéine C), pourrait etre impliqué dans

l'interaction du facteur IX avec la surface cellulaire.

25
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¥ domaine AP ("activation peptide") : domaine
dont la libeération est nécessaire pour 1'activation du FIX.
Le clivage a lieu au niveau des liaisons : Arg 145 - Ala
146 et Arg 180 - Val 181.

¥ domaine catalytique : il contient 1le domaine
"serine protéase" appelé ainsi car il supporte 1'activite
endoproteasique, ayant une sérine dans son site actif,

s'exercant sur le FX.

IIT - HEREDITE

La transmission de 1 hémophilie B est identique

4 celle décrite pour 1 'hémophilie A (pages 13 & 195).

IV - DIAGNOSTIC GENOTYPIQUE

1 - Le géne du facteur IX

Le gene du FIX, d’ une longqueur d’'environ 34 kb
(147), est localisé sur 1le bras long du chromosome X, en
position centromérique (qQ27) par rapport au geéne du FVIII
(Fig. 4, p. 18). Les seéquences codantes sont réparties en 8
exons de tailles ineégales, de 25 pb & 546 pb (Fig. 7, p.
26). La séquence compleéete du gene a étée déterminée (147).
L ARN messager, courprenant 2802 nucléotides, code pour une
protéine de 415 acides aminés. La sequence 3 non traduite

comprend 1415 nucleéotides.

2 - Polymorphismes

a — Polymorphismes intrageéeniques
Plusieurs polymorphismes intragéniques bi-

alleliques ont eété décrits (les chiffres indiquent la
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fréquence de chaque allele dans une population de type

Caucasienne) :

polymorphisme Dde I, intron a : 0,24/0,76 (140)
polymorphisme Taq I, intron d : 0,65/0,35 (39)
polymorphisme Xmn I, intron ¢ : 0,71/0,29 (140)
polymorphisme Msp I, intron d : 0,22/0,78 (36)
polymorphisme Mnl I, exon f : 0,36/70,64 (51)
polymorphisme BamHI, intron ¢ ¢ 0,87/0,13* (26)
polymorphisme Msp I, ¢ 0,20/0,80 (14)

X : population de type Noire Américaine

b - Polymorphisme extragénique

Un polymorphisme extragénique situé & 8 kb
en 3° du géne du facteur IX a été décrit (141). Ce
polymorphisme est reévélé, apreés amplification enzymatique,
par digestion par 1l’'endonucléase de restriction Hha 1. Les
auteurs estiment que le risque de recombinaison entre ce
polymorphisme et 1le géne du facteur IX est neégligeable
(inférieur a 0,1 %Z). Un second polymorphisme extragénique
bi-alleélique, détecté par l'enzyme Sst I, situé au locus

DXS%99, a ¢eété deécrit (97). Enfin 2 autres polymorphismes

situés aux loci DXS98 et DX5100 ont été rapportés
(12b,136).
3 - Anomalies du_gene_du facteur IX

La taille relativement peu importante de 1la
séquence codante du geéne du FIX permet son séquencage. De

nombreuses équipes ont ainsi caractériseé diverses anomalies



(mutations ponctuelles, délétions, insertions) responsables
de la maladie chez de nombreux patients.

a -~ délétions ou insertions

Les délétions ou insertions identifides & 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 éteé décrites
depuis la parution de cet article (69,70,118,12%9). Ainsi,
plus de 270 anomalies du géne du facteur IX ont été jusqu’'a

présent caractérisees.

D - LA MALADIE DE WILI EBRAND

La frégquence des anomalies du vWF est d’'environ
17100 (113). 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 séveéres de la maladie sont néanmoins

rares, leur fréquence est d'environ 0,16/10% en France(Bé6).

I - DIAGNOSTIC BIOLOGIGQUE
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 &4 85 %

type II : 10 & 20 %

< 10 %

type 111
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Type 1 Type I1 Type I1I1
Caractéristique du anomalie anomalie absence
vWF plasmatique quantitative|qualitative

Temps de saignement //7 //” //”

Agrégation a la \ ou A7 o)
o)

ristoceéetine
vWF 1 Ag \‘ ou N o)

\o
\

VWF :RCo \, \ou N 0
\

F VIII:C \ou N < 10 Usdl
Etude % HPM \, -
electro-
phoréetique| unite variable

multi- N selon le -
meérique sous—type

Tableau 2 : Classification de la maladie de Willebrand
(HPM : pourcentage de formes de poids moléculaires élévés)

sous—type I1 A II B I1 C

vWF :RCo \\\“ \\\* ou N \\\“
Etude pas ce tormes pas de forme|pas de formes
electro- HPM et [PM du HPM du vWF HPM du vWF
phoretique VWF piasmacique|plasmatique |[plasmatique et
du vWF et p.a..e*taire plaquettaire.
vWF augmentation
plaquettaire|{du protomere.
normal diminution des

"sous—bandes".

agregation //”
a la (a faible

ristocétine dose)

transmission dominante dominante récessive

Tableau 3 : Caractéristiques des sous—types IIA, IIB et IIC
(IPM : formes de poids moléculaires intermédiaires)



Le type Il qui regroupe les malades, appelés
variants de viWD, caracteriseés par des anomalies
qualitatives du VvWF est lui-méme subdivise en sous-types
(de A & H); les caractéristiques des sous—-types 1IA, IIB et
I1IC, les mieux définis, sont décrites dans le tableau 3,

page 30.

II - 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 eétre soit de
type dominant (types I, IIA et IIB), soit de type récessif

(types 1IC et I1II).

I11 - LE FACTEUR WILLEBRAND

1 - Biosynthese
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
(prée—-pro-vWF) est rapidement dimériseé, apres 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 dimeére de
masse 500-700 kDa (35). Les différentes éetapes de 1la

maturation du vWF commencent au niveau du «sréticulum
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endoplasmique (début de 1la glycosylation et de la
sulfatation de la molécule). Les dimeéres passentvensuite
dans 1l appareil de Golgli ou la glycosylation se poursuit,
en méme temps que se produit 1le clivage d‘un grand
polypeptide de 741 acides aminés du coOté N-terminal (31).
Le propeptide 1libéré, retrouvé dans les granules des
plaquettes (119), est sécreté comme protéine & part entieére
(B4) et correspond au vVvW:Agll déja décrit (96). Ses
fonctions en tant que protéine plasmatique ou plaquettaire
restent inconnues (92b). Aprés ce clivage, la sous—unité
mature du vVvWF est constituee de 2050 acides aminés. Les
diméres s'unissent ensuite par 1'intermédiaire de ponts di-
sul fure du coOté N terminal pour former une population de
multimeres de tailles variables (35) que 1 on retrouve dans
le plasma  (de 0,5.10® a 20.10% kDa) et dans les granules «
des plaquettes (de 0,5.10¢ & plus de 20.10%= kDa). Le VvWF
est également présent dans 1le sous-endothélium, au niveau
des arteres et des veines, mais sa distribution est
variable d‘'un vaisseau & 1l 'autre et se modifie au cours de

1"a8ge (146).

2 - Roele

Le VWF intervient dans le phénoméne d’'adhésion des
plaquettes au sous—endotheélium et participe a la
constitution du thrombus plaqqettaike sur les lieux ou
s'est constituée une lésion de 1 'endothélium vasculaire. De
plus, le VvWF sert de protéine porteuse au FVIII, ce qui

implique sa participation dans la coaqulation plasmatique.



De nombreuses eétudes ont permis de définir
différents domaines localisés sur la sous—unité du vWF
mature (Fig. 8, p. 34) : 2 domaines de liaison au collagene
(acides aminés n° 542-622, 948-998), 2 domaines de liaison
a l'héparine (acides aminés n° 1-272, 449-728), 1 domaine
d’interaction avec le facteur VIII (acides aminés n°® 1-
272), 1 domaine de liaison & la GPIb (acides aminés n° 449-
728), 1 domaine de liaison & 1la GPIIb/IIla 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 appeleée
FVIII/vVWF. L interaction avec le vWF protege 1le FVIII de
l’action de protéases plasmatique, stabilisant ]1'activite
du FVIII (58,138). Ces propriétés expliquent 1 'existence
d'un déficit en FVIII dans la maladie de Willebrand.

Le site principal du vWF permettant la fixation du
facteur VIII se situe dans les 272 premiers acides amineés
du vWF mature (33,34). Des etudes immunologiques ont montreé
que deux anticorps monoclonaux dirigés contre le VvWF
pouvaient inhiber la fixation du FVIII : Ac 418 (127) et Ac
W5—-6A (Sb). L’'épitope de 1 'anticorps 418 est situé sur un
fragment correspondant aux acides aminés 1 a 106 (109)
alors que 1'épitope de 1 anticorps W5-6A est une sequence
correspondant aux acides aminés 78 a 96 (5b). Un second
site d'interaction avec le facteur VIII serait situé du
cote C terminal de la molécule, dans le domaine D4, mais sa

localisation précise reste encore inconnue (70b).
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1V — DIAGNOSTIC GENOTYPIQUE
1 - Le géne du facteur Willebrand

Le geéne du vWF (Fig. 9, p. 36), d'une longueur
d‘environ 178 kb, est localisé sur le bras court du
chromosome 12, dans la région 12pl2 12pter (44,135). Les
séquences codantes sont réparties en 352 exons de taille
tres inégale (de 40 A& 1379 pb : exon 28). La séquence de
ces exons n'a été publiéde que treés récemment (85). Une
région homologue a la région centrale du gene,
correspondant aux exons 23 & 34 codant pour 1les acides
amineés n° 990-1947, a été mise en eévidence sur le
chromosome 22 (104,85b,113b). Ce pseudogeéne differe
seulement d’'environ 3 7% de la séquence du géne du vWF,

Quatre domaines (A,B,C,D) répétés de 2 & 5 fois
constituent plus de 90 7% du geéne du vWF (Fig. 92, p. 36).
Les domaines A, constitués d’'environ 220 acides aminés,
présentent des homologies avec certaines reégions du
facteur B et du facteur C2a du complément, de 1 'acollageéne
type VI et des sous-unités a des récepteurs Mac-1, p150-95
et LFA~-1. Les domaines C semblent homologues & certaines
séquences de la thrombospondine et des a pro-collageéne
types I et III (895).

L ARN messager du VvWF comprend environ 8,8 kb et
code pour une protéine de 2813 acides amineés (preé—-pro-vWrF).
Le site d'initiation de transcription est situé 245
nucléotides en amont du codon correspondant a 1la Met
initiale du pré-pro-vWF (4b,85). Le site d'addition du poly
A est situé & 136 nucléotides en aval de la fin de 1la

séquence codante.
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2 - Polymorphismes

L' analyse du gene du vVvWF dans le cadre d’études
familiales et de diagnostic anténatal eétait limitee
Jusqu'en 1989 car les polymorphismes connus, tous bi-
alleliques, étaient peu informatifs ( les chiffres
indiquent la freéquence de chaque allele dans une population

de type Caucasienne) :

19846 polymorphisme Xba I 0,87/0,13 (112)
1986 polymorphisme Bam HI 0,82/70,18 (100)
1987 polymorphisme Xba I 0,08/0,92 (74)
1987 polymorphisme Sac I 0,62/0,38 (72)
1987 polymorphisme Rsa I 0,22/0,78 (59)
1987 polymorphismes Taq I 0,51/0,49 (11)
0,95/0,05
1988 polymorphisme Taq I 0,24/0,76 (75)
1989 polymorphismes Taq I 0,75/0,25 (61)
0,06/0,94
1989 polymorphisme Eco RI 0,86/0,014 (30)
1989 polymorphisme Eco RI 0,07/0,93 (80)
1989 polymorphismes Taq 1 0,78/70,22 (87)
0,14/0,86

Depuis, plusieurs polymaorphismes ont été décrits,
notamment un polymorphisme multi-allelique de type VNTR

dans 1 ' intron 40 :

1990 polymorphismes Stu 1 0,30/0,70 (62)

0,40/0,60
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19290 polymorphisme Rsa I 0,35/0,65 (73)
1990 polymorphisme Kpn I 0,56/70,44 (25)
1990 polymorphisme intron 40 VNTR (107)
1990 polymorphisme intron 40 VNTR (111)

De plus, de nouveaux polymorphismes ont é&teé

deécrits dans 1'article indiquant la séquence des exons

(85).

3 - Anomalies du géne du vWF

La grande taille du geéne du vWF (environ 178 kb)
étant un obstacle & son séquengage chez les patients, peu
de mutations ont, & ce jour, été identifiées (tableau 5
page 39). Par contre, plusieurs délétions ont éteé
caractérisées chez des malades de type III ayant développé,
suite au traitement substitutif, un inhibiteur du vWF

(tableau ci-dessous).

DELETION F VIII:Ag viWF :Ag ref
complete < 3 <1 101
> 110 kb - - 125
> 110 kb - - 125
2,3 kb 5 <1 108
Tableau 4 : deéelétions caractérisées chez des malades de
type II1

- : Nnon préciseé
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AA mutation type ref

466 I1 B a
Val —-=~> Gly

468 11 B a
Asn —~> Thr

543 II1 B b
Arg ——> Try

545 II B b
Arg —--> Cys

553 II1 B b
Val =-=-> Met

578 II1 B b
Arg =-=-> BGly

834 cC —-> 7T 11 A 43
Arg —=> Trp

844 T --> A I1 A 43
Val —~> Asp

Tableau 5 : mutations ponctuelles identifiées sur le geéne
du facteur Willebrand
La numérotation des AA correspond a celle de la
protéine mature

a : Ces mutations ont été annoncées au XII®*m™* congrés de
la Société Internationale de Thrombose et Hémostase, & Tokyo,
en 1989, dans des résumés, par Vink et al. "The molecular
defect in von Willebrand disease type Ilb patient". VINK T, DE
GROOT PG, FEDERICI AB, MANNUCCI PM, SIXMA JdJ.

b : Ces mutations ont été annoncées au XIII®*™* congres de
la societeé Américaine d ' hématologie & Boston, en décembre 1990,
mais n'ont pas, a ce Jour été publieées :

"The molecular defect in type I1IB von WIlllebrand disease
(viD) : identification of two potential missense mutations
within the putative GPIb binding domain"., COONEY KA, NICHOLS
WC, BRUCK ME, BOWIE EJW, SHAPIRO A, GRALNICK HR, GINSBURG D.

"Evidence for a point mutation in the GPIb binding domain
of von Willebrand's disease (vWD)". MURRAY EW, GILES AR,
LILLICRAP D.

De plus, Lyons et al. ont annonceé dans un résumeé, au
congres de la Sociéeté Américaine d Hématologie en 1989, la
caractérisation de 5 mutations faux-sens chez des variants de
type I1 A. Ces mutations n‘ont pas, a ce jour été publiédes.

"Molecular basis of type IIA von Willebrand disease (vWD).
LYONS S, BRUCK ME, BOWIE EJW, MONTGOMERY RR, GILL JC, YANG AY,
GINSBURG D.
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MATERIELS ET METHODES

A - EXTRACTION D" ADN ET D’'ARN :

I - EXTRACTION MANUELLE D’'ADN :

Dans cette méthode, aprés lavage et lyse des
cellules, les protéines sont précipitées en présence de
NaCl, puis 1 'ADN est précipité en présence de NaCl et
d éthanol (?24) . Cette technique d’'extraction a été
décrite pour de petits échantillons de sang (94). Nous
1'avons adaptée pour 1l'extraction & partir de Oml de

sang.

I1 —-_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 1’'échantillon
par un autre ADN
Dans un cadre diagnostique, ces risques
doivent etre particuliérement évités. Pour ce faire, un
systeéeme d'extraction automatisée a été mis en place dans
le laboratoire. L’ automate utilisé est le "NUCLEIC ACID
EXTRACTOR, model 340 A" (Applied Biosystems), qui permet

1'extraction d’'ADN, sans manipulation préalable, a partir
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de différents échantillons tels que sang total,
cellules, villositeés choriales... Cet appareil permet
aussi 1'extraction d"ARN a partir des différents

échantillons cités ci-dessus.

1 - extraction d’ ' ADN

L 'extraction est réalisée sur un échantillon de
5ml de sang selon le protocole préconisé par Applied

Biosystems.

2 - extraction d’ARN

Un échantillon de 100 m]l 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
conserveés. L'extraction est alors reéalisée selon le
protocole preéconisé par le fabricant de 1 'extracteur.
Cette technique nous permet d'enrichir 1 'échantillon en

ARN plaquettaire, donc, particuliérement en ARN du VvWF.

B - " POLYMERASE CHAIN _REACTION " (P.C.R.) oy
AMPLIFICATION ENZYMATIQUE :

I - GENERALITES :

Le principe de cette technique, décrite en 1985
(114), est d’augmenter 1la quantité d’'une séquence
spécifique d acides nucleiques que 1’ on veut analyser.

L'amplification enzymatique ou Polymerase

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



spécifique d une courte séquence d ADN, initiee par deux
oligonucléotides de synthése : les amorces ou "primers".
La réaction est cyclique, chague cycle permettant de
répliquer la seéquence cible et donc de doubler en
theéorie la quantité d ' ADN amplifié (Fig. 10, p. 44).

Un cycle est composé de 3I eétapes, reéalisees
a différentes températures:

- dénaturation de 1 'ADN matrice
- hybridation des amorces
- synthese enzymatique

Aprés n cycles on obtient un facteur d'amplification
de 2"-(n-1), ainsi pour 30 cycles on obtient un facteur
théorique de 10® environ.

L‘utilisation d'une ADN polymérase thermostable, le
plus souvent isoleée a partir d'une archéobacterie
thermorésistante : Thermus aquaticus (19,115), a permis
d’ " automatiser " cette réaction, puisqu’‘il n‘est plus
nécessaire d° ajouter de 1l 'enzyme aprés chaque étape de

dénaturation.

IT - LIMITES (€ LA P.C.R. :

La P.C.R. e%t urne méthode efficace, spécifique et
sensible. Néammoins elle présente certains inconveénients:
x al est neécessaire de connaftre la
séquence de la région que l1°'on veut eétudier afin de
choisir des amorces speécifiques.
¥ sa grande sensibilité (une seule
molécule d'ADN suffit pour obtenir une amplification) est

egalement 1 'une de ses principales limites : en
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effet, la plus petite contamination par un ADN étranger
entrainera une reéaction faussement positive. Pourbréduire
au maximum ce risque 1l est nécessaire de prendre
différentes précautions :

1 - dans le cadre des d&tudes réalisées
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 seéparées. Chaque pieéce, en surpression et ventilée
en permanence par de 1'air stérile, possede son propre
circuit de ventilation.

2 - les tubes contenant le mélange réactionnel
sont exposeés 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 aliquoteées.

111 - OPTIMISATION :

De nombreux facteurs peuvent influencer le
résultat de la reéaction de P.C.R.. Parmi ceux—ci
certains ont particuliérement retenu notre attention :

- le choix des "amorces"
— la gqualiteé des "amorces'

- la températuke de dénaturation

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

responsablé de la qualité de 1 'amplification, leur choix
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doit se faire selon des regles bien précises. Nous avons
appliqué les reégles suivantes :

¥ respecter une taille minimale : 20 mers

X essaver d' avoir un pourcentage de GC
supérieur a 350%. Si 1'amorce s’'hybride sur une région
riche en AT, augmenter sa taille.

¥ éviter, si possible, les répétitions d’'une
méme base (maximum 4) qui sont une cause de
meésappariement.

X éviter dans tous les cas les séquences poly G
a cause des difficultés de synthese de 1’ amorce.

X éviter s Si possible , les sites de
restrictions, les palindromes pouvant etre la cause de
mésappariements.

¥ faire un "test d’ hybridation” de chaque
amorce sur elle-méme et de 1 amorce 1 sur 1 ' amorce 2.

Les reégles deéfinies sont les mémes pour ces deux
tests d ' hybridation :

¥ hybridation sur 1 une des extrémités 3 :
un maximum de 5 liaisons hydrogenes est accepté (rappel :
liaison AT = 2 liaisons hydrogeéne, liaison GC = 3
liaisons hydrogene).

¥ hybridation a 1l'intérieur de 1 amorce :
un maximum de 5 nucléotides appariés sera accepte, sauf
dans le cas de la présence d'un site de restriction.

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

de Lille par Olivier FEUGEAS permet de visualiser

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



TGEG6ATCTAGCTAGBGTCTGCTTTAGTEC

3
c X X X X X X a
G X X X X X
A X X X X X X X X X b
T X X X X
T X X X X
T X X X X
Cc X X X X X X c
G X X X X X
T X X X X
c X X X X X X
T X X X X
G X X X X X
A X X X X X X X X X
T X X X X
C X X X X X X d
G X X X X X
A X X X X X X X X X
T X X X X
c X X X X X X
T X X X X
A X X X X X X X X X
G X X X X X
G X X X X X
T X X X X
5-
Fig 11 : exemple de test d’'"hybridation" d une amorce sur elle
méme

cette amorce est refusée pour 4 raisons :

a : hybridation de 2 nucléotides (6 liaisons
hydrogéne) aux deux extrémités 3° de 1 'amorce

b : hybridation de 4 nucléotides (10 liaisons
hydrogene) & 1 'extrémité 3° de 1 ' amorce

c : hybridation de 6 nucléotides sépareés par

2 "mis—match" & 1 extrémité 3° de 1 amorce
d : hybridation de 8 nucléotides & 1'intérieur
de 1 amorce
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2 - qualité des "amorces'" :

La qualité des amorces est tres impoftante,
particulierement lorsque 1les amorces utilisées dans la
P.C.R. sont wutilisées pour le seéquengage du fragment
amplifié. L analyse des amorces sur gel d acrylamide a
20 /% permet de vérifier, aprés coloration au bromure
d'éthidium, que 1°’on ne visualise que 1 'amorce de taille
speécifique, sans oligonucléotides de tailles
intermédiaires.

Les amorces utilisés ont, pour la majoriteée
d'entre eux , &té synthétisées sur un " PCR MATE ",
modele 3921 (Applied Biosystems). La séquence des amorces

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

3 - température de dénaturation

Une des étapes les plus importantes de la
P.C.R. est 1la dénaturation de 1°ADN . Lors des premiers
cycles la température doit etre au moins de 94 * C dans
le ﬁilieu réactionnel . Une température inférieure ne
permettrait pas une dénaturation compleéte de 1 ADN

génomique , en particulier des séquences riches en GC.

IV - CONDITIONS DE P.C.R. :

10 pl de tampon 10 X (100 mM Tris—HCl1 pH : 8,0;
500 mM KCl; 15 mM MgCl=; 1 mg/ml gélatine)

10 pl de dNTP 2 mM (Pharmacia)

50 pM de amorce 1

50 pM de amorce 2

H=0 qsp 100 ul



0,3 & 0,5 pg ADN

dénaturation initiale : 5 min & 94°C

addition de 1 4 2 unité de Taq polymérase

{ Amersham )

30 cycles : 1 min. 4924 °©° C, 1 min. & 55 °* C,

2 min. & 72 °* C

Une aliquote (10 pl) est analysee par
électrophorése en gel d'agarose a 2 7% ou en gel
d'acrylamide & 8 % ou 12 % selon la taille des fragments

a analyser.

V — CONDITIONS SPECIALES DE P.C.R. 1

L'amplification de certains fragments a
nécessite la mise au point de modification de la
température d'hybridation des amorces. Dans le premier
cas, polymorphisme Bcl I du FVIII, 1les conditions
standard de P.C.R. ne permettent pas 1l 'amplification du
fragment spécifique, probablement a cause d’'une absence
d ' hybridation des amorces. Par contre dans le deuxiéme
cas, polymorphisme de 1 intron 40 du VvWF, nous avons
observeé, dans les conditions standard de P.C.R., la
présence de fragments amplifies non specifiques
probablement dds & une hybridation non spécifique des

amorces. Les conditions optimisées sont les suivantes

Pour 1 étude du polymorphisme Bcl 1 du FVIII

X hybridation & 50 °C au lieu de 55 °C

X 40 cycles d ' amplification au lieu de 30
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Pour 1’ étude du polymorphisme de 1 intron 40 du
vWF : ¥ hybridation & 60 °C au lieu de 55 °C
¥ synthése pendant 1 min au lieu de 2 min
Pour 1'amplification simple brin, 1°'ADN est
amplifié dans un premier temps selon les conditions
décrites précedemment pulis, apres purification du
fragment_amplifié, une deuxieme P.C.R. est reéalisee en
présence d'un seul primer afin de synthétiser du simple

brin.

VI - P.C.R. A PARTIR D 'ARN :

Apreés extraction de 1'ARN , une premiére étape
de transcription inverse permet d’ ' obtenir un ADN
complémentaire (ADNc) simple brin. Un aliquot de cet ADNc
est ajouté dans les tubes d amplification afin de servir
de matrice lors du premier cycle de P.C.R..

¥ transcription inverse :
1 &4 5 pg ARN
2 pl tampon 10 X de transcription inverse (Boehringer)
7 pl eau traitée au DEPC
50 U RNasin (Promega)
1 pl transcriptase inverse MMLV (200 unités)
incubation pendant 1 h a 37 °C
¥ amplification :
Une aliquote du meélange de transcription
inverse est utilisée comme ADN matrice dans le milieu de
P.C.R.. Les ¢tapes suivantes de la P.C.R. ne sont pas

modifiées.



C —_ANALYSE DES FRAGMENTS AMPLIFIES :

I - 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 & B8 nucléotides). Les
digestions sont reéalisées par addition d’une endonucléase
de restriction soit directement dans le milieu
d'amplification, soit aprés précipitation des fragments

amplifiés.

II - ETUDE PAR SEQUENCAGE :
Nous avons utilisé le kit "Sequenase'" version 2
(USB) (98,116).

Le séquencage 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 :

X ADN double brin : apres amplification, les
fragments peuvent etre purifiés soit sur Centricon 30
soit sur gel d’'agarose (puis transfert par é@lectrophoreése
sur une membrane de DEAE cellulose). La réaction de
séquencage est réalisée sur environ la moitié du produit
d’une amplification.

¥ ADN simple brin : aprés amplification 1°'ADN

est purifié sur Centricon 100, La réaction de seéquengage
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est réalisée sur un quart du produit d'amplification

environ.

Le protocole de séquencage est légerement
different selon 1le type d'ADN matrice utilisé. En effet,
1"ADN double brin est dénaturé par un choc thermique (10
min &4 100 °C puils transfert dans la carboglace), alors

que 1'ADN simple brin est dénaturé par chauffage a 65 °C.



RESUL TATS






RESULTATS

A - AMPLIFICATION A PARTIR DE SANG , SANS EXTRACTION DE

L"ADN

I -~ METHODE

Le principal risque d’'erreur de la P.C.R.
étant la contamination, le nombre de manipulations de
l1'échantillon avant 1 'amplification doit @tre réduit au
minimum . La méthode que nous avons mise au point et qui
est décrite page 546 permet d’'éliminer les risques liés a
la purification de 1'ADN. Plusieurs types d’'échantillons
peuvent étre amplifiés directement par cette méthode :

sang total, cellules ...

II - DISCUSSION

Plusieurs equipes ont optimisé des micro-
méthodes d 'extraction d'ADN, nécessitant un petit volume
d ' échantillon, dont 1le principe est de recueillir 1°ADN
apres une lyse des cellules, suivie ou non d’une
extraction. Ces méthodes permettent de diminuer, mais pas
d'éliminer, les manipulations de 1’'échantillon avant

amplification.
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Nous avons montré qu'un échantillon brut de
sang (ou de cellules, cheveux...) peut etre introduit
directement dans le milieu réactionnel de P.C.R., la
seule modification permettant 1 ' amplification de 1°'ADN
consistant a reéaliser une alternance de températures (94°
pendant 3 minutes et 53° pendant 3 minutes) lors de
l’étape de deénaturation initiale. Cette alternance de
températures doit etre répétée au moins trois fois. Ces
chocs thermiques réalisés lors de la premiére étape de
dénaturation, avant addition de 1la Tag polymérase,
permettent de lyser les cellules et probablement de
détacher les protéines liées a 1°ADN génomique. Une
longue dénaturation initiale, de 1 ordre de 15 min, donne
de moins bons résultats que la méthode décrite ci-dessus.
Les chocs thermiques successifs sont donc nécessaires ;
peut-eétre permettent-ils une meilleure dénaturation des
protéines du milieu (hémoglobine...) ou des protéines

liédes & 1°ADN.

L'interet de cette méthode que nous avons
appliquee a 1 etude ve difféerentes séquences génomiques
reside non seu.erert dans le fait qu‘elle élimine toutes
les manipulations de 1" échantillon inhérentes a
1l ' extraction d ADN, sources potentielles de
contaminations et donc d'erreurs, mais aussi qu’'elle
permet d'obtenir un résultat plus rapide car 1’'étape
d'extraction d'ADN nécessite environ une journée.

Cette methode est utilisée en routine

pour les études familiales reéalisées par P.C.R. dans le



laboratoire. Certains résultats obtenus par la technique
de Southern apres extraction de 1°ADN sont ainsi
confirmés par PCR & partir de sang total.

Ces résultats ont fait 1 'objet d'une

publication dans Nucleic Acids Research, insérée page 56.
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Typically DNA used in PCR assays is usually extracted according
to the phenol-chloroform method (1) or by an alternative ‘salting-
out’ rapid purification (2). Moreover partially purified DNA
obtained with rapid procedures have been reported to be suitable
for PCR amplification (3).

We describe here a more simple and efficient method to amplify
DNA directly from whole blood samples without any punification.
This method proved to work not only on fresh blood samples
but also on frozen blood samples stored several months at
—20°C. According 1o our procedure, a small volume of blood
(1 or 2 ul) is introduced directly in the PCR reaction (100 ul
PCR reaction: 50 mM KCl, 10 mM Tris HCI pH 8.0. 1.5 mM
MgCl,, 0.1 mg/ml gelatin, 200 uM 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 usual on genomic 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 times. In fact, the efficiency of the
whole blood PCR relies on this alternating heating-cooling steps
since a single longer heating incubation resulted in very poor
amplification. In our experiments we successfully amplified
fragments up to 900 bp from frozen whole blood samples.
Aliquots of amplified fragments from PCR. performed either on
purified DNA or blood. were analysed directly on agarose gels
by ethidium bromide staining: no difference was noticed between
purified DNA and blood samples for all the different amplified
sequences tested (Figure 1). These data suggest that using whole
blood is as sensitive and specific as using purified DNA as starting
material for PCR assays. providing the initial denaturating step
modification. However. because of the potential Taq polymerase
inhibitors (such as hemoglobin) it contains. whole blood used
In too large amount may turn to be detrimental to the PCR
reaction. as shown on Figure 2 where as little as 4 ul of blood
totally inhibited the amplification reaction. We therefore
recommend the use of 1 or 2 ul of whole blood in a 100 u! PCR
reaction in order to prevent such inhibitory effects. This rapid
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 after grafts
involving the amplification of *‘marginal” sequences.
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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 94°C, 1 min at 62°C and 2 min at 72°C.
Lanes 2a and b: amplification of intron 17 Bell polymorphic site of the FVIII
gene (142 bp) 40 cycles of 1 min at 94°C, | min at 50°C, 2 min at 72°C. Lanes
3a and b: ampilification of exon 18 of the von Willebrand factor gene (289 bp)
35 cycles of | min at 94°C. 1 min at 55°C, 2 min at 72°C. Superscript a: !
ul of whole blood in 100 ul of PCR reaction with special denaturation: 3 min
a1 94°C. 3 min at 55°C. repeated 3 times. Superscript b: 0.3 ug of purified DNA
in 100 ul of PCR reaction denaturation: 5 min at 94°C. 2.5 U of Taq polymerase

. (Amersham) were added in 100 ul of PCR reaction after the initial denaturation

step.

1 2 3 4 5

- 242

Figure 2. Blood sample volume as a factor of the PCR reaction efficiency. All
PCR are performed on HLA DQ A (242 bp). Lane 1: pBR322 Hae III digest.
Lanes 2 to 5: respectively 1. 2, 3 and 4 gl of whole blood. Special denaturation
(3 min at 94°C. 3 min at 55°C. repeated 3 times) before the addition of 2.5
U of Taq polymerase { Amersham) and 40 cycles of amplification (1 min at 94°C.
1 min at 60°C. 2 min at 72°C) were performed.



B - ETUDE DES HEMOPHILIES :
I — ETUDES FAMILIALES

1 - Hémophilie A (géne du facteur VIII) :

a — Généralites

Parmi les 7 polymorphismes décrits (voir
page 20), trois sont utilisés pour les études familiales
réalisées dans le laboratoire : Bcl I intrageénique, Bcl I
extragenique et Xba I extrageénique. Seul le polymorphisme
Bcl I intragenique est eétudié par P.C.R. dans Ile
laboratoire (voir ci-dessous). En effet, bien que 1’ 'étude
par P.C.R. des polymorphismes Xba I et Hind III ait éteé
décrite (71,126), nos résultats ont montré la présence
d’'un fragment amplifié non spécifique, de taille
identique a4 celle de 1°'un des fragments de digestion.
Ce phénoméne, non décrit dans les articles originaux
(71,126), rend 1impossible la distinction entre un sujet
homozygote dont le fragment n'est pas digére et un

individu hétérozygote.

b - Polymorphisme Bcl I :

Ce polymorphisme situé dans 1 intron 18
(46) est généralement étudié par Southern Blot. L étude
par P.C.R., décrite en 1987 (71), permet d'obtenir un
résultat plus rapide. Le fragment amplifié ne contient
qu'un seul site de restriction Bcl I, présent (allele +)
ou non (allele -). Un exemple d'étude familiale est

représenteé dans la figure 12 (page 59%).
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Nous avons modifié 1'une des amorces décrites
(71), P1, en y introduisant un site de restriction Bcl I
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 1 'étude
comparative d'une famille faite & 1 aide des amorces Pl
ou Pl-b. L’'intéreét de cette amorce modifiée est qu’elle
permet de mettre en évidence une éventuelle digestion
partielle, telle que celle constatée pour 1 'individu n°
I11-2 dans notre exemple.

Ces résultats font 1 'objet d une publication en

cours dans Thrombosis Research, insérée page 60 a 62.
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Fig. 12 : Analyse du polymorphisme Bcl 1 du facteur VIII

(électrophorése en gel d'acrylamide & 8 4)

a : étude realisée avec les amorces décrites par Gitshier
(P1 et P2)
b : étude realisée avec 1 amorce modifiée Pl-b et 1 amorce

P2
11, 12, 111, 112 : amplifiats digérés par Bcl I
T : contrdle d amplification non digére
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IMPROVEMENT IN THE ANALYSIS OF THE Bcl | POLYMORPHISM OF THE
FACTOR VI GENE BY PCR : INTRODUCTION OF A CONSTANT Bcl | SITE
IN ONE OF THE PRIMERS AS A DIGESTION CONTROL

Mercier B., Gaucher C., Mazurier C.

Laboratoire de Recherche sur I'Hémostase
Centre Régional de Transfusion Sanguine
(Director : Dr J.J. Huart)
21, rue Camille Guerin - 59012 - LILLE - Cedex - FRANCE

INTRODUCTION

Haemophilia- A is an X-linked recessive bleeding disorder resulting from a
deficiency of functional coagulation factor VIII and affecting 1/5000 newborn
males.The analysis of the Bcl | polymorphism of the factor VIII gene intron 18, using
either Southern blot (1) or PCR (2), has been previously reported. One of the limits of
this analysis using PCR is the absence in the amplified fragment of a constant Bcl |
restriction site providing an internal control of digestion. The present report describes a
simple method to introduce a constant Bcl | site in the amplified product using a
modified PCR primers set.

MATERIALS AND METHODS

The two PCR primers used, P1-b (see below) and P2 (5' -
TTCGAATTCTGAAATTATCTTGTTC - 3'), were synthezised on a PCR Mate model
391 (Applied Biosystems). 100 to 500 ng of genomic DNA were first denaturated for
5 min at 94 °C in a 100 yl reaction mixture containing 10 mM Tris pH 8.0, 50 mM
KCIl, 1.5 mM MgCIz, 0.1 % gelatin, 200 yM dNTPs and 50 pmoles of each primer.

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

KEYWORDS : Factor VIII, PCR, family studies
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directly digested by addition of 5 units of Bcl | restriction endonuclease (Appligene) for
3 h at 50 °C, electrophoresed on a 8 % acrylamide gel and visualized by ethidium
bromide staining.

RESULTS

In order to introduce a constant Bcl | restriction site to the amplified product, a
new PCR primer, P1-b, was designed modifying the previously described primer P1
(2) :

P1 = 5' - TAAAAGCTTTAAATGGTCTAGGC - 3'
P1-b = 5' GAGTTATAAAGGATGCTCTIGATCAAAGCTTTAAATGGTCTAGGC - 3'

The change at the P1 5' end (TCA instead of TAA) and the addition of a 21
nucleotide sequence (5'-GAGTTATAAAGGATGCTCTIGA-3') created the Bcl |
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 | digestion.

a 12 3 4

163

142

99

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

Fig. 1 shows the different Bcl | 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.
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DISCUSSION

The main pitfall in the interpretation of any RFLP pattern is the occurence of
partial digestion, an homozygote for the digested allele (+) 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 length in order to 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 | polymorphism (5).

In this report we describe an easier way to introduce an internal 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 |, Kpn I, Fok I, Sac Il, Hae Ill and Sau3A ) in HLA DR B1 and
HLA DQ B1 PCR amplified sequences (6). ’
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2 - Hémophilie B (gene du facteur IX) :

Parmi les polymorphismes décrits & ce Jjour sur
le géne du FIX (voir page 27) (12b, 14, 26, 36, 39, 41,
ok, 97, 136, 140), trois sont étudiés par P.C.R. : le
polymorphisme Taq I (informatif dans 40 % des etudes) le
polymorphisme Dde I et le polymorphisme Hha I. En effet,
la proportion des femmes hétérozygotes, pour au moins

1'un de ces 3 polymorphismes, est estimée a 89 %“.

a - Polymorphisme Dde I :

Ce polymorphisme, décrit en 1984 (140),
résulte de la présence ou de 1° absence d'une petite
séquence de S50 nucléotides, située dans 1 intron 1 ( NT
5505 & 5554). Etudiés par Southern Blot, la distinction
des deux alleles est difficile «car ils ne different que
de 50 nucléotides (fragments de restriction de 1750 et
1700 pb).

Afin d ' étudier ce polymorphisme par P.C.R.
nous avons choisi deux amorces encadrant ce polymorphisme
et génerant par amplification deux fragments plus petits:
389 pb ( NT 5315 & 5704) et 339 pb, en presence ou
absence de l insert. Ces fragments sont facilement
séparés sur gel d' agarose a 2 % ( Fig. 13, p. 64).

Un article publié en 1990 (92b) décrit
1" analyse de ce polymorphisme par P.C.R. selon un

principe identique & celul que nous avons employe.
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340
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arbre genéalogique de la famille
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Fig 13 : analyse 3u pclymorphisme '"Dde I"
(électrophor-ese sur gel d agarose a 2 %)



b - Polymorphisme Taq I :

Ce polymorphisme, décrit en 1984 (39), est
situé dans 1 'intron 4. Il était Jjusqu’'a présent étudié
par Southern Blot, les deux alléles observés faisant
respectivement 1,9 et 1,3 kb. Afin de 1'étudier par
P.C.R. nous avons choisi deux primers amplifiant un
fragment de 997 bp qui contient la fin de 1'intron 3,
l1'exon 4 et le début de 1 intron 4 (NT 10310 & 11307). Ce
fragment amplifié contient le site Taq I polymorphe et en
presence 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
amplifie ne permet pas d'utiliser la technique décrite
pour le polymorphisme Bcl I pour introduire un site de
restriction Tag I constant dans ce fragment car il ne
serait pas possible de differencier, dans des conditions
d'électrophorése utilisable en routine, QES fragments de
297 et 1017 pb si 1'on modifiait 1 'une des amorces.

Ces résultats font 1l 'objet d'une publication en

cours dans Thrombosis Research, in;érée page 67 a 68.
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Fig. 14

Etude du polymorphisme Taq I
(électrophorese en gel d agarose & 2 %)
: pBR 322/Hae 111

: AHind II1 +@X174/Hae 111

: présence de 1 'allele digéere (802 pb)
présence de 1 alléle non digére (997 pb)
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INTRODUCTION

Haemophilia B is an X-linked recessive bleeding disorder resulting
from a deficiency of functional coagulation factor IX and affecting 1/30,000
newborn males. Several RFLPs have been identified on the factor IX gene : Tagq
1 (1), Xmn 1 (2), Dde 1 (3) BamH 1 (4), Msp 1 (5). Using these RFLPs
approximatively 76 % of females at risk for carrying haemophilia B should be
heterozygous. The analysis of the Tag I polymorphism 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 Tagq I 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 (P1 = CATCCCAATGAGTATCTACAGGGGAGGA s P2 =
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 at 94°C in a 100 ul reaction mixture containing 10 mM Tris pH 8.0, 50 mM
KCl, 1.5 mM MgCl,, 0.1 % gelatin, 200 uM dNTPs and 50 pmoles of each primer.
Af:er cooling at 55°C, 1 unit of Tag polymerase (Amersham, England) was added
and the samples were subjected to 30 cycles of P.C.R. (1 min at 94°C, 1 min at
55°C, 2 min at 72°C). After amplification, an aliquot (19 ul) of the P.C.R

reaction was directly digested by addition of 5 wunits of Tag [ restriction
endonuclease for 1 hour at 65°C, electrophoresed on a 2 % agarose gel and
visualized by ethidium bromide staining.

RESULTS

*

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

Fig 1 : electrophoresis of the Taq I restriction digests

a : pBR 322 Hae III digest

b : AHind Il digest + ® X 174 Hae IIlI digest

1 : heterozygous +/-. 2 : homozygous +. 3 : homozygous - .

DISCUSSION

: When compared to the Southern Blot method hybridization method
this P.C.R. analysis is easier, more rapid and less expensive. Furthermore this
amplification could be performed on whole blood without any DNA purification
(6); in this case, the result can be obtain in less than 5 hours after receiving the
samples. As the amplified fragment includes all the exon 4 encoding the first
EGF-like domain of factor IX, this method may also be used to detect a possible
abnormality of this region.
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c — Polymorphisme Hha I :

Ce polymorphisme, dont 1°'étude par P.C.R.
a éteé décrite en 19892 (41), est situé &4 8 kb en 3’ du
gene du facteur IX. Il est détecté par digestion des
fragments amplifiés par 1 'endonucléase de restriction Hha
1, puis électrophoreése sur gel d'acrylamide a 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 eétudes familiales permettant T le
diagnostic génotypique des femmes conductrices et le
diagnostic anténatal de 1’ 'hémophilie, ¢étaient réalisées
Jusqu’'en 1986 uniquement par‘Southern blof. Les résultats
sont obtenus par cette méthode dans un deélai de 8 a 10
Jours minimum. L 'utilisation de la P.C.R., décrite fin
1985 (114), permet, dans certains cas, de donner un

diagnostic en 48 & 72 h.

Le quantite d'échantillon nécessaire a
1 analyse par P.C.R. est beaucoup plus faible (0,5 ug
d ADN) que celle neécessaire pour reéaliser un Southern
blot (environ 10 pg). Cet avantage peut, dans certains
cas, @tre trés important, notamment dans le cadre d’'un
diagnostic anténatal ou le prélevement d'une grande

quantité de villosités choriales est rarement possible.
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La P.C.R. permet aussi 1'étude de nouveaux
polymorphismes qui ne peuvent pas etre détectés par
Southern blot. En effet, dans les cellules 1 'ADN est
methylée et certaines endonucléases de restriction,
sensibles a 1'état de methylation de 1"ADN, ne
reconnaissent plus alors leur site de restriction. Ainsi
la séquence GCGC, methylée au niveau du CpG, ne sera pas
reconnue par 1’'endonucléase de restriction Hha I. Par
contre, apres amplification par P.C.R., cette séquence
n‘est pas méthylée, le site de restriction est reconnu et
permet donc de deétecter un nouveau polymorphisme sur le
gene du facteur IX. Ainsi la P.C.R. permettra peut-etre
de révéler de nouveaux polymorphismes non détectables par
Southern blot au niveau des sites de restriction
d’'endonucléases sensibles & la méthylation (exemples :

Mae II, Hpa I, Hph I).

Autre avantage de la P:GaRs 5
1" amplification & partir d'échantillon brut, permet de
vérifier les résultats obtenus par Southern blot. La
comparaison des résultats obtenus par 2 techniques
différentes, 1 'une & partir d’'échantillon brut, 1 autre a
partir d"ADN extrait, permet de controler 1la fiabilite

des reésul tats.

Enfin, 1" étude des polymorphismes par
P.C.R. ne nécessite pas l'utilisation d’'isotopes
radioactifs, contrairement aux techniques classiques

d hybridation de "Southern blot".



b -~ Limites de la P.C.R. :

Sur chacun des geénes du FVIII et du FIX,
nous avons tenté d'étudier 3 polymorphismes par P.C.R..
Les résultats obtenus pour 4 de ces polymorphismes (F
VIII ¢ Bcl I s F IX : Dde I, Tagq I, Hha 1) sont
satisfaisants. Néanmoins 1'absence, dans le fragment
amplifié, d'un site de restriction servant de témoin de
digestion interne ne nous permet pas de distinguer un
fragment correspondant & un alléle non digéré d’un
fragment correspondant a un allele mal digere
(polymorphismes Bcl I, Tagq I, Hha 1), ceci pouvant
entrainer une interprétation erronée du résultat.

C'est pourquoi nous avons modifié une des
amorces correspondant au polymorphisme Becl I, en vy
introduisant un site de restriction Becl I et en ajoutant
une vingtaine de nucléotides en S° de 1'amorce. La
modification de cet oligonucléotide n‘'a pas rendu
nécessaire un changement des conditions d’'hybridation
lors” de l'amplification bien que le pourcentage
d ' homologie ait diminuée : 100 % pour le 20 mers (amorce
Pl1) et 48 % pour le 42 mers (amorce Pl-b). L 'explication
réside certainement dans le fait que les nucléotides
supplémentaires ont été ajoutés en S’ de 1 amorce, les 20
nucléotides speécifiques de la seéequence a amplifier
pouvant donc s’'hybrider sur leur séquence complémentaire
en laissant la partie 5’ de 1'oligonucléotide "flotter".
Grace au controle de digestion interne ainsi apporteé,
l1'interprétation est maintenant fiable. Des essais

concernant le choix de nouvelles amorces, selon le méme
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principe, pour d‘autres polymorphismes (Taq I, Hha 1I)
sont en cours. Le modeéle que nous avons choisi correspond
A un veéritable témoin de digestion interne puisque la
modification est réalisée durant la syntheése de 1’'amorce.
Certaines équipes ont, elles, opteée pour un
témoin constitué par un site de restriction localiseé sur
un plasmide. La distinction par électrophorese des
fragments correspondant au polymorphisme étudié et au
controle de 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 I et
Hind III, tous deux situés sur le gene du FVIII) ne sont
pas, actuellement, étudiés par P.C.R. dans le laboratoire
car les reésultats obtenus ne sont pas interprétables, a
cause de la présence de fragments non spécifiques. Il 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 I, Hha I et
Taq I). Dans le cadre de ces études familiales, il n’'est
donc plus nécessaire de reéaliser de Southern blot.
Par contre, sur les trois polymorphismes
utilisés pour les études familiales des hémophilies A

seul le polymorphisme Bcl I intragénique est étudié par



P.C.R.. En effet, le polymorphisme Bcl I extragénique,
multiallélique, ne peut pas etre étudié¢ par P.C.R. car la
séquence de cette région n’‘est pas publiée., Les études
familiales sont donc encore reéalisées par Southern blot
afin d'analyser d‘une part 1le polymorphisme Xba I (non
interprétable par P.C.R.) et d autre part, simultanément,
les deux polymorphisme Bcl I, intragénique et
extragénique. Le résultat du polymorphismes Bcl I
intragénique est controlé par P.C.R.. La P.C.R., bien
qu‘étant une technique treés prometteuse, ne permet donc
pas actuellement d’ abandonner completement 1le "Southern

blot" qui reste indispensable pour certaines études.

d - Conclusion :

La généralisation de la P.C.R. appliqueée
aux etudes des RFLPs doit donc etre menée avec
précaution., Il est nécessaire de realiser des controles
permettant de vérifier toutes les étapes conduisant au
diagnostic. En 1 absence de 1°'un de ces contrfles, le
resultat ne peut pas étre considéré comme rigoureusement
fiable : les risques d'erreurs lieés a la grande
sensibilité de la technique de P.C.R. elle méme ou ceux
liés aux réactions enzymatiques (Tag polymérase,
endonucléase de restriction) sont, dans ce cas, trop

importants.
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IT - RECHERCHE D'ANOMALIES DES GENES DU FVIII ET DU

FIX

1 - Hémophilie A :

Le gene du FVIII des patients hémophiles A est
etudié systématiquement dans le laboratoire apres
digestion par 1 'endonuclease de restriction Tag I, par
"Southern Blot" et hybridation avec le c¢DNA du FVIII.
Cette étude permet de mettre en évidence la présence de
fragments de restriction de différentes tailles,
correspondant a un ou plusieurs des exons du FVIII, et de
détecter ainsi d éventuelles anomalies : delétion,

insertion, mutation affectant un site de restriction.

Chez 1°'un des patients (patient V.P.) cette
etude a montré une anomalie au niveau du fragment de
restriction comprenant 1 'exon 24.

X données phénotypiques :

F VIII:=C £ 1 %
F VIII:Ag <1 %
présence d’'inhibiteur

X résultats :

Par P.C.R. nous avons montré que 1 'exon 22
est présent mais que, par contre, les exons 23, 24, 25 et
26 sont delétes chez ce patient (absence
d amplification). Les limites exactes de cette délétion
ne sont pas encore définies. Une approche par Southern
blot avec hybridation &4 1'aide de sondes spécifiques de

la région 3° non codante du gene du FVIII devrait



permettre de déterminer si cette délétion s étend au dela

de 1'exon 26 et d’'en préciser 1 'étendue.

2 - Hémophilie B :

Dans le but de détecter d ' éventuelles délétions,
nous avons amplifié systématiquement tous les exons du
gene du FIX de 20 hémophiles B.

Cette etude nous a permis de déceler une
anomalie chez deux patients (patients A.0. et P.M.).
Parmi les autres hémophiles testés, aucune anomalie n’'a

pu étre détectée par cette approche.

a - étude du patient A.0. :

¥ données phénotypiques

F IX:C = 9%

F IX:Ag 66 %
X résultats :
Nous avons montré par P.C.R. que les exons
1, 2, 3, 5, 6, 7 et B8 sont présents au niveau du géne de
ce patient. Par contre 1'absence d amplification de
l1'exon 4 chez ce malade suggerait que 1'exon 4 était
partiellement ou totalement délete.

Afin de tester cette hypothése 1 ADN du
patient a été digeéré par des endonucléases de restriction
possédant des sites de restriction situés soit &
proximité de 1'exon 4, soit dans celui-ci (Taq I, Fok I,
Xba I, Fig. 15) puis analysé par Southern Blot, a 1‘aide
d'une sonde partielle de 1°'ADN complémentaire de cette

région, utilisée pour la détection du polymorphisme Taq

II
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T ¢T) T
exon 4
intron 3 intron 4

Fig. 15 : carte de restriction partielle de la région
contenant 1'exon 4 du geéne du facteur IX
T : site de restriction Taq I, (T) : site polymorphe
F : site de restriction Fok 1
X : site de restriction Xba I

Aucune différence n’'a été détectée par cette
méthode entre 1le profil de restriction du patient et
celuil des témoins. Ce reésultat indiquant que 1 anomalie
ne reésultait pas d'une deélétion importante, d’ autres
hy potheses sont envisageables :

- petite deleéetion incluant la region
d’'hybridation de 1'une des amorces.

- mutation ponctuelle empéchant 1 'hybridation

de 1'une des amorces.
— inversion d'une sequence englobant la région

de fixation de 1 'une des amorces.

P3 X P1 (%) X
exon 4

P2 P4

Fig. 16 : carte de restriction partielle de la région
contenant 1 'exon 4 du gene du facteur IX
X : sites de restriction Taq I, constants
(X) : site de restriction Taq I polymorphe
P1-P2 : fragment de 997 pb
P3-P4 : fragment de 1263 pb

L impossibiliteé d amplifier, a 1'aide d un
autre couple d’'amorces (P3 et P4) dont la position est

indiqueée cili-dessus (Fig. 16), un fragment de plus grande



taille chez 1le patient A.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 1 'un des deux amorces (Pl ou P2),
mais pourrait résulter :

- d’'une inversion d'un fragment d’'ADN
contenant la région d' hybridation de 1‘'une des amorces
pour chacun des 2 couples utilisés.

- de 1la deélétion d'une seéquence 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 1'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 & 1’aide de
différentes sondes partielles de 1 ADN complémentaire.

- amplification directe & partir d’'ARN messager
qui devrait nous permettre de déterminer si les exons 3
et S sont contigis ou s'il existe wune partie de 1la
séquence de 1 'exon 4 sur 1 ARN.

- amplification d'un grand fragment d’ ADN
(plusieurs kb) et son ségquencgage qui devrait permettre

de caracteriser 1 anomalie.

b - étude du patient P.J. :
Le patient, hémophile B majeur, présente

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

77



78

developpeé, suite aux transfusions nécessitées par de
nombreux eépilisodes d’ anémies, des anticorps anti-
erythrocytes : ces anticorps reconnaissent un antigeéne
public. De plus, ce patient a développé, apres traitement

substitutif, un inhibiteur.

¥ données phénotypiques
E IXeC < 1 %
F IX :Ag < 2 %

X resultats :

Aucun des exons du gene du FIX n'est
detecte chez ce patient apres P.C.R. : le geéne du FIX est
completement deéléte. Ce résultat concorde avec 1'étude
antérieure par Southern blot reéaliseée par C. De La Salle
(laboratoire du Pr Cazenave, C.R.T.S. de Strasbourg). Une
eétude chromosomique reéalisée dans 1le laboratoire du Pr
J.L. Mandel & Strasbourg ( INSERM U 184 ) a démontré que
la delétion s'étend du locus DXS 102 au locus DXS 369, ce
qQui correspond a environ 10 cM (10 Z de recombinaison
mé¥otique) soit approximativement 10 ©O00 Kb car 1 cM
correspond a environ 1 000 kb, cette valeur variant selon

la partie du génome analysee.

3 - Amplification & partir d’ ARN

Apres purification d’ARN total & partir de 5
ml de sang total prélevé sur EDTA suivie d'une étape de
transcription inverse, 1 'amplification est reéalisée selon
le protocole standard. Deux amorces situés dans deux
exons differents ont permis 1 amplification d'un fragment

spécifique de 1°'ARN du FVIII (de 250 pb), comprenant les



exons 22,23 et 24. Cette méthode nous a donc permis de
mettre en évidence la présence de 1 'ARNm du facteur VIII
dans le sang. Ces résultats préliminaires permettent
d envisager une étude systématique de 1°ARN des

hémophiles A par P.C.R. puis séquengage.

4 - Discussion

Les études reéalisées sur les hémophiles A et B
ont permis de localiser les anomalies responsables de la
maladie chez 3 patients. La méthaode utilisée
(amplification systématique des exons et/ou digestion
enzymatique) ne peut détecter que des anomalies
importantes de type délétion, insertion, inversion et des
mutations ponctuelles situeges dans la région

d ' hybridation de 1'un des primers ou sur un site de

restriction. La recherche de toutes 1les mutations
ponctuelles nécessiterait l'utilisation de methodes
telles que 1 electrophoreése en gel de gradient

dénaturant, ou Jle seéquencage systématique de tous les

exons chez chaque patient.

a - L #nalyse de 1°ADN du patient V.P.,
hémophile A, montre que 1 anomalie responsable de 1la
maladie est trés vraissemblablement une délétion qui
comprend les exons 23 a 26, codant pour le domaine C qui
constitue la majorité de la chaine légere du facteur VIII
active. La deélétion qui comprend au moins 16 % du geéne,

soit @ % de 1la protéine, entraine une hémophilie

79



80

majeure. La détermination des limites exactes de cette

deleéetion est en cours.

b - Les résultats obtenus lors de 1 'étude de
1"ADN du patient A.0. et des deux autres patients de
cette famille, hémophiles B, sont apparamment
contradictoires. En effet 1'étude par Southern blot
montre que 1'anomalie n'est ni une deélétion importante,
Nni une 1insertion, ni une inversion puisque le profil de
restriction observé est identique & celui d’'ADN témoin.
Par contre, l1"amplification de 1'exon 4 n’'étant pas
possible, 1'anomalie affecte un fragment d’'au moins 350
pb. Cet exon étant séparé des exons 3 et 5 par de introns
de 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 1 amplification
de 1'ARNm devrait permettre de déterminer si les exons 3
et 5 sont contigus sur 1°'ARN ou si une partie de 1 'exon 4
est egalement présente. L'exon 4 code le premier domaine
de type EGF ("epidermal growth factor") du FIX, qui
contient un site de fixation du calcium, lequel serait
essentiel pour maintenir une conformation permettant une
bonne interaction entre le FIXa et 1le FVIIIa, le FX et
les phospholipides. Plusieurs mutations ont éete
rapporteées dans 1'exon 4, 1'une entraine une hémophilie
majeure (B1) alors que 1les autres sont responsables,

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



€ - Les résultats de P.C.R. confirment que le
gene du facteur IX est complétement délété chez le
patient P.J., hémophile B majeur. Les résultats sont
identiques chez les deux autres patients de cette
famille. L 'étude reéalisée dans le laboratoire du Pr
Mandel (INSERM U 184 & Strasbourg) a montré que cette
délétion, estimée & environ 10 cM, comprend non seulement
le géne du FIX mais aussi les génes CDR et mcf2. La
protéine codée par le geéne CDR est exprimée dans le
cerveau et dans les cellules nerveuses (27). L’ absence de
ce gene est peut etre la cause du retard mental observeée
chez le patient P.M.. Le géne mcf2 ne semble pas avoir un
role tres important dans les cellules ou au cours du
developpement, étant donné le phénotype du patient P.J..
En outre, 1"apparition d'anticorps dirigés contre un
antigene public situé sur les globules rouges chez deux
malades de cette famille souvent transfusés indique que
la région delétée pourrait contenir un geéene impliqué dans
la synthése de cet antigene.
On estime en général que 1le génome humain,

composeé d’'environ 3.10% pb, code pour S50 000 & 100 000
genes, ce qui représente en moyenne un gene toutes les 30
a 60 000 pb. Chez le patient P.M. la délétion, qui fait
environ 10 cM, soit 5 & 10.10® pb devrait donc comprendre
60 & 300 genes. La deélétion d'un si grand nombre de genes
devrait entrainer de nombreuses anomalies & défaut d’'étre
léthale. On peut donc supposer que le nombre de genes
situés dans la région délétée est inférieur au nombre

théorique, suggérant que la répartion des genes n’'est pas
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uniforme au sein du genome humain (communication

personnelle de M~ Mandel).

d - la mise en évidence et la caractérisation
par séquencage de mutations ponctuelles responsables de
maladies génétiques est souvent difficile car le nombre

d exons & étudier est trop important (exemple : 26 exons

pour le FVIII) pour une analyse systématique
individuelle. L' amplification a partir de 1'ARN devrait
permettre de réesoudre en partie ces problemes en

n'étudiant que la séquence codante. Nous avons montre
qu’ apreés extraction d°'ARN total & partir d'un petit
échantillon de sang (Sml) la P.C.R permet 1 'amplification
spécifique de 1°ARN du FVIII. Toutefois, notre technique
ne nous permet pas, actuellement, d amplifier des

fragments d ARN de taille supérieure a 400 pb.



C — ETUDE DE LA MALADIE DE WILLEBRAND

Les deux principaux axes de recherche auxquels nous
avons contribué sont :

- les études familiales & 1'aide de polymorphismes
du géne 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 séveres.

- 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.

I - POLYMORPHISME Msp I DE L' INTRON 19

1 - mise en évidence et caracterisation

C'est en étudiant le patient D.S5. dont la mutation
dans 1 'exon 19 (page 136) supprime 1 un des deux sites reconnus
par 1’endonucléase de restriction Msp I qQque nous avons mis en
évidence ce polymorphisme non décrit. Nos résultats montrent
que le deuxieme site, présent dans 1la séquence publiee par
Mancuso (85), est absent sur certains chromosomes (Fig. 17, p.
B4). Ce site est situé dans 1'intron 19, & 23 pb en 3I’' de

l1’exon 19.
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intron 18 exon 19 intron 19
L | a
55 pb 104 pb 67 pb
X
59pb M 125 pb M 42pb
| 1 1 ] b
59 pb M 167 pb
L | J cC
Fig. 17 : schéma de digestion du fragment amplifié
a : fragment amplifié
b : allele +
c : allele -
M : site de restriction Msp I
X : site polymorphe
L amplification de 1°"ADN de 50 personnes

non apparentées et la digestion par 1’ 'endonucléase de
restriction Msp I, a permis de déterminer la fréquence des
deux alleles (voir article page 86).

2 - discussion

La séquence publieée (85) du gene du VvWF preésente
l'allele + du polymorphisme de 1 'intron 19 qui serait, en
fait, le moins fréquent d’'apres les reésultats de notre
étude, effectuée sur une population de type Caucasienne. Ce
resultat montre donc que, malgreé le séquencgage des exons et
des régions non codantes adjacentes, certains
polymorphismes du gene du VvWF n‘ont probablement pas encore
été identifiés, bien qu’'il y en ait déja plus de 19 décrits

(voir page 37). Lors de la mise en évidence d’'une nouvelle



mutation i1 faut donc s’‘assurer qu’'il ne s’'agit pas d’'un
polymorphisme non décrit, dont 1'incidence peut etre
faible, avant de présumer que cette mutation est
effectivement responsable de la maladie.

Le polymorphisme que nous avons mis en évidence
est intéressant car il peut etre eétudié facilement et
rapidement. La probabiliteé d’ hétérozygotie pour ce
polymorphisme est de 0,46, ce qui le rend utile dans les
études familiales. Toutefois, son caractére bi-allelique
contrairement au second polymorphisme rapporté ci-dessous,

limite son informativiteé.

Ces résultats ont fait 1°objet d'une publication

dans Nucleic Acids Research, insérée page B86.
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Nucleic Acids Research, Vol. 18, No. 24 7467

An Mspl polymorphism in the von
Willebrand Factor gene

B.Mercier”, C.Gaucher and C.Mazurier

Laboratoire de Recherche sur I'Hemostase, Centre
Regional de Transfusion Sancuine, 21 rue Camille Guerin,
58012 Lille cedex, France

Source/Description: Two primers (W17 and W18) were used to
amplify a 226 bp long fragmemt including exon 19 and a part
of introns 18 and 19 of the human von Willebrand Factor gene
(VWF) (1).

Primers:

W17 = AGGGCTCTAGATCAGTCACTGTGGCCCT

W18 = TGGCCGCGAGCTCCCTCACTCCACC

Polvmorphism: After PCR amplification (30 cycles: 1 min at
94°C, 1 min at 55°C, 2 min at 72°C), the amplified fragments
were digested by Mspl restriction endonuclease. Two Mspl sites
were present in the published sequence (1) but one of these sites,
23 bp in 3’ of exon 19, was shown to be either present (allele
+: 125 + 59 + 42 bp) or absent (allele —: 167 + 59 bp).

Frequency: Estimated in 50 unrelated Caucasians

allele +: 0.33  allele —: 0.67
Chromosomal Localization: 12p12—12pter (2).
Mendelian Inheritance: Co-dominant segregation shown in 2
families.

References: 1) Mancuso,D.J. er al. (1989) J. Biol. Chem. 264,
19514—19527. 2) Ginsburg.D. er al. (1985) Science 228,
1401 -1426.



I1 - CARACTERISATION DU POLYMORPHISME DE L INTRON 40

Lors du 12 eme congreés de la Société Internmationale 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 gene du VvWF, pour lequel 5 alléles
avaient été identifiés apreés 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 1 année suivante(85),
nous avons choisi deux amorces permettant 1 amplification

de la totalité de la séquence variable de 1'intron 40.

1 - étude de ce polymorphisme :

L'analyse de la séquence publiée a reévelé la
présence de plusieurs sites de restriction dont 2 pour
1 "endonucléase Alu I (Fig. 18, p. 88) et 1 pour
1l endonucléase Rsa 1. Apreés amplification par P.C.R., en
présence de a==5 dATP, d 'une partie de 1 'intron 40 (NT 1639
a 2404), le fragment amplifié est digéré par 1 endonucléase
de restriction Alu I puis analysée sur gel de séquengage
afin de déterminer la taille exacte des differents
fragments de restriction obtenus (voir article pages 95 et

96 ).
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766 bp

| i a
244 bp X 278 bp X 244 bp
| | L 1 b
b 4
L | 1 | c

Fig. 18 :schéma du fragment amplifié selon la séquence
publieée (85):

fragment amplifie

fragment digeéré par Alu I

site de restriction Alu I

position de la séquence variable

n *ow

2 — résultats :

Pour chaque individu étudieé, 3 fragments de

restriction par gene, soit 6 fragments au total, sont
généralement diffeéerencieés apres électrophorese et
autoradiographie. Pour certains échantillons cependant,

1'on ne décele que 4 ou 5 fragments, plusieurs d'entre eux

etant de taille 1i1dentique. Ceux-ci sont cependant
facilement décelables car de ‘'double intensiteé", aisément
détectable a l1'oei1l nu (Fig. 19 p. 90) ou apres

enregistrement densitométrique de 1'autoradiographie (Fig.
20 p. 91). I1 est & noter que chaque fragment de digestion
se présente en fait sous forme d'un " doublet " sur
l1"'autoradiographie : une deuxiéme bande de plus faible
intensité est visible a environ 1 & 2 bases sous le

fragment spécifique (Fig. 19 p. 90). Lorsque la digestion



par 1’endonucléase de restriction Alu I est reéalisée
pendant 12 h, au lieu de 1 h, une troisieme bande
apparait, elle aussi de plus faible intensité, située a 1

ou 2 bases sous la seconde bande .

Chaque allele est donc caractérisé par trois
fragments de digestion. Ne pouvant pas connaitre la taille
exacte du fragment amplifié avant digestion (car 1l est
difficile de déterminer, par eélectrophorese, la taille de
fragments d'environ 750 a 820 pb lorsqu’ils ne different
que de 4 ou d'un multiple de 4 nucléotides), on ne peut
pas savoir quels fragments digérés correspondent a chacun
des deux alleéles par 1 étude d'une seule personne. Seule
1'etude de plusieurs générations dans une famille permet
donc d’'associer & chaque allele les fragments de digestion

correspondants.

Afin de déterminer les differents
alléléé de 89 personnes non apparentées, nous avons
etudié, 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 alleles
différents correspondant & 178 chromosomes ( voir tableaux
b-a et 6-b, pages 92 et 93). De plus, certains alleles
présentant un profil identique apres digestion par
1 "endonucléase de restriction Alu I ont des profils
différents apres digestion par une autre endonucléase de

restriction (exemple : Rsa I).
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272

256
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fig 19

nTanow

a -+

a pc de f g

étude du polymorphisme de 1 intron 40

( autoradiographie )

6 fragments de restriction
la bande 236 pb est présente
la bande 248 pb est presente
la bande 276 pb est presente
les bandes 272 + 236 pb sont
double

6 fragments de restriction

6 fragments de restriction

en double
en double
en double
presentes en



?1

( par densitométrie de 1’ autoradiographie

: étude du polymorphisme de 1l'intron 40
precedente (fig 12 ))

fig 20
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L' analyse des résultats obtenus montre que :

X apreés digestion par 1‘endonucléase de
restriction Alu I chaque allele est caractérisé par trois
fragments de taille comprise entre 228 et 308 pb, dont un
de taille supérieure & 260 pb.

¥ la taille de chaque allele, déterminée
par addition des tailles des fragments digérés, est
comprise entre 744 et B20 pb.

X la transmission des alléles est de type
Mendelienne, co-dominante.

X 1'étude de 3 geénérations dans 9 familles
et de 2 générations dans 31 familles n‘a montré & ce jour

aucun phénomene de recombinaison dans cette séquence.

La variation de la taille du fragment amplifié,
toujours multiple de 4 pb, montre que ce polymorphisme est
bien dg& a la répétition d'un tétranucléotide comme annoncé
par Peake et al. (107) et Mancuso et al. (B5). De plus, des
fragments amplifiés de taille identique peuvent présenter
des profils différents révélés apres digestion par
1 "endonucléase de restriction Alu I. Ce polymorphisme
resulte donc & la fois du nombre et de la position des

répetitions du tétranucléotide ATCT.

Ces résultats font 1°'objet d'une publication

soumise a Nucleic Acids Research, insérée page 95 & 96.



A MULTI-ALLELIC POLYMORPHISM 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 1l Hemostase
Centre Regional de Transfusion Sanguine
(director : Dr Jd.J. HUART)
21 , rue Camille Guerin - 59012 - LILLE - FRANCE

Source / description : A variable number of tandem repeats
(UNTR) of an ATCT sequence has been described in the intron 40
of the von Willebrand factor gene (1,2,3). The whole VNTR
region was amplified using two primers : W31 = GCCCTAGTGGATGATA
AGAATAATCAG and W32 = GCAGACTTCTACTGTTTTAGGTAAGTG,
corresponding respectively to NT 16391665 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 upl reaction
mixture containing 50 mM KC1l, 10 mM Tris-HCl1l pH 8.0, 1.5 mM Mg
Cl=, 0.1 mg/ml]l gelatin, 15 pM dNTPs, 50 pmoles of each primer,
5 pCi of a==5 dATP and 0.5 upg of genomic DNA. Direct
amplification from whole blood, without DNA extraction, can
also be performed (5). Following direct digestion by Alu I
restriction endonuclease, the labelled samples were
electrophoresed for S5 h at 2000 V on a 6 Z sequencing gel and
autoradiographed overnight. A control plasmid sequencing
reaction was used as a size marker.

Polymorphism : Based on the presence of two Alu I restriction
sites in the amplified sequence as mentionned in the published
vWF gene sequence data (1), 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.

Fregquency : 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 : 12pi12-12pter (6)

Mendelian inheritance : Co-dominant segregation shown in 40
families. OQur data did not show any recombination event in all
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the meiosis corresponding to 3 generations in 9 families and to
2 generations in 31 families.

Commentary : Other applications of this multi-allelic
polymorphism than the study of the inheritance and antenatal
diagnosis of wvon Willebrand's disease are of interest :
paternity testing, detection of samples contamination and even
forensic studies as the results can be obtaimed 1in less
than 48 h and subsequently confirmed by fingerprinting.

References : (1) Mancuso D.J. et al. (1989) J. Biol. Chem.
264, 19514-19527. (2) Peake et al. (1990) Blood, 76, 555-561.
(3) Ploos Van Amstel HK. et al. (1990) Nucl. Acid. Res. 18,
4957. (4) Saiki RK. et al. (1985) Science, 230, 1350-1354. (5)
Mercier et al. (1990) Nucl. Acid. Res. 18, 5908. (6) Ginsburg
d. et al. (1985) Science, 228, 1401-1426.

Article soumis & Nucleilic Acids Research



3 - Applications & 1 'étude de familles de vWD :

Ce polymorphisme s’'est averé informatif pour les
15 familles de patients atteints de maladie de Willebrand
étudides. Nous nous limiterons a présenter un exemple de
chaque type de maladie de vWD, et & discuter certains de
ces résultats. La nomenclature utilisée pour identifier les
alleles étant arbitraire, elle ne correspond pas a la méme
association de fragments de restriction d'une famille &

l1'autre.

a - Type I : famille S

résultat : voir page 98

Dans cette famille la maladie, & expression
dominante, est associée a4 1'allele A. En effet les 6
enfants symptomatiques ont hérité de 1'allele A de leur
meére qui est elle meme atteinte. De plus, cette étude
réveéle un probleme de paternité concernant 1°individu I1I-3

(voir page 108).

b - Type Il B : famille M
résultat : voir page 99
Dans t(ette famille la maladie, dominante, est

associée a 1'allele B.

c - Type 11 C : famille B

résultat : voir page 101

Dans cette famille la maladie, probablement de
type récessif, est associée aux deux alleles B et C. En

effet 1'étude des individus I1I-2, 1I-4 et III-3, présentant
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A
| 1 (p) 2 B
"" ‘ 3‘ R 5.| |
A A A A A A
C D E D C C

arbre généalogique de la famille S (vWD type 1).
Le genotype entre parenthéses est deduit de celuil
des autres individus

individu n° I=2 II-1) II=2| II=3}| I1I=4| 11-=5f II-6

304 304 304 304 304 304 304

fragments 296 296
292
de 2762 2762 276 276 276 2762 2762
256
digestions 248 248 248
2442 244 2442
(pb) 240 240 240 240
232

228 228 228 228 228 228 228

304
276 A A A ) A A
228

interpretation
276 276 296 292

256 | 248 2442 244 D E G
232 240 240
= B = = B = E

Fig 21 : analyse du polymorphisme de 1 intron 40 du gene
du VvWF dans la famille S, vWD de type I.
2722 : la bande de 272 pb est présente en double

remarque : ce polymorphisme revele un "probleme de
paternite" concernant 1 individu II-3 (voir page 104).
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arbre génealogique de la famille M (VWD type II B)
Les génotypes entre parenthéses sont déduits de celui
des autres indivivus

individu n° 11-2} 1I-4| 11I-5| II-7|I1I-1|1II1-2
300 300 300
fragments 296
2762 | 2762 | 276 276 276 276
de 252 252
2482 | 248 248 2482 | 248
digestions 244 244 2442 244 244
(pb) 2402 240 2402 | 240 240 2402
276
248 A B B A B
240
= A
interprétation
276 296 278
248 D A D 248 248
240 ’ 244 240
= A = E = F

Fig 22

vWF dans la famille M.

analyse du polymorphisme de 1 intron

40 du gene du
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tous les trois une anomalie de leur VWF détectée par un
double pic en immuno-électrophoreése bidimensionnelle,
montre que le gene caractérisé par 1‘'allele C est porteur
de ce défaut. Chez 1'individu III-4, le gene caractérise
par 1'allele B, et hérité de son pere, est tres

probablement porteur d'une seconde anomalie.

d - Type II "Normandy" :

X Famille P. : résultat page 102

Dans cette famille la maladie, récessive, est
associée aux alleles 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 1la capacité de fixation du FVIII (50%)
observée chez 1les parents (I-1 et I-2) révele qu’'ils sont
tous deux porteurs d'une anomalie. L absence de fixation
observeée chez la patiente II1-2 permet d’'identifier les
alleles porteurs des anomalies chez ses parents : allele A

de sa mere et allele C de son pere.

X Famille D. : résultat page 104 et 105

Dans cette famille la maladie, récessive, est
associeée aux alleles B et G. L 'étude phénotypique a montre
une absence de fixation du FVIII chez les patients I1I11-2,
ITI-4 et 1III-6, et wune diminution de 1la capacité de
fixation du FVIII chez les sujets hétérozygotes I1-2, II1-1,
I11-5, II-7, II-8 et III-3 (?21). Ces résultats nous ont
permis de conclure que les alleles B et G sont, dans cette

famille, tous deux porteurs d'une anomalie récessive
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arbre généalogique de la famille B (vWD type II C)
@: individu dont le profil immuno électrophorétique du vWF
présente un double pic

individu n° I1-1| 11-2) I1-3} II-4|I1I1-1)I11I-2|I11-3}|{1I11I-4
312
fragments 2802
2762 276 276 2762 2762 276 276
de 272 272 272 272
252 2352
restriction 248 248 248 2482 2482 248
2442
(pb) 240 2402 2402 240 240 240=| 2402
236 236 236 236
228 228 228
276 272
248 240 E C A A A B
240 240
= A = C
interprétation
276 276
252 248 F D D D () C
228 236
= B =D

Fig 23 : analyse du polymorphisme de 1 'intron 40 du geéne du

vWF dans la famille B.
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arbre genéalogique de la famille P (vWD type "Normandy'").
®: O 7% de capacité & fixer le FVIII
@: 50 7% de capaciteée a fixer le FVIII
O: 100 % de capacité & fixer le FVIII

individu n° I-1 I-2 IT=2] I1=3| II-4
296 296
fragments 2802 280 280 280
276 276 276
de 2562 256 256 256
22 2522 252 2522 2522
« digestions 248 248
(pb) 244 244 244 244 244
280 296
256 292 & B B
244 248
= C = A
interprétation
280 276
256 2352 c D D
252 244
= D = B

Fig 24 : analyse du polymorphisme de 1 'intron 40 du gene du
vWF dans la famille P.
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responsable de la diminution de la capacité de fixation du
FVIII.

e — Type III : famille W

résultat : voir page 106

Dans cette famille, dont les données
phenotypiques sont résumées dans le Tableau 7 page 107, le
patient II-1 présente une forme sévére de la maladie alors
que ses parents sont asymptomatiques. C'est pourquoi nous
l1’avons considéré comme appartenant au type III (Tableau 2
page 30). La mise en évidence d’une forme modérée de la
maladie chez son neveu, III-1, peut s 'expliquer par le fait
que ce dernier soit hétérozygote pour une anomalie
récessive présente & 1'état homozygote chez II-1. En effet,
on sait que les sujets hétérozygotes dans les familles de
vilD de type III peuvent présenter des taux normaux ou
modéremment diminués de vWF. La présence chez III-1 d'une
autre anomalie du vWF transmise par son pére II-4 pourrait
eétre une autre explication, les sujets hetérozygotes du
type III etant asymptomatiques. L' ‘'étude récente des 2
filles du malade II-1, qui ne présentent aucun syndrome
hémorragique, a reévélé qu'elles aussi avaient un déficit
modeére en vWF. Ces résultats suggérent donc que 1 allele A
est associé au deéeficit modéreé en VvWF observé chez I1II-1,
III-3 et 1I1I1-4. Cependant seul 1'individu III-1 (agé de 13
ans) est symptomatique, les individus III-3 et I11-4, agées
respectivement de B8 et 6 ans, étant asymptomatiques.
L "anomalie associée & cet alléle A pourrait etre soit :

¥ dominante, apparentée au type I,

sans toutefois eéetre toujours symptomatique. Des variations
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Fig 25-b : arbre geénéalogique de la famille D, vWD de type
"Normandy".

@ : O 7 de capacite a fixer le FVIII
Q@ : 50 7% de capacité a fixer le FVIII
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100 7. de capacitée a fixer le FVIII

vOT



INDIVIDUS I-1 I-2 -t | 1I-2 II-3 II-4 | -5 -7 I1-8 m-1ymr-2 {m-3 |ii-4 -5 | II-6
308 308
FRAGMENTS 9 304 9 9 9 9
296 296 296 296 9 296 | 296 296 2967 | 296 296 296 296
DE 276 276 276 276 276 276 276 276 | 276
252 252 252 252 252 2522 252 252 252
DIGESTION 248 248 248 248 248 248 24871 248 2482 248 248 248
244 244 244 244 244 244 2442 244 2442 2442
(bp) 240 240 240 | 240 240 240 240 240 240
236
232 232 232 232 232 232
228 228
296 276 296
252 252 B A A A B B 244 D B C B C B
232 248 240
interpretation = = =03
276 296 308 | 304
248 248 C D C D D C 276 | 244 G G G H G
244 240 228 1236
Fig 25-a étude du polymorphisme de 1 'intron 40 du géne du

vWF dans la famille D,

viWD de type

"Normandy".

GOT
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X
E
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arbre géneéalogique de la famille W.
B: deficit sévere en VWF
@: deficit modeéré en VWF
Seuls les individus II-1 et III-1 sont symptomatiques.

o>
om

I11-5 : exploré 1 seule fois & la naissance
individu n° I=2 | 1T1=1111-2111=3;111-11111-2]1I1-3|111-4
300 300
296
fragments 292 |292
276 |276 2762 276 276 276 2762
de 272 272
2952 | 252 252 252 292 2952
digestions |248 248 |248 248 248 2482
2442 (244= | 2447|244 244 244 244
(pb) 240 240
2362 2362 236
276 i
292 A E A A B A &
244
interpre- = A
tation
300 | 292 276 272 296 276
248 |244 G 248 236 & 248 248
244 | 244 240 236 236 248
=E [= 06 = B = C = H =1

Fig 26 : analyse du polymorphisme de 1'intron 40 du gene du
vWF dans la famille W.



d'expression du vVvWF en fonction de 1 'a&age, déja décrites,
pourraient en effet expligquer que les individus II1I-3 et
111-4 (des enfants), tous deux porteurs de 1'alléle A aient
des taux nettement diminués, alors que les individus I-2
et II-3 (des adultes), eux aussi porteurs de 1'allele A,
présentent des taux seulement modérémment diminués. Dans ce
cas, l'individu II-1 aurait hérité d’'une deuxieme anomalie
portée par 1'alleéle G de son pere.
X récessive, expliquant 1 absence

de syndromes hémorragiques chez 1les individus 1-2, II-3,
ITI-3 et III-4. L'individu II-1 aurait alors hérité de son
pere une deuxiéme anomalie, probablement récessive, la
combinaison des deux geénes morbides expliquant 1la forme
sévere observée chez cet individu. L 'individu III-1 aurait
lui-aussi herité une deuxieéme anomalie, probablement
récessive, associé a l'allele C de son pere et & 1°origine

de son syndrome hémorragique modére.

individu 1-2 I1-1f 11-2) II1-3fII1-1{III-2|11I-3]I11-4

vWF : Ag 63 <« 1 120 55 20 105 32 23

vWF :RCo 40 : -10 95 57 21 70 25 24
Tableau 7 : donnees phenotypiques des 1individus de la

famille W.

4 - Autres applications potentielles :

a — Controle de paternité : grace a sa forte
variabilité, ce polymorphisme peut révéler un "probléme de

paternité” lors d'études familiales.
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exemple : cas de la famille S (page 98)

Ne disposant pas d'échantillon de 1'individu I-1
pour cette étude, nous avons deéduit les alléles associés a
chacun de ses geénes de 1l 'étude du génotype de ses enfants,
en tenant compte de 1 hypothése la plus probable (Fig. 21
page 93). Le profil de digestion obtenu montre que
l1'individu I11I-3 a heérité 1'allele A (chromosome morbide) de
sa mere, mais que le deuxiéme alléle ne provient
probablement pas de 1°'individu I-1 (son pére supposé).
L 'étude du polymorphisme multi-allelique Bcl I du FVIII
(voir page 20), situé sur le chromosome X, a confirmé ce
résul tat.

Dans le cadre d études de familles d’hémophiles,

nous utilisons donc ce polymorphisme pour vérifier les
‘“problémes de paternité" réveélés au cours de 1 analyse de

ségrégation des genes du FVIII ou du FIX.

b — Détection d ADN contaminant
La principale limite de la PCR étant le
risque de contamination, nous avons testé 1le seuil de
sensibilité de notre méthode de détection de ce
polymorphisme. Un ADN contaminant dilué 100 fois dans un
autre ADN peut etre mis en évidence grace a la reéveélation
simul tanée des fragments de restriction spécifiques de

chaque ADN, aprés 5 jours d’ autoradiographie.

c - Médecine légale
Le résultat pouvant eétre obtenu en moins de

48 h, l1’analyse de ce polymorphisme pourrait @tre menée
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durant le délai légal, en France, de garde & vue. Les
résultats pourraient ensuite étre confirmés par 1 analyse
des empreintes génétiques deéeja utilisée en médecine légale,

quli nécessite souvent plusieurs semaines de délai.

5 - Discussion
L etude par P.C.R. du fragment amplifié contenant
la totalité de la reégion & VNTR située dans 1’ intron 40 du
gene du VvWF nous a permis de caracteriser 87 alleles
différents chez B89 individus non apparentés. Dans leurs
etudes Peake et al. (107) et Ploos van Amstel et al. (111)
n‘ont pu identifié que 8 et 6 alleles respectivement, mais
sur un nombre d’'individus plus restreint (respectivement 353
et 24). Leur méthode d 'étude, analyse directe sur gel
d'acrylamide de 1la taille du fragment amplifié, est plus
aisée et plus rapide. Toutefois, reposant sur 1'analyse
d une partie seulement de la région polymorphe, elle perd
en informativité et ces auteurs doivent parfois eétudier
d autres polymorphismes de ce gene, 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
celuli que nous observons. Ces auteurs proposent 1 hypothése
suivante pour expliquer ce phénoméne: amplification d’'un
fragment non spécifique a partir d'une séquence quasi-
homologue & celle de la VNTR étudiée, située sur une autre
partie du génome. Nos amorces étant choisies dans 1 intron
hors de la région de type VNTR, il faudrait qu’'une séquence

homologue & celle de 1 'intron 40 existe dans 1le génome
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humain pour expliquer ce

pas, & ce jour,

peuvent étre envisageées:

X lors de

commet une erreur au

tétranucléotide ATCT

nucleéotides.
X deégradation
par une activite

digestion,

Une erreur de la

réplication parrait
soit 1 'oubli
de

jamais observeée

fragments spécifiques.
dégradation dGe a une
plus creédible,
Il

par 1’addition d EDTA.

profil ne gene en

vu la différence d

spéecifiques et des

résultat.

été mise en évidence.

1 "amplification,

peu probable.
soit 1'ajout de nucléotides.
fragments

Par
activité exonucleéasique

malgre 1 'échec

aucun cas

intensite

Une telle séquence n’'a

D’ autres hypotheéses

la Taq polymérase

niveau des répétitions du

elle "oublie" un ou deux

du fragment amplifié, apres

exonucleéasique.

Taq polymérase 1lors de 1la

Elle devrait entrainer

Or, nous n’'avons

de taille supérieure aux

contre, 1" hypothese d'une

semble la

de tentatives d’'inhibition

faut cependant noter que ce

l'interprétation du résultat
des

respective fragments

tragments degradés..

Apreés digestion par 1l 'endonucléase de restriction

Alu I

restriction. I1 semble que

enzyme soient donc
amplifié, malgreée
de cette séquence.

obtenus sont

toujours

polymorphes,

chaque allele est caractériseé par trois fragments de
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Comme les trois fragments de restriction
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suivante : les deux sites de restriction seraient constants
et 1le polymorphisme ne serait pas du & un seul bloc
variable (NT 1683 a 2347) mais a au moins trois séquences

variables plus petites (Fig. 27, p. 111).

Fig. 27 : schéma du fragment amplifieé

selon la séquence publiée (85)

hypotheése concernant la position des séquences
variables

X : site de restriction Alu I

les rectangles correspondent aux régions variables

a
b

Le séquencage de plusieurs alleles devrait nous
permettre de vérifier ou d'infirmer cette hypotheése. Si
cette hypothése s avére erronée, il faudra alors consideérer
que les sites de restrictions Alu I sont eux aussi
polymorphes, pouvant étre déplacés ou supprimés par
1l insertion d une séquence ATCT. Toutefois cette hypotheése
semble peu probable car, dans ce cas, 1l étude des B89
personnes non apparentées aurait d& permettre 1 observation
de fragments d environ 500 pb correspondant a la

suppression d'un site de restriction Alu I.

Lors de notre étude, nous n’'avons pas observé de
phénoméne de recombinaison dans cette région variable de

1'ADN distante d’'environ 140 kb de 1l 'extrémité 5° du geéne
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et d'environ 40 kb de 1'extrémité 3I° du gene du vWF. Ce
resultat 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 1la fréquence des recombinaisons dans les
VNTRs, qui peut atteindre jusqu'a S 7%, est beaucoup plus
grande que celle observée dans d'autres régions du génome.
Seule 1'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
1'intron 40 du geéne du VvWF ont une fréquence moindre. Dans
un résumé du congres de la Société Internationale de
Thrombose et Hémostase, a Tokyo en 1989, Murray et al.
ont rapporté que, pour 2 familles (de type I et IIB), les
alléles du polymorphisme VNTR du géne du vWF analysés selon
le protocole de Peake et al. (107) présentaient une
segregation différente de celle de la maladie. Les auteurs
ont alors envisageé 2 hypotheéses : soit 1 recombinaison
entre‘la région polymorphe et 1°anomalie, soit que cette
anomalie soit située sur un autre géne impliqué dans la

réegulation de 1 'expression du vWF.

Bien que 1le grand nombre d'alleles identifiés ne
nous permette pas de calculer précisemment les fréquences
de chaque allele ou 1le taux d’'heéteérozygotie de fagon
exacte, nous avons néanmoins cherché une estimation selon
la formule : (N1 + Nz + .... + Ng> )& =1, ou n est la
fréquence de chaque allele. D apreés cette formule le taux

d'héetérozygotie serait de 0,98. Ce résultat n‘est



qu’indicatif : 11 correspond & une estimation effectuée a
partir des élements actuellement en notre possession, et
non pas & un calcul exact car les fréquences utilisées sont
trop imprécises. Il est en effet probable que les 43
alleles ayant une frégquence identique (de 1/178) d’ apreés
nos résultats n’auraient pas la méme prévalence si 1 étude

pouvait etre élargie & 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 1le vWF et 1'un des plus
variables actuellement décrit sur le génome humain (68b).
Nous avons montré qu’il permet de suivre la transmission
des génes morbides au sein d'une famille. Ces études de
ségrégation du géne du VvWF ont permis de confirmer le
caracteére dominant de la maladie de Willebrand de type 1I.
Par contre pour le type I1I, considéré comme dominant dans
la majoriteé des cas, nos résultats montrent que 1la
transmission des sous—types IIC et "Normandy" est, dans
les familles étudiédes, de type récessive. Ce polymorphisme
s'est révelé informatif dans toutes les familles étudiées &
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 paternite, detection de

contamination) soit envisageables (médecine légale).
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IIT - CARACTERISATION DE VARIANTS DE TYPE '"NORMANDY"

1 - Description

Un nouveau variant de la maladie de Willebrand a
eteé découvert, dans le laboratoire. Il se caractérise par
une absence d’'anomalie quantitative du vWF plasmatique et
plaquettaire, une interaction normale du VvWF avec les
plaquettes, un profil multimerique normal mais, par contre,
un deficit en FVIII dG a une anomalie de fixation de ce
facteur sur le vWF (22,93) . Ces caractéristiques
phénotypiques rendent 1le diagnostic de ce type "Normandy"
difficile car il peut étre diagnostiqué a tort comme
hemophile A (temps de saignement normaux ou subnormaux).
Dans ce cas, le traitement administré au patient ne sera
pas adapté : en effet 1'injection de concentré de FVIII
(préparation maintenant dépourvue de VvWF) ne permettra pas
de corriger de fagon durable le déficit en FVIII de ce type
de malade (?21). L 'étude familale peut, éventuellement,
montrer que la transmission de la maladie n’'est pas
autosomale, mais seule 1 'étude de 1 ' interaction FVIII/VWF
permet le diagnostic. Nous avons entrepris 1’ analyse par
biologie moléculaire du premier variant (B.G.) appele
"Normandy". Trois autres patients (D.Ss 5 PaGuyw MaMa)s; non
apparenteés, présentant le méme type d anomalie ont depuis
éte étudiés. Deux de ces patients (DuSe et P.C.) sont

originaires de la méme région du Portugal.
Le site principal de fixation du facteur VIII
sur le facteur Willebrand eétant localiseé dans les 272
premiers acides aminés du facteur Willebrand mature

(33,34,67,127), la région du gene codant les 311 premiers



acides aminés a éte analysée chez ces malades.
L amplification puis le séquencage 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 2 page 135). La position des
mutations identifiées est indiquée selon la numérotation de
1"ADN complémentaire du VvWF, le n® 1 correspondant au
i1*"nucléotide du codon de 1la 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. Il est a noter que les parents de cette
malade, tous deux pupilles de la nation ont appris qu’'ils

étaient cousins au troisieme degre.

a — Données phénotypiques :
F VIII:C = 6-8 %
F VIII:Ag = 8-10 %
vWF :Ag = 65-100 %

b - Résultats :
Le séquencage de 1 'exon 18 a révélé une
mutation homozygote (ACG —-—-> ATG) du nucléotide 2372,
prédisant la substitution de la thréonine n°® 28 de la sous-—
unité du VWF mature en méthionine (voir article page 118 et
tableau ? page 135). Cette mutation supprime un site de

restriction Mae II (Fig. 28, page 116).
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intron 17 exon 18 intron 18
L J a
289 pb
175 pb M 114 pb
L 1 1 b
( ACGT )
289 pb
L 1 (=
( ATGT )
Fig. 28 : schéma du fragment amplifié contenant 1'exon 18
a : fragment amplifié
b : allele normal
c : allele mute
M : site de restriction Mae II

Pour déterminer si cette mutation était a
l1'origine de 1la maladie ou si elle correspondait a un
polymorphisme silencieux, l1’exon 18 de 30 témoins a été
amplifié puis digéreé par 1 endonucléase de restriction Mae
II. La preésence du site Mae 1II chez les témoins analysés
suggere que la mutation observeée pourrait étre
effectivement responsable de 1’ anomalie fonctionnelle du
viF .

L 'analyse du polymorphisme de 1 'intron 40 du

gene du VvWF de la malade présente un profil de digestion

avec uniquement 3 fragments de restriction pouvant
correspondre & un eétat homozygote (tableau 9 page 135). On
peut en déduire, étant donné la consanguinité, que les

parents de cette patiente présentent tous deux le méme geéne
morbide, caractériseé par 1°'allele A. Seule 1la patiente,
homozygote pour ce chromosome morbide présente une
symptomatologie hémorragique, son fils dont 1le taux de

FVIII:Ag est diminué et qui a été trouvé hétérozygote par



séquengage et digestion par 1 'endonucléase de restriction
Mae 11, est asymptomatique. Ceci indique que la
transmission de la maladie est, dans cette famille, de type

récessive.

Ces résultats ont fait 1°'objet d'une publication

dans Blood, insérée page 118 a 134.
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Summary

We previously reported a functional defect of von Willebrand factor (vWf)
in a new variant of von Willebrand's disease (vWD) tentatively named vWD
"Normandy". The present work has attempted to characterize the molecular
abnormality of this vWf which fails to bind factor VII (FVII).

The immunopurified vWf from normal and patient's plasrﬁa were digested by
trvpsin and the resulting peptides were compared. The electrophoresis of "vWf
Normandy" showed a shift in the band corresponding to a polvpeptide from amino
acid (aa) 1 to 272. Consequently, we undertook the molecular analysis of the
portion of the vWf gene of this patient encoding this aa sequence. Exons 18-21
were amplified by the use of polvmerase chain reaction (PCR) and their
nucleotide sequences corresponding to 1.8 kb were determined. Our analvsis
showed a point mutation C to T at codon 791. resulting in the substitution of
Methionine for Threonine at position 28 of the mature vWf subunit. As this
nucleotide substitution destroyed a Maell restriction site. this mutation was
conveniently sought in various individual DNAs. The patterns obtained were
consistent with the homozvgous and heterozygous state of this mutation in the
patient and in her son respectivelv. and with its absence in 28 normal
individuals. We conclude that Threonine at position 28 in plasma vWf may be
crucial for the conformation and FVIII-binding capacity of its cystine-rich N-

terminal domain.
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Introduction

Von Willebrand factor (vWf) is a large multimeric glycoprotein found in
plasma and in platelets which is synthetized by endothelial cells and
megakaryocytes. Besides its major role as a mediator of initial platelet adhesion
to vascular subendothelium. vW{ is also the carrier of factor VIII (FVII) in
plasma (1. 2). The association of vWf with FVIII has been ’shown "in vitro" to
stabilize the coagulant activity of both human (3) and recombinant (4,5) FVIII.
Furthermore. clinical observations in patients confirm the impoftance of normal
vW{ in prolonging FVIIl half-life (6. 7).

The human vWf{ gene has been studied in some detail and is located on
chromosome 12 (8. 9). It is = 178 kb in length and contains 52 exons. the intron
boundaries of which were recently determined, = 19 % of the gene being
sequenced (10). The 9 kb vWf mRNA encodes a 2813 amino acid (aa) precursor
consisting of a 22 aa signal peptide, a 741 aa propeptide and a 2050 aa mature
subuntt. Functional domains involved in binding to platelet membrane
givcoproteins. collagen and heparin have been localized on the vWf{ subunit
(reviewed in reference 11). More recently, a major FVIII-binding domain of vWf
was characterized on the NHz—terminal region of mature vWF. FVIII binds to Sp
fragment III' (aa 1-910), but not to Sp fragments I (aa 911-1365) or II (aa 1366-
2050). obtained bv digestion of vW{ with Staphylococcus aureus V8 protease (12-
11)  Furthermore. this f{unction is maintained on a tryptic fragment (Spill-T4d)
containing ‘he amino-terminal 272 aa of vWf (14).

Von Willebrand disease (vWD). the most common inherited bleeding disorder.
is heterogenous and originates from either quantitative (vWD types Il and 1) or
qualitative (vWD type I[I) alterations of vWf (15). Many phenotypic subtvpes of

vWD have been distinguished. generally according to the multimeric profile of
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plasma and platelet” vWf (16). Depending on the disease type or subtype, the
inheritance has been found either dominant (type I, subtypes IIA and IIB) or
recessive (type [II and subtvpe IIC). The cause of vWD at the level of gene
structure is known in only a few families. Total or partial gene deletions for
vWD type III (17-19) as well as single point mutations for vWD types IIA (20.
21) and IIB (22) have been reported.

In an earlier article (23). we described a new var'iant form of vWD.
tentatively named vWD "Normandy", in a female patient with FVIII deficiency
but normal primary hemostasis. Her plasma vWf, which did Anot present anv
quantitative or multimerization abnormality, was shown to be unable to bind
FVIII. This paper reports the studv we have performed to characterize the

underlving molecular pathology of this patient.

Patient and Methods

Case report

For a compiete da'a -eport refer to earlier publication (23). A 50-vear-old
French woman with 3 :fe.ong ustory of bleeding was referred to us in August
1988. Investigations r~o~:.~—ec FVI]I] deficiency (5 to 8 [U/dl) but showed normal
levels of vWf antiger 17 -r*~cetin cofactor activity and normal vWf multimeric
pattern. FVIIl bindi»¢ +-» - <rnwed that the patient's vWf, in contrast to
normal vWf. was un2 - - -+ FVIII. Her two children. a son and a daughter.
as weil as her paren:c .-~ se-e third cousins, were said to have no bleeding
history. However. plasma {rom the patient's son showed both moderate TVl
deficiency and FVIIl-hinding ~alues intermediate between the normal values and

the patient's values (data not shown)
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Antibodies :

Monoclonal antibody (MoAb)-239 to human vWf, prepared in collaboration
with Immunotech (Marseilles. France), recognizes all the multimeric forms of vWf
(24). MoAb-418 was a generous gift of D. Meyer (INSERM U143, Paris, France) ;
it specifically inhibits the binding of FVII to vWf and reacts with the
unreduced N-terminal tryptic (aa 1-272) or plasmic (aa 1-298) fragment of vWf{
subunit (12). Its epitope was further localized to the first 166 aa of the mature
vWf{ subunit (25). Two other MoAbs, obtained by immunization of Balb/c mice
with Splll-T4 fragment (26) were also used. MoAb-175-35A8 iﬁhibits the FVIII
binding to vWf and recognizes both reduced and unreduced Splll-T4 fragment
MoAb-175-31H3 does not inhibit FVIII/VWF interaction and reacts only with

unreduced Spill-T4 fragment.

vWf purification and analvsis of trypsin digest

vWf was purified from the patient's and normal plasma, using
immunoaffinity chromatographv on anti-vWf MoAb-239 as previously reported
(23} Purified +Wf was submitted to a trypsin treatment according to a
previousiv published method (27) with some minor modifications : immunopurified
vW{ diluted in Tris 50 mM., NaCl 150 mM, pH 7.35, was incubated at 37°C for
10 min with TPCK-treated trypsin (Worthington Biomedical Corp.. Frechold, USA)

and an erzwme ‘0 substrate ratio of 1:25 (w/w).

PCR amplification of genomic DNA

All PCR amplifications were performed on genomic DNA extracted from
peripheral blood leucocyvtes according to the method described by Miller et al.
(28) Ampliifications were performed using Tag polymerase (Amersham. England) in

a reaction mixture containing 0.5 ug genomic DNA, 100 pmoles of each primer,



122

200 uM of each deoxynucleotide triphosphate and the enzyme buffer (10x)
provided by the manufacturer. Before addition of the enzyme (2 to 2.5 U/100 pl
reaction), the reaction mixture was heated at 94°C for 5 min to allow proper
genomic DNA denaturation. Amplification cycles were subsequently carried out
under standard conditions : 94°C for 1 min, 55°C 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 primers and 'dNTPs.

Each set of primers was designed to allow amplification of introns

sequences adjacent to the exon coding sequences.

Restriction endonuclease analvsis

PCR-amplified exon 18 fragments were digested with Maell restriction
endonuclease (Boehringer. Mannheim. Germany) according to the manufacturer's
conditions and separated on a 12 % polyacrviamide gel. After electrophoresis.
the gel was stained with ethidium bromide for direct visualization under UV

light.

PCR products direct sequencing :

Single-stranded DNA suitable for sequencing was obtained performing a
second PCR amplification of 25 to 30 cycles on double-stranded PCR products
as 2 template with oniv one of the two primers used in the first PCR reaction.
Berore sequencing. single-stranded products were purified on Centricon 100 or
on DEAE cellulose paper during agarose gel electrophoresis (29) in order to
remove double-stranded template and unincorporated primers and dNTPs.
Sequencing was performed with a sequenase kit (USB. Cleveland. USA) using
PCR primers and 0(355 dATP (Amersham. England) as a label. The samples were

analyzed on a 6 % denaturing sequencing gel.
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Results

vWf{ trvptic fragments analysis :

Fragments resulting from tryvpsin digestion of purified vWf were separated
with SDS-PAGE (Fig.1). They displayed a different pattern in the patient
compared to the control fragments. The smaller peptide characterized migrated
faster than the corresponding 31 kDa peptide obtained with ’normal vWf{, with an
apparent molecular weight of approximately 29 kDa . However, under reducing
conditions. no mobility shift was observed, the two peptides rﬁigrating with an
apparent molecular weight of 34 kDa. Western blot analysis performed on both
trvptic digests showed that MoAb-418, which recognizes normal unreduced 31
kDa peptide. was unable to recognize the patient's peptide. On the other hand
both the patient's unreduced 29 kDa peptide, as well as normal 31 kDa peptide.

were recognized by MaAbs-175-35A8 and 175-31H3 (data not shown).

DNA sequencing

Direct sequencing of each PCR-amplified exons 18 to 24, covering the N-
terminal region of mature vWf up to aa 311, was performed on both sense and
antisense strands. DNA sequence analysis showed a single base mutation C to T
in exon 18 at nucleotide 2372 (10). This T for C base replacement changes an
ACG codon *to an ATG codon and predicts the substitution of Threonine by
Methionine at position 28 in the mature vWf. The patient was found to be
homozvgous for the substitution while her son was found to be heterozvgous

(Fig.2).
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Fig. 1 -  Analysis by SDS-PAGE (3.5 to 16 % gradient) of normal (N) and

patient's (P) vWf. The molecular mass of marker proteins (in kDa) is indicated.
A : Coomassie blue-stained gel run in either non reducing (NR) or reducing (R)
conditions. All lanes correspond to limited trypsin digestion samples. The arrows
indicate SpllI-T4 fragments identified separately with radiolabeled polyclonal
anti-vW{ antibodies (data not shown). B : Autoradiography of a gel run under
non reducing conditions and transferred onto nitrocellulose belfore incubation
with radiolabeled MoAb-418. Samples are analyzed either before (-) or after (+)

limited trypsin digestion.6
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Restriction endonuclease analysis

The mutation ACG -> ATG destroyed a Maell restriction site ACGT, PCR-
amplified exon 18 fragments of the patient, her son, and the controls were
digested to confirm the sequencing data and to search for this nucleotide
substitution in normal individuals. The undigested pattern (one single band of 281
bp) found in the patient confirmed her homozygous state for the mutation. As
her son exhibited both digested (113+168 bp) and undigested'(281 bp) restriction
fragments. he was confirmed as heterozvgous. On the other hand. all the 28
control DNAs from normal individuals tested presented the hombzygous digested

pattern with two bands of 113 and 168 bp (Fig.3).
Discussion

As the vWf defect of the patient tentatively named "vWD Normandyv"
resulted from a specific FVII dinding alteration. as shown in our previous report
(23). we decided to direct our investigations toward the vWf N-terminal region
containing a major FVIII 9inding domain (12-14). More precisely, we focused on
the tryptic fragment 'ving hetween aa 1 and 272 of mature vWf and able to

inhibit FVI binding *o -Wf '14). although another potential FVIIl binding site

has been reported in **¢ " ‘*erminal region of the vWf subunit but without
precise localization ‘1f “mromson of normal and patient's vWf tryptic digests
confirmed that a def« - © +«ed located in the N-terminal region of the vWf
molecule. as revealec ~ "+« ~Tonoility shift observed on the patient's peptide.

migrating in SDS-PAGE w«1*h an apparent lower molecular weight than normal.
This mobility alteration could originate from a small deletion or from a point
mutation in the vWf{ gene. Indeed. a single aa substitution mav induce either

charge modification creating a different SDS-peptide stochiometry (31), the
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Fig. 2 : Part of the nucleotide sequence gels of amplified vWf exon 18 in

the patient (a) and the patient's son (b). The asterisk indicates the point
mutation : the numbers indicate the position of corresponding amino acids in the

mature protein.

Fig. 3 = Pattern of the Mae II restriction digests of amplified vWf exon 18
run on a 12 % polyacrylamide gel. M = Molecular weight marker ; 1 : patient :
undigested 281 bp fragment (the mutation destroys a Mae II restriction site) ; 2:
patient's son with both digested and undigested fragments ; 3-4 : 2 normal

individuals with digested fragments (two bands = 168 and 113 bp).
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disappearance of a glycosylation site, or a conformational alteration of the vWf
N-terminal peptide. llowever, 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
alteration hypothesis was further supported by our immunoblotting analysis since
MoAb-118. a conformational MoAb unable to recognize normal reduced Splll-T4,
failed to detect the patient's unreduced corresponding peptidé.

Having verified and more precisely localized the vWf region altered in
vWD "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 VvWf into a
Methionine. This mutation. substituting codon ATG for ACG may resuit from a
methviation-induced C to T transition at a CpG dinucleotide, well known for
being mutational hotspots in mammals (32). The base substitution, destroying a
Mae [I ACGT restriction site. was conveniently confirmed by restriction digest
anaivsis of PCR amplified exon 18. The patient was homozygous for this
mutation and her son was heterozygous. In a previous paper (23), we discussed
the posstble mode of inheritance of this defect, which could be in theorv either
dominant. with only one gene affected in the patient and not transmitted in this
case ‘o her children. or recessive. with either double heterozvgosity for one
mutated 1ilele and one silent allele. or homozygosity for a defective gene. The
present genotvpic data for the patient and her son confirm the hypothesis of a
recessive gene abnormality which appeared the most likelyv in light of the

consanguinity of the patient's parents.
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The failure to find this mutation among normal individuals indicates that it

is not a common (non.—pathogenic) amino acid sequence polymorphism and suggests
that the C to T transition is probably responsible for the FVIII-binding defect in
this patient. It is worth noting that the altered aa 28 is localized on the 13
kDa polypeptide (aa 1 to 106) containing the epitope of MaAb-418 which totally
inhibits FVIII binding to vWf (25), but not on the nonadecapeptide sequence (aa
78 to 96) shown to be the epitope of another anti-vWf MAb, MAb W5-6A also
inhibiting FVIII/vW{ interaction (33). Whether Thr28 of vWf directly participates
in the FVIII/vWf interaction. or its substitution byv Me‘t28 alters the
conformation of the N-terminal portion of mature VvWF which seems to be
crucial for FVIII/VWF interaction (33) is an open question. It would be
particularly interesting to determine if this substitution of Met for Thr mav
induce a change in the secondarv structure of this cystine-rich region. The
identification of the gene defect in other patients whose vWf fails to bind FVIII
(7. 34) will be useful in providing an answer. Nevertheless. to prove that this
mutation is responsible for the FVIlI-binding defect characterized, the insertion
of this mutation in an eukarvotic expression vector of vWf-cDNA is required.
Studving the FVIII binding ability of the corresponding recombinant mutant vWf
should help us to elucidate the origin of the FVIII binding deficiency observed in

the "vWD Normandy'" variants and provide valuable information on the vWf/FVIIl

interaction.
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B.G. D.S. P.C. M.M.
mutation
exon 18| Thr 28-->Met N N N
homozygote
mutation mutation
exon 19 N Arg S5S3-->Trpi{Arg 53-->Trp N
homozygote |hétérozygote
mutation mutation
exon 20 N N Arg 21-->6G1ln|Arg 21-->G1n
hétérozygotehomozygote ?
exon 21 N N N N
exon 22 N N N N
exon 23 N N N N
exon 24 N N N N
Tableau 8 : résultats des séquengages des exons 18 & 24
chez les patients "Normandy".
N : ségquence normale
B.G. D.S. P.C. M.M.
allele allele|allelelalleélefallele allele
A G B A C D
homozygote homozygote
?
polymor—
phisme 300 296 296 296 280 276
de 248 244 248 252 256 252
1intron 244 240 240 248 244 236
40 :
polymor— ]
phisme
de - - - - + +
l1"intron
19
Tableau 9 = polymorphismes des geénes du vWF chez les
patients "Normandy"
(Les noms des alleles sont indépendants d'une famille a

1 autre)
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3 - Etude du patient D.S.

Dans cette famille d’'origine Portuguaise,
deux soeurs de ce malade sont également atteintes (voir
arbre génealogique page 104).

a — Données phénotypiques

F VIITI:C = 6,3 %
F VIII:Ag = 6 7
vWF :Ag = 88 %

b - Résultats :

Le seéquencage de 1'exon 192 a montré une
mutation homozygote du nucleéotide 2446, modifiant
l1"arginine n® 53 ( CGG ) en tryptophane ( TGG ) (Fig. 29,
Pe 137) . Cette mutation, présente sur les deux genes de
ce patient, supprime un site de restriction Msp I. Cette
particularité, schématisée ci-dessous, a permis 1 étude de
la ségrégation des chromosomes mutés dans la famille (Fig.
25, p. 105) dont 1'arbre généalogique est représenté page

3.

Pour déterminer si cette mutation ne
correspondait pas a un polymorphisme silencieux, 1 exon 19
de 1'ADN de 50 témoins a ¢été amplifie et digeéreée par
1 endonucléase de restriction Msp I. L absence de mutation
chez ces témoins suggere la encore que 1 'anomalie détectee

pourrait étre a 1'origine de la maladie.



intron 18 exon 19 intron 19
{ | a
226 pb
X
59pb M 125 pb M 42pb
L 1 i l b
( CCGG )
174 pb M 42 pb
L i | c
( CTGG )

Fig. 29 : Schéma du fragment amplifié contenant 1’'exon 19
fragment amplifié

allele normal

allele muté

site de restriction Msp I

XNow

Ce patient est hétérozygote pour le polymorphisme
de l1'intron 40 (individu III-2, page 105) et présentent le
méme alléle pour le polymorphisme Msp I de 1 'intron 19
(Tableau 9, p. 135). Les deux chromosomes porteurs de la
méme mutation différent donc pour le polymorphisme de type
"UNTR" du geéne du vWF. Aucune consanguinité n‘a d'ailleurs
été rapportée bien que leur peéere et leur meére soient

originaires du méme village du Portugal.

4 - Etude de la patiente P.C.

a — Données phénotypiques :

F VIII:C = 17 %
F VIII:Ag = 18 %
vWF : Ag = 98 %
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b — Résultats :

Le sequencage de 1 'exon 19 chez cette malade
a revelé sur 1'un de ses genes la mutation modifiant
l1"arginine n° 53 (CGG) en tryptophane (TGG), déja
identifiée chez le patient D.S. ( page 136).

Dans 1 'exon 20 une seconde mutation ponctuelle
au nucleotide 2561, modifiant 1°arginine n°® <91 (CGG) en
glutamine (CAG), a été détectée sur 1°'un des genes de cette
patiente. Cette mutation supprimant un site de restriction
Msp I (Fig. 30 p. 115), la transmission du chromosome
morbide dans la famille de ce patient a pu @tre suivie.
D'apres cette étude (Fig. 24 p. 102) il apparait que les
deux mutations identifiées ne sont pas localisées sur le
méme gene. En effet, la mutation située dans 1'exon 19
provient de la mere de la patiente, cette derniére ayant
hérité de son pere la seconde mutation, située dans 1 exon
20. La mere de la patiente, porteuse de la mutation déja
decrite dans la famille D., est elle aussi d’'origine
Portugaise. Cependant les trois genes porteurs de la
mutation Arg 53 ---> Trp dans 1 'exon 19 présentent lors de
l'étude du polymorphiseme de 1 intron 40 des profils de
restriction differe-ts (Tableau 9 page 135).

Afin de oceterminer si la mutation affectant
1"AA N° 91 pouvailt etre aussi a l'origine de la maladie,
l1’exon 20 de SO ADN témoins fat amplifié et digéré par
1l "endonucleéase de restriction Msp I. La encore 1 ' absence
d'altération chez 1les témoins analyseés indique qu’'il ne
s‘'agit probablement pas d un polymorphisme fréquent du gene

du VvWF.



intron 19 exon 20 intron 20
{ J a
358 pb
163 pb ™M 98 pb M 97 pb
[ 1 I J b
( CCGG )
261 pb M ?7 pb
i | i [
( CCAG )

Fig. 30 : Schéma du fragment amplifié contenant 1 'exon 20
fragment amplifié

allele normal

allele mute

site de restriction Msp 1

now

5 - Etude de la patiente M.M.

Il s"agit d'une patiente résidant pres de
Limoges, dont les échantillons de sang nous ont été confieées
par le Dr Reynaud de 1'hopital de 8t Etienne., Des
échantillons de sang des membres de 1la famille de cette
malade ne sont pas encore, malheureusement, disponibles.

a — Données phénotypiques :

F VIII:C = 15 %
F VIIl:Ag = 27,5 %
vWF : Ag = 355 %

b - Résultat :
Le séquengage de 1 'exon 20 a mis en evidence
la mutation CGG ---> CABG modifiant 1 arginine n® 91 en

glutamine, déja identifiée chez la patiente P.C. (Fig. 30
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p. 139). Le polymorphisme de l1'intron 40 et le
polymorphisme de 1 'intron 192 sont tous deux a 1'état

homozygotes chez cette malade (Ttableau 92, p. 135).

6 — Amplification & partir d’ ARN

Deux amorces (la premiere située dans 1'exon
19, 1la seconde dans 1 'exon 20) nous ont permis d'amplifier
specifiquement 1'ARN du vWF du patient D.S5.. Les amorces
amplifient un fragment de 1729 pb sur 1°ADN génomique
(incluant 1 'intron 19) alors que le fragment amplifié a
partir de 1'ARN ne fait que 189 pb. La spécificité de ce
fragment amplifié & partir d°'ARN a été confirmée par

séquencage.

7 — Discussion
L analyse directe du vWF de la patiente B.G.
a montré que la mobilité électrophorétique du fragment
trypsfque correspondant aux 272 premiers acides aminés du
vWF mature éetait modifiée en milieu non réducteur et
normale en milieu reéduit (67). Cette particularité de
migration indiquait a priori que 1'altération devait
reésul ter d une mutation ponctuelle éffectant la
conformation de ce fragment plutébt gque d'une délétion. Le
séquencage des 7 exons codant pour les 314 premiers acides
amineés de la sous-unité du vWF mature a confirmé cette
hypothese et nous a permis de deéceler une mutation
ponctuelle changeant 1’'acide aminé n°® 28 sur 1°'ADN de la

patiente B.G.. Le fait qu'a la fois deux polymorphismes du



gene du VvWF (intron 40 et intron 19) et que la mutation
identifiée soient homozygotes montre que cette patiente,
dont les parents sont cousins au troisiéeme degré, a hérité
tres probablement du méme géne anormal de sa meére et de son
pere.

Afin de veérifier si cette mutation eétait
bien responsable du défaut de fixation du FVIII sur le vWF,
celle-ci a été introduite par mutagéneése dirigée sur 1 ADN
complémentaire du vWF. Cet ADN complémentaire a ensuite été
exprimé dans des cellules de type COS (ou 1l 'expression est
de type transitoire) et CHO <(ou 1l expression est
permanente) afin de produire un facteur Willebrand
recombinant portant cette mutation. Ces travaux ont été
réalisés dans le laboratoire du Dr Sadler a 1'institut
Howard Hughes de Saint Louis, USA. L 'analyse fonctionnelle
dans notre laboratoire, de ce VvWF recombinant muté montre
que celui-ci ne fixe pas le FVIII, contrairement au VvWF
recombinant témoin produit a partir d'ADN complémentaire
normal. Les valeurs de FVIII fixé exprimées par rapport aux
quantités de VvWF sont identiques pour le vWF recombinant
muté et le vWF plasmatique de la patiente B.G.. Ces
résultats démontrent que la mutation de la Thr n°® 28 en Met
est donc bien responsable de 1 absence de fixation du FVIII

sur le vWF chez cette malade.

tLa mutation de 1'Arg n°® 53 en Trp a éteé
identifiée dans deux familles apparemment non apparentées
(D et P). Les études des polymorphismes du gene du vWF ont

montré que dans la famille D la mutation C -——> T est
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préesente sur deux genes apparemment différents. Dans 1la
famille P la patiente est hétérozygote : un des chromosomes
porte la mutation de 1'acide aminé n° 53 alors que le
second porte la mutation a 1’'origine du changement de

l"acide aminé n°® 91.

Les trois chromosomes portant 1la mutation de
l1"acide aminé n°® 53, ne présentent pas le méme profil de
restriction lors de 1'étude du polymorphisme de 1 intron 40
du gene du VvVWF. On devrait donc en conclure que ces trois
chromosomes ne sont pas i1dentiques. Néanmoins, du fait de
l'origine commune de ces trois individus, originaires du
Nord du Portugal, on doit se demander si cette mutation
s'est produite sur trois genes différents ou, au contraire,
sur un seul gene. Dans ce dernier cas, les trois alleéles de
la seéquence VUNTR de 1 'introm 40 (B, G, A) dériveraient d’un
méme gene ancestral sur lequel se serait produite 1la
mutation "Normandy". En 1’ absence d une étude génealogique
complete il nous est impossible de verifier cette
hypothese. De plus cet ancétre commun est peut eétre, et
méme probablement, situe plusieurs géneérations en amont de
nos patients. En effet notre ¢étude de deux ou trois
geénerations dans plus de 40 familles ne montre aucun
phénomene de recombinaison dans le RFLP de 1'intron 40. Si
ces trois genes dérivent d’'un gene ancestral commun, cela
implique qu’'une recombinaison a eu lieu dans la région VNTR
de 1 intron 40 : cette hypothese est tout a fait probable
car les alleles A et G ne different de 1'allele B que par
la taille de 1'un des trois fragments de restriction

(respectivement 248 et 240 pb). Ainsi, & partir de 1'allele



B, une recombinaison modifiant le fragment de 248 pb en 244
pb (perte d'une répétition ATCT) pourrait etre & 1 'origine
de 1'allele 6, tandis qu’'une insertion de trois reépétitions
ATCT dans 1le fragment de 240 pb, transformé en 252 pb

pourrait donner 1‘'alléle A (voir ci-dessous).

alleéles portant

la mutation de

1 acide amine
n® 53

296 296 296
248 244 252
240 240 248
= B =G = A

La mutation 6 ---> A & 1’'origine de 1la
substitution de 1°Arg n°® 91 en Gln a été mise en évidence
chez les deux patientes P.C. et M.M.. Chez cette dernieére,
la mutation et 1les polymorphismes de 1 'intron 40 et de
l1intron 19 du géne du facteur Willebrand apparaissent a
1'état homozygote. Ne 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 nN’'avons pas pu
déterminer si cette mutation est effectivement homozygote
ou si une deélétion est présente sur le deuxiéme geéene de
cette patiente. Dans le cas supposeé d’'un géne délété, la
delétion devrait s'étendre au moins de 1'intron 19 &
1’intron 40 (soit 54 000 pb au minimum) puisque ces
polymorphismes sont tous les deux détectés a 1'etat

homozygote chez cette malade.
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alleles portant
la mutation de
1 acide amineé
n® 91
280 276
236 252
244 236
=C = D
La question d‘'une origine commune se pose

également en ce qui concerne les deux chromosomes porteurs
de la mutation affectant 1'acide aminé n°® <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 ancétre commun semble ici
beaucoup moins vraissemblable car il faudrait trois
phénoménes de recombinaison sur le méme allele pour
modifier les trois fragments de digestion qui diffeérent

entre 1'alléle C et 1'allele D.

Les trois mutations identifiées & ce jour
sur les 4 variants "Normandy'" analysés sont situées sur un
site " & haut risque " de mutation. Elles affectent en
effet des dinucléotides CG dont le taux de mutation est
supérieur de pres de 30 % au risque théorique (150). Elles
sont toutes les trois situées dans la séquence spécifique
d‘une endonucléase de restriction (Mae II pour la mutation
de 1 'acide aminé n° 28, Msp I 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



dans une population témoin. Ces mutations entrainment toutes
un changement d’'acide aminé situé dans le fragmént 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
1 acide amineé n°® 28 est bien responsable de 1'absence de
fixation du facteur VIII chez le premier patient "Normandy"
décrit dans notre laboratoire. Une etude similaire des deux
autres mutations par mutagéneése dirigée et expression est
actuellement en cours.

Le ou les mécanismes par  lesquels ces
substitutions empéchent 1la fixation du FVIII ne sont pas
encore connus. Un modele de structure secondaire de la
région correspondant aux 272 premiers acides amineés de la
molécule a ée&té proposé (88). Dans ce modeéle 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'apres cette
figure‘que les trois mutations identifiees pourraient étre
situées au niveau de zones présumées de repliement. Cette
observation permet d’avancer les hypothéses suivantes : les
3 changements d acides aminés identifiés pourraient agir :

- s01t directement, les acides amines modifieés
e¢tant impliqués dans la liaison avec 1le FVIII. Il est en
effet possible qu’ un repliement de la molécule forme un
site fonctionnel qui comprendrait les acides aminés n° 28,
53 et 93. Si cette hypothése s’ avérait exacte, elle
pourrait expliquer que la mutation de trois acides aminés

differents et relativement éloignés au niveau de 1la
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structure primaire entraine le méme phénotype chez les
patients concerneés.
1 4
- D\/“Q
29
47l 135 41D36
o3%
- - _— . 86
58 DMD&&D%D\
Lles
DlOOD?S "91
268
272
I
Fig. 31 : position des ponts disulfures dans le fragment
correpondant aux 272 acides aminés N—-terminaux
de la sous unité mature du vWF, selon Marti(88).
Les chiffres correspondent au numéro de 1 acide
amine
[] : cystéine (engagée dans un pont disul fure
non encore deécrit)
smmm : pont disulfure
X : mutations identifiées (acides amines n°
28,53 et 91)

- soit indirectement, en empéchant la formation
de ponts disul fure, ce qui modifierait 1la structure
secondaire normale indispensable a&a 1la 1liaison avec le
FVIII. Dans le cas de la mutation de 1 'acide aminé n° 53,



la seconde hypothése semble possible car cet acide aminé
est, selon le modeéle proposé, situé & proximité d‘un pont

disul fure qui semble crucial pour le repliement.

Les résultats de biologie moléculaire obtenus a
ce jour ne nous permettent pas de vérifier 1'une ou 1l autre
de ces hypotheéeses. I1 faudrait etudier directement 1la
proteine, 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 eéventuelle dans 1la structure secondaire
responsable de la formation de ce site actif. Une autre
approche consisterait a changer un acide aminé par
mutagéneése dirigée et & étudier 1'influence de cette

modification.

L amplification spécifique de 1°ARN du vWF que
nous avons montreée, réalisable & partir de 100 ml de sang,
devrait faciliter par la suite 1l 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 kb

(alors que le gene du vWF fait environ 178 kb).
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CONCLUSIONS

Depuis de nombreuses années, le laboratoire de
Recherche sur 1 'Hémostase du C.R.T.5. de Lille a orienteé
ses travaux vers 1’ étude du facteur Willebrand.
L'objectif de 1la creation 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 geénes des facteurs VIII
et IX afin de pouvoir proposer un deépistage de
conductrices d hémophilies et éventuellement un
diagnostic anténatal aux familles d’'hémophiles de 1la

region.

Notre premiére t&che 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 &4 1la maladie de Willebrand, de
mettre en évidence un nouveau polymorphisme bi-allelique

et de caractériser un polymorphisme multi-allélique dans
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le gene du vWF. Ce dernier polymorphisme s‘est avéré tres
utile dans nos études familiales de différents types de
la maladie de Willebrand. L eétude précise du
polymorphisme de 1°intron 40 que nous avons reéalisée
montre que cette région de type VNTR est la plus variable
actuellement caractérisée sur le gene du VvVWF. La grande
informativité de ce polymorphisme quand il est étudié par
la méthode d'analyse mise au point 1le rend interessant
non seulement pour les études familiales et le diagnostic
anténatal, mais aussi pour d autres applications
eventuelles : tests de paternité, meédecine légale,

détection de contamination.

Nos reésultats ont montreé que les études
familiales des trois maladies hémorragiques les plus
fréquentes peuvent maintenant etre réalisées 1le plus
souvent par P.C.R.. En effet, tant pour la maladie de

Willebrand que pour 1" hémophilie B, il n‘est plus

nécessaire de realiser des eétudes par "Southern blot".
Par contre, cette technique est toujours nécessaire pour
les études familiales d’'hemophiles A. Le principal

interet de 1" analyse des polymorphismes par P.C.R. est
qu’'elle 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 & 1la méthode
d amplification sans purification prealable de 1 ADN que
nous avons mise au point, un résultat peut etre rendu

dans la journée.



En outre, 1°'étude des geénes du FVIII et du FIX
d’'hémophiles A et B par P.C.R. nous a permis de localiser
les anomalies geénétiques responsables de la maladies chez
trois patients (1 hémophile A et 2 hémophiles B) en nous
fondant uniquement sur 1 'amplification ou non de
fragments cpmprenant certains des exons. L étude
systématique par P.C.R. suivie d‘une digestion par des
endonucléases de restriction et/ou analyse par
électrophorése en gel de gradient dénaturant devrait
permettre de caractériser par la suite les anomalies
responsables des hémophilies chez un plus grand nombre de

patients.

La deuxieme partie de notre travail a eu pour
but de caractériser 1’ anomalie génétique responsable d’un
nouveau variant de 1la maladie de Willebrand, appele
"Normandy" découvert au laboratoire de Recher;he sur
l1"'Hémostase du C.R.7.5. de Lille.

La caractérisation par séquencage de 3
mutations vraissemblablement responsables du deéficit en
FVIII chez 4 patients ayant le méme phénotype "Normandy"
a confirmé 1 :rpurtance de la région N terminale de la
forme mature du vWF pour la fixation du facteur VIII, et
particulieérement des 3 acides aminés caractérisés. Bien
que ces trois mutations soient localisées dans la méme
région, leur mécanisme d ' action est peut—étre différent.
Des études complémentaires, notamment par des techniques
de mutagéneése dirigeée, devraient permettre dans 1 avenir

de mieux connaitre le mécanisme d’'interaction entre le
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facteur VIII et le facteur Willebrand qui apparaft si

importante dans la coagulation.

Ainsi 1 'ensemble de nos résultats montrent que
la technique d’'amplification (P.C.R.), gque nous avons
introduite et appliquée au cours de ce travail de these,
se reévele une technique tres performante tant dans les
etudes familiales que dans la caracterisation des
anomalies responsables de certaines maladies

hémorragiques héreditaires.
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ANNEXE



LISTE DES AMORCES

facteur VIII

AMPLIFICATION A PARTIR D’'ADN

exon 22 : fragment amplifié de 155 pb
4 TGGATCCGTTGGCACCAATGA
10 CATTAAGCTTCCAGTGGAAT

exon 23 fragment amplifie de 145 pb

18 GTCTTCTTTGGCAATETEGA
i9 TATTATCACAGCCCATCAACTC

exon 24 : fragment amplifié de 148 pb
11 TTGCAGCATGCCATTGGGAA
12 CTGAGCTCTCCAGGCATTAC

exon 26 : fragment amplifié de 205 pb
13 GAAATCTAGACTCCTTCACA

14 CTGCCCTGGAGCTGAGGAGGE

polymorphisme Bcl 1 (71): fragment amplifié de 163 pb

P1 TAAAAGCTTTAAATGGBTCTAGGC
P2 TTCGAATTCTGAAARTTATCTGTTC
Pi1b GAGTTATAAAGGATGCTCTIGATCAAAGCTTTAAATGEBTCTAGGC
polymorphisme Xba I (71) : fragment amplifié de 67 pb
H3 ACGGAATTCGTGACCCTAATTCCATE
H4 GGGCTGCAGGGGGGEGGGGACAACAG
polymorphisme Hind III (126) :fragment amplifie de 730 bp
C3 TTGGCGAGCATCTACATGET
Ca CTAATGTGTCCAGAAGCCAT
AMPLIFICATION A PARTIR D’'ARN :

amorces 9 + 12 décrites ci-dessus



exon

exon

exon

exon

exon

exon

exon

H

11
12

facteur IX

fragment amplifié

CTCAAGAATTCCACAGTGGCAGAAGCCC
AGAACCAGTACTTACCAACCTGCTG

fragment amplifieé

TGGATTAAAAACAAAGACTT
AAACCCACATAATTCTCAT

+ polymorphisme Tag I :

17
18

15
16

13
14

fragment amplifieé

CATCCCAATGAGTATCTACAGGGGAGGA
AGTGAATTCCTCATTCGCACTGTGTGCBTTTCT

fragment amplifie

TATTTGACCCATACATGAGTCAGTAGTT
TGATTTCAAAAGGAAGCAGATTCAAGTAGE

fragment amplifie

TTAAATACTGATGGGCCTGCTTCTC
CTCCCACCTGGCCTGTGTCTTGCCAG

fragment amplifie

GCCTATTCCTGTAACCAGCACAC
CAATCATATTAAAGAGCTAGTGE

fragment amplifie

GGCCCTGTTAATTTTCAATTCC
TCTGTGTATGTGAAATACTGTT

de

de

de

de

de

de

de

458

5929

998

329

392

256

653

pb

pb

pb

pb

pb

pb

pb



facteur IX

polymorphisme Dde I :
fragment amplifié de 390 pb

340 pb
6 CTGAABGAGACACTCCTGAACTCTGGBAGE
4 GGGACCACTGTCGTATAATG
polymorphisme Hha I (141) : fragment amplifiée de 230 pb

Hi ACAGGCACCTGCCATCACTT
H2 AGATTTCAAGCTACCAACAT



facteur Willebrand

AMPLIFICATION A PARTIR D'ADN :

exon 18 :

15
16

fragment amplifié

AGACTCTAGAGGACCAAAGGACA
GAARACTGCAGGGCAGGCACCAG

exon 19 + polymorphisme intron 19 :

17
18

exon 20

19

20

exon 21

21
22

exon 22 :

23

24

exon 23 + 24

fragment amplifie
AGGGCTTTAGATCAGTCACTGTGGCCCT
TGGCCGCGTGCACCCTCACTCCACC

fragment amplifieé
TCCATGGTCTAGATGGGCCCCT
AACCTGAGCTCACACCTCCCACC

fragment amplifie
CCAAGCTTCTGGBTCTGGTGAGAG
GGCAGGAGCTCAAAGCGGGACA

‘?ragment amplifie
AGCATCCGGCTGTCGAGCCTGCCC

CALTCCAAAGGCCAAGTCCCCAACAA

: fragment amplifie

29 CYCCTOOYC TAGACGGTGCT
26 CCT'GGTALCGTCTGCTTCCCAC
polymorphisme intron 40 : fragment amplifié de
variable
31 GCCCTAGTGGATGATAAGAATAATCAG

32

GCAGACTTCTACTGTTTTAGGTAAGTG

de

de

de

de

289

227

358

251

297

451

taille

pb

pb

pb

pb

pb

pb



facteur Willebrand

AMPLIFICATION A PARTIR D 'ARN :

fragment comprenant une partie de 1 'exon 19 et une partie ., . .

de 1'exon 20 :
fragment amplifié de 189 pb

5 GTGTGGATCCGGAAAGGTGTCCCTGCTTCC
6 GGTATTGGATCCCGTCGAAGGTGAGBTAGTG

Toutes les séquences des amorces sont inscrites dans
le sens 5 vers 3'.






