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Introduction

Introduction

L'hémophilie est une maladie héréditaire récessive liee au chromosome X, donc
touchant quasi-essentiellement les garcons. Elle implique une diminution, voire un déficit
total en facteur VIII (FVIII) pour 1I’hémophilie A (HA) ou en facteur 1X (FIX) pour
I’hémophilie B (HB) ce qui entraine un trouble de la coagulation.

L’HB (encore appelée maladie de Christmas) qui concerne environ une naissance
masculine sur 50000, est moins fréquente que I’HA. Son incidence exacte en Algérie est
inconnue en raison d’absence de données épidémiologiques nationales concernant le nombre
de malades, leurs lieux de résidence, le suivi et les traitements regus.

Chez les patients hémophiles B, le syndrome hémorragique est secondaire a un défaut
qualitatif ou quantitatif en FIX. Ce facteur participe a une étape essentielle de I’hémostase en
permettant 1’activation du facteur X (FX). Donc, il a un réle central dans la voie intrinséque
de la coagulation. L’absence ou le mauvais fonctionnement de ce facteur est a ’origine de la
formation d’un caillot de mauvaise qualit¢ et du développement d’un phénotype
hémorragique en absence de traitement adéquat. Le défaut en FIX est responsable d’accidents
hémorragiques, notamment articulaires et musculaires. En basant sur le taux d’activité
biologique plasmatique de ce facteur, trois degres de sévérité de la maladie ont été établis :
mineure, modérée et sévere.

Le diagnostic est une étape fondamentale dans la prise en charge de I’HB. On
considére que le diagnostic précoce de cette maladie conditionne 1’efficacité de la prise en
charge ainsi que le suivi futur. En cas de prise en charge retardée, les hémorragies, selon leur
localisation, peuvent engager le pronostic vital du patient ou donner lieu a des séquelles
invalidantes avec une détérioration du muscle ou de 1’articulation.

Le diagnostic biologique de I'hémophilie repose sur une Numération Formule
Sanguine (NFS) et un bilan de coagulation standard. Le bilan de coagulation, lui, comporte
deux tests globaux : Temps de Quick (TQ) et Temps de Céphaline avec Activateur (TCA).
L’allongement de ce dernier oriente vers le dosage des différents facteurs du TCA
(notamment FVI11I et FIX).

Le clonage du gene du FIX (F9) et le developpement des techniques de biologie
moléculaire ont permis de déterminer des anomalies moléculaires chez une grande majorité
des patients. Cela permet de confirmer le diagnostic, prédire certaines complications du
traitement et identifier avec certitude les femmes qui transmettront la maladie.

Cette étude, premiere du genre en Algérie, représente une démarche pour le diagnostic
moléculaire de ’HB dans notre pays. Notre travail a pour but d'identifier les mutations qui
produisent les différentes formes de I’HB chez des patients Algériens, de caractériser les
mutations du géne F9 et de développer nos connaissances sur les bases moléculaires de cette
maladie.



Introduction

Cette these est divisée en deux parties; une étude bibliographique ou nous présentons
des rappels sur I’hémostase, du gene jusqu’au FIX dont les mutations sont responsables a
I’HB, pathologies moléculaires du gene F9 et enfin les signes et les complications de la
maladie, son diagnostic jusqu’au traitement.

La deuxiéme partie est une étude pratique qui comprend deux chapitres. Le premier
présente les matériaux et les modalités de dosages des parametres étudiés. Le second chapitre
expose les résultats de cette étude avec leur discussion.
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Partie theorique Chapitre | : Rappels sur I’hémostase

I- Rappels sur ’hémostase

La connaissance de la physiopathologie de la pathologie d’hémophilie nécessite la
compréhension de la physiologie de 1’hémostase. Nous nous intéresserons plus
particuliérement a la coagulation car c’est au cours de cette étape qu’intervient les facteurs
antihémophiliques FVIII et FIX qui sont nécessaires a la phase d’amplification de la
coagulation qui permet de générer d’une maniére explosive des quantités suffisantes de
thrombine pour créer le caillot (Schved, 2007), dont les déficits constituent un facteur majeur
de risque.

Toute destruction de ’intégrité du circuit vasculaire a 1’origine d’un écoulement
sanguin, déclenche une succession de processus cellulaires et biochimiques assurant
I’obturation de la bréche et le controle de 1’hémorragie (De Revel and Doghmi, 2004).
L’hémostase répond a 1’ensemble de ces mécanismes physiologiques et comprend plusieurs
étapes intriquées et interdépendantes qu’il convient d’isoler par souci descriptif en:

> L’hémostase primaire qui ralentit le flux sanguin par vasoconstriction et met en jeu
les plaquettes et le sous-endothélium afin de colmater la bréche vasculaire par un
thrombus plaquettaire blanc aussi appelé clou plaquettaire.

» L’hémostase secondaire ou coagulation qui permet de consolider le thrombus
plaquettaire par un réseau de fibrine insoluble et la formation d’un thrombus rouge.

> La fibrinolyse qui permet de dégrader le caillot de fibrine et donc du thrombus au fur
et a mesure que la paroi vasculaire se réimperméabilise.

I.1. Hémostase primaire

Il s’agit de la premiere étape d’urgence du controle hémorragique qui vise a obturer
primitivement la bréche vasculaire a I’aide d’un clou plaquettaire ou thrombus blanc en 3 a 5
minutes. Elle met en jeu quatre acteurs essentiels : la paroi vasculaire, les plaquettes, le
facteur de Von Willebrand (FVW) et le fibrinogene. Elle comprend classiquement deux
phases : la phase vasculaire et la phase plaguettaire (De Revel and Doghmi, 2004).

L’hémostase primaire débute lorsqu’une bréche apparait dans la paroi vasculaire. La
Iesion provoque la fixation des plaquettes au sous-endothélium vasculaire par une interaction
entre leur glycoprotéine Ib et le FVW. Cet ancrage des plaquettes débouche sur leur activation
et elles exposent alors a leur surface le récepteur spécifique du fibrinogéne : la glycoprotéine
IIb/IIa. Le fibrinogéne peut alors se fixer aux plaquettes et conduit au recrutement d’autres
plaquettes : le thrombus blanc est formé.

I.2. Hémostase secondaire (Coagulation)

L’hémostase obtenue par le clou plaquettaire est instable et temporaire, et doit étre
consolidée par la création d’un réseau protéique qui réalise ainsi une hémostase permanente.
Il s’agit du processus de coagulation du plasma sanguin qui aboutit a la transformation du
fibrinogene plasmatique circulant soluble en fibrine insoluble enserrant le clou plaquettaire
par le biais d’une succession de réactions enzymatiques dont le controle continu permet une
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limitation locale sans diffusion a distance de la zone lésionnelle (De Revel and Doghmi,
2004).

Le processus central de la coagulation est la génération de la molécule de thrombine,
enzyme clé de la coagulation, permettant la transformation du fibrinogéne en fibrine et
assurant la rétroactivation et I’amplification des différentes étapes tant de la coagulation que
de I’hémostase primaire (De Revel and Doghmi, 2004).

1.2.1. Acteurs en présence

La coagulation comme I’hémostase primaire met en jeu des cellules et des facteurs
plasmatiques.

> Eléments cellulaires
La coagulation ne peut se dérouler sans I’existence de cellules ou de substances
originaires de ces cellules. Les cellules les plus nécessaires dans la coagulation sont les
cellules endothéliales, les monocytes, les plaquettes, et les hépatocytes.

o Les cellules endothéliales : ces cellules synthétisent le facteur tissulaire (FT).

e Les plaguettes jouent également un rdle dans la coagulation. En effet, elles
serviront de support a la coagulation. Enfin les plaquettes peuvent délivrer dans le
milieu plasmatique de petites parties de membrane appelées microvésicules
capables d’amplifier le phénoméne de coagulation.

e Les fibroblastes sont également capables d'exprimer le FT; ils synthétisent tout
comme les cellules musculaires des facteurs impliqués dans [’hémostase
secondaire.

e Les hépatocytes (cellules du foie) sont impliqués dans la coagulation puisqu’ils
sont le centre de la synthése des facteurs de coagulation.

» Facteurs de la coagulation
Les facteurs de la coagulation sont des protéines plasmatiques qui participent au
processus de la coagulation et dont on distingue trois groupes différents : les protéines a
activité enzymatique, les protéines dénuées d’activité enzymatique mais servant de cofacteurs
et les protéines ayant un réle de substrat (De Revel and Doghmi, 2004), on les désigne avec
des chiffres romains allant de | a XIIlI (Tableau 1). Ces facteurs sont essentiellement
synthétisés par les hépatocytes sous forme de pro-enzymes.

Afin que la formation de fibrine puisse s'effectuer dans le sang, les facteurs de la
coagulation doivent premiérement étre actives les uns aprés les autres dans le cadre d'une
réaction en chaine. On désigne cette succession de réactions par le terme de cascade de la
coagulation. L’ensemble des étapes de la coagulation est simplifié dans la figure 1.

La vitamine K intervient au stade terminal de la synthese de 4 facteurs de la
coagulation (facteurs I, VII, IX,; X = facteurs vitamine K dépendants) en leur rend capables
de se complexer avec le calcium (Ca®") et les phospholipides. En I'absence de vitamine K, le
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foie libére des facteurs de la coagulation anormaux non fonctionnels appelés PIVKA (Protein

Induced by Vitamin K Absence).

Pour que l'activation enzymatique des facteurs de la coagulation se déroule
réguliérement, la présence de phospholipides et de Ca®* est indispensable. Les phospholipides
proviennent de deux sources capitales, les plaquettes et les tissus (FT). Le Ca®" est essentiel &
la plupart des étapes d'activation enzymatique de la coagulation.

L’hémostase secondaire aboutit, aprés une cascade de réactions enzymatiques, a la
conversion du fibrinogéne soluble en fibrine insoluble. La manifestation de filaments de
fibrine a la surface des plaquettes vient consolider le clou hémostatique et conduit a la
formation du caillot.

Chapitre | : Rappels sur ’hémostase

Tableau 1. Les facteurs de coagulation (Arock and Pieroni, 1997).

Facteur | Nom Fonction | Lieu de synthese
I Fibrinogene Substrat Foie

I Prothrombine Zymogene | Foie

\% Proaccélérine Cofacteur | Foie-SRE

VIl Proconvertine Zymogene | Foie

VIl Facteur antihémophilique A | Cofacteur | Foie

IX Facteur antihémophilique B | Zymogéne | Foie

X Facteur Stuart Zymogeéne | Foie

XI Facteur Rosenthal Zymogene | Foie

XIl Facteur Hageman Zymogene | Foie

XII Facteur stabilisant la fibrine | Zymogéne | Foie

SRE: systéme réticulo-endothéliale. NB: III : FT; IV: Ca®* ;VI : accélérine ou Va (Ces trois chiffres

romains ne sont pas utilisés). La forme activée pour chaque facteur est indiquée par le suffixe “a“.
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Figure 1. Les deux voies de la coagulation selon la conception classique (Mackman et al,
2007). La voie intrinséque (activation par contact), la voie extrinseque (activation initiée par le FT), la
voie commune (Initiée par 1’activation du FX et aboutit a la formation du caillot de fibrine insoluble),
les plaquettes jouent un r6le important dans les deux voies, elles interviennent en fournissant le FT et
le FVVa stocké.

1.2.2. Physiologie de la coagulation

Initialement, la coagulation était décrite selon deux voies d’activation: la voie
intrinséque (endogéne) et la voie extrinséque (exogene), convergeant en une voie commune,
étape finale de la transformation du fibrinogéne soluble en fibrine insoluble (Mosesson,
1992).

La voie endogene faisant intervenir des éléments nécessaires a la coagulation sans
qu’il y ait d’apport extérieur au sang. La voie exogene qui pour étre activée necessite la
présence d’un seul élément extérieur a la circulation: le FT présent & la surface des
fibroblastes. Cette conception duelle de la coagulation correspond aux processus de la
coagulation in vitro et sera trés utile pour I’exploration de la coagulation (De Revel and
Doghmi, 2004). C'est sur ce schéma que se fait le raisonnement diagnostique d'interprétation
des tests de la coagulation. Le déroulement de la coagulation in vivo ne respecte pas cette
distinction voie intrinséque-voie extrinseque.

La nouvelle conception proposée prend en compte les surfaces cellulaires impliquées,
elle reflete mieux la coagulation. Cette nouvelle vue de cascade de coagulation présente la
formation de fibrine comme la conséquence finale de deux processus complémentaires: la
coagulation (représentée par la thrombine) et I’activation plaquettaire. Ce modele appelé
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«cellulaire» peut étre schématisé en trois phases (Monroe and Hoffman, 2006) (Figures 2, 3
et 4) : une phase d’initiation, qui conduit a la génération de faibles traces de thrombine a la
surface de cellules exprimant du FT ; une phase d’amplification, qui conduit a I’accumulation
de facteurs activés a la surface des plaquettes ; ensuite une phase de propagation comportant
I’assemblage de larges complexes enzymatiques a la surface des plaquettes, la génération «
explosive » de hautes concentrations de thrombine induisant la formation d’un caillot stable.

Ce modele a annulé le concept précédent d’activation indépendante et axé sur le role
synergique et paralléle entre chaque branche de la coagulation tout en prenant en compte un
systeme vasculaire dynamique. En outre, le modéle a donné une explication plus précise de la
localisation de la formation du caillot en incorporant le r6le de la cellule et en mettant 1’accent
sur I’importance du FT.

1.2.2.1. Initiation de la coagulation

L’¢élément déclenchant la coagulation est le FT membranaire qui est exprimé a la
surface des cellules endothéliales suite a une Iésion de la paroi vasculaire. Le FT se lie au
FVII pour former un complexe FT-FVII, ce qui permet I’activation du FVII en FVIla. Le
complexe FT-FVIla exerce préférentiellement son activité sur le FX, il porte donc le nom de
complexe tenase extrinséque. Il active le FX, directement ou indirectement par I’intermédiaire
du FIX. Quand le FT est en exces, le complexe FT-FVIla active directement le FX.
Cependant, il peut étre rapidement régulé par I’inhibiteur de la voie du FT (TFPI: Tissue
factor pathway inhibitor) ou 1’antithrombine (AT) (Golino, 2006). Quand le FT est en faible
quantité (ou l'inhibition par le TFPI est prépondérante), le complexe FT-FVIla exerce son
action sur le FIX.

Le FXa va ensuite en présence du FVa (FVa-FXa: complexe prothrombinase)
convertir une faible quantité de prothrombine (FII) en thrombine (Flla), pour générer les
premieres traces de thrombine (Monroe and Hoffman, 2006). Le FVa provient soit de
I’activation du FV circulant par le FXa, soit il est libéré des granules a des plaquettes activées.
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Figure 2. Phase d’initiation de la coagulation (Schved, 2007). A. Le FT est une protéine
transmembranaire. La partie extracellulaire comporte deux sous-unités FT1 et FT2 qui interagissent
avec le FVII de la coagulation. Le FVII est une proenzyme, comprenant un domaine Gla, deux sous-
unités epidermal growth factor (EGF)-like (EGF1 et EGF2) puis un domaine catalytique. B.
L’interaction avec le FT induit une modification conformationnelle du FVII qui démasque son site
catalytique. Il en résulte un complexe [FT-FVIla] qui activera le FX.

1.2.2.2. Amplification de la coagulation

La thrombine générée en surface des cellules exprimant le FT permet ’activation des
plaquettes et des facteurs FV, FVIII, FXI a la surfaces des plaquettes (Furie and Furie, 2008;
Monroe and Hoffman, 2006). Ce qui permet la formation des complexes qui interviennent lors
de la phase de propagation.
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Figure 3. Phase d’amplification de la coagulation (Schved, 2007). A. Le complexe [FT-FVIla]
peut activer le FX et le FIX. Le FIXa active lui aussi le FX. Le FXa active la prothrombine (FII) en
thrombine (Flla). La thrombine génére les premieres traces de fibrine, trame du caillot. Cette réaction
se déroule a la surface des plaquettes. B. La thrombine transforme le dimére FVIII en hétérotrimere
FVllla. Le complexe [FVIlla-FIXa] ou ténase intrinséque induit une activation importante du FX. En
outre la thrombine active le FV en FVa et le FXI en FXla. A la fin de cette phase se concentrent a la
surface des plaquettes plusieurs facteurs activés dont le FXa, le Flla, le FIXa, le FVIlla et le FVa.

1.2.2.3. Propagation de la coagulation

La propagation de la coagulation se déroule a la surface des plaquettes activées. Le
FIXa généré lors de la phase d’initiation lie le FVIIla (FVIIIa généré pendant la phase
d’amplification) pour former le complexe tenase intrinseque, capable d’activer le FX en FXa.
Le FXa s’associe avec le FVa pour former le complexe prothrombinase provoquant une
génération explosive de thrombine nécessaire a la génération de fibrine (Monroe and
Hoffman, 2006).

L’amplification du processus grace aux mécanismes de rétroaction comporte la
thrombine et les plaquettes. L’activation de tous ces éléments permet de générer de grandes
quantités de FXa. Le FVIIla permet d’accélérer la transformation du FX en FXa d’un facteur
de 10°. La quantit¢ importante de FIXa, permet la transformation en présence de
phospholipides, du Ca?* et du FVa d’une quantité importante de prothrombine en thrombine.
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Figure 4. Phase de propagation de la coagulation (Schved, 2007). Le complexe ténase
intrinséque a généré a la surface des paquettes des quantités importantes de facteurs activés dont
surtout le FXa. Ceci déclenche une génération « explosive » de thrombine qui permet la création d’un
caillot fibrinocruorique.

La thrombine permet la transformation du fibrinogéne soluble en fibrine insoluble. La
thrombine, enzyme protéolytique, coupe les molécules de fibrinogéne en polypeptides A et B
et en monomeres de fibrine. Ces derniers polymérisent spontanément pour former un réseau
de fibrine. Parallélement, la thrombine active le FXIII en FXIlla, donnant ainsi un complexe
stable qui est la fibrine insoluble (Figure 5) (Perez-Gomez and Bover, 2007).

Flla
4
**:
*0 |
Fibrinogene ey | Fibrine —Y 5 | Thrombus stable

Figure 5. Représentation schématique de la fibrinoformation (Turpie and Esmon, 2011).
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1.2.3. Régulation de la coagulation

Le systeme de la coagulation plasmatique a tendance a s'activer spontanément. Il est
tres important pour lI'organisme que les enzymes formeées lors de I'activation de la coagulation
(thrombine, FXa) ne circulent pas dans le plasma car ils risqueraient de provoquer une
activation répandue de la coagulation et un processus pathologique sévere. Pour éviter ceci et
maintenir leur équilibre, chaque facteur activé a son inhibiteur. On connait trois systemes
inhibiteurs : le systeme de I'antithrombine, le systéme Protéine C-Protéine S, et le TFPI
(Schved, 2007) (Tableau 2) (Figure 6).

Tableau 2. Les inhibiteurs des facteurs de coagulation (Moerloose et al, 2002).

Nom Fonction

Antithrombine Inhibe le facteur lla et Xa

Protéine C Inactive le facteur Va et Vllla — Elle est Vitamine K dépendante
Protéine S Cofacteur de la protéine C — Elle est Vitamine K dépendante
Inhibiteur du FT (TFPI) | Inhibe le complexe facteur tissulaire-facteur Vlla et Xa

A&7 - Vila Facteur Tissulaire

IX IXa

. Cazﬁ'
Proteine C ....___.l VIa m—
Pruteine S “\ ; Q\f}

. T

= o

&

prothrombine  THROMBINE f—— AT

Figure 6. Principaux inhibiteurs de la coagulation (Moerloose et al, 2002). AT: Antithrombine,
PL: Plaquettes, TFPI: Tissue factor pathway inhibitor.

1.3. Fibrinolyse

La fibrinolyse, ou ensemble des processus qui conduisent a la dissolution ou lyse de
caillot de fibrine, est due a la manifestation dans le sang circulant d'une enzyme protéolytique,
la plasmine, formée a partir d'un précurseur inactif, le plasminogéne. Cette transformation ou
activation du plasminogene résulte de l'action de différents agents ou activateurs. Le
mécanisme physiologique comporte deux étapes:
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» formation de la plasmine a partir d'un précurseur inactif, le plasminogéne en présence
de différents activateurs ;
> dégradation par la plasmine ainsi formée de la fibrine insoluble en produits solubles.
Les inhibiteurs de la fibrinolyse sont I’alpha-2-antiplasmine, inhibiteur de la plasmine,
et le PAI-1 (inhibiteur de I’activateur du plasminogeéne) qui a pour cible le t-PA (activateur
tissulaire du plasminogéne) (Hermans et al, 2006).
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I1- FIX de la coagulation
11.1. Géne du FIX (F9)

Le géne responsable de la synthese du FIX, appelé géne F9 (Figure 8). Il se situe sur
le bras long du chromosome X dans la région Xq27.1 (Figure 7) et se compose d’environ
34 000 paires de bases (Azfar et al, 2010), avec huit exons entrecoupés de sept introns
(Tableau 3) et pres de 95% de la longueur du géne est non codante. Le gene code un prépro-
FIX qui sera apres clivé (Anson et al, 1984 ; Yoshitake et al, 1985). 1l code un ARNm de 2.8
kb (Leytus et al, 1986).

Gene du FIX

Figure 7. Position du gene F9 sur le chromosome X.
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Tableau 3. Positions et tailles des exons et introns du géne du FIX (Yoshitake et al, 1985).

Exon | Intron | Positions des nucléotides* | Longueur (nt) | Acides aminés**
I 1-117 117 -46 & -17
A 118 - 6 325 6206
1 6326 - 6 489 164 -17a 37
B 6490 -6 677 188
i 6678-6702 25 38 - 47
C 6 703 - 10 391 3689
AV 10 392 - 10 505 114 47 -85
D 10 506 - 17 668 7163
\/ 17 669 - 17 797 129 85-128
E 17 798 - 20 362 2565
Vi 20 363 - 20 565 203 128 - 195
F 20 566 - 30 038 9473
VII 30039 - 30 153 115 196 - 234
G 30154 - 30 821 668
VI 30822 - 32 757 1935 234 - 415

*Sont comptabilisés, aux extrémités du gene, 30 nucléotides (nt) en 5’ et 1390 nucléotides en 3’ qui ne
sont pas traduits.

**|ls représentent les acides aminés issus de la traduction des exons; Les valeurs négatives
correspondent a la préproséquence.

11.2. Facteur IX (FIX)

Le FIX est une glycoprotéine monocaténaire de 55 kDa, qui circule dans le sang sous
forme de zymogene (proenzyme inactive), avec une concentration d’environ 5mg/L. Le
produit primaire de la traduction est plus long de 46 acides aminés (aa). Cette séquence, qui
disparait lors de la maturation hépatique de la protéine, est aussi appelée « prepro-leader » et
comprend deux éléments :

> Un peptide signal (aa -46 a -19) éliminé lors du transport de la protéine via le
réticulum endoplasmique granuleux. Il est codé par I’exon 1 et se situe a ’extrémité
N-terminale de la protéine. 1l dirige la sécrétion du FIX.

» Un propeptide (aa -18 a -1) utilisé comme site de reconnaissance par une carboxylase
vitamine K dépendante pour influencer sur la protéine. Puis il est exclu par une
peptidase (Figure 8).

Le proenzyme inactif obtenu aprés élimination de ces 2 séquences N-terminales est
long de 415 acides aminés et est divisé en 3 parties :

» une chaine légére (aa 1 a 145)
» un peptide d’activation (aa 146 a 180)
» une chaine lourde (aa 181 a 415)

12
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Le FIX est divisé en six domaines :

> A D’extrémité N-terminale existe le domaine Gla (résidus 1 & 38) comportant de
nombreux résidus d’acide glutamique, qui permet la liaison aux phospholipides
électronégatifs via un ion Ca**. Ce domaine est se trouve dans tous les facteurs
vitamine K dépendant car il exige une gamma carboxylation vitamine K dépendante
pour étre fonctionnel (Anson et al, 1984), le domaine Gla est dérivé de la traduction
des exons 2 et 3 (Tailhefer, 2013). Il est implique dans les interactions avec le FVIII et
le complexe FT-FVIla et il interagit avec la surface des plaquettes, les vésicules
phospholipidiques et la membrane des cellules endothéliales via le collagéne de type
V.

» La zone hydrophobe (résidus 39 a 46) est une petite séquence codée par I’exon
3. Elle est confondue au sein du domaine Gla. Avec le domaine EGF1 (epidermal
growth factor), elle a une importance dans le maintien de I’intégrité fonctionnelle du
domaine Gla dans la liaison aux cellules endothéliales (Cheung et al, 1991; Mayhew et
al, 1994).

> Le FIX possede deux domaines de type EGF like (résidus 47 a 145) : EGF1 et
EGF2. Ces domaines renferment 12 des 22 résidus cystéines de 1’ensemble du FIX
d’ou I’existence de nombreux ponts disulfure permettant une structure secondaire en
feuillets B. On note la présence d’un pont disulfure entre la chaine 1égere et la chaine
lourde au niveau des résidus cystéines 132 et 289 (Thompson, 1986). Les exons 4 et 5
codent pour les deux domaines EGF-like (Tailhefer, 2013).

» Vers D'extrémité C-terminale, se trouve le domaine d’activation puis le
domaine catalytique (Anson et al, 1984). Le clivage du peptide d’activation (résidus
146 a 180) intervient lors de I’activation du FIX en FIXa. Le domaine du peptide
d’activation est codé par 1’exon 6.

> Le domaine catalytique (sérine protéase) (résidus 181 a 415) est responsable de
I’activité catalytique enzymatique du FIXa particulierement a 1’aide d’une triade
catalytique d’aa (Yoshitake et al, 1985) : histidine (H) 221, acide aspartique (D) 269 et
sérine (S) 365. Le FIXa lié aux phospholipides membranaires, au FVIlla et aux ions
ca?t produira ensuite le complexe «ténase intrinséque» capable d’activer le FX en
FXa (Aurélien and Géraldine, 2012 ; Tailhefer, 2013). Le domaine catalytique est
codé par les exons 7 et 8 (Tailhefer, 2013).
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A
1 2 3 4 5 6 7 8
(~34 kb)
(B Factor IX mRNA (2803 nt)
5'-UTR Factor IX coding sequence + stop codon 3'-UTR
(29 nt) (1383 nt) (1390 nt)
Ic -46 -19 1 40 85 415
p
N |r| pro | GLA| EGF EGF act catalytic C
e
Arginine Arginine
145 180
ID
S s
N GLA| EGF EGF catalytic C
Light chain Heavy chain

Figure 8. Du gene au FIXa (Bowen, 2002).

A. Schéma de I’organisation génomique du F9 humain et de ses huit exons.

B. ARNm issu de la transcription du géne du FIX et emplacement du cadre de lecture.

C. Protéine du FIX traduite avec la pré-pro-séquence et le peptide mature de 415 aa.

D. FIXa.

pre : prépeptide; pro : propeptide; Gla : acide y-carboxyglutamique; EGF : epidermal growth factor;
act : peptide d’activation.

11.3. Réle du FIX dans la coagulation et ses interactions

L’ensemble des domaines du FIX lui permet d’acquérir la bonne conformation et de
présenter les repliements et les séquences nécessaires a son interaction avec ses différents
partenaires.
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11.3.1. Récepteurs au FIX

Les études de Rawala-Sheikh et al, 1992, Ahmad et al, 1994 et Ahmad et al, 1998 ont
montré I’implication des 12 premiers résidus du domaine Gla du FIX dans la liaison aux
plaquettes. En 2002, une autre équipe a démontré I’implication des résidus 88 a 109 du
domaine EGF2 dans la liaison aux plaquettes (Wilkinson et al, 2002).

Cheung et al, 1991 et Cheung et al, 1992 ont montré I’existence de deux sites de
fixation au niveau du FIX pour les cellules endothéliales : les résidus 39 a 46 du domaine
EGF1 et les résidus 1 a 12 du domaine Gla.

En 2000, Neels et al. ont découvert un site qui permet uniquement la reconnaissance
du FIXa et non du FIX étant le LRP (Lipoprotein receptor-related protein). L’activité du FIXa
peut-étre contrdlée via la liaison a ce site. La séquence du FIXa composée des résidus 342 a
346 est la région impliquée dans la liaison aux LRP (Rohlena et al, 2003).

11.3.2. Activation du FIX

Lors de I’activation du FIX en FIXa, le peptide d’activation est clivé au niveau des
arginines (Arg) 145 et 180. Avec le Ca?*, deux voies sont réalisables in vivo pour cette
division: la voie exogene grace a ’activité catalytique du FVIla ou la voie endogeéne a ’aide
de celle du facteur Xla. Le double clivage est realisé en 2 étapes (Figure 9). Le premier
clivage, entre les résidus Argl45 et Alal46, aboutit a un FIXa inactif. Le deuxieme clivage,
entre les résidus Argl80 et Vall81, conduit a la formation d’un FIxafp biologiquement actif,
formé d’une chaine lourde et d’une chaine 1égére reliées par un pont disulfure (Di Scipio et al,
1978 ; Tailhefer, 2013).

S S
N[ LC [AP] HC |
/ Factor IX
S 7
Nl LC ||AP| HC |
Factor X \
S S
N[ LC | | HC E
Factor IXap

Figure 9. Représentation schématique de I’activation de la protéine mature du FIX sérique
(Gailani, 2000). LC : light chain, chaine légere; HC : heavy chain, chaine lourde; AP : activation
peptide, peptide d’activation.
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11.3.3. Formation du complexe ténase intrinséque

La liaison du FIXa a son cofacteur, le FVI1lla, formant le complexe ténase intrinséque,
permet d’améliorer la vitesse catalytique du FIXa lors de I’activation du FX. Les résidus 3 a
11 du domaine Gla du FIXa (Freedman et al, 1996) et le domaine C2 du FVIlla (Foster et al,
1990 ; Pratt et al, 1999) se fixent sur les phospholipides membranaires. Le domaine Gla du
FIXa et le domaine C2 du FVIIla interviennent dans I’interaction FIXa/FVIIIa (Soeda et al,
2009). Les interactions entre les domaines EGF1/EGF2 du FIXa et le domaine A3 du FVllla
jouent un role essentiel dans la fixation du complexe. La liaison entre le domaine catalytique
du FIXa et le domaine A2 du FVIlla permet de moduler le site actif du domaine sérine
protéase du FIXa (Fay and Koshibu, 1998).

11.3.4. Activation du FX

Le FVIlla posséde un site de réception qui lui permet de présenter le FX au FIXa sur
la membrane des plaquettes activées (Ahmad et al, 2003), par 1’intervention du domaine
catalytique du FX et le domaine A1 du FVIIIa (Lapan and Fay, 1997). L’étude de Takeyama
et al, 2012 montre I’existence d’un site de fixation au FX dans le domaine A3 du FVIIIa.

I1.4. Conséquences du déficit en FIX sur ’hémostase

Le FIX de coagulation, au méme titre que les autres facteurs de la coagulation, est une
protéine synthétisée dans le foie qui est ensuite sécrétée dans le sang, lieu de son action. Le
FIX est un des facteurs de coagulation dits vitamine K-dépendants parmi lesquels figurent
également le FIlI, le FVII et le FX. Ces facteurs impliqueront une antérieure gamma-
carboxylation hépatique par la vitamine K avant de pouvoir étre des facteurs activables
comme les autres.

Aprés activation et en présence des ions Ca" et des surfaces phospholipides, les FVIII
et FIX forment un complexe actif qui active a son tour le FX. Les autres étapes de la
coagulation se succeédent alors, pour aboutir a la formation de la fibrine. Un déficit ou un
disfonctionnement du FIX inhibe ’activation du FX. En conséquence les autres étapes de la
cascade de la coagulation sont aussi interrompues et la formation de la fibrine est inefficace
ou absente.

L’absence ou le mauvais fonctionnement du FIX conduira a la formation d’un caillot
de mauvaise qualité chez les hémophiles, a ’origine des saignements primaires ou de leurs
reprises éventuelles. En effet, chez un hémophile, I’activation de la voie exogeéne pourra se
faire sans probleme particulier mais c’est au niveau de 1I’amplification et donc de la solidité du
caillot qu’on constatera les affections a 1’origine de la maladie hémorragique (Figure 10).
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[ INTRINSEQUE |
INTRINSEQUE Q )
EXTRINSEQUE L NSEQUE | EXTRINSEQUE g ~

Non héemophile Heémophile B sévére

Figure 10. Schémas simplifiés les cascades d’activation des facteurs de coagulation chez une
personne non hémophile (& gauche) et chez une personne hémophile B sévere (a droite)
(Tailhefer, 2013). Pk : Prékallicréine; KHPM : Kininogene de Haut Poids Moléculaire.

Figure 11. Le déficit en FIX produit des caillots qui contiennent des fibres de fibrine
anormalement épaisses par rapport a la normale. (MEB, échelle 8um) (Wolberg Alisa, 2007).
MEB : Microscope électronique a balayage.

11.5. Pathologies moléculaires du géne F9

Dés le clonage du gene F9 en 1982, son analyse chez différents malades a contribué
d’identifier de nombreuses anomalies génétiques différentes a 1’origine de 1’hémophilie.
Parmi elles, on distingue des anomalies majeures (grandes délétions, mutations qui conduisent
a un codon stop : non-sens) source d’un manque de transcription et donc d’une absence de
synthése du FIX. D’autres mutations peuvent conduire a I’expression d’un FIX non
fonctionnel (mutations ponctuelles faux-sens, petites insertions ou délétions a 1’origine
d’anomalies d’épissage) (Chambost and Meunier, 2006).
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Certaines mutations dans la zone du promoteur provoquent un déficit particulier par
son profil évolutif : grave dans I’enfance, ce déficit se corrige d’une manicre partielle ou
totale a la puberté. La forme typique est la mutation Leyden, responsable de I’HB du méme
nom. Elle provoque un changement des sites de liaison des facteurs de transcription et une
réduction de celle-ci. Aprés la puberté, le manque de transcription est corrigé par les
androgenes, qui seraient capables de réactiver le promoteur muté (Schved, 2007).

Tableau 4. Liste des mutations responsable d’HB répertoriées dans la CHBMP database
derniére mise a jour Février 2017 https://www.cdc.gov/ncbddd/hemophilia/champs.html

Type de mutation Nombre de mutations | Pourcentage %
3'UTR
Substitution 4 0,4
Mutations de type décalage de cadre de lecture 182 16,1
Délétions 131 11,6
Duplications 9 0,8
insertions 34 3
Délétions/insertions 8 0,7
Grand changement de structure (>50pb) 33 2,9
Délétions 29 2,6
insertions 3 0,3
Délétions/insertions 1 0,1
Faux sens 657 58,1
Délétions/insertions 3 0,3
Substitution 654 57,8
Nonsense
Substitution 91 8
Au niveau du promoteur 25 2,2
Délétions 2 0,2
Substitution 23 2
Petit changement de structure (<50 pb) 23 2
Délétions 18 1,6
Duplications 2 0,2
insertions 1 0,1
Délétions/insertions 2 0.2
Au niveau des sites d’épissage 106 9,4
Délétions 16 1,4
insertions 2 0,2
Substitution 88 7,8
Mutations synonymes
Substitution 10 0,9
Totale 1131 100
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I11- Hémophilie B

L’hémophilie est une maladie hémorragique héréditaire, récessive, lice a I'X
(Reynaud, 2000). A 1’origine de I’hémophilie, des mutations vont conduire a une diminution
dans la production de facteur de coagulation fonctionnel. Parmi ces déficits en facteur, on
distingue des déficits quantitatifs (défauts de production) et des déficits qualitatifs (défauts de
fonctionnalit¢). Deux types d’hémophilie se trouvent selon le facteur de coagulation
déficitaire : HA si le déficit est lié au FVIII, et HB si le déficit est lié au FIX (Guérois, 2009).

I11.1. Historique

Le mot hémophilie vient des deux mots grecs : haima, qui veut dire sang et philia qui
signifie affection. Ceci est en fait un raccourci du mot haemorrhaphilia qui veut dire «
attirance pour les saignements ».

L’hémophilie est découverte depuis tres longtemps mais jusqu’au XIXeme siecle son
mécanisme de transmission est assez vague :

Au Ileme siecle, dans le Talmud (Bauduer, 2005) était décrite 1’interdiction d’une
circoncision au 3éme fils d’une famille dont les deux premiers gar¢ons étaient décédés
d’hémorragie a cause de ce geste chirurgical. Des doutes sur la présence d’une maladie
hémorragique existaient déja, ce qui explique que certaines familles avaient le sang trés fluide
alors que d’autres avaient le sang trés retenu. Peu a peu une idée plus claire du mode de
transmission et des conséquences que cette maladie peut avoir, ont été imposes.

En 1944 démarre la période thérapeutique moderne de I’hémophilie lorsque la
chercheuse américaine Judith Pool découvre la capacité de traiter les hémophiles avec un
cryoprécipité plasmatique (Auzanneau, 2005).

En 1952 Rose Mary Biggs différencia ’'HA de I’HB, cette derniére est causée par le
deficit du FIX. Elle ’appela « le facteur Christmas » a 1’époque qui était le nom d’un de ses
patients.

Nouvellement le clonage du géne du FIX a été réalisé par Choo et ses collaborateurs
en 1982. Celui du FVIII par Gitschier et ses collaborateurs en 1984.

L’hémophilie est baptisée « la maladie des rois », car elle fut ancrée dans de grandes
familles royales d’Europe dont la principale est la famille royale de la reine Victoria (1819-
1901). Elle était elle-méme porteuse et plus de 20 de ses descendants furent hemophiles.

111.2. Epidémiologie

Selon la définition de I’organisation mondiale de la santé¢ (OMS), ’hémophilie est une
maladie rare. En réalité son incidence dans la population générale est inférieure a 0,65 - 1%o.
Néanmoins elle constitue la plus frequente des maladies hémorragiques graves (Négrier,
2000 ; Rickard, 2000). Son incidence est 1 /10000 dans I’HA et 1/50000 dans I’HB. il n’y a
pas de différence significative entre les différentes races (Mannuci and Tuddeham, 2001).
L’HB est cinq fois moins commune que I'HA (Jover-Cerverd et al, 2007).
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ITL1.3. Transmission et hérédité de I’hémophilie

L’hémophilie est une maladie génétique qui a un mode de transmission récessif 1i¢ au
chromosome X. Les femmes sont des conductrices, autrement dit porteuses asymptomatiques,
et les hommes sont touchés (atteints). Une femme porteuse a un risque de 50% d’avoir une
fille porteuse dans sa descendance directe et un risque de 50% d’avoir un garcon atteint
(Srivastava et al, 2013). Par contre un hémophile n’aura aucun gar¢on hémophile mais toutes
ses filles seront porteuses de la pathologie (Figure 12).

Mére Pere Mére Pere
non conductrice  hémophile conductrice non hémophile
X X XY X X X Y
X X X X XY XY XY
100% des filles sont conductrices @ 50% des filles sont conductrices @
100% des gargons sont sains |:| 50% des gargons sont hemophiles .

Figure 12. Transmissions possibles de I’hémophilie (Tailhefer, 2013).
111.4. Degré de gravité de I’hémophilie

La gravité de la maladie est directement liée au taux du facteur de coagulation
déficitaire. On parle d’hémophilie sévere ou grave si I’activité biologique du facteur de
coagulation est <1%, d’hémophilie modérée si elle est comprise entre 1% et 5% et
d’hémophilie mineure si elle est >5% et <40% (White et al, 2001).

Ces degrés sont liés a des manifestations hémorragiques particulieres dans leur
ampleur, leur fréquence et leur localisation (Tableau 5).
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Tableau 5. Degrés de sévérité d’hémophilie en fonction de 1’activité coagulante du facteur de
coagulation (White et al, 2001)

Classification | Activité Manifestations hémorragiques
coagulante
FIX:C (%)
Sévere <1l% Hémorragies fréquentes, parfois spontanées, a localisations
principalement articulaires et musculaires
Modéree 1%-5% Hémorragies  occasionnelles, notamment lors de
traumatismes ou d'interventions chirurgicales
Mineure >5%-<40% | Hémorragies lors de traumatismes importants ou
d'interventions chirurgicales

I11.5. Diagnostic
111.5.1. Circonstances de découverte

Le diagnostic de I’hémophilie est investigu¢ aprés une manifestation hémorragique,
en cas d’antécédents familiaux ou de maniére fortuite, lors d’un bilan d’hémostase
systématique. Les 3/4 des diagnostics sont portés aprés un saignement ou en existence
d’antécédents familiaux chez les malades atteints d’hémophilie grave ou modérée alors que
les diagnostics fortuits sont plus fréquents chez les malades atteints d’hémophilie mineure.

111.5.2. Diagnostic biologique

Le diagnostic biologique de 1’hémophilie est réaliseé devant un tableau clinique de
trouble de la coagulation (troubles hémorragiques fréquents) ou avant toute intervention
chirurgicale. Le bilan biologique réalisé en lére intention est : une Numération Formule
Sanguine (NFS) et un bilan d’exploration d’hémostase (le temps de Quick TQ et le temps de
céphaline activé TCA).

En cas d’anomalie du bilan de coagulation standard évocateur d’un tableau
d’hémophilie, qui se traduit par un allongement isolé du TCA sans allongement du TQ, on
ajoutera des dosages spécifiques des différents facteurs impactant sur le TCA (notamment
FVIII, FIX et FXI).

Le diagnostic biologique d’hémophilie est posé devant :

» un allongement isolé du TCA sans allongement du TQ, du Temps de Saignement et du
Temps de Thrombine.
» une diminution isolée du FVIII (HA) ou du FIX (HB).

111.5.3. Diagnostic différentiel

Il permet d'exclure les autres causes d'allongement du TCA liées a un taux bas de
FIX:
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» Carence en vitamine K
La synthése du FIX étant vitamine K dépendante, les taux de FIX sont bas en cas de
déficit en vitamine K ou de traitement par anti-vitamine K. Sont aussi bas les taux des autres
facteurs de la coagulation dépendants de la vitamine K (II, VII, X), de méme que des
protéines S et C. Le diagnostic différentiel peut étre réalisé plus simplement par mesure du
TQ qui sera anormalement ¢élevé dans le cas d’une carence en vitamine K a cause du déficit en
facteur de coagulation de la voie endogéne également.

» Heémophilie B acquise
L'HB acquise est liée a 1’existence, chez des sujets non atteints hémophilie, d'anticorps
dirigés contre le FIX. Cette maladie rare peut survenir principalement chez la femme enceinte,
les malades ayant une maladie auto-immune, ou chez des sujets agés (Tailhefer, 2013). La
manifestation clinique la plus fréquente est I’existence d'hématomes importants. Dans cet état,
le diagnostic repose sur un test de mélange (Chambost and Meunier, 2006) et particulierement
un dépistage et un titrage des anticorps.

111.5.4. Diagnostic moléculaire

Aujourd’hui, il est recommandé de génotyper tous les malades hémophiles B, et ce
quel gue soit le degré de gravité de la pathologie.

Le génotypage est nécessaire pour la détection des porteuses d’hémophilie et permet
d’établir un diagnostic prénatal dans beaucoup de cas.

Un diagnostic génétique pré implantaire est aussi réalisable, cela permet aux parents a
risque de transmettre la maladie dans sa forme grave de savoir quel embryon est affecté ou
non.

En outre, le génotypage peut donner des informations pour la prise en charge d’un
malade hémophile (il se trouve une corrélation entre 1’anomalie génétique et le risque de
développer un inhibiteur).

L’utilisation de PCR dans les zones importantes du gene, associée a un s€quencage des
produits d’amplification peuvent conduire de définir la mutation en cause.

Car 1l n’existe aucune atteinte familiale et qu'un seul sujet masculin est atteint on peut
conclure I’existence d’une néomutation survenue dans la gamétogenese de la mere. Il
convient alors de pouvoir analyser la mutation chez le proposant et de trouver la lésion
génétique en cause.

I11.6. Signes cliniques de la maladie

Le capital signe est le saignement, les autres manifestations sont des résultats de ce
dernier (Jover-Cervero et al, 2007).

La symptomatologie clinique dépend beaucoup du taux de facteur.
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Chez les hémophiles mineurs, les saignements ne sont jamais spontanés et font suite
en géneral a un traumatisme grave ou a une intervention chirurgicale.

Chez les hémophiles modérés, des saignements peuvent se produire aprés des
traumatismes peu importants.

Finalement, chez les patients atteints d’hémophilie grave, les hémorragies sont
fréquentes. Donc ces patients sujets a des saignements intra-articulaires (hémarthroses) qui
peuvent se produire sans notion de traumatisme évident. Des hématomes intramusculaires
peuvent pareillement survenir apres des traumatismes minimes. Les premiers saignements
surviennent habituellement dans la premiére année de vie. Les hémarthroses touchent d'une
maniere préférentielle les articulations des genoux, des coudes et des chevilles. Des
hémarthroses répétées sur la méme articulation entrainent progressivement une destruction
cartilagineuse qui peut conduire a une certaine arthropathie aprés plusieurs années. Par
ailleurs, certains hématomes, de localisation dangereuse (hématomes intracraniens, péri-
laryngés, du plancher buccal, péri-orbitaires, ou comprimant un paquet vasculo-nerveux),
peuvent mettre en péril le pronostic fonctionnel ou vital.

111.7. Complications

Les malades hémophiles sont bien entendu exposés a des complications
hémorragiques dont la survenue est en grande partie conditionnée par le degré de gravité de la
pathologie.

111.7.1. Arthropathie hémophilique

Les hémophiles séveres sont expos€és a la progression d’une arthropathie
(hémophilique), résultat inéluctable d’hémarthroses répétées. Elle peut conduire a une
impotence fonctionnelle et a d’importantes déformations articulaires. La répétition des
hémarthroses constitue un réel cercle vicieux ou les saignements intra-articulaires itératifs
délivrent du fer, conduisant a une destruction cartilagineuse et une inflammation de la
membrane synoviale. La membrane synoviale inflammatoire et hyper-vascularisée ressaigne
alors plus aisément.

111.7.2. Infections

L’un des risques résultant du traitement substitutif chez un hémophile est infectieux,
bien qu’il soit devenu aujourd’hui tres faible, mais non nul. Avant 1980, les risques de
transmission d’hépatite B et C ainsi que le virus de I’'immunodéficience humaine (VIH)
étaient élevés. Le risque d'hépatite B peut étre aujourd'hui éliminé par la vaccination précoce
et systématique des enfants. Quant a 1’hépatite C et I’infection par le VIH, le risque est
quasiment nul aprés 1’avénement de produits trés sécuritaires et I’application de mesures
préventives stricts (sélection des donneurs, dépistage du genome viral, inactivation virale,
etc).

23



Partie théorique Chapitre 111 : Hémophilie B

111.7.3. Inhibiteurs anti-facteurs

Dans le cas de I’hémophilie, les « inhibiteurs » désignent les anticorps IgG qui
neutralisent les facteurs de coagulation. Quand les concentrés de facteur de coagulation sont
soumis a une inactivation virale appropriée, les inhibiteurs aux FVIII ou IX sont considérés
comme la complication du traitement la plus sévere chez les hémophiles. De tels anticorps se
développent chez 10 & 30 % des hémophiles A sévéres (lorio et al, 2010) et chez 1 & 3% des
hémophiles B séveres (DiMichele, 2007). Malgré que cela soit beaucoup plus rare, mais des
inhibiteurs peuvent aussi se montrer chez des hémophiles modérés ou mineurs (Hay et al,
1998).

Les inhibiteurs anti-FVI1II et anti-FIX peuvent neutraliser le FVIII ou le FIX par trois
grands processus : soit par hydrolyse catalytique (50 % des cas) (Lacroix-Desmazes et al,
1999), soit par encombrement stérique, soit par la formation des complexes immuns qui
augmentent la clairance du FVIII ou du FIX (anticorps non neutralisants) (Kazatchkine et al,
1980). Compte tenu du caractére polyclonal des anticorps, les différents mécanismes peuvent
étre intriqués.

La survenue des anticoagulants circulants est régie par des facteurs de risque propres
au malade et d’autres propres a son environnement. Les facteurs qui influencent cette réponse
immune indésirable sont multiples : variation de la séquence protéique du facteur, adjonction
d’un dérivé glycosylé, dose administrée (Annie, 2012), facteurs propres au patient (origine
ethnique (Hay, 2006), mutation responsable de 1’hémophilie, 1’existence d’antécédents
familiaux d’inhibiteurs (Astermark et al, 2001).

I111.8. Traitement

Il se trouve un traitement efficace pour limiter le risque de saignement ou pour traiter
un saignement, malgré qu’il soit impossible a I’heure actuelle de guérir I’hémophilie. Le
traitement consiste a administrer par voie intraveineuse le facteur de la coagulation déficient.
Ces substituts peuvent étre dérivés du sang humain ou étre produits par génie génétique
(recombinants). Le FIX dérivé du sang est devenu slr depuis que des méthodes de
suppression des virus transmissibles par le sang ont été systématisées.

Il existe deux types de traitement de I'némophilie ; le traitement & la demande et la
prophylaxie (préventif) (Colvin et al, 2008). Pour le premier cas, il s'agit d'injecter par voie
intraveineuse le facteur de coagulation défaillant en cas de saignement, en vue de le cesser.
Dans le second cas, le facteur de coagulation est administré a intervalles réguliers (tous les
deux ou trois jours). Ce type de prise en charge de la maladie est trés pratique pour diminuer
la répétition des saignements et restreindre les invalidités qui en découlent.
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Notre étude a été divisée en deux parties: une étude biologique et une étude
moléculaire. Cette étude a été réalisée en 12 mois sur deux périodes allant de Septembre 2014
a Février 2015 et d’Avril 2017 a Septembre 2017.

L’¢étude biologique a été réalisée sur 39 patients atteints d’HB de sexe masculin et dont
I’age varie de 4 a 84 ans, appartenant a 13 familles non apparentés (9 sévere, 3 modérée et 1
avec la forme mineure). Pour étudier quelques paramétres tels que le degré de sévérité, 94
patients hémophiliques A ont été inclus. Seulement 29 parmi 39 patients hémophiliques B ont
été inclus pour le bilan biologique, la réalisation de ce bilan incluant le dosage des plaquettes,
TP, TCA et FVIII nécessite l'inclusion des témoins sains ayant des caractéristiques communes
avec les patients tels que le sexe, 1’age et le lieu de résidence. Les résultats de cette partie de
notre recherche ont été effectués au sein du laboratoire d’hématologie du CHU de BATNA.

Le diagnostic moléculaire a porté sur les 39 hémophiles B. Aprés recueil du
consentement éclairé des cas index et de leurs parents en cas des patients mineurs (Annexe 1),
un volume de 5 a 10 ml de sang périphérique a été prélevé pour chaque patient et recueilli
dans des tubes contenant une solution d’Ethyléne Diamine Tétra Acétique (EDTA). Ces
préléevements sanguins nous ont été fournis par les services d’hématologie des Centres
Hospitalo-Universitaires (CHU) de BATNA et de Constantine. Une fiche de renseignements
regroupant les différents parameétres cliniques nécessaires pour une enquéte biologique de
I’HB a été établie pour chaque patient (date et lieu de naissance, date de diagnostic, présence
de cas similaires dans la famille, taux en facteurs de la coagulation) (Annexe 2). Des
¢chantillons d’ADN de témoins sains nous ont ¢t¢ fournis par 1’unité d’Hémostase et
Thrombose: caractérisation phénotypique et moléculaire des pathologies hématologiques a
Tunisie (UR14ES11) et par le centre de génétique humaine a Bruxelles ou la recherche des
mutations a été effectuée.

I. Diagnostic biologique

Le principal objectif de ce volet est d’étudier quelques parameétres biologiques chez
des malades atteints d’HB afin de préciser les caractéristiques biologiques chez une partie de
notre population.

Le diagnostic d’hémophilie est suspecté sur des arguments cliniques ou sur 1’hérédité,
mais sa confirmation releve d’un bilan biologique. Le diagnostic biologique repose sur des
tests d’orientation et d’autres de confirmation :

Le bilan biologique d'orientation permet de suspecter I’hémophilie devant (Masrar and
Benkirane, 2005) :

» Une hemostase primaire, explorée par le Temps de Saignement normal (avec une
numération plaquettaire normale). Dans notre étude, seulement la numération
plaquettaire a été réalisée.

» Un TQ normal.

» Un TCA allongé.
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Il sera affirmé par le dosage des facteurs VIII et IX qui permet de préciser:

> Le type de I'HA (déficit en FVIII) ou B (déficit en FIX).
> Le degre ou la sevérité de I'némophilie :

e Hémophilie sévére : FVIII ou FIX <1 %
e Hémophilie modérée : FVII1 ou FIX comprisen 1 et 5 %
e Hémophilie mineure : FVIII ou FIX>5% - <40 %

I.1. Numération des plaquettes

L’hémogramme; numeération et formule sanguine (NFS) qui consiste a étudier
guantitativement (numération) et qualitativement (formule) les éléments figurés (des globules
rouges, des globules blancs et des plaquettes) du sang a la suite d’une prise de sang.
Actuellement, grace aux techniques modernes, I'hémogramme est effectué par des automates
au lieu du dénombrement en microscope optique aprés dilution manuelle (Bain, 2002).

L’appareil que nous avons utilisé pour la numération des plaquettes est le coulter
(I’automate médonique CA (cell analyseur : 620). Dans une température ambiante varie de 20
a 22°C, le sang veineux est préleve dans des tubes EDTA qui sont placés en contact avec
I’aiguille du coulter qui va absorber 100 pul de sang, le résultat s’affiche par la suite sur 1’écran
de I’automate.

I.2. Dosage de prothrombine

Le TQ est le temps de coagulation d’un plasma citraté aprés addition de
thromboplastine calcique. Ce réactif contient du FT, des phospholipides et des ions Ca?* et
permet 1’activation directe du FVII (Guelfi and Diquelou, 1994). Le TQ explore la voie
extrinseque impliquant les facteurs de coagulation suivants: FI (fibrinogéne), FlI
(prothrombine), FV (proaccélérine), FVII (proconvertine) et FX (Stuart).

La réalisation de ce test se fait sans centrifugation du sang prélevé sur citrate de
sodium a 3,8 % (1 volume pour 9 volumes du sang) (Morales et al, 2007). Le principe du TQ
consiste a comparer, en présence de thromboplastine calcique (en utilisant le kit STA-
Néoplastine® CI), le temps de coagulation d’un plasma & étudier par apport 4 un témoin
normal et un témoin pathologique servant de référence (ces deux derniers sont préparés
préalablement dans les méme conditions que celle du plasma a tester puis lyophilisés,
auxquels on rajoute 50 pl d’eau distillée pour obtenir un plasma prés a 1’utilisation).

Au 50 pl du plasma a tester sont rajoutés 100 pl de la néoplastine calcique
(thromboplastine humaine), le mélange est incubé a 37°C pendant 2 minutes (min), puis, on
déclenche le chronometre.

Il existe trois fagons différentes d’exprimer le résultat :

» Le TQ, exprimé en secondes (sec) par rapport au temps d’un témoin.
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> Le TP, exprimé en pourcentage par rapport a la normale.

» Un troisitme mode d’expression est exclusivement réservé a la surveillance des
traitements anticoagulants par les antagonistes de la vitamine K: I’INR (International
Normalised Ratio) correspond au rapport du TQ du patient sur celui du témoin, élevé a la
puissance ISI, cet index (International Sensitivity Index) déffinissant la sensibilité du réactif
utilisé.

L’appareil calcule le TQ qui va étre convertit en TP grace a une droite d’étalonnage
dite de ««Thivolle»>.

La gamme d’étalonnage est réalisée a I’aide de plasma étalon titré a 90%, une dilution
se fait avec tampon Owren koller du plasma normal au 1/4, 1/3 et 1/2:

> Ladilution au 1/4 correspond a un TP de 23%.
La dilution au 1/3 correspond a un TP de 30%.
La dilution au 1/2 correspond a un TP de 45%.
50 pl du plasma pure correspond a un TP de 90%.

Y V V

100 pl de la néoplastine calcique ont été rajoutés aux plasmas dilués et plasma pure.
Aprés une incubation a 37°C pendant 2min. On déclenche le chronométre, puis on détermine
le temps de coagulation de chaque dilution pour établir la courbe d’étalonnage (Quick, 1935).
Les résultats de la calibration obtenus sont les suivants :

Pourcentage d’activité (%) Temps de coagulation (sec)

23% 34,3 sec
30% 27,9 sec
45% 20,8 sec
90% 14,2 sec

1.3. Temps de céphaline + activateur (TCA)

Le TCA correspond au temps de coagulation d'un plasma décalcifié et déplaquetté, en
présence de céphaline et d'un activateur (l'activateur peut étre particulaire «célite, kaolin,
silice» ou soluble «acide ellagique») des facteurs de la phase contact et de Ca?*. La céphaline
est un substitut des phosphoslipides plaquettaires dont il existe plusieurs formes
commercialisées. Le TCA explore globalement I'ensemble des facteurs de la coagulation de la
voie endogéne de la coagulation (facteurs XII, XI, IX, VIII, X, V, ll et I).

Le TCA est réalisé sur l'automate STA compact en utilisant le kit STA® - C.K. prest®.
Le principe du test repose sur une activation préalable du systeme contact de coagulation
(Larrieu and Weilland, 1957). Le sang est prélevé sur citrate de sodium a 3.8 % (en respectant
les proportions d'un volume d’anticoagulant pour neuf volumes de sang), puis centrifugé a
3000 rpm pendant 20 min afin d’obtenir un plasma pauvre en plaquettes. Au 100 pl de plasma
a tester sont rajoutés 200 ul de céphaline + l'activateur, puis, le mélange est incubé a 37°C
pendant 2 min. Par la suite, on ajoute 0,025 M de CaClI2 (chlorure de calcium) tout en
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déclenchant le chronométre et on note le temps de coagulation comparé a un témoin normal et
un témoin pathologique servant de référence (ces deux derniers sont préparés préalablement
dans les mémes conditions que celle du plasma a tester puis lyophilisés, auxquels on rajoute
100 pl d'eau distillée pour obtenir un plasma prés a 1’utilisation). Le résultat est exprimé en
secondes par rapport a un témoin (melange de plasmas de sujets normaux) (White et al, 1994).
I1 peut également étre exprimé sous forme de ratio : TCA patient/ TCA témoin.

Le résultat est généralement considéré comme anormal si le TCA du malade sur TCA
du témoin dépasse 1.2. Le TCA est par ailleurs plus long chez les enfants, pour lesquels il
n’existe pas de valeurs de référence clairement établies ; il se raccourcit avec I’age.

Le ratio (TCA patient/TCA témoin) varie en fonction de 1’age :

de 0 a 1 mois: ratio < 1.6.

de 1 a 3 mois : ratio < 1.5.

de 3 mois a 16 ans : ratio < 1.3.
> apres 16 ans : ratio < 1.2.

I.4. Diagnostic de confirmation

Y V V

Une fois que le prolongement du TCA est mis en évidence et afin de savoir de quel
facteur vient le déficit il est nécessaire de mesurer chacun de ces facteurs (VIII, IX, XI, XII).
En pratique seuls les FVIII et FIX sont testés en premiere intention, les hémophilies A et B
étant les troubles les plus fréquents dans cette situation.

1.5. Dosage du FVIII et FIX

Le principe du dosage consiste a déterminer, en présence de céphaline et d’activateur,
le temps de coagulation ou tous les facteurs sont présents, a 1’exception du FVIII ou FIX
apporté par le plasma du patient a tester (Soulier and Larrieu, 1953).

1.5.1. Préparation des plasmas utilisés pour le test

» Preéparation du plasma déficient en FVIII et FIX
Ce plasma est obtenu a partir du prélévement par ponction veineuse du sang provenant
d’un déficit congénital total en FVIII et FIX, recueilli sur citrate de sodium, et centrifuge a
3000 rpm pendant 15 min. Le plasma réactif est donc congelé et peut étre conservé a -20c®
pendant une période de 3 mois.

» Preparation du plasma a tester
Le plasma a tester est obtenu a partir du sang (9 volumes) recueilli sur citrate de
sodium a 3,8% (1 volume) par centrifugation a 2700 rpm pendant 5 min dans les mémes
conditions physiologiques.
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1.5.2. Dosage du FVI11I

Pour doser le FVIII, I’automate utilisé¢ est 1'appareil STA compact. Cette technique
repose sur la comparaison du temps de coagulation d'un plasma a tester en comparaison d’un
témoin normal et d’un témoin pathologique qui servent de référence (la préparation de ces
témoins se fait dans les mémes conditions que celles du plasma a étudier ensuite lyophilisés,
auxquels est rajouté 50 pl d'eau distillée). 50 ul du plasma déficient en FVIII (STA® -
Deficient VIII) et 50 ul de céphaline + activateur sont rajoutés au 50 ul du plasma a tester
(plasma pauvre en plaquettes dont la dilution est fait au 1/10 en tampon Owren koller).
L’incubation du mélange se fait a 37 °C pendant 3 min. Et avant de déclencher le
chronométre, 50 ul de CaCl2 sont rajoutés. Les résultats sont obtenus en pourcentage.

La gamme d’étalonnage comprend une dilution en tampon Owren koller du plasma
normal au: 1/2, 1/3, et 1/7. Par définition :

» 1/2 correspond a ’activité¢ 50%.
» 1/3 correspond a ’activité 33%.
» 1/7 correspond a ’activité 13%.
» 50 pl du plasma normal non dilué (pure), correspond a 1’activité 100%.

50 pl du plasma déficient en FVIIIL, et 50 ul de céphaline + activateur ont été rajoutés
aux plasmas dilués et plasma pure. Aprés une incubation a 37 C pendant 3 min. 50 pl de
CaCl2 ont été rajouté pour déclencher le chronomeétre, ensuite on détermine les temps de
coagulation de ces différentes dilutions pour établir la courbe d’étalonnage.

Pourcentage d'activité (%) Temps de coagulation (s)

100% 56,2 sec
50% 68,3 sec
33% 65,8 sec
13% 72,4 sec

1.5.3. Dosage du FIX

Le dosage du FIX est identique a celui du FVII sur tous les plans : le principe, le
matériel, le mode opératoire, les résultats et la courbe d’étalonnage sauf pour I’utilisation d’un
plasma déficient en FIX (STA® - Deficient IX).

Il existe plusieurs complications de I’hémophilie dont I’apparition d’inhibiteurs
pendant le traitement. Tous nos patients ont été testés aux inhibiteurs.

1.6. Recherche des inhibiteurs

Le traitement de I’hémophilie fait appel a l'utilisation de concentrés de FVIII pour
I'HA et FIX pour I'HB. La complication la plus craintive est la survenue d’anticorps qui
freinent D’activité procoagulante du facteur antihémophilique (FAH), principalement au
décours de ’HA sévere.

29



Partie expérimental Chapitre | : Matériel et méthodes

La détection et le titrage d’inhibiteurs anti-FIX ou anti-FVIII semblent généralement
étre effectuée :

> lors du diagnostic d'une hémophilie, pour distinguer hémophilie congénitale et
hémophilie acquise ;
> lors du suivi de I'némophile, touché de forme congénitale, traité par concentrés de

FAH selon un schéma dépendant de la sévérité de I’hémophilie.

La recherche d’un anticoagulant circulant (ACC) par le test dit « du mélange Malade +
Témoin » doit étre méthodiquement réalisée devant un TCA allongé isolément. Ce test repose
sur le mélange du volume a volume le plasma du malade avec celui d'un sujet témoin ou d’un
mélange de plasmas normaux. L’incubation pendant 2 heures a 37°C aidera de confirmer ou
d’infirmer le diagnostic. On pratique le TCA sur le plasma du patient, le plasma du témoin et
le mélange. Le diagnostic repose sur I’épreuve de correction du TCA par du plasma normal.
Si I’anomalie est liée a un déficit, ’addition de plasma normal corrige le TCA du malade. Si
I’anomalie est liée a I’existence d’un ACC, le TCA du malade n’est pas corrigé par le plasma
normal. Le résultat peut étre exprimé par 1’indice de Rosner (IR):

TCA (M+T) — TCA (T)
IR (%) = X 100
TCA (M)

» < 12% : absence d’ACC

» 12-15% : douteux

» >15% : présence d’ACC
1.7. Analyses statistiques

Pour étudier quelques parameétres biologiques, les résultats sont exprimés en moyenne
+ sem. Pour comparer les moyennes des échantillons, nous avons utilisé le test "t" de student,

I’effectif "N" (nombre des sujets) est <30 (les calculs ont été effectués a 1’aide d’un logiciel
Graph Pad Prism 6,00).

I1. Diagnostic moléculaire (recherche de mutations)

Le principal objectif de ce volet de thése était de detecter les mutations responsables
de I’HB chez 39 patients appartenant & 13 familles Algeriennes non apparentées. Nous avons
procédé a I’analyse des 8 exons du géne F9 de nos patients ainsi que les régions introniques
en amont et en aval des exons sur au moins 20 pb, suivie dans le cas échéant d’un séquencage
du promoteur et de la région poly A.

I1.1. Extraction d’ADN
I1.1.1. Réactifs pour extraction d’ADN a partir d’échantillons de sang de patients

ELB Erythrocytes lysing buffer, pH 7.4
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NH4Cl: 155 mM : 41.45¢

KHCO3: 10 mM : 5.0069

EDTA: 1 mM : 10 ml d’une solution stock a 0.5M
H20qgsp:5L

SE Sodium-EDTA, pH 8

NaCl : 75mM :45ml d’une solution stock a 5SM

EDTA : 24mM :144ml d’une solution stock a 0,5M
H20 gsp:3 L

TE* Tris-EDTA

Tris: 10mM : 8ml d’une solution stock a 1M

EDTA:0.1mM :160 pl d’une solution stock a 0.5M
H20 gsp : 800 ml

Protéinase K 100mg/16ml

SDS 20% ED Ethanol : 70%

NaCl 6M (solution saturée- utiliser le surnageant)

NaCl : 70g

H20 gsp : 200 ml

11.1.2. Méthode d’extraction d’ADN

Pour confirmer génétiquement le diagnostic et surtout la sévérité de la maladie chez
des sujets atteints, cela nécessite 1’extraction de 1’acide désoxyribonucléique (ADN), support
de notre information génétique, ceci se fait a partir de sang total en utilisant la technique
Salting out (Miller et al, 1988).

11.1.2.1. Lyse des érythrocytes

Les érythrocytes (du grec erythros : rouge et kutos : cellule), ou hématies, plus
usuellement appelés globules rouges. Ces cellules font partie des éléments figurés du sang,
dépourvues de noyau donc dépourvues d’ADN (dite anucléées chez les mammiféres),
I’hémoglobine est abondant dans leur cytoplasme mais ce dernier est pauvre en organites. Les
globules rouges assurent le transport du dioxygene (O2). Et car elles ne contiennent pas
d’ADN, il faut alors les éliminer par I’emploi d’une solution hypotonique qui a pour but leur
éclatement.
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Chaque tube de sang est vidé dans un tube de 50 ml correspondant. A I’aide d’un
cylindre gradué, la solution ELB est portée a 40ml. Le statif de tubes ainsi remplis est déposé
a 4°C durant 15 min pour optimaliser la lyse des érythrocytes. On mélange une ou deux fois
les tubes & mi-parcours. A la fin de ces 15 min, les érythrocytes sont lysés et seuls les globules
blancs restent entiers en suspension. On centrifuge les tubes 10 min a 1600 rpm afin de former
un culot de globules blancs et cela dans la centrifugeuse a 4°C.

11.1.2.2. Lyse des globules blancs

On ¢élimine le surnageant de chaque tube dans I’évier en faisant attention de ne pas
perdre les globules blancs. Afin de mettre en solution I’ADN contenu dans les noyaux par la
lyse des membranes plasmiques et nucléaires, on ajoute aux culots 5 ml de SE, 250 ul de SDS
20% et 100 pl de protéinase K. Afin de déecoller le culot de globules blancs au fond des tubes,
on agite ces derniers correctement et on les place sur la plague agitatrice pour la nuit.

11.1.2.3. Dénaturation des protéines

On dépose 2 ml de NaCl 6M dans chaque tube de 15 ml, puis on transfere le contenu
de chaque tube de 50 ml dans le tube correspondant de 15 ml, on les mélange virilement
durant au moins 1 min afin que le mélange entre la solution d’ADN et de protéines et la
solution sursaturée en NaCl devienne homogéne (aspect laiteux). Une centrifugation a 4°C
durant 20 min a 3800 rpm permet la précipitation des protéines au fond du tube. On enleve
I’éventuelle couche de protéines formée a la surface a I’aide d’une pipette pasteur et on
transfére le surnageant dans le second tube de 15 ml contenant déja 2 ml de NaCl 6M. On
mélange delicatement sans faire mousser les tubes durant au moins 1 min. Une deuxieme
centrifugation a 3800 rpm pendant 20 min a 4°C permet I’élimination totale des protéines au
fond du tube, alors que I’ADN est a I’état soluble dans la phase aqueuse.

I1.1.2.4. Précipitation de ’ADN a I’alcool

On verse le surnageant limpide dans le tube de 50ml et y ajouter 9ml d’isopropanol.
Celui-ci va faire précipiter I’ADN. On mélange délicatement les tubes, ’ADN va apparaitre
rapidement sous forme d’une masse de fibres visibles appelées la méduse, on la récupere a
I’aide d’une pipette pasteur et la transfere dans un tube de 14 ml (tube a méduses). Un ringage
de trois fois de la méduse a 1’aide d’éthanol 70% (-20°C), permet d’enlever tous les résidus
d’isopropanol de ’ADN qui pourraient nuire aux PCR et permet également de sécher la
méduse.

11.1.2.5. Mise en solution de ’ADN

Une fois la méduse séchée, on la réhydrate selon sa taille a 1’aide de TE™ (entre 100 et
700ul) et on place les tubes sur les rouleaux melangeurs pendant toute la nuit pour
homogénéiser I’ADN.
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11.1.2.6. Estimation de la concentration et le degré de pureté de I'ADN

L’ADN étant la matiére premiére de notre étude, sa qualité est essentielle et
conditionne la réussite de nos analyses. Avant de procéder a 1’étape suivante, la qualité et la
quantité d’ADN sont méthodiquement évaluées.

Pour les réactions d’amplification par la technique PCR, il est nécessaire de connaitre
la concentration en acides nucléiques des échantillons utilisés ainsi que leur pureté. En réalité,
une concentration trop haute d’ADN peut empécher la réaction d’amplification. Pour un
¢chantillon, 1ul d’ADN dosé a 250 ng/ul suffit.

La concentration et la pureté des échantillons en ADN ont été déterminées grace a
I’utilisation d’un spectrophotomeétre (NanoDrop2000). Le spectrophotométre NanoDrop2000
permet de réaliser des spectres d’absorbance en utilisant des petits volumes d'échantillons
sans cuvettes ni capillaires.

La technique de spectrophotométrie est utilisée pour une quantification exacte de
I'ADN. Ainsi, la concentration en ADN est évaluée par mesure de la DO au
spectrophotometre a la longueur d'onde de 260 nm, notant que I'ADN a un spectre
d'absorption en UV maximum & 260 nm. Ce spectre d'absorption est proportionnel a la
concentration de I'ADN (une unité de densité optique (DO) a 260 nm correspond a 50ug/mi
d'’ADN double brin).

L'estimation de la concentration de I'ADN est déterminée selon la formule suivante :
ADN = DO 260nm x d x 50 d étant le facteur de dilution

La mesure de la DO a 280 nm sert a détecter les éventuels contaminants. La pureté de
I'échantillon est testée par le rapport entre la DO a 260 nm et la DO a 280 nm et cela pour
détecter toute contamination protéique. Ainsi les protéines absorbent a 280 tandis que I'ADN
absorbe a 260nm. Une préparation d'ADN est dite pure si elle présente un rapport de DO
260/DO 280 de 1.8.

Les concentrations des différents prélévements d’ADN ont ensuite été ajustées par
dilution. Pour un stockage a court terme, I’ADN est conservé a 4°C, tandis que pour un
stockage a long terme, I’ADN sera conservé a — 20°C.

Si la pureté et la concentration d’ADN sont satisfaisantes, on réalise I’amplification
par PCR.

11.2. Technique de PCR
11.2.1. Principe

L'amplification en chaine par polymérase ou polymerase chain reaction (PCR) est une
méthode d'amplification génique in vitro, qui permet de dupliquer en grand nombre (avec un
facteur de multiplication de I'ordre du milliard), une séquence d'ADN connue, a partir d'une
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faible quantité (de l'ordre de quelques picogrammes) d’acide nucléique (Saiki et al, 1985 ;
Mullis and Faloona, 1987).

La réaction PCR, réalisée automatiquement par un automate « thermocycleur »,
comprend des cycles successifs comportant chacun trois phases : une dénaturation d’ADN,
une hybridation des amorces et une élongation des brins a partir des amorces.

Pour amplifier une séquence cible d’ADN, deux amorces; courtes séquences
spécifiques de nucléotides, délimitent cette séquence. Chacune s’hybride sur I’ADN
délimitant ainsi la séquence a amplifier, I’amorce F (forward: sens) en amont sur le brin sens
et I’amorce R (reverse: anti-sens) en aval sur le brin anti-sens, chacune servant de point de
départ a la synthése d’un nouveau brin complémentaire.

La synthese de ce nouveau brin est rendue possible par 1’action d’une enzyme ADN
polymérase thermorésistante, appelée Taq polymérase (Saiki et al, 1988), ainsi que par la
présence de désoxyribonucléotides (ANTP), d’un tampon spécifique a I’enzyme et de MgCI2
(Saiki, 1989). Certaines molécules, telles que la BSA (Bovine Serum Albumin; Albumine de
sérum bovin), la spermine ou le DMSO (Dimethyl sulfoxide), peuvent étre ajoutées a la PCR
afin de favoriser la spécificité et la synthése des amplicons.

Une PCR est composée d’un cycle de trois €tapes successives qui se répetent un
certain nombre de fois, permettant ainsi la réplication de la sequence déterminée. A la fin de
chaque cycle, le produit d’amplification obtenu sert de matrice pour le cycle suivant. Ce qui
explique que I’amplification soit exponentielle.

Avant de démarrer les cycles de PCR, une étape de chauffage (habituellement 10 min
a 95 °C) est effectuée. Cette étape conduit a déshybrider les ADN double brin, de détruire les
structures secondaires, d’homogénéiser le milieu de réaction par agitation thermique et
d’activer les polymérases de type « Hot start » qui réduisent I’amplification non spécifique.
Une deuxieme dénaturation (généralement 30 sec a 95 °C) conduit a déshybrider les ADN, de
« décrocher » les polymérases qui seraient encore associées a une matrice et d’homogénéiser
le milieu de réaction.

En général une température de 50-65 °C pendant 30 sec permet aux amorces sens et
anti-sens de s’hybrider aux ADN matrice par une température qui leur est
thermodynamiquement appropriée. Une température de 72 °C permet aux polymerases de
synthétiser le brin complémentaire de leur ADN matrice. Cette température et pendant 7 min
conduit a polymeérisation finale. Une fois un cycle terminé, un nouvel amplicon similaire a la
séquence cible originale est obtenu. Le cycle qui succéde peut alors commencer avec deux
fois plus de matrice, ce qui confére son pouvoir d’amplification exponentielle a la PCR. En
effet, la séquence cible est doublée a chaque cycle. En théorie cette amplification est sans
limites mais, en pratique, on constate ’apparition d’un plateau au bout de 25 a 30 cycles.
Cela est di @ un épuisement des constituants du mélange réactionnel ainsi qu’a une
compétition entre les amplicons et les amorces en nombre limitées.
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11.2.2. Choix des amorces

Une série de dix couples d’amorces ont été¢ utilisées dont 2 pour 1’exon 8 afin
d’amplifier les 8 exons, le promoteur et le poly A du géne F9 (Tableau 6). L'exon 8 était
divisé en 2 fragments (Exon 8p et exon 8d) a cause de sa longueur.

La conception des amorces se fait par des méthodes bioinformatiques en utilisant
UCSC Genome Browser (https://genome.ucsc.edu/), en basant sur des caractéristiques bien
déterminées telles que la longueur de I’amorce et le pourcentage de GC. La température de
fusion des amorces Tm (Température melting) est calculée selon la formule suivante :

Tm (°C) =2 (A+T) + 4 (G + C).

Tableau 6. Amorces utilisées pour 1’amplification des exons, du promoteur et du poly A du

géne F9.
Région fonctionnelle Sequence de I’amorce Nom Taille du produit (pb)
Promoter 5‘-CAAGCTACAGGCTGGAGACA-3¢ HEMBp-M13 410
5¢-TCTCCCTCAATGGGTCTTTG-3¢
Exon 1 5¢-TTCAGACTCAAATCAGCCACA-3¢ HEMBex1-M13 354
5‘-AAAAGGCAAGCATACTCAATGT-3°
Exons 2-3 5¢-CAAAGACTTTCTTAAGAGATGT-3¢ HEMBex2-3M13 557
5°-GACAAAGTTTAATATATTATCTAT-3¢
Exon 4 5-ATCCCAATGAGTATCTACAGG-3¢ HEMBex4-M13 275
5‘-CACCAATATTGCATTTTCCAG-3¢
Exon 5 5-ATACATGAGTCAGTAGTTCCA-3° HEMBex5-M13 309
5‘-AGGAAGCAGATTCAAGTAGG-3¢
Exon 6 5-TCTCAGAAGTGACAAGGATG-3° HEMBex6-M13 407
5°-ACATCCCAATAGGTCTGTCT-3°
Exon 7 5-CTATTCCTGTAACCAGCACA-3¢ HEMBex7-M13 318
5°-CTTCTGCCTTTAGCCCAATT-3¢
Exon 8p 5¢-TTGCCAATTAGGTCAGTGGTC-3¢ HEMBex8p-M13 400
5°-ATGTGGCTCGGTCAACAAGT-3¢
Exon 8d 5¢-TTTGCATTGCTGACAAGGAA-3¢ HEMBex8d-M13 436
5°-GCCCTGTTAATTTTCAATTCCA-3*
Poly A 5‘-ACTAGCATACCCCGAAGTG-3¢ HEMBpA-M13 265
5°-CGCCGCCGCGACTGATTCACAT-3¢

pb : paire de bases
11.2.3. Protocole expérimental

Le risque le plus redouté lors de la PCR est la contamination qui est probablement de
trois types :

» La contamination inter-échantillons pré-PCR, qui se définie par la contamination d’un
échantillon intact par un échantillon positif avant la PCR (par exemple lors du
prélevement, lors de I’extraction...).

» La contamination des réactifs ou de 1’échantillon avec de I’ADN amplifié¢ est possible
a partir d’une amplification précédente.
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» La contamination inter-échantillons post-PCR, lors de la détection des produits
amplifiés.

C’est pourquoi, la PCR exige une séparation physique (dans trois salles différentes)
entre la préparation du milieu PCR (salle prée-PCR), le bench ADN pour introduire I’ADN
dans le milicu PCR (paysager de I’ADN) et la détection aprés amplification (salle post-PCR).

En local pré-PCR, avant de commencer, il faut noter que la préparation des mix
réactionnels, la mise en plaque et 1’ajout de I’ADN s’effectuent toujours sur glace. Ceci pour
deux raisons :

e Les enzymes polymérases sont thermosensibles et doivent étre conservées a -20°C ou
dans la glace pour éviter une diminution de leur activité, pour cette raison on sort tous
les constituants necessaires a la PCR des congélateurs a -20°C, sauf I’enzyme qui peut
étre sortie a la derniére minute.

e Cela permet d’éviter le démarrage d’une réaction PCR aspécifique entre I’ADN et les
amorces a température ambiante.

Exons: 1 a 8 (sauf exons 2-3)

Exon 8 divisé en 8a et 8b

Vol/Tube Mix

Eau 19,05ul 781,05 pl
Tampon faststart + MgCI2 (ROCHE) 2,5u 102,5ul
DNTP (10mM) (ROCHE) 0,25ul 10,25pl
Primer F (10uM) Tul 41l
Primer R (10uM) Tul 41l
Enz faststart (ROCHE) 0,2ul 8,2ul
ADN 1ul
Total 25ul
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Exons : 2-3
Vol/Tube Mix (n+2)
Eau 17,55 719,55ul
Tampon faststart + MgCI2 2,5 102,5ul
DNTP (10mM) 0,25 10,25ul
Primer F (10uM) 1 41pl
Primer R (10puM) 1 41pl
Spermidine 1 12ul
BSA 0,5 20,5ul
Enz faststart 0,2 8,2ul
ADN 1
Total 25

Mix=vol/tube X (n+2)

On prépare le mélange réactionnel en multipliant le tableau « mix » par le nombre
d’échantillons en y ajoutant un contréle négatif (blanc) et un échantillon supplémentaire pour
tenir compte de la dérive des micropipettes (39+2=41). Aprés I’homogénéisation du mélange
réactionnel au vortex 2 a 5 sec et la centrifugation du mélange réactionnel 2 a 5 sec avec la
microcentrifugeuse, on répartit le mélange réactionnel dans les puits en fonction du nombre
d’échantillons.

Sur le bench ADN, on ajoute 1ul d’ADN dans chaque puits de la plaque, en
remplagant ’ADN par de 1’eau dans les puits « controle négatif » (volume final par puits :
25ul), les puits de la plaque sont fermés avec les barrettes en plastique de 8 bouchons.

En local post-PCR, on centrifuge la plague a 2500 rpm pendant 30 sec et on la place
dans le thermocycleur (Biometra TProfessional), un contact est établi entre le couvercle et la
plaque pour éviter la condensation du mix dans les bouchons ainsi que son évaporation et les
réactions en chaine sont programmeées durant 30 cycles a 94°C pendant dix min, a 94°C
pendant trente sec, a 60°C pendant 30 sec, a 72°C pendant une mn et enfin a 72°C pendant
sept min. Pour la température de 60°C de I’hybridation est remplacée par 65°C pour les exons
2 et 3 et ce, pour éliminer I’aspécificité de la réaction. Au total, la réaction d’amplification
dure environ 6 heures (Tableau 7 et 8). Les produits PCR peuvent se conserver au frigo a 4°c
jusqu’a ce que les résultats soient validés.
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Tableau 7. Programme d’amplification de la PCR des exons 1 a 8 (sauf exons 2-3).

Exons : 1 a 8 (sauf exons 2-3)

Etapes TC | Temps | Cycles
Dénaturation initiale | 94°C | 10 min | 30x
Dénaturation 94°C | 30 sec
Hybridation 60 'C | 30sec | 30x
Elongation 72°C | 1 min
Polymérisation finale | 72°C | 7 min 1X
Pause 4°C

Tableau 8. Programme d’amplification de la PCR des exons 2-3.

Exons : 2-3
Etapes TC | Temps | Cycles
Dénaturation initiale | 94C | 10 min | 30x
Dénaturation 94°C | 30 sec
Hybridation 65 C |30sec | 30x
Elongation 72°C | 1 min
Polymérisation finale | 72°C | 7 min 1X
Pause 4°C

Pour déterminer si D’amplification a répondu aux criteres attendus (spécificité,
rendement et absence de contamination), une électrophorése sur gel d’acrylamide et une
¢lectrophorese sur gel d’agarose sont réalisées.

11.3. Electrophorése
11.3.1. Principe

L'électrophorese est une technique basée sur la separation des acides nucléiques
chargés négativement sous l'effet d'un champ électrique, dont les molécules traversent une
couche de gel sous I’impulsion d’un courant électrique. Permettant ainsi de séparer les
molécules d’ADN amplifiées en fonction de leur taille dans un champ ¢électrique homogene.

Une fois soumise a un courant électrique, la molécule d’ADN chargée négativement
migre vers le pdle positif (anode) plus ou moins vite en fonction de sa taille. Plus les
fragments sont petits, plus ils s’avancent rapidement dans le gel.

11.3.2. Electrophorese en gel de polyacrylamide

Un gel de polyacrylamide est une matrice de séparation utilisée en électrophorese. Il
est compose d'acrylamide qui est I'unité de base et de I'agent réticulant dont le plus utilisé est
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le bisacrylamide (N, N’-méthyléne bisacrylamide) qui est I'agent pontant (qui forme des ponts
entre les chaines). Selon des différentes proportions de ces deux substances on obtient des
mailles de différentes tailles (tamis moléculaire) et par conséquent différentes densités de gel.
La réaction de polymérisation se fait par l'ajout de deux substances réactives : le "
Tétraméthyléthylenediamine (TEMED)" et "lI'ammonium persulfate (APS)" qui, en réagissant
avec la lumiére, deviennent des anions hyper réactifs ce qui enclenchent la polymérisation.

I1.3.2.1. Préparation d’un gel de polyacrylamide

Le choix de la concentration du gel de polyacrylamide se fait selon de la taille
moyenne des fragments a séparer (Tableau 9).

Tableau 9. Concentration du support de 1’électrophorése en fonction de la taille des
fragments a séparer (Sambrook et al, 1989).

% en polyacrylamide | Taille des fragments d’ADN a séparer (pb)
35 1000 — 2000
5 80 —500
8 60 — 400
12 40 -200
15 25-150
20 6-100

Pour préparer notre gel qui est de 8, on prépare les plaques en verre dans leur support
pour le coulage du gel. Pour la préparation de 2 gels, on ajoute dans un erlenmeyer de 100mi :

Vol pour 2 gels Vol pour 7 gels

Eau stérile pour injection 6,8 ml 23,8 mi
TBE 10x 1mil 3.5ml
Acrylamide Bis 29:1 2 mi 7ml
APS 10% 100ul 350 pl
TEMED 10ul 35 ul

Cette technique a été réalisée pour 10 patients parmi 39, ce qui nécessite la préparation
de 7 gels. On coule le gel entre les deux plaques de verre a I’aide d’une pipette pasteur en
plastique puis on place le peigne adéquat pour former les puits et on laisse le gel polymeriser
15 mn environ. On introduit le gel dans une cellule électrophorétique contenant du tampon
TBE 1X (SIGMA), en veillant a ce que le compartiment central soit bien rempli a ras-bord de
tampon, et que 1’¢lectrode inférieure soit compleétement immergée et on retire le peigne.

On mélange sur un morceau de Parafilm 3 ul de bleu de bromophénol et 2ul d’un
marqueur de poids moléculaire adapté a la taille des produits d’amplification qui doivent étre
visualisés. On mélange 3 pl de bleu de bromophénol a 5 pl de chaque amplicon a vérifier
permettant de visualiser la migration et on spotte délicatement I’ensemble de ces gouttelettes
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dans les puits du gel, en veillant a ce qu’il n’y ait pas de passage (=contamination) d’un puits
a ’autre. On place le couvercle adéquat sur la cuve et on branche les ¢lectrodes a une source
de courant en faisant trés attention de ne pas inverser les électrodes. Pour faire migrer le gel
on applique une tension de 250Volts pendant environ 30min des que le bleu de bromphénol
est sorti du gel.

11.3.2.2. Révélation

La technique de révélation la plus réalisée est la révélation en utilisant le bromure
d'éthidium (BET). Le BET est un intercalant dont le plus utilisé comme marqueur d'acide
nucléique dans les laboratoires de biologie moléculaire. Comme il est exposé a des
rayonnements ultraviolets, il devient fluorescent dont la couleur est rouge-orangée, 20 fois
plus intense car il est lié & I'ADN. Cette action serait due a l'augmentation de I'hydrophobie
de l'environnement, plutét qu'a une rigidification du cycle benzénique, celui-ci n'étant pas
situé entre les paires de bases.

Ainsi, on libere le gel de son montage, on enléve une des deux plaques en verre et on
le plonge dans une solution contenant du TBE1x et du BET pendant quelques min.

Apres la migration électrophorétique, le gel est éclairé sous ultraviolet afin d'observer
les bandes d'ADN rendues fluorescentes grace au BET. L'estimation de la taille des fragments
est rendue possible grace a la comparaison avec I'échelle de taille moléculaire (DNA-ladder
de taille 100pb) qui a migré en parallele des amplicons.

Le gel est déposé sur une plaque UV et est photographié avec un appareil photo
numérique. Bien que la couleur de I'ADN fluorescent soit rouge-orangée, les photographies
sont publiées en noir et blanc (Figure 13).
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Figure 13. Electrophorése en gel de polyacrylamide de tous les exons du F9 de 10 patients
atteints d’HB.

I1.3.3. Electrophorése en gel d’agarose

L’agarose, un colloide naturel retiré d’une algue, est un polysaccharide linéaire (masse
moléculaire moyenne : ~12 000 Da) constitué de I'unité de répétition fondamentale
agarobiose, elle-méme constituée alternativement d’unités de galactose et de 3,6-
anhydrogalactose.

Le choix de la concentration du gel d’électrophorése en agarose est fonction de la
taille des fragments de I’ADN a analyser (Tableau 10).
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Tableau 10. Concentrations de gel d’agarose recommandées en fonction de la taille des
molécules d’ADN (Somma and Querci, 2005).

% d’agarose Eventail de tailles d’ADN (pb)
0,75 10 000 — 15 000
1,0 500 — 10 000
1,25 300 -5000
1,5 200 -4 000
2,0 100 -2 500
2,5 50 -1 000

11.3.3.1. Préparation d’un gel d’agarose

Pour préparer du gel d’agarose a 1,5%, on dissout 110g d’agarose dans 75ml de
tampon TBE concentré 0,5x. Le mélange est porté¢ a ébullition de 1’agarose et 1’obtention
d’une solution liquide transparente. On coule le liquide sur une cuve horizontale munie d’un
peigne dont les empreintes formeront des puits au sein du gel.

11.3.3.2. Dépot d’ADN et révélation

Apres refroidissement du liquide a température ambiante jusqu’a formation d’un gel
rigide, un mélange contenant Sul d’ADN de chaque exon amplifié et 1ul du CSL-RUNSAFE
est placé dans chaque puits. La migration se fait pendant 45 min a 90 volts en présence d’un
marqueur de poids moléculaire.

La révélation se fait en placant le gel sur une plaque émettrice de lumiére ultraviolette,
I’ADN est visualisé sous forme de bandes fluorescentes grace au CSL-RUNSAFE. La taille
des bandes est estimée par comparaison avec le marqueur de poids moléculaire de 100pb. Une
photo du gel est prise par un appareil photo (Figure 14).

MT Promotewr  £X1 DQe3 DU &5

Figure 14. Electrophorése en gel d’agarose du promoteur, huit exons et poly A du geéne F9.
EX: exon, MT: marqueur de taille.
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11.3.4. Analyse du gel
Une PCR peut étre validée uniquement si elle répond aux critéres suivants :

> Les puits correspondants aux blancs ne doivent présenter aucune bande supérieure a
50 bp, signe d’une contamination. Des bandes entre 20 et 40 pb peuvent apparaitre en
raison d’un appariement des amorces (= dimeéres de primers).

» Les puits correspondants aux amplicons doivent présenter une bande nette. L’absence
de bande signifie que la PCR n’a pas fonctionné et doit étre recommencée. Une PCR
peut également ne pas avoir fonctionné en raison d’une délétion d’un ou plusieurs
exons.

> Si un amplicon présente deux bandes ou plus, bien distinctes, cela peut étre du a la
présence d’une mutation avec insertion et/ou délétion. Cela sera confirmé lors du
séquencage.

» Siun amplicon présente de nombreuses bandes de tailles diverses, c’est le signe d’une
aspécificité. La PCR doit étre remise au point.

Pour déterminer I'ordre d'enchainement des nucléotides pour les huits exons du F9 de
nos patients, la réaction de séquence est réalisée. En absence de mutations, le promoteur et la
région poly A ont été par la suite séquenceés.

11.4. Réaction de séquence : Méthode Sanger
11.4.1. Principe

La réaction de Sanger repose sur le principe d’une réaction de type PCR. Le milieu
réactionnel comprend le produit PCR & séquencer (purifié ou non), une enzyme ADN
polymérase, du tampon spécifique, des amorces spécifiques, des déoxynucléotides (ANTP) et
des didéoxynucléotides (ddNTP). Ces derniers vont jouer un rdle d’interrupteur de la chaine.
Cette amplification se fait en utilisant les mémes amorces de la PCR.

En effet, ’ADN polymérase permet 1’incorporation de dNTP libres présents dans le
milieu par formation d’un pont phosphodiester entre le 3’OH de la chaine et le 5’ phosphate
du dNTP suivant. Les ddNTP ont exactement la méme structure que les ANTP, a 1’exception
de leur extrémité 3°; 3’OH pour les dANTP, 3’H pour les ddNTP. Cette modification
structurelle empéche la formation de la liaison phosphodiester entre le ddNTP incorporé dans
la chaine et le nucléotide suivant. L’élongation de la chaine est alors interrompue. Au sein du
mélange réactionnel, il y a une compétition entre les dNTP et les ddNTP. Le rapport
spécifique ddNTP/ANTP et I’affinité de la Taq pour chaque nucléotide sont optimisés de telle
fagon qu’un dANTP soit statistiquement incorporé a toutes les positions possibles.

Chaque ddNTP (ddATP, ddCTP, ddGTP, ddTTP) est marqué par un fluorochrome
différent dont le spectre est caractéristique. Une étude spectrale lors d’une électrophorese
capillaire va différencier les différents fluorochromes, lier les bases correspondantes, et par
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conséquent définir la séquence nucléotidique du brin d’ADN initial. La technologie Big Dye
Terminator v3.1 (BDT) (Applied Biosystems) utilisée dans notre recherche repose sur un
systéme de transfert d’énergie par résonance (FRET) entre deux fluorochromes liés sur le
méme ddNTP et fixés par un linker. Le premier est une fluorescéine appelée « fluorochrome
donneur » et commun aux quatre ddNTP. Le deuxiéme est une dichlororhodamine
(dRhodamine) qui a pour role de « fluorochrome accepteur »; celui-ci est différent pour
chaque type de ddNTP. Le « fluorochrome donneur » est stimulé par un rayon laser a I’argon
qui émet a 488 nm et 514,5 nm. Son énergie de fluorescence émise (515-520 nm) est captee
intégralement par le « fluorochrome accepteur » qui est excité a son tour. Le spectre de
fluorescence reémis par le « fluorochrome accepteur » sera ainsi spécifique de chaque type de
ddNTP. L’intérét de cette technologie réside dans le transfert du signal de la fluorescéine vers
la dRhodamine qui permet une amplification du signal, et donc, une augmentation de la
sensibilité de la technique. La fluorescence émise par chaque ddNTP est collectée par une
caméra CCD et restituee sous forme de chromatogrammes.

11.4.2. Protocole expérimental

En pré-PCR, on prépare le mix suivant en multipliant le tableau suivant par le nombre
d’échantillons en n’oubliant pas d’ajouter le volume mort.

Exons:1a8

Vol/Tube Mix M13

Eau 5,75 ul 1799,75 nl
BDT3.1 (Mix ddNTP) 0,5 ul 156,5 pl
Tampon BDT3.1 1,75 ul 547,75 pul
Primer M13F ou M13R 0,5 ul 156,5 ul
Total 8,5 ul

Template (produit PCR) 1,5 ul

On distribue 8.5ul de ce mélange dans la plaque et on place celle-ci sur glace.

En post-PCR, 1.5 pl de template sont ajoutés au mix de séquencage. On ferme la
plaque a ’aide des barrettes de 8 bouchons, puis on la centrifuge 1égeérement et 1’incube dans
un thermocycler programmé durant 25 cycles a 96°C pendant une mn, a 96°C pendant dix
sec, a 50°C pendant cing sec et enfin a 60°C pendant deux min.

L’¢étape de réaction de séquence est effectuée une fois avec 1’amorce universelle sens
et une autre fois avec la reverse.

Apres la réaction de séquence, il est nécessaire de se débarrasser des ddNTP libres non
incorporés encore presents dans le mix réactionnel car ils pourraient parasiter les signaux de
fluorescence spécifiques.
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I1.5. Purification de la réaction de séquence
11.5.1. Principe

Il existe plusieurs techniques afin de purifier la réaction de séquence. Nous, on a
utilisé la colonne de Sephadex G50 (Sigma-Aldrich). I s’agit d’une chromatographie
d’exclusion qui conduit au piégeage de particules de bas poids moléculaire sur la colonne de
Sephadex G50 formée de billes perforées dont les trous ont un diamétre précis (20 a 50 pum).
Les petites particules de diametre plus bas a ceux-ci entrent et sont piégées. Inversement, les
grosses particules vont franchir autour et étre éluées tres vite. Il en résulte un mix réactionnel
exempt de ddNTP et des sels éventuellement encore existant, et prét & migrer par
électrophorese capillaire.

11.5.2. Protocole expérimental

En post-PCR, a I’aide de la plaque multiscreen loader, on mesure la quantité de poudre
Sephadex G50. Apres le transfert de celle-ci dans la plaque multiscreen filter, on ’hydrate en
ajoutant 300 ul d’eau dans chaque puits ou se trouve le Sephadex durant au moins 30mn.
Aprés une centrifugation a 2500 rpm pendant 5min, la plague contenant le Sephadex hydraté
est posée sur une plaque vide pour séquenceur afin d’éliminer I’exces d’eau. A I’aide d’une
pipette multicanaux, on ajoute aux amplicons 20 pl d’eau stérile et on transfere tout le
contenu de chaque puits sur les colonnes de Sephadex. Apres une centrifugation a 1500 rpm
pendant 5min, on pose un septum sur la plaque, elle est préte a étre mise dans le séquenceur.
Si on ne passe pas tout de suite la plague au séquenceur, elle peut étre conservée une semaine
a -20°C dans un papier aluminium.

11.6. Electrophorése capillaire

Les différents échantillons préparés ont été chargés sur les séquenceurs ABI 3100 et
3500 XLDX (Applied Biosystem) pour réaliser 1’électrophorese capillaire. Les fragments
d’ADN injectés vont migrer le long du capillaire contenant le POP-7 (Applied Biosystem) a
une vitesse qui dépendra de leurs tailles.

11.7. Analyse des séquences

La lecture et la comparaison des séquences analysées, aux séquences consensus, sont
réalisées en utilisant le logiciel informatique BioEdit. Une fois les résultats de séquencage
obtenus, une analyse des variations génomiques trouvées et une recherche bibliographique
dans les différentes bases de données sont réalisées afin de distinguer les mutations rapportées
de celles qui sont nouvellement identifiées. Les résultats ont été examinés en utilisant
Ensembl genome browser (https://www.ensembl.org/index.html).
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11.8. Nomenclature des variations de séquence

Une mutation peut étre décrite par référence a I’ADNc (ADN codant) ou a la protéine
codée par cet ADN. La description commence par le préfixe c. ou p. respectivement selon le
référentiel utilisé. Pour ’ADNc, le symbole > signifie substitué en. Au niveau protéique, nous
avons utilisé les codes des aa de trois lettres (Annexe 3). Un codon stop est symbolisé par *.

La nomenclature des mutations est attribuée en se référant aux directives de la société
des variations génomiques humaine (Human Genome Variation Society «HGVS»,
http://www.hgvs.org). La numérotation des nucléotides est basée sur 1’utilisation de 1’adénine
(A) du codon d’intiation ATG comme référence +1. Le nucléotide 5 ‘du codon d'initiation de
traduction ATG est -1.

I11. Etude in silico des effets délétéres des nouvelles mutations

Les variations de bases au niveau des génes sont, le plus souvent, responsables de
troubles des protéines concernées menant a 1’apparition de plusieurs maladies. La
conséquence de toute mutation dépend de son effet fonctionnel et structurel. Plusieurs
logiciels ont été développés jusqu'a présent pour prédire les différents effets délétéres des
mutations.

Dans notre étude, la prédiction des effets déléteres de la nouvelle duplication
c.657 660dupATCA n’a pas ¢été réalisée. Le décalage de cadre de lecture de cette mutation
conduit a un codon stop engendrant un polypeptide tronqué. Donc, sans réaliser une étude in
silico pour cette mutation, il est évident qu’elle a un effet délétére sur la protéine.

Dans cette partie de la these on a analysé les effets déléteres de la nouvelle mutation
faux-sens (c.1184T>C) sur la protéine en utilisant des logiciels bioinformatiques qui prédisent
I’impact de cette mutation sur la structure et la fonction.

Pour éliminer l'inexactitude des résultats de la prédiction des effets déléteres de la
mutation, on a utilisé cing logiciels pour la structure, quatre pour la fonction et un pour la
structure et la fonction.

I11.1. Prédiction des effets de la nouvelle mutation ¢.1184T>C sur la fonction de la
protéine FIX

Pour preédire les effets déléteres de la mutation sur la fonction du FIX, quatre outils ont
éte utilises : PON-P2, PolyPhen-2, Align GVGD et PROVEAN.

PON-P2 (http://structure.omc.lu.se/PON-P2/) prédit la pathogénicité (nocivité) des
substitutions d'aa. Il s'agit d'une approche qui utilise les caractéristiques des acides amines, les
annotations de lI'ontologie génétique, la conservation évolutive et, si possible, les annotations
des sites fonctionnels. PON-P2 estime la fiabilité des prédictions et classe les mutations en
pathogenes, neutres et inconnus (Riera et al, 2016).
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Polymorphism Phenotyping-2 (PolyPhen-2) (http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/)
prédit I'impact possible des substitutions d'aa sur la fonction des protéines en se basant sur
trois types d’informations issues des banques de données et de calcul (Sunyaev et al, 2000):
des informations pour les substitutions connues a une position donnée, contenant les
annotations de séquences, 1’alignement multiple et des informations structurales provenant de
banque de données de structure. Les substitutions sont classées en 4 niveaux : erreur,
bénignes, potentiellement délétéres et probablement délétéres.

Align Grantham Variation Grantham Deviation (Align GVGD) (http://agvgd.iarc.fr/)
est un logiciel qui combine I’alignement multiple de séquence protéique ainsi que les
caractéristiques biophysiques des aa afin de prédire I’effet d’une substitution sur la fonction
protéique (Tavtigian et al, 2008). Ce logiciel consiste a mesurer les deux scores prédictifs :
Grantham Variation (GV) et Grantham Deviation (GD). La variation biochimique a chaque
position d’alignement entre différentes especes est convertie en un score appelé GV. Alors
que la différence de propriétés physicochimiques entre I’aa sauvage et muté est représentée
par un indice de différence appelé GD. Les résultats sont établis a partir de ces deux scores et
sont classés en sept classes : C0O, C15, C25, C35, C45, C55, C65. Les classes (CO a C25)
désignent que la substitution n’affecte pas la fonction, elle est dite « less likely to affect the
function ». Cependant que les classes (C45 a C65) indiquent que la mutation affecte la
fonction, elle est dite « more likely to affect the function ».

PROVEAN (Protein Variation Effect Analyzer) (http://provean.jcvi.org/index.php)
est un logiciel qui prédit si une substitution d'aa a un impact sur la fonction biologique d'une
protéine. Cet outil supporte trois fonctions:

» PROVEAN Protein pour tous les organismes,

» PROVEAN Protein Batch (humain et souris) et

» PROVEAN Genome Variants (humain et souris).
Les variants avec un score < -2,5 sont considérés comme «déléteres» par contre les variants
avec un score > -2,5 sont considérées comme «neutres» (Choi and Chan, 2015).

I11.2. Prédiction des effets de la nouvelle mutation ¢.1184T>C sur la stabilité¢ de la
protéine FIX

Les effets délétéres de la nouvelle mutation exonique identifiée (c.1184T>C) sur la
stabilité de la protéine FIX ont été prédits en utilisant cing logiciels bioinformatiques I-Mutant
2.0, ProSMS, INPS, MUpro et iStable.

I-Mutant 2.0 (http://folding.biofold.org/cgi-bin/i-mutant2.0.cgi) est un outil basé sur
une approche de type Support Vector Machine (SVM) qui évalue la différence d’énergie libre
(DDG) entre la protéine sauvage et mutée (Capriotti et al, 2005), pour la prédiction
automatique des effets des mutations ponctuelles sur les changements de stabilité des
protéines. Les prédictions du logiciel sont effectuees a partir de la structure de la protéine ou a
partir de la séquence protéique. Une valeur positive (DDG>0) signifie une augmentation de la
stabilit¢ des protéines, alors qu’une valeur négative (DDG<O0) propose une mutation
déstabilisante.
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ProSMS (http://babel.ucmp.umu.se/prosms/) est un serveur pour la préediction des
changements de stabilité des protéines dus a des mutations d’un seul aa. La prédiction par
ProSMS peut étre réalisée de deux fagons: en utilisant la séquence protéique seule et en
utilisant I'information sur la structure protéique lorsque la structure protéique est connue. Pour
la classification, considérant la tolérance des protéines vis-a-vis des mutations et des erreurs
expérimentales, le serveur ProSMS dépasse la classification binaire traditionnelle des
changements de stabilité comme déstabilisant (DDG < 0) et stabilisant (DDG > 0), et introduit
une troisieme classe, mutations neutres (-1 kcal/mol < DDG < 1 kcal/mol) pour améliorer
I'utilisabilité du logiciel (Huang et al, 2007). Par conséquent, le serveur ProSMS est base sur
une classification en trois étapes:

» Mutations déstabilisantes (DDG < 1,0 kcal/mol).

» Mutations neutres (-1,0 kcal/mol < DDG < 1,0 kcal/mol).

» Mutations stabilisantes (DDG > 1,0 kcal/mol).
De plus, le serveur ProSMS peut également étre utilisé pour prédire directement les valeurs
des changements d'énergie libres.

INPS (Impact of Non-synonymous mutations on Protein
Stability) (https://inpsmd.biocomp.unibo.it/inpsSuite/default/index2) est un outil approprié
pour calculer I'effet des mutations non-synonymes sur la stabilité de la protéine lorsque la
structure de la protéine n'est pas disponible. En utilisant le signe DDG, les prédictions INPS
peuvent étre interprétées pour identifier les variations stabilisantes et déstabilisantes (Fariselli
et al, 2015).

MUpro (http://mupro.proteomics.ics.uci.edu/) est un outil basé sur une approche de
type SVM et sur un réseau neuronal pour prédire les changements de stabilité des protéines
pour des mutations d'un seul acide aa en utilisant a la fois des informations sur la séquence et
sur la structure. Un score proche de O signifie une stabilité inchangée, un score prés de -1
signifie une stabilité diminuée. Score prés de +1 signifie une stabilité accrue (Cheng et al,
2006).

iStable (http://predictor.nchu.edu.tw/iStable/about.php) est un prédicteur intégré qui
utilise une approche de type SVM pour prédire les changements de stabilité des protéines a
cause des mutations d’un seul d'aa. L'intégration de prédicteurs permet de combiner les
résultats de différents prédicteurs et d'utiliser la puissance des meta-prédictions pour obtenir
de meilleurs résultats qu'une seule méthode. Le score est entre 0 et 1, plus le score est grand,
plus la prédiction est siire (Chen et al, 2013).

111.3. Prédiction des effets de la nouvelle mutation ¢.1184T>C sur la structure et la
fonction de la protéine FIX

Pour prédire les effets déléteres de la mutation ¢.1184T>C, un logiciel qui analyse
I’impact des mutations ponctuelles sur la structure et la fonction a été utilisé.
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Project HOPE (Have yOur Protein Explained) (http://www.cmbi.ru.nl/hope/) est un
serveur Web facile a utiliser qui analyse les effets structurels et fonctionnels d'une mutation
ponctuelle dans une séquence protéique. Aprés I’entrée de la séquence protéique et la
mutation, HOPE va recueillir et combiner les informations disponibles & partir d'une série de
services Web et de bases de données et produira un rapport, avec des résultats, des chiffres et
des animations (Hanka et al, 2010). En utilisant le logiciel Project HOPE, les informations de
la structure 3D ont été obtenues en utilisant les services Web WHAT IF, la base de données
UniProt et le logiciel Reprof. L'information structurale a été obtenue a partir de l'analyse de
PDB en utilisant le code 3LC3.
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La partie résultats de cette thése est présentée en trois parties. La premiere partie
correspond aux résultats issus du diagnostic biologique de I’HB d’une partie de la population
Algérienne.

La deuxieéme partie s’intéresse aux mutations du géne F9, elle est divisée en deux sous
parties : la premiere correspond aux résultats issus de la caractérisation génétique des
anomalies moléculaires responsables de ’'HB chez des malades Algériens, la deuxiéme est
une étude de corrélation entre les mutations détectées et les complications de I'HB. Les
résultats de cette partie sont publiés dans un article original paru en 2018 dans le journal
«Biodiversitas».

Enfin, la troisiéme partie est intitulée prédiction in silico des effets délétéres des
nouvelles mutations responsables de I’HB dans la population Algérienne.

I. Diagnostic biologique

Dans cet axe de notre étude, nous préciserons les caractéristiques biologiques de I’'HB
de notre cohorte a partir de 1’analyse des caractéres généraux et du bilan biologique des
malades hémophiliques B.

I.1. Caractéres généraux des malades de ’HB

Les caracteres généraux des hémophiles B de cette étude sont résumés dans le
tableau 11.

Tableau 11. Représentation de quelques caractéres généraux des malades de I’HB.

Circonstances de
Patient Origine Age (an) | Sexe | Age au diagnostic Taux du FIX
découverte
F1/P1 Constantine 44 M 2ans Hémarthroses <1%
F1/P2 Constantine 26 M 2ans Hémarthroses <1%
F1/P3 Constantine 18 M 6 mois Ecchymoses multiples <1%
F1/P4 Constantine 13 M lan Enquéte familiale <1%
F1/P5 Constantine 9 M 8 mois Enquéte familiale <1%
F1/P6 Constantine 4 M 8 mois Enquéte familiale <1%
F2/P1 Ain Touta 16 M 3 mois Ecchymose <1%
F2/P2 Ain Touta 19 M 3 mois Ecchymose <1%
F2/P3 Ain Touta 9 M 3 mois Ecchymose <1%
F2/P4 Ain Touta 27 M 3 mois Ecchymose <1%
F2/P5 BATNA 29 M 3 ans Accident hémorragique (chute) <1%
F2/P6 BATNA 15 M néonatal Enquéte familiale <1%
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F2/P7 BATNA 26 M néonatal Enquéte familiale <1%
F3/P1 Ain Mlila 7 M 6 mois Hématome <1%
F3/P2 Ain Mlila 6 M 9 mois Enquéte familiale <1%
F4/P1 Tebessa 54 M 3ans Hémorragie 1%
F4/P2 Tebessa 25 M 3 mois Enquéte familiale 1%
F4/P3 Tebessa 20 M 6 mois Enquéte familiale 1%
F4/P4 Tebessa 16 M 5 mois Enquéte familiale 1%
F5/P1 Jijel 50 M 2 ans Hémarthroses <1%
F6/P1 Skikda 84 M 15 ans Extraction dentaire 3%
F6/P2 Skikda 32 M 12 ans Extraction dentaire 3%
F6/P3 Skikda 11 M 6 ans Circoncision 3%
F7/P1 BATNA 45 M 8 ans Circoncision <1%
F7/P2 BATNA 50 M 12ans Extraction dentaire <1%
F8/P1 | Oum EI Bouaghi 7 M 10 mois Hématome <1%
Fa/P1 Mila 18 M 3 ans Enquéte familiale 7%
Fo/P2 Mila 17 M 4 ans Enquéte familiale 7%
Fa/P3 Mila 15 M 8 ans Extraction dentaire 7%
Fo/P4 Mila 7 M lan Enquéte familiale 7%
F10/P1 Ain Beida 36 M 6 mois Hématome <1%
F10/P2 Ain Beida 16 M 18 mois Ecchymose <1%
F10/P3 Ain Beida / M lan Enquéte familiale <1%
F11/P1 Constantine 11 M 18 mois Ecchymose <1%
F12/P1 Biskra 60 M 18 ans / <1%
F12/P2 Biskra 25 M 3ans Circoncision <1%
F12/P3 Biskra 21 M 2 ans Circoncision <1%
F13/P1 BATNA 13 M 18 mois Circoncision 2%
F13/P2 BATNA 13 M 18 mois Circoncision 2%

o1



Partie expérimental Chapitre Il : Résultats et discussion

I.1.1. Répartition des malades de I’HB selon le sexe

Tableau 12. Répartition des malades de I’HB selon le sexe.

Sexe | Fréquence | Pourcentage %
M 39 100
F 0 0

Total 39 100

F: Féminin, M: Masculin

Nos résultats (Tableau 12) montrent une prédominance de I’HB chez le sexe
masculin. Et cela est expliqué par le mode de transmission de la maladie.

La transmission de 1’hémophilie se fait d’une manic¢re héréditaire suivant un mode
récessif, par le chromosome X. Si un garcon accueille de sa mére un chromosome X qui
comprend un géne défectueux, le garcon sera hémophile. Si la copie du géne
défectueux qu’une fille accueilli de son pére ou de sa mére, on dit qu’elle « porte » le géne de
I’hémophilie. Elle est alors « porteuse » de la maladie.

Pour la femme, ’anomalie du gene qui se situe sur ’'un des chromosomes X est
généralement compensée entiérement ou en partie par 1’autre chromosome X sain. De ce fait,
les femmes sont rarement touchées par cette pathologie. Seuls quelques exemples de femmes
atteintes d'HB ont été signalés (Ingerslev et al, 1989 ; Wollina et al, 1993 ; Lillicrap, 1998).
Certaines femmes seront atteintes d’hémophilie dans des circonstances rares ; parceque le
pére est atteint et la mere porteuse et lorsque la femme présente un phénomeéne de lyonisation
ou inactivation de I'X (elle a un chromosome X anormal et le deuxieme est normal mais
inactif).

Pour I’homme, 1’anomalie génétique du chromosome X n’est pas capable d’étre
équilibrer, puisque le chromosome X est seul. Il est donc systématiquement atteint de la
pathologie.

1.1.2. Répartition des malades de I’HB selon I’Age

Tableau 13. Répartition des malades de I’HB selon 1’age.

Age Fréquence | Pourcentage %
0al0 7 18,42
112420 15 39,48
21430 7 18,42
31440 2 5,26
41a50 5 13,16

51 et plus 2 5,26
Total 38 100
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Figure 15. Répartition des malades de I’HB selon 1’age.

Les patients étaient agés de 4 a 84 ans avec une moyenne d'age de 24 ans. Plus de 75%
des patients de notre série (76,32%) étaient jeunes et 4gés de moins de 31 ans.

Il s'agit d'une hémopathie dont les symptémes peuvent se manifester a tout age. La
plupart des hémophiles B de cette étude sont suivis depuis I’enfance, présentement, la plupart
sont des adolescents et des adultes jeunes.

A cause d’une déficience en vitamine K et du retard de maturation physiologique du
foie chez le nouveau-né, la synthese du FIX par le foie est déficitaire. Ceci donne des
résultats interprétés d’une fagon difficile, du moins a discuter avec attention selon les normes
associées a 1’age (Chambost and Meunier, 2006).

1.1.3. Age au diagnostic

D’apres les résultats du tableau 11, le diagnostic de I’HB grave a lieu dans la plupart
des cas treés précocement. Une étude note une valeur d’age médian de découverte de 5,8 mois
(Caritoux, 2007). Des données épidémiologiques rapportés par le RFC (Réseau France Coag)
en 2005 montrent que, presque 80% des hémophiles des deux types d’HA et HB sévéres et
pres de 56% des malades modérés sont diagnostiqués avant I’age d’un an, et que les
hémophiles mineurs sont diagnostiqués vers une médiane d’environ 7 ans. Par contre,
Guissou a trouvé que le diagnostic de I'némophilie chez les patients qui présentaient des
formes seveéres s'était fait vers I'age de 5 ans et ceux qui présentaient des formes modérées
vers I'age de 4 ans. Quant a la forme mineure le diagnostic s'était fait a un age plus tardif,
apres 7 ans (Guissou, 2006). Pour notre échantillon, I’age médian du diagnostic de la forme
sévere, modérée et mineure est respectivement de 18,9 mois, 4 ans et 4,5 ans.

53



Partie expérimental Chapitre Il : Résultats et discussion

Une étude marocaine en 2009 a constaté que I’hémophilie sévere était prédominante
pour toutes les tranches d’age, et particulierement pour les patients ayant un age compris entre
1 et 2 ans ou le pourcentage atteint 88,88% (Tlamcani et al, 2009), cela peut étre expliqué par
la précocité de 1’apparition des symptomes de cette maladie et par conséquence la précocité
de son diagnostic.

1.1.4. Circonstances de découverte

Le diagnostic de I’hémophilie est enquété suite a une manifestation hémorragique, en
cas d’antécédents familiaux ou de maniere fortuite, lors d’un bilan d’hémostase systématique.
D’aprés les données épidémiologiques rapportées par le RFC en 2005, les 3/4 des diagnostics
sont déterminés apres un saignement ou 1’existence d’antécédents familiaux chez les malades
atteints d’hémophilie sévére ou modérée mais les diagnostics fortuits sont plus répandus chez
les malades atteints d’hémophilie mineure. Et d’aprés les études de Chambost et Meunier, les
circonstances de diagnostic étaient les suivantes : syndrome hémorragique (67,8% des cas),
dépistage orienté par I’existence d’une histoire familiale (27,5% des cas) et bilan d’hémostase
fortuit, par exemple préopératoire (4,8% des cas). Le pourcentage des diagnostics fortuits, il
est faible mais non négligeable. Pour cela une prudence spéciale est portée aux bilans de
coagulation préopératoires de tout malade (Chambost and Meunier, 2006). Caritoux a trouvé
que, dans les formes diagnostiquées a partir d’enquéte familiale, le diagnostic est plus
précoce atteignant 0,4 mois en médiane car il y a existence d’un frére hémophile (Caritoux,
2007). Dans 1’étude de Belhani, le diagnostic est fait précocement : plus de 50% des malades
sont diagnostiqués avant 2 ans; les circonstances du diagnostic sont premiérement les
hématomes et les ecchymoses ; 10% des cas sont diagnostiqués apres la circoncision (Belhani,
2009). Pour les circonstances de découverte de I’HB chez nos patients, 1’enquéte familiale est
en premier suivie par les ecchymoses, les accidents hémorragiques (extraction dentaire par
exemple) et la circoncision et enfin les hémarthroses et les hématomes.

I.1.5. Répartition selon le type d’hémophilie et le degré de sévérité

Tableau 14. Répartition selon le type d’hémophilie et le degré de sévérité.

H. Sévére H. modérée | H. Mineure | Total
HA 64 23 7 94 (70.68%)
HB 26 9 4 39 (29.32%)
Total | 90 (67.67%) | 32 (24.06%) | 11 (8.27%) 133

54




Partie expérimental Chapitre 11 : Résultats et discussion

Heémophilie A

T 433E)

@ Héemophilie A i SeyEre

& Hémophilie B u Modérée
u Mineure
A B
Heémophilie B HémophilieAet B

H10,15%)

ET.ATIE

M Severe

. il Severe
W Moderee @ Modérée
e Mineure w Mineure
C D

Figure 16. Répartition selon le type d’hémophilie et le degré de sévérité.
A. Répartition des malades selon le type d’hémophilie.
B. Répartition des degrés de sévérité en fonction de I'HA.
C. Répartition des degrés de séveérité en fonction de I'HB.
D. Répartition des degrés de sévérité en fonction de I'némophilie (HA et HB).

Selon le tableau 14, I’'HA (70.68%) est plus fréquente que I’'HB (29.32%). Ces
résultats sont compatibles avec ceux de la littérature qui précisent que I’'HA est quatre fois
plus fréquente que I’HB (Friedman and Rodgers, 2004) ou six fois d’apres (Ghandil et al,
2003). Par ailleurs, Langar et al montraient que 87,1% des patients sont atteints d’HA et 12,9
% d’HB (Langar et al, 2005). En 2006, le nombre d’hémophiles retrouvé en Algérie est de
1128 soit une prévalence de 3.76/100 000 habitants ; 82.81% sont de type A et 16.82% sont
de type B (Belhani, 2009).

Aussi, notre étude a montré que les formes sévéres, modérées et mineures
(hémophilies A et B confondues) représentaient respectivement 67.67%, 24.06% et 8.27%.
Langar et al ont montré que 61,5% des patients présentaient une hémophilie sévéere et 31,4%
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une hémophilie modérée (Langar et al, 2005). D’aprés Belhani, la proportion relative des trois

formes de sévérité de 1’hémophilie ; séveére, modérée et mineure en 2006 en Algérie est
50.44%, 27.48% et 16.40% (Belhani, 2009).

1.2. Bilan biologique des malades de ’HB

29 hémophiles B parmi les 39 patients de notre échantillon ont été inclus dans cette
partie de recherche a cause de non disponibilité de 10 patients dans la période de cette étude.

Tableau 15. Bilan biologique des malades de I’HB

Etat/Test biologique Témoins Malades p Valeur normale
Taux de plaquettes (10%/mm?) 288,5+29,26 | 281,5+33,48 | 0,8767 | 150-500(10%mm®)
Taux de prothrombine (TP) (%) 87,50 £ 2,782 | 90,10+ 3,384 | 0,5603 70-100 (%)
Temps de céphaline + activateurTCA (sec) | 28,61 + 0,3071 | 60,85 + 1,871 | <0,0001 24 — 36 (sec)
F VI (%) 105,7+£1,938 | 110,6 £2,750 | 0,1625 60 — 150 (%)
4007 1507
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Figure 17. Variation du taux de plaquettes Figure 18. Variation du TP chez les malades
chez les malades de ’'HB (p=0,8767). de ’HB (p=0,5603).
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Figure 19. Variation du TCA chez les Figure 20. Variation du taux du FV1I1 chez les
malades de I’HB (p< 0,0001). malades de I’'HB (p=0,1625).
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Les résultats obtenus montrent qu'il n'existe pas de différence statistiguement
significative du taux de plaquettes (p=0,8767, >0,05) chez ces malades (281,5 = 33,48) par
apport aux témoins (288,5 £ 29,26). Selon Fressinaud et Meyer, la numération des plaquettes
doit étre réalisée systématiquement chez tout patient ayant un syndrome hémorragique
(Fressinaud and Meyer, 2001). La numération des plaquettes chez les hémophiles est normale
car I’hémostase primaire de I'hémophilie est normale. Le role des plaquettes dans I'hémostase
primaire est capital. 1l consiste a former un bouchon qui obstrue provisoirement l'orifice du
vaisseau sanguin. Comme les plaquettes sont depourvues de noyau elles vieillissent
rapidement et dégénérent en 8 a 10 jours environ si elles ne fonctionnent pas.

D’apres le tableau 15, on n'enregistre aucune différence significative (p=0,5603) du
TP entre les témoins (87,50 + 2,782) et les malades (90,10 + 3,384). Le TP explore la voie
extrinséque de la coagulation et la voie commune : facteurs VII, X, V, Il et I. Le TP n’est pas
modifié ce qui montre que la voie extrinséque ou la voie commune de la coagulation ne sont
pas touchées.

Le TP est normal, car cette maladie est une conséquence d’un déficit en FIX qui joue
un réle important dans 1’hémostase secondaire, alors que le TP n’explore que les facteurs de
I’hémostase primaire.

L'examen de nos résultats permet de mettre en évidence un allongement tres
hautement significatif (p<0,0001) du taux de TCA chez nos patients (60,85 + 1,871) par
apport aux témoins (28,61 + 0,3071). Le TCA est prolongé lors du déficit en FIX, car ce
dernier intervient dans la voie intrinséque de la coagulation et son activité réduite affaiblit la
formation du caillot. Le TCA explore la voie intrinseque de coagulation et la voie commune :
kininogene de haut poids moléculaire (KHPM), prékallicréine (Pk), facteurs XII, XI, IX, VIII,
X, V, lletl,

Sur le plan biologique, le TCA est allongé mais il peut étre normal dans les formes
mineures. Le diagnostic final consiste a la recherche du déficit quantitatif en FVIII ou FIX
(Cockenpot et al, 2013).

Nos résultats ne révelent aucune différence significative (p=0,1625) du taux du FVIII
chez les malades de ’'HB (110,6 £ 2,750) et les témoins (105,7 &+ 1,938).

En 1947, un médecin argentin, observe in vitro que le sang d’un malade hémophile
compense le défaut de coagulation d’un autre malade hémophile. Il remarque sans le savoir
qu’il y a deux types d’hémophilies. Il faudra attendre 1952 pour que les chercheurs arrivent
d’affirmer I’existence de deux types d’hémophilies (A et B) associées respectivement a un
déficit en FVIII et a un déficit en FIX (Tailhefer, 2013). On conclut que le sang d’un tel
hémophile B corrige le défaut existant chez un hémophile A, ce qui affirme que le taux du
FVIII est normal chez les patients de ’'HB.

I1. Diagnostic moléculaire

Dans cet axe de recherche, nous décrirons les différentes mutations responsables de
I’HB dans notre échantillon tout en recherchant les particularités de notre population.

I1.1. Caractérisation des mutations détectées

11.1.1. Résultats
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Tableau 16. Différentes mutations du F9 chez 39 patients Algériens ayant une HB.
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Promateur
CAAGCTACAGECTGGAGACAATATATTTANTCCACETATCTATGAMAGGACTCATATCTAGAATATATAAACANCCTTAAGAATCTGA
CAGTAAAAANANAAAATCAGHCTAACTGEACCACT CATACATTGCTGATG GAATETAAAGTGETACAGCCATTTT GETAAACATCAT
TECTCTCTGACAAAGATACGETGGETCICACT GATGAACT GTGCTGCCACHGTAAATGTAGCCACTATGLCTATCTCCATTCTGAAGAT
GTGTCACTTCCTGTTTCAGACTCAAATCAGOCACAGTGACAGAAGOICACGAAATCAGAGETGARATTTAATAATGACCACTGOCCATT
CTCTTCACTIGTOCCAAGAGGOCATTGEAATAGT ICAAAGACCCATTGAGGGAGA

Exon 1 [354]

TTCAGACTCANATCAGOCACA BTEGECAGAN GLOCACGAANTCAGAGETGAAATTTAATAATGACCACTGOCCATTCTCTTCACTTGTCE
CAMGAGGOCATTEEAAATAGTCCARA GADLCATTGAGGGAGATEGACATTATITCLCAGAAGTARATACAGETCAGCTTGT ARITTGE
TACAACTAATCGACCTTACCACTTICACAATCTGET AGCAAAGETTATECAGOGCETGAACAT GATCATG GCAGAATCACCAGGLCTEA
TEACCATCTGECTTTTAGGATATCTACTCAGT GETGAATETACAGGTTTGTTTCCTTTTTTAAAATACATI GAGTATECTTGECTTTT
Exon 2+3 (557)
CAAAGACTTTICTTAAGAGATGTARAATTTTCATGATGTTTICTTTTTTGCTAAMACTAMAGAATTATICTTTTACATTTCAGTTTTTETTE
ATCATGAAMACGECAACAARATTCTGAATCGEOCAAN GAGETATAATT CAGETAAATTGEAAGAGTTTGTTCAAG GEAACCTTGAGA
GAGAATETATGEAAGAMAAGTET AGTTTTGAAGARGCACG AGAAGTTTTTGAAAACACTGAMAGANCAGTGAGTATTTCCACATAAT
ACOCTTCAG ATGCAGAG CATAGAATAG AAAATCTTTAAAAAGACACTTCTCTTTAAAATTITAAAGCATOCATATATATTTATGTATGTT
ARATGTTATAAAAGATAGGAAATCAATACCAAAACACTTTAGATATTACOGTTAATTTGTETTCTTTTATICTTTATAGACTGAATTTTG
GAAGCAGTATGTTGET AMGCAATTCATTTTATCCTCTAGCTAATATATGAAACATAT GAGAATTATGTGEGTTTTTTCTCTGCATANAT
AGATAATATATTAAACTTTETC

Exon 4 [375]
ATCOCAATGAGTATCTACAGGGEAGGANGEGCATTCT AAGCAGTTTACET GCCAATTCAATTTCTTAACCTATCTCAAAGATGEAGA
TEAGTETGAGTCCAATOCATETTTAAAT GECEGEASTIBCAAGGATEACATTAATTCCT ATG AT TTGETARCCCTITE GATTTGAME
GAAAGAACTETGAATTAGGTAAGTAACTATTTTTTGANTACTCAT GETTCAAMGTTICCCTCTGAMACAAGTT GAAACTGEANAATGE
AATATTGETE

Expn 5
ATACATGAGTCAGTAGTTCCATETACTTTTTAGAAATGCATGTTAANTGATGCTGTTACTGTCTATTTTGCTTCTITTAGATGTAACATGT
AACATTAAGAATGECAGATGOGAGCAGTTTTGTAAANATAGT GCTGAT AACAAGETGETTTGCTCCTETACTGAGGEATATOGACTTE
CAGAAAACCAGAAGTCCT GTGAACCAGCAGGTCATAATCTGANTAAGATTTTTTAAAGANAATCTGTATCTGAAACTTCAGCATITTA
ACARACCTACATAATTTTAATTCCTACTTGANTCTGCTTOCT

Expn &
TCTCAGAAGTEACAAGGATEEGOCTCANTCTCAATTTTTGTAATACATGT TCCATTTGOCAATGAGANATAT CAGETTACTAATTTTTCT
TCTATTTITTCTAGTGCCATTTOCATE TG GANGAGTTTCTGTTTCACANACTICTAAGCTCACCOGTGCTGAGACTGTTTTTCCTGATETGE
ACTATETAAATTCTACTGAAGCTGAARCCATTTT GGATAACATCACTCAMAGCACCCARTERTTTAATGACTTICACTCGGETTETTGET
GEAGAAGATGOCAAACTAG GTCAATTCOCTTGECAGGTACTTTATACTGAT GG TGTETCAAAACTGEAGCTCAGCTGECARGACACA
GGOCAGGETGEGAGACTGAGGCTATTITACTAGACAGNCCTATTGGEATET

Exon 7 {318)

CTATTCC TG TAACCAG LA CACATATTTATTTITTICTAGATCAAATETATTAT GLAGTAAGAGTCTTAATTTTGTTTICACAGGTIGTITT
GAATEETAAAGTTGATGCATTCTETGGAGGCTCTATOG TT AR TG AAAAA TGEATTETAACTGCTGCOCACTETE TIGARACTGETETT
ARAATTACAGTTGTOGCAGETARAT ACACA GAAAGANTANTARTCT GCAGCACCA CTAGCTCTTTANTATGATTG GTACACCATATTTT
ACTANGETCTAATAAAATTETTETTGAATARA TTGEECTALAGGCAGANG

Exon 8P (400]
TTGCCAATTAGETCAGTGETCCCAAGTAGTCACTTAGAAANTCTGTETATGTGANATACTETTTETGACTTAAAATGAANTTTATTTTT
ANTAGGETEAACATANTATIGAGGAGACAGANCATACAGAGCAANGORANATGTEATTEGAA TTATT CCTCACCACAACTACAATGE
AGCTATTAATAAG TACAACCATEACATTGOICTTCTGEAACT GEACGAACCCTTAG TECTARACAGCTADG TTACACCTATTTGCATTG
ETGACANGEAATACACEAACATCTTCCTCAAATTTEGATCTGECTATET AAGT GECTEEEEAAGAGTCTTCCACANAGGEAGATCAG
CTTTAGTTCTTCAGTACCTTAGAGTTCCACTTETTGADCGAGTCACAT

Exon S0 (436)

TTTGCATTGCTEACAAG GAATACADGAACATCTTCCTCAAATTTGEATCTEGLTATGTAAGTGGLTGEGEAAGAGTCTTOCACAAAG G
Gm.t'rl:.u:rrm.:nmuaummnmmmmmrm‘l;unmmumnum
EA.‘I'E‘I'.'I'GTH.'I’EEL'I'I"tt.lTEI.!EEI.GET!.EIHWEMMTIHGEGEGMMTGHMGMTGMHE
CAGTTTCTTAACT GRAATT ATTAGCTGGEGTGAAGAGT GTGLAAT GAAAGELAAATATGGAATATATACCAAGG TATCOOGGETATGTC
AACTEETTAAGGAAAAAACAAAGCTCACTTAAT GAAAGATGGATTTOCAAGETTAATTCATTGEAATT GAAAATTAACA GGG

Paly & [365]
AACTAGCATACCCOGAAGTGEAGAAGGETGCAGCAGECTCAAAGGCATAAGTCATTCCAATCAGCCAACTAAGT TGTCCTTTTCTGET
TICETETTCADCA TG GAACATTT TGATTATAGT T AATCCTTCTATCTTGAATCTTCTAGAGAGTTGCTGACCAACTGACGTATETTTONCT
TTGTGAATTAATAAACTGETGTTCTGETTCATATGTGAATCAGTCACCCTGTATTTGATE

Figure 21. Emplacement des amorces encadrant les mutations du géne F9 sur les exons
amplifiés.

La taille de chaque amplicon en pb est indiquée entre parenthése

Les positions des mutations identifiées sont colorées en rose

Les amorces sont colorées en rouge

Les exons sont colorés en noire

Les introns sont colorés en bleu

Les régions non codantes 5’ sont colorées en vert

YVVVYVYYY

59



Partie expérimental Chapitre Il : Résultats et discussion

» Les régions non codantes 3’ sont colorées en violet

Le séquencage des 8 exons du géne F9 a permis la détection de 10 mutations. Une
description de ces mutations identifiées est rapportée dans le tableau 16. Ces mutations
regroupent 3 mutations non-sens (c.357T>A, ¢.892C>T, ¢.1150C>T), 5 mutations faux-sens
(c.323G>A, ¢.373G>A, ¢.881G>A, ¢.1010C>T, ¢.1184T>C), 1 mutation au niveau du
promoteur (c.-52C>T), et 1 duplication (c.657 660dupATCA). L’emplacement de ces
mutations dans la séquence nucléotidique est présenté dans la figure 21.

8 mutations ont été préalablement décrites dans les différentes bases de données. Il
s’agit des mutations : €.-52C>T, ¢.323G>A, ¢.357T>A, ¢.373G>A, c.881G>A, ¢.892C>T,
¢.1010C>T et ¢.1150C>T. Parmi ces mutations, ¢.892C>T présente une forme sporadique de
I’HB.

Tandis que les deux mutations (¢.657 _660dupATCA et c.1184T>C) n’ont jamais été
mentionnées dans les bases de données ou citées dans des articles. Ces deux mutations
présentent une forme sporadique de I’HB. Ce sont des nouvelles mutations identifiées dans la
population Algérienne et qui semblent étre spécifiques a cette population.

Tableau 17. Fréquences des mutations ponctuelles du gene F9.

Type de mutations | Famille affectée | Fréquence%
Ponctuelle 9/10 90%
Faux-sens 5/9 55,56%
Non-sens 3/9 33,33%
Promoteur 1/9 11,11%

Tableau 18. Détermination du statut des mutations détectées.

Mutations identifiées | Nombre de publications | Statut des mutations
Promoteur:
c.-52C>T 1 Rare
Faux-sens:
c.323G>A 3 Rare
c.373G>A 1 Rare
c.881G>A 97 Récurrente
c.1010C>T 2 Rare
€.1184T>C - Nouvelle
Non-sens:
c.357T>A 1 Rare
€.892C>T 63 Récurrente
c.1150C>T 5 Rare
Frameshift:
€.657_660dupATCA - Nouvelle
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11.1.1.1. Mutations préalablement décrites

» Mutations du promoteur

e C.-52C>T

Dans cette recherche, une mutation localisée dans la région proximale du promoteur a
été identifiée. Cette mutation a la position -52 provoquée par la substitution de C par T,
trouvée chez la famillel. C’est une rare mutation, elle a été précédemment décrite chez un
seul cas modéré (Ketterling et al, 1995). Cependant, chez les patients de la famille 1, cette
mutation était associée a une maladie grave. Le chromatogramme de cette mutation est
montré dans la figure 22.

c.-52C>T

TTGTACTTTGGTACAACTAAT/

Figure 22. Chromatogramme de la mutation ¢.-52C>T au niveau de la région 5S‘UTR du géne
F9. (A) séquence d'ADN d’un témoin sain. (B) séquence d'ADN du patient.
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» Mutations faux-sens

e C.323G>A

Le séquengage de I’exon 4 du géne F9 a permis d’identifier chez la famille 2 une
mutation faux-sens, dont les patients de cette famille sont touchés par la forme sévere de la
maladie. Elle a été signalée dans trois publications chez des cas du Royaume-Uni,
d'Allemagne et des Etats-Unis dont le dernier était sous la forme modérée (Rallapalli et al,
2013). Cette mutation est due a une substitution de type transition G>A a la position 323 de
I’exon 4 (¢.323G>A). Ceci a pour consequence un changement de la seconde base du codon
TGT en TAT responsable de la substitution d’une cystéine par une tyrosine en position 108
(p.Cys108Tyr). Cette mutation se situe sur I’exon 4 qui code le domaine EGF1. Le
chromatogramme de cette mutation est montré dans la figure 23.

c.323G>A

Figure 23. Chromatogramme de la mutation ¢.323G>A au niveau de ’exon 4 du géne F9. (A)
séquence d'ADN d’un témoin sain. (B) séquence d'ADN du patient.

62



Partie expérimental Chapitre Il : Résultats et discussion

e C.373G>A

Pour la famille 4 avec un niveau d'activité de FIX de 1% exprimant la forme modérée,
le séquencage de 1’exon 4 du géne F9 a permis d’identifier une mutation faux-sens qui est due
a une substitution de type transition G>A a la position 373 de I’exon 4 (¢c.373G>A). Cette
transition est montrée par la figure 24. Ceci a pour conséquence un changement de la
premicre base du codon GGA en AGA responsable de la substitution d’une glycine par une
arginine en position 125 (p.Glyl25Arg). En 2003, Espinos et al ont publié un article
présentant cette mutation chez une famille avec la forme sévere de I’HB. Cet article était la
seule publication qui a mentionné cette mutation mais sans étudier leurs effets sur le FIX.

c.373G>A

TTTGGATTTGAAGGAAAGAACTGTH

UMY

TTTGGATTTGAAAGAAAGAACT)

Figure 24. Chromatogramme de la mutation ¢.373G>A au niveau de I’exon 4 du géne F9. (A)
séquence d'ADN d’un témoin sain. (B) séquence d'ADN du patient.
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e C.881G>A

Le séquencage de I’exon 8 du géne F9 a permis d’identifier chez 2 familles non
apparentées (Familles 6 et 7) une substitution de type transition G>A a la position 881 de
I’exon 8 (c.881G>A). Cette mutation entraine un changement de la seconde base du codon
CGA en CAA responsable de la substitution d’une arginine par une glutamine en position 294
(p.Arg294GIn). Le chromatogramme de cette substitution est présenté dans la figure 25. Cette
mutation se situe sur I’exon 8 qui code le domaine catalytique. Des formes sévere et modérée
de I’HB résultant de cette mutation, correspondant respectivement a la famille 6 et a la famille
7, ont été observées dans notre étude. Cette mutation est récurrente, elle a été publiée dans
plus de 97 articles pour des différents patients présentant la forme mineure, modérée et sévere
de la maladie. Le dernier article a été publié en 2017 (Johnsen et al, 2017).

c.881G>A

ATACAGAGCAAAAGCGAAAT

u" WWNMWH

ATACAGAGCAAAAGCAAAAT

A

Maa/

Figure 25. Chromatogramme de la mutation c.881G>A au niveau de I’exon 8 du géne F9. (A)
séquence d'ADN d’un témoin sain. (B) séquence d'ADN du patient.
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e .1010C>T

Chez la famille 9; la seule famille de notre échantillon touchée par la forme mineure
de la maladie, le séquencage de 1’exon 8 du géne F9 a permis d’identifier chez cette famille
une substitution de type transition C>T a la position 1010 (c.1010C>T). Ceci a pour
conséquence un changement de la seconde base du codon GCT en GTT responsable de la
substitution d’une alanine par une valine en position 337 (p.Ala337Val). Cette mutation a été
détectée précédemment par Weinmann et al en 1998 chez un patient présentant la forme
mineure de la maladie. D’aprés les différentes bases de données, cette mutation a été décrite 2
fois chez des patients avec la forme mineure, donc elle est rare. La figure 26 présente le
chromatogramme de cette mutation.

c.1010C>T

ATT TGC.—\TTGQT GACAAGGA.

Figure 26. Chromatogramme de la mutation ¢.1010C>T au niveau de 1’exon 8 du geéne F9.
(A) séquence d'ADN d’un témoin sain. (B) séquence d'ADN du patient.

65


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Weinmann%20AF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9450791

Partie expérimental Chapitre Il : Résultats et discussion

» Mutations non-sens
e C.357T>A

Pour la famille 3, le séquengage de I’exon 4 du géne F9 a permis de mettre en
évidence une mutation ponctuelle (non-sens) de type transversion T>A a la position 357
(c.357T>A) présentée sous forme d’un chromatogramme dans la figure 27. Elle est
considérée comme une rare mutation car elle a été publiée une seule fois en 1993 par Ghanem
et al. Les deux patients de notre étude présentent la forme sévere de I’HB, ¢’était la méme
forme des patients de I’étude de Ghanem et al. Cette mutation touche le codon 119
provoquant ainsi le remplacement de 1’aa cystéine par un codon stop (p.Cys119%).

c.357T>A
GAATGTTGGTGTICCCTTTGGA
[
\ Il ln H
m Ul;“,lll HMAU l“|‘ M||
GAATGTTGGTGACCCTTTGG AT

AV Y J\/\’ MW\ ‘M |Y

Figure 27. Chromatogramme de la mutation ¢.357T>A au niveau de I’exon 4 du géne F9. (A)
séquence d'ADN d’un témoin sain. (B) séquence d'ADN du patient.
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e .892C>T

Le séquencage de I’exon 8 du géne F9 a permis de mettre en évidence une mutation
ponctuelle (non-sens) de type transition C>T a la position 892 (c.892C>T) chez la famille 8.
Cette mutation touche le codon 298 provoquant ainsi le remplacement de I’arginine par un
codon stop (p.Arg298*). Cette récurrente mutation provoque la forme sévére chez les
hémophiles B de la famille 8. Elle a été décrite 63 fois dont la forme prédominante était la
forme sévére. La derniére publication sur cette mutation était en 2017 (Meireles et al, 2017).
La transition C>T de cette mutation est montrée dans le chromatogramme de la figure 28.

c.892C>T

AAATGTGATTCGAATTATTCC

AAATGTGATTTGAATTATTCC

B
(- q i A l'ﬁr.
J \f W ’\/\’. i\ H.JXWW WY \'." Ur\

Figure 28. Chromatogramme de la mutation ¢.892C>T au niveau de I’exon 8 du géne F9. (A)
séquence d'ADN d’un témoin sain. (B) séquence d'ADN du patient.
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e (.1150C>T

La troisieme mutation de type non-sens de notre échantillon a été identifiée chez la
famille 10 présentant la forme sévére, dont le séquengage de I’ADN a permis de mettre en
¢vidence une mutation ponctuelle de type transition C>T a la position 1150 dans 1’exon 8 du
géne F9 (c.1150C>T). Son chromatogramme est présenté dans la figure 29. Cette mutation a
déja été décrite 5 fois chez des patients porteurs d'une HB modérée et sévére (Poon et al,
1993; Belvini et al, 2005; Miller et al, 2012; Yu et al, 2012; Meireles et al, 2017). Au niveau
protéique, cette mutation touche le codon 384 provoquant ainsi le remplacement de 1’arginine
par un codon stop (p.Arg384%).

c.1150C>T

CCACATGTCTTCGATCTACAAA

Figure 29. Chromatogramme de la mutation ¢.1150C>T au niveau de I’exon 8 du géne F9.
(A) séquence d'ADN d’un témoin sain. (B) séquence d'ADN du patient.
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11.1.1.2. Nouvelles mutations

> ¢.657_660dupATCA

Une nouvelle mutation a été identifiée chez un patient atteint de la forme sévére
(Famille 5), c'est une mutation de type frameshift (décalage du cadre de lecture), elle a été
causée par la nouvelle duplication ¢.657_660dupATCA due a l'insertion de quatre nucléotides
(ATCA) dans le domaine du peptide d’activation codé par l'exon 6, conduisant & un codon
stop a la position 223 (p.Asp223*). Le chromatogramme de cette mutation est montré a la

figure 30.

c.657_660dupATCA

TTTAATGACTTC

CAAAGCACCCARMTCA

Figure 30. Chromatogramme de la nouvelle mutation ¢.657_660dupATCA au niveau de
I’exon 6 du geéne F9. (A) séquence d'ADN d’un témoin sain. (B) séquence d'ADN du patient.
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» €.1184T>C

Une deuxieme nouvelle mutation a été détectée chez un patient atteint de la forme
sévere (Famille 11), a partir du séquengage de 1’exon 8 du géne F9 de ce patient. Ce qui nous
a conduit a identifier une substitution de type transition T>C a la position 1184 (c.1184T>C).
Ceci a abouti au changement de la deuxieme base du codon TTC en TCC responsable de la
substitution d’une phénylalanine par une sérine en position 395 (p.Phe395Ser). La substitution
du T en C est présentée dans la figure 31.

c.1184T7>C

TAACAACATGTTCTGTIGCTGGCTTCCA

Figure 31. Chromatogramme de la nouvelle mutation ¢.1184T>C au niveau de I’exon 8 du
géne F9. (A) séquence d'ADN d’un témoin sain. (B) séquence d'ADN du patient.

I1.1.1.3. Absence d’identification de mutations responsables de ’HB

Pour les patients des familles 12 et 13 présentant les critéres diagnostiques de I’HB: 3
cas avec la forme sévére et deux cas avec la forme modérée, la recherche d'une mutation au
niveau du géne F9 est restée négative. En effet, le séquencage de la région codante, du
promoteur et de la région polyA du gene F9 a permis de confirmer I’absence de mutations
ponctuelles au niveau de ces régions.

11.1.2. Discussion

D’aprés certaines études (Rallapalli et al, 2013 ; Surin et al, 2016 ; Morteza et al,
2007 ; Nazia et al, 2008 ; Pei-Chin et al, 2014 ; Bowen, 2002 ; Morteza et al, 2009 ; Tengguo
et al, 2014), les mutations ponctuelles sont les plus courantes dans I'HB, et se présentent chez
presque 90% des patients, dont la plus importante proportion de patients atteints d'HB ont des
mutations faux-sens. Ce qui est en concordance avec nos résultats, on a identifié 9 mutations
ponctuelles parmi 10, ce qui représente une fréquence égale a 90% dans notre échantillon
(Tableau 17). Parmi ces 9 mutations ponctuelles, 5 sont des mutations faux-sens (55,56%)
(Tableau 17).
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La plupart des mutations ponctuelles sont identifiées dans 1’exon 8 qui est I’exon le
plus grand du gene F9 (Anson et al, 1984). 56% des mutations du géne F9 sont localisés au
niveau de I’exon 8 (Rallapalli et al, 2013). Ceci est aussi le cas pour nos malades puisque 5
mutations identifiées parmi les 10 mutations sont localisées dans cet exon (50%).

Dans notre échantillon, 3 cas présentent la forme sporadique dont elle est entrainée par
les 2 nouvelles mutations (c.657_660dupATCA et ¢.1184T>C) et une mutation non-sens
préalablement décrite (c.892C>T). Ce qui représente une fréquence de cette forme égale a
27,27%. Cette fréquence est dans D’intervalle indiqué par plusieurs études (25-35%)
(Goodeve, 2015; Kasper and Lin, 2007). Parmi les 63 publications de la mutation ¢.892C>T,
2 publications ont présenté cette mutation sous la forme sporadique (Jayandharan et al, 2005;
Radic et al, 2013). Toutefois, c’est la détermination du statut conductrice de la mére qui
permet de savoir I’origine de ces mutations.

Les deux mutations les plus récurrentes sont ¢.881G>A (97 publications) et ¢.892C>T
(63 publications) suivies par la mutation ¢.1150C>T (5 publications). Ces 3 mutations se
localisent dans les sites CG, ce qui représente une fréquence de 33,33% (3/9 mutations
ponctuelles) d’ou cette fréquence est inclue dans I’intervalle mentionné dans d’autres études
(30-50%) (Chen et al, 1991; Mukherjee et al, 2003; Bottema et al, 1993). Les mutations
récurrentes dans I’HA et HB sont principalement trouvées dans les sites CG.

Le cadre de lecture ouvert du F9 présente 20 sites CG dont 6 résident dans les codons
CGA. La transition C en T détruit particulierement le codon arginine de type CGA et le
transforme en codon stop TGA, ce qui est associé avec une HB sévéere (Youssoufian et al,
1988 ; Koeberl et al, 1990). C’est le cas des deux mutations ¢.892C>T et ¢.1150C>T
détectées dans cette recherche. Le mécanisme de ce phénoméne est di a la désamination
spontanée de la 5'-méthylcytosine en thymidine (T) (Belvini et al, 2005).

L’effet délétére des mutations faux-sens revient essentiellement aux différences entre
les propriétés physico-chimiques des deux aa. La gravité de I'HB résultant de mutations
ponctuelles faux-sens dépend beaucoup de la nature de la substitution d'aa et son
emplacement (Bowen, 2002).

La substitution semi conservative des aa (le nouvel aa est similaire au normal avec
conservation de la charge, hydrophobicité, polarité, ou forme) pourrait étre associée a la
forme la moins sévere de la maladie sauf si elle se produit dans des régions structurales ou
fonctionnelles importantes. C’est le cas de la mutation (c.1010C>T; p.Ala337Val) détectée
dans notre recherche, présentant la forme mineure de I’HB.

Par contre la substitution non-conservative des aa (le nouvel aa est différent de I’aa
normal) serait associée a la forme modérée ou sévere sans tenir compte de la position de 1’aa.
La possibilité de la perturbation structurale est plus grande pour les substitutions des aa non-
conservatives (Kao et al, 2011).

L’effet délétere de la nouvelle mutation faux-sens (c.1184T>C) a été prédit in silico et
il sera discuté dans la troisieme partie de ce chapitre.
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Parmi les 5 mutations faux-sens détectées dans notre étude, une mutation qui touche
I’un des ponts disulfure du FIX a été identifiée. C’est la mutation (¢.323G>A; p.Cys108Tyr).
Cys108 est un résidu enfoui, il se trouve dans la région de feuille béta du FIXa. La
substitution d’un résidu cystéine impliqué dans la formation d’un pont disulfure Cys97-
Cys108 conduit a la rupture de ce pont qui peut avoir des effets graves sur la stabilité du
domaine EGF1 (Rallapalli et al, 2013). Seules les cystéines sont impliquées dans la formation
de cette liaison. En effet, un pont disulfure (S-S) est une liaison covalente forte qui, par
oxydation, réunit les fonctions thiol de deux cystéines dans une protéine. Le remplacement
d’une cystéine par un autre aa abolit cette liaison.

3 mutations faux-sens au niveau du domaine catalytique du FIX ont été identifiées
chez nos patients, dont 2 sont rapportées précédemment et la troisieme est nouvelle
(c.881G>A, ¢.1010C>T, ¢.1184T>C). La portion catalytique du FIX est une sérine-protéase
qui est responsable du clivage du FX en FXa. Des mutations touchant ce domaine conduisent
a une expression phénotypique sévére de I'HB (Nazia et al, 2008).

Dans cette recherche, deux formes différentes sévere et modérée causées par la
mutation faux-sens (c.881G>A) ont été observees chez deux familles non apparentées. Ainsi
qu’une différence entre les formes provoquées par la plus part des mutations de cette études et
celles causées par les mémes mutations des études préalables, a été observée. Ces
observations concordent avec les résultats de I'étude de Belvini et al en 2005; la mutation
€.881G>A et d'autres ont été observées chez plus d'un patient présentant des différents degrés
de sévérité de la maladie. L'écart peut s'expliquer par l'intervention d'autres facteurs
hémostatiques qui peuvent modifier la gravité clinique de I'hnémophilie (Elmahmoudi et al,
2012).

3 mutations non-sens (c.357T>A, ¢.892C>T, ¢.1150C>T) préalablement identifiées
ont été détectées chez nos patients.

La premiere mutation non-sens (¢.357T>A; p.Cys119*) se traduit au niveau protéique
par I’apparition d’un codon stop en position 119 correspond a une protéine dépourvue des
trois domaines EGF2, peptide d’activation et sérine protéase.

Pour la deuxieme mutation non-sens (c.892C>T; p.Arg298*), I'existence d'un codon
stop a la position 892 du géne du FIX générerait une chaine polypeptidique légérement
supérieure a la moitié de sa longueur normale (297/461) et éliminerait une grande partie du
domaine catalytique de la protéine FIX mature (Chen et al, 1989).

Concernant la troisieme mutation non-sens (c.1150C>T; p.Arg384%), I’étude de
Kolkman et al en 1999 a montré que les résidus 379-385 de I’hélice a sont impliqués dans la
liaison au domaine A2 du FVIII. Une mutation de type non-sens au niveau du codon 384
produirait une protéine FIX tronquée dépourvue d'un tiers du domaine catalytique (383/461)
nécessaire pour la liaison au substrat, y compris la troisieme serine du site actif au niveau du
codon 411 (Driscoll et al, 1989).
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La seule et la nouvelle duplication de notre étude (c.657_660dupATCA) entraine un
codon stop a la position 223 du FIX engendrerait un polypeptide tronqué et éliminerait une
partie du domaine peptidique d'activation et tout le domaine catalytique de la protéine FIX
mature.

Les 3 mutations non-sens de notre échantillon et la nouvelle duplication entrainent
I’arrét prématuré de la traduction produisant des protéines dépourvues des domaines
importants pour la structure du FIX ce qui donne des protéines courtes altérées
fonctionnellement. Et grace a I’implication du systeme Nonsense Mediated mRNA Decay
(NMD) (dégradation des ARNmM non-sens), ces protéines incompletes ne peuvent ni
synthétisées ni sécrétées dans la circulation (Byers, 2002; Khajavi et al, 2006).

En effet, le NMD est un mécanisme permettant de dégrader d’une manicre sélective
les ARNm présentant un codon stop prématuré, empéchant ainsi la traduction d’une protéine
tronquée potentiellement délétere (Baker and Parker, 2004). Ce systéme exige la
reconnaissance des codons de terminaison prématurée par le complexe de jonction des exons
(EJC). L’EJC se met en place au cours de 1’étape d’épissage des introns & 22 nucléotides en
amont de la jonction entre deux exons. Pendant la traduction et lorsque le ribosome rencontre
un codon stop en amont d’un des complexes (EJC), il recrute des facteurs de fin de la
traduction (Conti and lzaurralde, 2005; Wen and Brogna, 2008). Ces facteurs liés au
complexe EJC vont provoquer la dégradation de I’ARNm par I’exosome.

Une seule mutation au niveau du promoteur du F9 a été identifié par nous (c.-52C>T).
Selon I'étude de Lannoy N et al en 2017, cette position c.-52 est située sur un segment de 6
nucléotides (TGTACT) (-56 a -51) qui est commun au site ARE (-65 a -51) et HNF4a (-56 a -
48) élément. Les mutations dans cette position perturbent le récepteur des androgénes (AR) et
le facteur nucléaire hépatique 4a (HNF4a). L'élément de réponse aux androgénes (ARE);
séquence qui se lie & la testostérone de la puberté et active la transcription du FIX, HNF4a est
un site de liaison auquel la protéine facilite la transcription de F9.

Nous avons rapporté I’absence d’identification de mutations causales chez cinq cas
appartenant a deux familles non apparentées et présentant les criteres diagnostiques de I’HB
(15,38%). L’absence de mutations peut étre due a une variation intronique ou aux larges
réarrangements du gene F9 de type délétion ou duplication, donc d’autres études sont
nécessaires. Selon 1’étude de Nguyen, la technique de séquengage direct peut identifier avec
précision la mutation responsable de I'némophilie grave chez la plupart des patients et des
familles, dont les mutations sont détectées dans 96% des cas d'HA et HB sévere et dans 80%
des cas d'HA et HB modéree et mineure (Nguyen, 2010). Ce qui est similaire a notre résultat;
les mutations ont été détectées chez 11 parmi 13 familles (84,62%) par le séquencage direct.

73



Partie expérimental

Chapitre 11 : Résultats et discussion

11.2. Corrélation entre mutations detectées et complications de I'HB

Tableau 19. Représentation de quelques complications chez des malades de I’HB.

Patient Age Tauxdu Sévérité Mutation Complications Infections | ACC
(an) FIX
F1/P1 44 <1% Séveére c.-52C>T RAS Non Non
F1/P2 26 <1% Séveére c.-52C>T Arthropathie Non Non
F1/P3 18 <1% Séveére c.-52C>T Arthropathie Non Non
F1/P4 13 <1% Sévere c.-52C>T RAS Non Non
F1/P5 9 <1% Sévere c.-52C>T RAS Non Non
F1/P6 4 <1% Sévere c.-52C>T RAS Non Non
€.323G>A .
o o
F2/P1 16 <1% Severe (0.Cys108Tyr) Arthropathie Non Non
€.323G>A i
o -
F2/P2 19 <1% Sévere (b.Cys108Tyr) Arthropathie Non Non
€.323G>A i
o -
F2/P3 9 <1% Sévere (p.Cys108Tyr) Arthropathie Non Non
€.323G>A .
o s
F2/P4 27 <1% Sévere (p.Cys108Tyr) Arthropathie Non Non
€.323G>A .
o s
F2/P5 29 <1% Sévere (p.Cys108Tyn) Arthropathie Non Non
€.323G>A
F2/P 1 <1% AV RA N N
/P6 5 0 Sévére (p.Cys108Tyr) S on on
€.323G>A
F2/P7 26 <1% Sévere Arthropathie Non Non
(p.Cys108Tyr)
c.357T>A
F3/P1 7 <1% Sévére RAS Non Non
(p.Cys119%)
c.357T>A
F3/P2 6 <1% Sévére RAS Non Non
(p.Cys119%)
c.373G>A
F4/P1 4 1% 6ré RA VH N
/ 5 b Modérée (p.Gly125Arg) S C on
c.373G>A
o -
F4/pP2 25 1% Modérée (p.Gly125Arg) RAS Non Non
c.373G>A
o -
F4/P3 20 1% Modérée (p.Gly125Arg) RAS Non Non
F4/P4 16 1% Modérée c.373G>A RAS Non Non
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(p.Gly125Arg)

¢.657_660dupATCA

Arthropathies, hématomes du psoas

F5/P1 50 <1% Sévere L Non Non
bilatéraux
(p.Asp223*)
c.881G>A
0 s
F6/P1 84 3% Modérée (0.Arg294GIn) RAS Non Non
c.881G>A
0 s
F6/P2 32 3% Modérée (0. Arg294GIn) RAS Non Non
c.881G>A
0 -
F6/P3 11 3% Modérée (0. Arg294GIn) RAS Non Non
c.881G>A
0 o
F7/P1 45 <1% Sévére (p.Arg294GIn) RAS VHC Non
c.881G>A
0 N
F7/P2 50 <1% Sévére (0. Arg294GIn) RAS VHC Non
€.892C>T
0 (o
F8/P1 7 <1% Sévere (0.Arg298%) RAS Non Non
c.1010C>T
0 .
Fo/P1 18 7% Mineure (n.Ala337Val) RAS Non Non
c.1010C>T
0 .
Fo/P2 17 7% Mineure (0.Ala337Val) RAS Non Non
¢.1010C>T
0 .
Fo/P3 15 7% Mineure (n.Ala337Val) RAS Non Non
¢.1010C>T
Fo/P4 7 T% i RA: N N
9/ b Mineure (0.Ala337Val) S on on
¢.1150C>T
o o
F10/P1 36 <1% Sévere (p.Arg384%) RAS VHC Non
F10/P2 16 <1% Sévere (;1:;%%:1) Arthropathies Non Non
¢.1150C>T .
0 o
F10/P3 / <1% Séveére (p.Arg384%) Arthropathies Non Non
€.1184T>C
F11/P1 11 <1% AV RA! N N
/! b Sévére (p.Phe395Ser) S on on
F12/P1 60 <1% Sévére / Arthropathies VHC Non
F12/P2 25 <1% Sévere / RAS Non Non
F12/P3 21 <1% Sévere / RAS Non Non
F13/P1 13 2% Modérée / RAS Non Non
F13/P2 13 2% Modérée / RAS Non Non

ACC: Anticoagulant circulant; F: Famille; P : Patient; RAS : Rien a signaler; VHC : Virus de
I'hépatite C.
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11.2.1. Arthropathies

Dans notre serie, les arthropathies sont rencontrées chez 12 patients présentant la
forme sévere de la maladie, donc 46,15% (12/26). Et aucun cas n'a été observé dans les
formes modérées et mineures (0%).

30 patients de I’é¢tude de Belhani, présentent des arthropathies dont 23/35 (66%)
hémophilies séveres et 7/20 (35%) hémophilies modérées, une ou plusieurs articulations sont
touchées chez un méme hémophile (Belhani, 2009). Selon la littérature, les arthropaties sont
répandues, elles apparaissent a partir de 8-13 ans et leur taux augmente avec 1’age (Bae et al,
2005 ; Michaut et al, 2007).

(2/6) des patients presentant la mutation c¢.-52C>T, (6/7) pour la mutation ¢.323G>A,
(/1) pour la mutation ¢.657_660dupATCA, (2/3) pour la mutation ¢.1150C>T et (1/3) dont la
mutation n’a été pas détectée chez ces 3 patients, sont touchés par les arthropathies. Des
¢tudes sur les arthropathies n’ont pas été mentionnées dans les articles qui décrivent ces
mutations. L'arthropathie hémophilique apparait aprés des hémarthroses fréquentes qui
touchent une articulation de I’hémophile. Les mécanismes inclus dans D’apparition de
I'arthropathie hémophilique sont encore insuffisamment connus, mais ils sont peut-étre de
facteurs multiples. lls font inclure des éléments inflammatoires et dégénératifs (Acharya,
2008; Cockenpot et al, 2013). Ce qui explique la présence des arthropathies chez des patients
et non chez d’autres présentant la méme mutation.

Certains auteurs affirment qu’une corrélation entre génotype et phénotype est rare et,
dans la majorité des cas, une corrélation claire n'a pas été démontrée, a I'exception de trés
rares cas (Bowen, 2002). En raison de la difficulté a présenter une corrélation claire, en 2001,
le comité international de normalisation de thrombose et hémostase a établi la classification
de la gravité clinique selon le niveau du facteur de coagulation dans le plasma et non a des
manifestations cliniques. Une relation directe entre le défaut génétique et l'activité de la
protéine est prévu (White et al, 2001). Cependant, L'analyse moléculaire du géne F9 dans une
cohorte de patients d’origine iranienne atteints d'HB a confirmé une corrélation entre le
génotype et la gravité de la maladie (Morteza et al, 2009). D’autres études ont confirmé cette
corrélation (Lillicrap, 1998 ; Ana Rebeca et al, 2012 ; Tengguo et al, 2014). Chez nos patients
présentant la forme modérée et mineure de I’HB ne sont pas touchés par les arthropathies.
Dans notre série, les arthropathies sont rencontrées chez 6 patients présentant la méme
mutation (¢.323G>A) a I’exception d’un seul malade dont le taux du FIX <1% traduisant la
forme sévére. La méme observation pour les autres mutations entrainant la forme sévere, les
arthropathies sont présentes chez des patients et non pas chez d’autres touchés par la méme
mutation. La mutation ¢.881G>A est responsable de 1’apparition de ’HB chez deux familles
non apparentees présentant la forme modérée pour la famille 6 et la forme sévére pour la
famille 7. Les patients de ces deux familles ne sont pas touchés par les arthropathies, malgre
la sévérité de ’'HB chez la famille 7. La discussion de I’existence d’une corrélation reste
difficile a cause de la présence de plusieurs facteurs qui peuvent influencer sur cette
corrélation.
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11.2.2. Infections

D’apres les données du tableau 19, 5 patients parmi 39 sont infectés par le VHC
(12,82%) dont leur age est de 36, 45, 50, 54 et 60 ans. La recherche de Yee et al en 2000 a
montré que la plupart des malades qui sont traités par des facteurs antihémophiliques
d’origine plasmatique avant la fin des années quatre-vingt ont été infectés par le VHC. Aprés
I’identification du VHC en 1989, les études de Lee et Tedder et al ont montré que les premiers
tests sérologiques présentent une séropositivité de plus de 90% des hémophiles transfusés
avec des produits non inactivés (Lee, 1995; Tedder et al, 1991).

11.2.3. ACC

La survenue d’un anticorps inhibiteur par allo-immunisation reste pour les malades
hémophiles la complication majeure du traitement de remplacement. Cette complication
présente 35% des cas d’HA sévere et 5% des cas d’HB sévere selon les dernicres études
(Kessler et al, 2015 ; Gouw et al, 2013 ; Srivastava et al, 2013).

Les ACC de FIX n'ont pas été observés chez nos patients. Les ACC sont moins
fréquents chez les malades atteints de ’HB que chez ceux atteints dHA. Le type de mutation
dans le géne F9 est lié a une prédisposition génétique a l'apparition d'ACC. La plupart
surviennent chez des patients présentant de grandes délétions ou des mutations non-sens
(Goodeve, 2015). En 2012, Pinotti et al ont révélé que les patients présentant des mutations
non-sens présentent un risque plus faible d'ACC que les patients ayant des délétions. Les
études de Thorland et al en 1999 et Warrier and Lusher en 1998 ont montré que les patients
présentant des délétions du géne F9 sont a haut risque de développer des ACC. Dans notre
cohorte aucune mutation de type délétion n'a été identifiée. Dans deux études rapportant
I'némophilie d'lran, aucun des patients atteints d'HB n'a développé d'ACC (Morteza et al,
2007; Mehdizadeh et al, 2009) similaire a notre étude, les ACC du FIX n'ont pas été observés
chez nos patients. Cela était probablement di a I'absence de délétions du géne F9 dans notre
cohorte ou a la petite taille de I'échantillon. Afin de confirmer ces résultats, nous devons
augmenter le nombre de patients HB étudiés dans notre étude.
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I11. Prédiction in silico des effets délétéres des nouvelles mutations responsables d’HB
dans la population Algérienne

Les effets deléteres de la nouvelle mutation identifiée (c.1184T>C) sur la protéine FIX
ont été prédits en utilisant dix logiciels bioinformatiques, cing pour la structure, quatre pour la
fonction et un logiciel pour la structure et la fonction.

111.1. Résultats

111.1.1. Analyse de la mutation ¢.1184T>C par des logiciels prédisant les effets délétéres
sur la fonction de la protéine FIX

111.1.1.1. Résultat obtenu par le logiciel PON-P2

Aprées 'utilisation du logiciel PON-P2, le résultat de la prédiction de I’effet de la
mutation ¢.1184T>C sur la protéine FIX est présenté sur la figure 32.

Probability Standard

Submission for Prediction

error

pathogenicity
p00740_F395S 0.910 0.048 Pathogenic

Figure 32. Résultat obtenu par le logiciel PON-P2.

D’aprés le résultat obtenu par le logiciel PON-P2, la probabilité prédite de
pathogénicité de la mutation ¢.1184T>C est de 91%.
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111.1.1.2. Résultat obtenu par le logiciel PolyPhen-2

La prédiction de I’'impact de la mutation ¢.1184T>C sur la protéine FIX par le logiciel
PolyPhen-2 nous a permis d’avoir les résultats présentés sur la figure 33.

This mutation is predictedtobe PROBABLY DAMAGING with a score of 1.000 (sensitivity: 0,00, specificity. 1.00)

A 0.00 0.20 0.40 0.60 0.80 1.00
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Figure 33. Résultat obtenu par le logiciel PolyPhen-2.

A. Prédiction de I’impact de la mutation c.1184T>C sur la protéine FXI par le logiciel
PolyPhen-2.

B. Alignement de séquences, produit par PolyPhen-2, montre la conservation de l'aa
phénylalanine (F) a la position 395 du FIX.

En utilisant le logiciel PolyPhen-2, la mutation ¢.1184T>C a été prédite comme étant
probablement déléteres a la protéine (Probably damaging) (Tableau 20). PolyPhen-2 a permis
d’obtenir le résultat d’alignement multiple par comparaison avec toutes les espéces
enregistrées sur UniProKB, ce qui nous a permis de confirmer que cette nouvelle mutation a
lieu au niveau d’une région trés conservée entre plusieurs especes (Figure 33.B) et il est fort
probable qu’elle induit une déstabilisation du FIX.
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111.1.1.3. Résultat obtenu par le logiciel Align GVGD

L’utilisation du logiciel Align GVGD a permis de prédire les effets déléteres de la
mutation ¢.1184T>C. Le résultat obtenu par ce logiciel est présenté sur la figure 34.

The following classifiers, ordered from most likely to interfere with function to least likely, were used:
GD>=65+Tan(10)x{GV"2.5) == Class C63 <=3 most likely
GD=>=55+Tan{10)x{GV"2.0) == Class C55
GD=>=45+Tan(15)x{GV"™~1.7) == Class C45
GD=>=35+Tan({50)x{GV"1.1) == Class C35
GD==25+Tan(55)x{GV"0.95) == Class C25
GD=>=15+Tan({75)x{GV"0.58) == Class C15
Else (GD<15+Tan(75)x{GV"0.6)) == Class C0 <=2 less likely
Substitution || GV GD Prediction
F3955 0.00 || 154.81 || Class C&5

Figure 34. Résultat obtenu par le logiciel Align GVGD.

L’analyse de la mutation c.1184T>C par Align GVGD a permis de calculer les valeurs
GV et GD pour cette mutation. La valeur de GV est égale & 0,00 ce qui signifie que la
substitution siége au niveau d’une région fortement conservée entre les especes analysées.
D’autre part, ce méme logiciel nous a permis de calculer le GD entre I’aa sauvage et muté. La
valeur GD pour cette mutation est égale a 154,81 ce qui signifie que le remplacement d’une
phénylalanine par une sérine est prédit comme changement radical.

Le résultat de 1’analyse de cette mutation par ce logiciel a permis de prédire que cette
derniére correspond a la classe C65 : cette mutation est prédite comme interférente avec la
fonction du FIX.

111.1.1.4. Résultat obtenu par le logiciel PROVEAN

Le logiciel PROVEAN utilisé pour analyser la mutation ¢.1184T>C, nous a conduit a
obtenir le résultat illustré sur la figure 35.

F3955 -7.954 Deleterious

Figure 35. Résultat obtenu par le logiciel PROVEAN.

Le résultat est établi sous forme d’un score de -7,954 qui est < -2,5 ce qui traduit que
la mutation ayant un effet délétére sur la protéine FIX.
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Les résultats de 1’analyse de la mutation ¢.1184T>C par des logiciels prédisant les
effets déléteres sur la fonction de la protéine FIX sont résumés dans le tableau 20.

Tableau 20. Résultats de 1’analyse de la mutation ¢.1184T>C par des logiciels prédisant les
effets déléteres sur la fonction de la protéine FIX.

Logiciel Résultats de prediction | Score / Indice de fiabilité / Classe
PON-P2 Pathogéne 0,910 Indice de fiabilité
PolyPhen-2 | Probablement délétere 1 Score
Align GVGD Affecte la fonction 65 Classe
PROVEAN délétere -7,954 Score

111.1.2. Analyse de la mutation ¢.1184T>C par des logiciels prédisant les effets délétéres
sur la structure de la protéine FIX

111.1.2.1. Résultat obtenu par le logiciel I-Mutant 2.0

L’analyse des effets de la mutation ¢.1184T>C sur la stabilité de la protéine FIX a été
prédite par le logiciel I-Mutant 2.0. Le résultat obtenu par ce logiciel est représenté sur la
figure 36.

R R R R A R R R R A A A A R AR R A AR AR AR AR AR A A AR R R AR R

1] ]

= I-Mutant v2.0 =
e Predictor of Protein Stability Changes upon Mutations e

£

R R R R A R R R R A A A A R AR R A AR AR AR AR AR A A AR R R AR R

SEQ File: fileseq.bd

Position WT MEW DDG pH T
395 F 5 -2.80 7.0 25

WT: Amingacid in Wild-Type Protein
MNEW: New Aminoacid after Mutation
DDG: DG(MewProtein)-DGWildType) in Kcal/ma)
DDG < Decrease Stability
DDG=0: Increase Stability
T. Jemperatyre in Celsius degrees
pH:_-log[H+]

R R R R A R R R R A A A A R AR R A AR AR AR AR AR A A AR R R AR R

Figure 36. Resultat obtenu par le logiciel I-Mutant 2.0.

I-Mutant 2.0 a permis de calculer la DDG entre la protéine normale et mutée. La
valeur DDG calculée pour la mutation ¢.1184T>C est égale a -2,89. Etant donné que cette
valeur est négative, la mutation testée a été considérée comme déstabilisante pour la structure
du FIX.
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111.1.2.2. Résultat obtenu par le logiciel ProSMS

Le logiciel ProSMS a présenté le résultat de 1’analyse de la mutation ¢.1184T>C sous
deux formes représentées sur les figures 37 et 38.

ProSHS 3-state prediction for F3955 of f9

0.80

Probability
L1
2

=
£

0.20

0.00

s
Hutation

| [ stabilizing W Meutal [ Destabilizing

The mutation F3955 could distabilize the protsin.

Figure 37. Résultat sous forme de diagrammes obtenu par le logiciel ProSMS.

I:r;nSHS regression prediction for F3955 of Your Protein

0.0 ]
- F3955

=3.0

-4.0

-4,320

I

=5.0

The mutation F3955 could distabilize the protein.

Figure 38. Résultat sous forme d’une valeur DDG obtenu par le logiciel ProSMS.
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En analysant la mutation ¢.1184T>C, la valeur DDG obtenue par le logiciel ProSMS
est égale a une valeur négative de -4,320. En basant sur cette valeur, cette mutation a été
considérée comme déstabilisante pour la structure du FIX.

111.1.2.3. Résultat obtenu par le logiciel INPS

La prédiction de 1’effet de la mutation ¢.1184T>C sur la protéine FIX par le logiciel
INPS nous a permis d’obtenir le résultat présenté sur la figure 39.

inps prediction results
Copyright (C) 2815 Castrense Savojardo
Cepartment of Biological, Geological and Environmental Sciences (BiGed)
Bologna Biocomputing Group
University of Bologna, Italy.
savojard@biocomp.unibo. it

Protein info

Protein id: sp P@@74@ FAS HUMAN
Protein length: 461

Mutation DDG

F3955 -2.73671

Figure 39. Résultat obtenu par le logiciel INPS.

La valeur DDG négative (-2,73) nous a permis de prédire un impact déstabilisant de la
mutation ¢.1184T>C sur la protéine FIX, en utilisant le logiciel INPS.
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111.1.2.4. Résultat obtenu par le logiciel MUpro

Le résultat de la prédiction de ’effet de la mutation ¢.1184T>C sur la structure de la
protéine FIX est présenté sur la figure 40.

Mutation Request:
Name: unknown
Sequence:

MQRVNMIMAESPGLITICLLGYLLSAECTVFLDHENANKILNRPKRYNSGKLEEFVQGNL
ERECMEEKCSFEEAREVFENTERTTEFWKQYVDGDQCESNPCLNGGSCKDDINSYECWCP
FGFEGKNCELDVTCNIKNGRCEQFCKNS ADNEVVCSCTEGYRLAENQKSCEPAVPFPCGR
VSVSQTSKLTRAETVFPDVDYVNSTEAETILDNITQSTQSFNDFTRVYGGEDAKPGQFPL
QVVLNGKVDAF CGGSTWNEKWIVT AAHCVETGVK I TVWAGEHNTEETEHTEQKRNVIRTT
PHHNYNAATNKYNHDIALLELDEPLYLNSYVTPICIADKEYTNIFLKFGSGYVSGWERVF
HKGRSALVLOYLRVPLVDRATCLRSTKFTIYNNMFCAGFHEGGRDSCQGDSGGPHVTEVE
GTSFLTGIISWGEECAMKGKYGIYTKVSRYVNWIKEKTKLT

Position: 395

Original Amino Acid: F
Substitute Amino Acid: S

Prediction Results:

1. Predicted both value and sign of energy change using SVM and sequence information only (Recommended)

detal delta G = (INCREASE stability)

2. Prediction of the sign (direction) of energy change using SVM and neuvral network with a smaller sequence window
Method 1: Support Vector Machine, use sequence information only.

Effect: DECREASE the stability of protein structure.

Confidence Score: -1

Method 2: Newral Network. use sequence information only.

Effect: DECREASE the stabilitv of protein structure.
Confidence Score: -0.99230372579082

Figure 40. Résultat obtenu par le logiciel MUpro.

Apres I'utilisation du logiciel MUpro pour analyser la mutation ¢.1184T>C, un score
de -1 a été obtenu ce qui signifie que cette mutation diminue la stabilité de la structure
protéique du FIX.

111.1.2.5. Résultat obtenu par le logiciel iStable

L’utilisation du logiciel iStable a permis de prédire les effets déléteres de la mutation
€.1184T>C sur la structure de la protéine FIX. Le résultat obtenu par ce logiciel est présenté
sur la figure 41.

Reference Reference Meta Result
Predictor  1-Mutant? 0 SEQ DDG MUpro Conf. Score 1Stable Conf. Score
Result Decrease -2.07 Decrease -1 Decrease 0.778174

Figure 41. Resultat obtenu par le logiciel iStable.

Le score obtenu par le logiciel iStable est prés de 1, ce qui signifie que la mutation
€.1184T>C a été considérée comme déstabilisante pour la structure du FIX.

Les résultats de I’analyse de la mutation c.1184T>C par des logiciels prédisant les
effets délétéres sur la structure de la protéine FIX sont résumés dans le tableau 21.

84



Partie expérimental Chapitre Il : Résultats et discussion

Tableau 21. Résultats de 1’analyse de la mutation ¢.1184T>C par des logiciels prédisant les
effets délétéres sur la structure de la protéine FIX.

Logiciel Résultats de prédiction | Score / DDG
I-Mutant 2.0 Déstabilisante -2,89 | DDG
ProSMS Déstabilisante -4,32 | DDG
INPS Déstabilisante -2,73 | DDG
MUpro Déstabilisante -1 | Score
iStable Déstabilisante 0,77 | Score

111.1.3. Analyse de la mutation ¢.1184T>C par un logiciel prédisant les effets délétéres
sur la structure et la fonction de la protéine FIX (Project HOPE)

L’utilisation du logiciel Project HOPE nous a permis d’analyser des paramétres pour la
prédiction des effets délétéres de la mutation faux-sens ¢.1184T>C (p.Phe395Ser).

» Localisation du résidu substitué au niveau du FIX

La phénylalanine en position 395 se trouve au niveau du domaine catalytique (Sérine
protéase). Cet aa est présent dans une boucle disulfure formée par Cys382 et Cys396.

» Comparaison des changements structuraux de la protéine FIX

Le remplacement d’une phénylalanine par une sérine provoque un changement
structural trés important au sein de la protéine FIX qui se traduit par 1’affaiblissement des
contacts hydrophobes du Phe395 avec Leu376, ce qui pourrait déstabiliser 1’hélice (376-384)
et entrainer une affinité réduite pour le FVllla.

» Comparaison des propriétés physicochimiques entre le résidu normal et muté

La différence de propriétés d’aa peut expliquer I’impact des mutations sur la structure
et la fonction du FIX. Donc, une comparaison des propriétés physicochimiques entre le résidu
normal (Phénylalanine) et muté (Sérine) a été effectuée. Les structures de ces deux aa sont
représentées dans la figure 42. Cette figure montre les structures schématiques de 1’aa
sauvage la phénylalanine (a gauche) et I’aa muté la sérine (a droite). La partie commune
(squelette) entre les deux aa est de couleur rouge. La chaine latérale qui est unique pour
chaque résidu est de couleur noire. Ces deux aa présentent des proprietés chimiques
particuliéres en raison de la nature de leurs chaines latérales.
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OH

‘\ OH
OH
HoN H,N

O @)

Phénylalanine Sérine

Figure 42. Les structures schématiques de la phénylalanine et sérine.

Les différences de propriétés physico-chimiques entre les deux aa résident au niveau
de la taille et I’hydrophobicité (Annexes 3 et 4). La sérine (105 Da) est plus petite que la
phénylalanine (165 Da). Tandis que la phénylalanine et plus hydrophobe que la sérine. De
plus, la présence de chaine latérale aromatique de I’aa phénylalanine représente la principale
différence. Toutes ces différences pourraient causer un changement structural important a la
protéine FIX.

» Comparaison de taille et orientation de chaine latérale du résidu normal et muté

Pour la mutation ¢.1184T>C (p.Phe395Ser), les deux structures 3D du FIX sauvage et
muté ont été superposées afin de déterminer toutes différences de taille et d’orientation des
chaines latérales (Figure 43).
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23

Figure 43. Capture superposée des deux structures 3D du FIX sauvage et mutée (vue sur trois
ongles différents). La protéine FIX est représentée sous forme ribbon de couleur grise. La
chaine latérale de I’aa phénylalanine est représentée en vert tandis que celle de 1’aa sérine est
représentée en rouge.

La comparaison de la chaine latérale de la phénylalanine représentée en vert avec celle
de la sérine représentée en rouge montre clairement la différence de taille entre les deux
chaines. La chaine latérale de la sérine est plus courte que celle de la phénylalanine. Cette
différence pourrait empécher ou créer de nouvelles interactions moléculaires au sein de la
structure du FIX.

111.2. Discussion

La nature de la mutation est fondamentale pour évaluer son caractére pathogene. Dans
notre étude, deux nouvelles mutations ont été détéctées: une duplication
(c.657_660dupATCA) et une mutation faux-sens (¢.1184T>C; p.Phe395Ser).

La duplication identifiée est une mutation qui entraine un décalage du cadre de lecture
responsable de I’apparition d’un codon stop prématuré a la position 223 (p.Asp223*). La
présence de ce codon stop prématuré empéche toute synthése d’une protéine tronquée par la
dégradation de I’ARNm via le mécanisme NMD. Le caractere délétere de cette mutation est
donc admis. En revanche, les effets délétéres des mutations faux-sens sont sujets a discussion
essentiellement si ces mutations sont responsables de forme sévere de la pathologie. C’est la
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raison pour laquelle les effets délétéres de la nouvelle mutation faux-sens (c.1184T>C)
rapportée dans cette étude ont été prédits par différents logiciels bioinformatiques.

Les effets déléteres de la nouvelle mutation faux-sens (c.1184T>C) sur la stabilité ont
été évalués par cing logiciels différents (I-Mutant 2.0, ProSMS, INPS, MUpro et iStable).
Tandis que les effets de cette mutation sur la fonction protéique ont été prédits par quatre
logiciels différents (PON-P2, PolyPhen-2, Align GVGD et PROVEAN).

La stabilité de la protéine FIX a été évaluée par le calcul d’énergie; plus le champ de
force de 1’aa est grand, moins la protéine est stable. Les logiciels de prédiction des effets de la
mutation sur la fonction du FIX se basent sur les principes suivants: calcul du score de
Grantham, les différences des propriétés physicochimiques des résidus et I’analyse de 1’état de
conservation du résidu étudié entres des especes. Les résultats obtenus par les logiciels
prédisant les effets délétéres sur la stabilité de la protéine FIX (I-Mutant 2.0, ProSMS, INPS,
MUpro et iStable) sont en faveur d’un effet déstabilisant de la mutation ¢.1184T>C sur la
protéine FIX. De méme, les logiciels (PON-P2, PolyPhen-2, Align GVGD et PROVEAN) ont
prédit des effets déléteres de cette mutation sur la fonction du FIX.

Pour confirmer ces différents résultats, le logiciel Project HOPE ; qui analyse I’impact
des mutations ponctuelles sur la structure et la fonction protéique en utilisant la structure 3D,
a été utilisé.

Les résultats obtenus ont montré que I’effet délétere de la nouvelle mutation
€.1184T>C réside aux changements des propriétés physico-chimiques des deux aa normal
(Phénylalanine) et muté (Sérine). Ces changements sont responsables de perte des interactions
moléculaires ayant des effets destabilisants au niveau de la structure de la protéine FIX. Le
remplacement d’un aa non polaire (phénylalanine) par un aa polaire (sérine) peut affecter la
fonction, la sécrétion ou la stabilité de la protéine FIX.
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Conclusion générale

La démarche diagnostique des maladies hémorragiques constitutionnelles de
I’hémostase doit étre rationnelle combinant & la fois les données cliniques et biologiques.
Nous nous sommes intéressés a ’HB, pouvant étre une maladie handicapante si sa prise en
charge n’est pas précoce. L'HB, maladie de la coagulation rare, est tres redoutée. En effet, en
plus des risques encourus du fait des accidents aigus hemorragiques, il s'agit d'une pathologie
géneratrice de séquelles orthopédiques (ostéo-articulaires, musculaires et nerveuses) dans son
évolution et qui pose le probleme de leur prise en charge pluridisciplinaire. La prévalence
réelle de I’HB en Algérie n’est pas connue d’ou I’intérét d’un registre national.

Le diagnostic biologique de la maladie de I’HB qui a été effectué chez une partie de la
population Algérienne, nous a permis de démontrer que cette maladie est moins fréquente que
d’autres syndromes hémorragiques comme I’HA et que la forme sévére est la plus fréquente
pour I’HB ainsi que pour I’'HA (67,67%). Cette pathologie se caractérise par la normalité des
tests d’exploration de 1’hémostase primaire en raison d’une formation initiale normale du
caillot plaquettaire. Cependant, ’HB se traduit par une anomalie de I’hémostase secondaire a
cause du déficit du FIX, ce qui explique I’allongement du TCA.

39 patients atteints d’HB appartenant a 13 familles Algériennes non apparentées ont
été inclus dans I’étude moléculaire. Tous les patients étaient des hommes. L'ADN a été extrait
par la méthode de salting out. Comme la plupart des exons du gene F9 sont relativement
courts, le séquencage direct d'un exon complet est possible une fois qu'il a été amplifié a partir
de I'ADN génomique par la technique de la PCR. Donc, tous les exons, le promoteur et la
région polyA du géne F9 ont été amplifiés par PCR. Les mutations de I’HB ont été identifiées
par analyse de séquence automatisée en utilisant la méthode d'électrophorése capillaire.

Cette analyse moléculaire permet de produire les premiers résultats a I'échelle
nationale concernant la population porteuse d'HB.

Les anomalies moléculaires responsables de I’HB dans 1’échantillon constitué¢ de 34
patients hémophiles appartenant a 11 familles ont pu étre caractérisées. Ces mutations
regroupent 9 mutations ponctuelles et une duplication. Deux nouvelles mutations ont été
détectées dans cette étude. Ces mutations n’ont jamais été décrites auparavant et semblent étre
spécifiques a la population Algérienne.

De fagon générale, la plupart des mutations identifiées sont spécifiques a chaque
famille a ’exception de la mutation ¢.881G>A qui a été identifiée chez deux familles non
apparentées. C’est probablement la raison pour laquelle, de nouvelles mutations de I’HB sont
encore dépistées malgreé le séquencage extensif du géne F9 par de nombreuses équipes depuis
plus de 30 ans.

Cependant, la stratégie d’identification des mutations utilisée a permis la mise en
évidence des mutations responsables de I’HB chez uniquement 84,62% de 1’échantillon
¢tudié. L’absence de mutations pour les cas restant peut étre due a une variation intronique ou
aux larges réarrangements du géne F9 de type délétion ou duplication.



Conclusion générale

Les résultats obtenus dans la deuxiéme partie d’étude confirment 1’existence de sites
privilégiés de mutations au niveau du gene F9. 50% des mutions sont localisées au niveau de
I’exon 8 et les mutations les plus récurrentes sont trouvées dans les sites CG.

Notre recherche nous a permis de confirmer qu’une méme mutation peut présenter
différents degrés de sévérité, c’était le cas de la mutation ¢.881G>A.

Nous avons confirmé la difficulté d’établir une corrélation entre phénotype et type de
mutation, ceci est a cause de la présence de plusieurs facteurs qui peuvent influencer sur cette
corrélation.

Les effets délétéres de la nouvelle mutation faux-sens ¢.1184T>C détectée dans cet
échantillon ont été prédit en utilisant des logiciels évaluant son impact sur la structure et la
fonction de la protéine FIX. Par conséquent, cette étude a permis de démontrer 1’efficacité de
la combinaison de plusieurs outils prédictifs pour évaluer les effets déléteres des nouvelles
mutations.

Du fait de ’absence de mutations identifiées chez deux familles, nos travaux de
recherches futures vont s’orienter vers 1’identification des anomalies moléculaires
responsables de I’HB chez les patients de ces familles et I’inclusion des nouveaux cas afin de
permettre un diagnostic accessible a toutes les familles.

Compte-tenu de I’absence d’ACC chez les patients de cette ¢tude et dans le but de
mieux élucider les facteurs de risque de ces inhibiteurs (génétiques ou éventuellement liés au
traitement) et les modalités de traitement liés a I’HB, nous envisageons de compléter 1’étude
sur un plus large échantillon afin d’inclure des patients présentant des ACC.

La connaissance des mécanismes moléculaires associés aux différents
dysfonctionnements de la protéine FIX est importante au développement de nouvelles
stratégies thérapeutiques dont le développement d’une thérapie génique et la recherche des
molécules thérapeutiques du FIX plus stables.

3 cas dans cette recherche présentent la forme sporadique entrainée par les mutations
€.657_660dupATCA, ¢.892C>T et ¢.1184T>C ce qui nous conduira de proposer aux meres un
test de détection du statut conductrice. Ce test sera proposé au futur a toutes les femmes
appartenant aux familles a risque, ce qui pourra confirmer le statut des femmes non porteuses
et d’assurer une meilleure prise en charge de la mére conductrice et de son enfant lors de
I’accouchement
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ANNEXE 1

CONSENTEMENT ECLAIRE POUR ETUDE GENETIQUE

Service:Hématologie, CHU de BATNA,

Algérie Laboratoire de biotechnologie des
molécules bioactives et de la
Téléphone : ....covvvviniiiiniiiniiinnnennnns physiopathologie cellulaire, université de
Batna 2, Algérie
| ) O PP PP
Identification du patient Identité du titulaire de I'autorité parentale si mineur
Nom : Nom:
Prénom :
Date de naissance : Prénom :
Sexe :
Adresse :

Je soussigné(e), sus nommé(e), reconnais avoir été informé(e) par le
.............................................. sur les examens des caractéristiques génétiques qui
seront réalisés, dans un but diagnostique et/ou de recherche, a partir :

O Du prélévement qui m'a été effectué

ODu prélevement qui a été effectué sur mon enfant mineur

Pour la recherche des mutations de I’hémophilie B chez une partie de la population
Algérienne.

Je donne mon consentement pour ce prélévement.

J’ai compris que cette étude peut entrer dans le cadre d’une étude familiale.

J’accepte que sur ce prélevement puissent €tre fait d’autres tests, ultérieurement et en fonction
du progrés des connaissances sur les causes génétiques de ma maladie familiale ou de ma
susceptibilité vis-a-vis de mon traitement médicamenteux.

Jautorise le recueil, la saisie et le traitement informatique des données médicales nécessaires
a cet examen.

Faita ....coooovvvveviiniinde viniiiiiiiiiiinianie.... Signature du patient.........cooeevenneens

Je certifie avoir informé le (ou la) patient(e) sus | Signature et cachet du médecin prescripteur
nommé(e) sur les caractéristiques de la maladie
recherchée ou sur les facteurs génétiques se
susceptibilit¢ au(x) médicament(s) étudié(s), les
moyens de la détecter, du degré de fiabilité des
analyses, des possibilités de prévention et de
traitement, des modalités de transmission génétique
de la maladie recherchée et de leurs possibles
conséquences chez d’autres membres de sa famille.




ANNEXE 2

Fiche de renseignements

Diagnostic biologique et moléculaire de I’hémophilie B

Identification du patient

Nom :
Prénom :
Date de naissance :

Adresse (ville) :

Prélevement

Nature du prélévement : sang sur EDTA
Date du prélevement :

Lieu du prélevement : Service d’hématologice CHU de BATNA

Renseignements cliniques

Cas

O Sporadique
0 Familial
ACC

Age au diagnostic

Circonstances du diagnostic

Taux du FIX

Signature du médecin



ANNEXE 3
Tableau résumant les codes et les masses moléculaires des aa

(http://biochimiedesproteines.espaceweb.usherbrooke.ca/la.html)

Code Code Poids
Acide aminé a3 a1 (en
lettres lettre  g/mol)

alanine Ala A 89,1
arginine Arg R 1742
asparagine |Asn | N 1321
aspartate Asp 133,1
cystéine Cys i 1212
glutamate Glu 147 1
glutamine Gln

glycine

histidine

isoleucine
leucine

lysine

méthionine
phénylalanine Phe
proline Pro
Serine Ser
thréonine Thr
tryptophane |Trp
tyrosine Tyr
valine Val



http://biochimiedesproteines.espaceweb.usherbrooke.ca/1a.html

ANNEXE 4

Tableau résumant les caractéres hydrophobes des aa

(http://www.sigmaaldrich.com/life-science/metabolomics/learning-

center/amino-acid-reference-chart.html).

At pH 2° At pH 7°
Very Hydrophobic

Leu 100 Phe 100
lle 100 lle 99
Phe 92 Trp a7
Trp 84 Leu a7
Val 79 Val 76
Met 74 Met 74

Hydrophobic

Cys 32 Tyr 63

Tyt 49 Cy's 49

Ala 47 Ala 41
Meutral

Thr 13 Thir 13

Glu 8 His 8

Hydro

-46 {used pH 2)
-55



http://www.sigmaaldrich.com/life-science/metabolomics/learning-center/amino-acid-reference-chart.html
http://www.sigmaaldrich.com/life-science/metabolomics/learning-center/amino-acid-reference-chart.html

Résumeé

L'hémophilie B est une forme d'hémophilie caractérisée par un deficit en FIX
entrainant des hémorragies spontanées ou prolongées. 11 s’agit d’une pathologie héréditaire
récessive liée a I’X qui touche presque exclusivement les hommes. Selon la nature de la
mutation génétique qui est 1’origine de la maladie, le facteur de coagulation affecté peut étre
totalement absent de 1’organisme du patient, ou présent mais sous une forme
dysfonctionnelle. Différents degrés de sévérité de I’hémophilie ont été établis : mineure,
modérée, sévere, sur la base du taux d’activité biologique plasmatique de facteur anti-
hémophilique (FAH). Généralement, ce taux de FAH circulant est corrélé aux manifestations
cliniques observées.

Cette thése représente une contribution a 1’étude biologique et moléculaire de
I’hémophilie B dans la population Algérienne. Nous avons eu comme premier objectif de
mettre en évidence les caractéristiques biologiques de cette maladie dans un échantillon
constitué de 39 patients appartenant a 13 familles par un diagnostic biologique basé d’une part
sur I’analyse des caractéres généraux tels que sexe, age, age au diagnostic, circonstances de
découverte et degré de sévérité et d’autre part sur des tests d’exploration de I’hémostase. Pour
ces derniers tests, seulement 29 patients parmi 39 hémophiliques B ont été inclus. Les
résultats obtenus ont montré : un déficit en FIX, allongement du TCA, avec un taux
plaquettaire, un TP et un taux de FVIII normaux. Cette maladie est moins fréquente que
I’hémophilie A, dont la forme sévére est la forme la plus fréquente pour les deux types
d’hémophilie.

Dans la deuxieme partie de cette étude, nous nous sommes intéresses a caractériser les
anomalies moléculaires du géne F9 responsables 1’hémophilie B dans un échantillon constitué
de 39 patients appartenant a 13 familles par [’utilisation du séquengage basé sur
I’¢lectrophorése capillaire. L’analyse moléculaire du géne F9 a permis I’identification des
anomalies moléculaires responsables de ’hémophilie B chez 11 familles. Ces mutations sont
de quatre types : trois mutations non-sens (c.357T>A, ¢.892C>T, ¢.1150C>T), cinq mutations
faux-sens (c.323G>A, ¢.373G>A, ¢.881G>A, ¢.1010C>T, ¢.1184T>C), une mutation au
niveau du promoteur (c.-52C>T), et une duplication (c.657_660dupATCA). A I’exception de
la mutation ¢.881G>A qui a été identifiée chez deux familles non apparentées, les autres
mutations sont spécifiqgues a chaque famille. Deux nouvelles mutations (c.1184T>C,
c.657 660dupATCA) ont été rapportées dans cette ¢tude. Ces deux mutations n’ont jamais été
décrites dans d’autres populations ; elles sont spécifiques a la population Algérienne. Aucune
association n’a été identifiée entre le type de mutation du géne F9 et la survenue de
complications dans cet échantillon.

Dans le troisieme volet de cette thése, nous avons eu comme objectif de contribuer a la
compréhension des mécanismes moléculaires a ’origine du déficit de la protéine FIX. Les
effets déleteres de la nouvelle mutation ¢.1184T>C identifiée dans la premiere partie de cette
étude ont été prédits en utilisant une combinaison de logiciels d’étude in silico. Cette mutation
a été prédite comme délétere au niveau de la structure ainsi que la fonction du FIX. Les
différences de propriétés physico-chimiques entre les deux acides aminés sont responsables de
la perte des interactions moléculaires au sein de la protéine FIX. La nouvelle duplication
€.657_660dupATCA n’a pas été étudiée dans cette partie, son impact est évident.

Les résultats de cette thése pourront contribuer a la comprehension des mecanismes
moléculaires a ’origine de I’hémophilie B. Apres cette étude, on pourra contribuer a établir
un véritable conseil génétique pour les familles a risque.

Mots clés : Hémophilie B, F9, FIX, diagnostic biologique, diagnostic moléculaire, mutation,
étude in silico.



Abstract

Hemophilia B is a form of hemophilia characterized by FIX deficiency leading to
spontaneous or prolonged hemorrhages. It is an inherited X-linked recessive disorder that
affects men almost exclusively. Depending on the nature of the genetic mutation that is
causing the disease, the affected clotting factor may be totally absent from the patient's body,
or present but in a dysfunctional form. Different degrees of severity of haemophilia have been
established: minor, moderate, severe, based on the level of plasma antihemophilic factor
(AHF) activity. Generally, this rate of circulating AHF is correlated with the clinical
manifestations observed.

This thesis represents a contribution to the biological and molecular study of
hemophilia B in the Algerian population. Our first objective was to highlight the biological
characteristics of this disease in a sample consisting of 39 patients belonging to 13 families by
a biological diagnosis based on the one hand on the analysis of general characteristics such as
sex, age, age diagnosis, circumstances of discovery and degree of severity and secondly on
tests for exploration of hemostasis. For these last tests, only 29 out of 39 hemophilic B
patients were included. The results obtained showed: Low FIX activity, a prolonged aPTT,
normal platelet rate, normal prothrombin level, and normal FVIII activity. This disease is less
common than hemophilia A, the severe form of which is the most common form for both
types of hemophilia.

In the second part of this study, we focused on characterizing the molecular
abnormalities of the F9 gene responsible for hemophilia B in a sample of 39 patients from 13
families using sequencing based on capillary electrophoresis. Molecular analysis of the F9
gene allowed identification of the molecular abnormalities responsible for hemophilia B in 11
families. These mutations are of four types: three nonsense mutations (c.357T>A, ¢.892C>T,
€.1150C>T), five missense mutations (c.323G>A, c¢.373G>A, c.881G>A, ¢.1010C>T,
c.1184T>C), one mutation at the promoter (c-52C>T), and one duplication
(c.657_660dupATCA). With the exception of the mutation c.881G>A that has been identified
in two unrelated families, the others mutations are specific to each family. Two new
mutations (c.1184T>C, c¢.657_660dupATCA) were reported in this study. These two
mutations have never been described in other populations; they are specific to the Algerian
population. No association was identified between the type of F9 gene mutation and the
occurrence of complications in this sample.

In the third part of this thesis, we aimed to contribute to the understanding of the
molecular mechanisms at the origin of FIX protein deficiency. The deleterious effects of the
new €.1184T> C mutation identified in the first part of this study were predicted using a
combination of in silico software. This mutation has been predicted to be deleterious at the
level of the structure as well as the function of the FIX. The differences in physico-chemical
properties between the two amino acids are responsible for the loss of molecular interactions
within the FIX protein. The new duplication ¢.657_660dupATCA has not been studied in this
part, its impact is obvious.

The results of this thesis may contribute to the understanding of the molecular
mechanisms underlying hemophilia B. After this study, we will be able to help establish a real
genetic counseling for families at risk.

Key words: Hemophilia B, F9, FIX, biological diagnosis, molecular diagnosis, mutation, in
silico study.
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