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Résumé 

 Les mutations dynamiques correspondent à des variations atypiques du génome 

humain. Elles sont caractérisées par une dynamique représentée par le taux de polymorphisme 

très élevée, allant jusqu’à une instabilité de degré de répétitions d’ADN microsatellites. 

Plusieurs gènes constituent la base moléculaire de conditions dites pathologies à amplification 

de triplet, la première de ces pathologies à avoir été identifiée et la plus fréquente est le 

syndrome de Martin-Bell ou le syndrome de l’X-Fragile. L’étiologie moléculaire de cette 

maladie héréditaire liée à l’X et monogénique correspond au gène FMR1 qui comprend à son 

extrémité 5’UTR une séquence riche en CG, dont l’amplification au-delà d’un seuil entraine 

l’apparition de signes cliniques assez subtiles pour être diluer dans la population de malades 

atteints de déficiences mentales et de malades atteints d’autisme. 

 Dans notre étude, première dans son genre en Algérie, nous avons effectué le 

dépistage du gène FMR1, gène causale du syndrome de l’X-Fragile sur 55 malades. L’analyse 

par Southern blot après amplification du locus FRAXA nous a permis de mettre en évidence 

la présence de mutation complète et par des analyses en cascade la présence de prémutation. 

Ce qui nous a conduits à poser un diagnostic moléculaire suivit par l’établissement d’un 

conseil génétique et une meilleure prise en charge du malade.  

Le génotypage de l’ADN microsatellite sur deux loci FRAXA et FRAXE nous a 

permis d’étudier d’une part le taux de polymorphisme, la distribution des variants alléliques et 

enfin l’hétérozygotie au niveau des gènes FMR1 et FMR2 au sein de notre population.  

Mots clés: autisme, répétitions CGG, gène FMR1, Syndrome de l’ X-Fragile, retard mental. 

 

 

 

 

 



Summary 

Dynamic mutations are unusual variations in the human genome. They are 

characterized by an instability represented by the very high levels of polymorphism, signing 

up the repeats instability in microsatellite DNA. 

Several genes are the molecular basis of conditions known as trinucleotide repeat disorders. 

Fragile X syndrome (FXS) is the leading cause of inherited mental retardation. The 

underlying molecular alteration consists of a CGG repeat expansion within the FMR1 gene. 

Therefore, searching for CGG expansion at the FXS locus among the mentally retarded 

should become a routine investigation in neuro-paediatric practices. 

 In our study, first of its kind in Algeria, we conducted the screening of the FMR1 

gene, on 55 patients with mental deficiency. The Southern blot analysis after amplification of 

the FRAXA locus allowed us to highlight the presence of full mutation and analyzes in 

cascade allowed us to detect premutation. These findings helped us to establish a molecular 

diagnosis and to set up a session of genetic counseling among the members of the FXS family 

and therefore by a better follow up of the patient. 

Genotyping of microsatellite DNA on FRAXA and FRAXE loci allowed us to study in one 

hand the polymorphism rate, the distribution of the allelic variants and finally the 

heterozygosity at the FMR1 and FMR2 genes. 

Keywords: autism, CGG repeats, FMR1 gene, fragile X Syndrome, mental retardation. 

 

 

 

 

 

 

 



 ملخص

كٌة بحرفهً تتمٌز . وم البشريجٌنعادٌة فً الالتغٌرات غٌر الكٌة مع حرال الوراثٌة راتطفتتوافق ال

 . انصغزٌ ADN اتاستقرار درجة تكرارعدم  تصل إلىلعالً جدا من تعدد الأشكال  بمستوىممثلة 

الثلاثً، وأول اعف التض بأمراضالمعروفة  للأوضاعات الأساس الجزٌئً مورثالعدٌد من التمثل 

لمسبب . االهش–Xأو متلازمة  Martin-Bellمتلازمة  ًشٌوعا ه هاأكثرو هاتم تحدٌد التًهذه الأمراض 

الذي  FMR1المورث  ٌتمثل فً مورثأحادي الو  Xبالصبغً  وراثً المرتبطالهذا المرض ل الجزٌئً

حٌث أن تضاعفها فوق عتبة معٌنة ٌسبب ظهور  ،CGة بالقواعد سلسلة غنٌ UTR’5فً نهاٌته  ٌحتوي

عقلٌة ومرضى إعاقات أعراض سرٌرٌة دقٌقة بما ٌكفً لتكون غٌر ظاهرة فً فئة المرضى المصابٌن ب

 .التوحد

انمسبب  FMR1بفحص انمىرث قمنب  ،ذه اندراست وانتٍ تعد الأونً من نىعهب فٍ انجشائزفٍ ه

 FRAXAعد مضبعفت انمىقع انجُنٍ ب Southern blotمزَض. انتحهُم بطزَقت  55 ل انهش-Xنمتلاسمت 

و كذنك انتحهُلاث انمتتبنُت اظهزث وجىد طفزة  ،كبمهتوراثُت  طفزة وجىد عهً انضىء تسهُظب ننب سمح

 أفضل رعاٌةتوفٌر  و وراثٌة ستشارةا إنشاءب متبوع جزٌئً تشخٌص إلى وضع هذا أدى مبدئُت.ورائُت 

 .للمرٌض

مستىي  دراستب ننب سمح FRAXE و FRAXA فٍ انمىقعُن انجُنُُن انصغزٌ ADN ٍجُنان التنمٌط

عند فئت  FMR2 و FMR1 انشَجىتٍ فٍ انمىرثُن تغبَزان أخُزا و نُهُتالأ انمتغُزاثتىسَع  ،تعدد الأشكبل

 .انمزضً انمدروست

 

 الهش، التخلف العقلً-Xمتلازمة  ،FMR1، مورث CGGالتوحد، تكرارات  :كلمات المفتاح
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Les développements récents dans le domaine de la génétique moléculaire humaine ont 

eu pour conséquence une compréhension de plus en plus précise des pathologies à étiologie 

génétique. Contrairement aux idées reçues, beaucoup de maladies génétiques, loin d’être 

rares, représentent en fait une cause significative de maladie et de mortalité (Rodwell et 

Aymé. 2014). Des pathologies qui, prisent individuellement apparaissent rares, sont d’une 

manière globale une cause majeure de mortalité et de morbidité. Environ 3 % de toutes les 

grossesses aboutissent à la naissance d’un enfant ayant une maladie génétique significative ou 

une anomalie congénitale responsable d’un handicap, de retard mental ou de mort précoce 

(Gelehrter et Collins. 1992). 

 

Le retard mental (RM) est la cause la plus fréquente de handicape grave chez les 

enfants et les jeunes adultes et constitue un problème majeur du point de vue social et 

médical. 0.3 – 0.5 % de la population mondiale est affectée par des formes de RM de grave à 

profond et cette fréquence peut atteindre 1-1.5 % si on considère les formes modérées de RM 

(Chelly et al., 2006). Les causes de RM sont très variables et peuvent être de nature 

environnementale ou génétique ou bien une combinaison des deux. Parmi les 1000 différentes 

maladies héréditaires que l’on trouve associées au RM, 20 % environ montrent une 

ségrégation liée au chromosome X. Les RM liés au chromosome X syndromique (RMLX-S) 

intéressent 1 garçon sur 700 environ, soit autant que la trisomie 21(Ropers et Hamel. 2005). 

 

Le syndrome de l’X fragile (FXS) est le premier RMLX à avoir été identifié et 

expliqué génétiquement. Il constitue la cause la plus importante de RMLX-S. A lui seul, il 

explique 2 à 3 % des retards mentaux chez les hommes et 1 % chez les femmes (Chiurazzi et 

al., 2007). FXS est également la principale cause de l'autisme identifié à ce jour. Entre 2 et 6 

% des enfants atteints d'autisme ont FXS, et environ 3 % des enfants atteints de FXS ont 

l'autisme (Belmonte et Bourgeron, 2006). L’élucidation de la base moléculaire du syndrome 

de l’X fragile au locus FRAXA, a mis en évidence une nouvelle classe de mutations à 

transmission atypique, les mutations dynamiques. Ces mutations sont le résultat d’une 

instabilité de l’ADN au niveau de l’ADN microsatellite, séquences hautement répétées au 

niveau du génome humain (Fu et al., 1991). 

 

Le but de notre recherche est d’apporter notre contribution pour l’établissement d’un 

diagnostic moléculaire chez des patients souffrant de retard mental (RM) et de patients 

autistes (AUT) recrutés à Annaba. Pour cela, le génotypage du locus FRAXA a été réalisé, en 
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parallèle avec celui du locus FRAXE, région chromosomique responsable d’un autre 

syndrome de retard mental lié à l’X non syndromique (Ropers et al., 2005).  

Dans cette tentative de dépistage des RMLX, une amplification de l’ADN par PCR 

fluorescente suivit par l’analyse de fragments sur séquenceur capillaire a été réalisé, selon les 

profils obtenus, un Southern blot a été effectué pour compléter l’analyse moléculaire.  

 

L’objectif de cette étude, en établissant un diagnostic moléculaire précis, est de fournir une 

prise en charge appropriée pour les patients, suivis par l’instauration du conseil génétique aux 

familles à risque. Le véritable défi de cette étude était de recueillir une plus grande quantité 

d'échantillons du fait de l’absence d’une prise de conscience effective des cliniciens algériens 

sur le syndrome du X fragile en tant que cause de retard mental.  

 

A notre connaissance, ce travail de génotypage de microsatellites pour la recherche éventuelle 

de mutation dynamique sur le gène FMR1 n’a jamais été entrepris en Algérie, d’où 

l’émergence d’une distribution particulière, représentée par des variants à des fréquences 

alléliques propres à notre échantillon d’étude.  

 

Ce manuscrit s'organise principalement autour de deux grands axes. Le premier axe 

correspond à une étude bibliographique qui comprend deux chapitres, chaque chapitre s'ouvre 

sur un énoncé introductif des différents points qui y sont abordés. Le deuxième axe présente 

la méthodologie, les résultats et leur interprétation, propres à notre travail de recherche 

Le chapitre I est un chapitre d'introduction de la génomique structurale humaine. Il permet de 

poser les fondements nécessaires à la compréhension de la démarche scientifique sur laquelle 

s'appuie toute l’étude. Nous présentons à cette occasion les séquences et motifs d’ADN qui 

constituent la complexité du génome des eucaryotes en général et du génome humain en 

particulier, en insistant sur les séquences extragéniques répétées. En particulier l'accent est 

mis sur les microsatellites, leur instabilité et les mécanismes qui les rendent si instables, ce qui 

constitue la problématique principale de cette thèse. 

Le chapitre II est consacré au syndrome de l’X-Fragile, allant de l’aspect phénotypique 

jusqu’à l’aspect physiopathologique. Nous déroulons également toutes les notions nouvelles 

qui ont émergés de l’analyse moléculaire de cette pathologie. Ce chapitre se termine sur le 

défi que pose parallèlement toute la complexité intrinsèque aux données auxquelles on 

s'intéresse notamment le diagnostic différentiel. 
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La suite du manuscrit détaille plus spécifiquement le travail de recherche réalisé à l'occasion 

de cette thèse. Ce deuxième grand axe réunit l'ensemble du travail réalisé sur notre 

échantillonnage, où nous mettons en valeur les différentes étapes méthodologiques adoptées 

au cours de notre travail de recherche.  Il décrit également l'élément qui constitue pour nous le 

développement méthodologique le plus important réalisé durant cette thèse : le génotypage 

construit à partir du logiciel GeneMapper. Ce chapitre traitant d'aspects assez variés s'achève 

sur une synthèse qui permet de replacer nos résultats dans le contexte actuel. 

Il est suivi d’une discussion qui reprend naturellement l'ensemble des points développés dans 

cette thèse concernant l'apport de la Biologie Moléculaire à grande échelle en Génétique 

Humaine et comment cet apport doit s'intégrer dans une démarche plus générale d'acquisition 

de connaissances permettant d'élucider les mécanismes moléculaires à l'origine des maladies à 

amplification de triplet. 

Ce manuscrit s’achève par une conclusion à plusieurs objectifs tels que le conseil génétique et 

la thérapie génique, mais également sur différentes perspectives scientifiques quant à l'analyse 

à l’échelle moléculaire de pathologies à étiologie génétique. 

 

 

 

 

 

 
 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE 
 



CHAPITRE I COMPLEXITE ET ORGANISATION DU GENOME HUMAIN 
 

4 
 

CHAPITRE I. COMPLEXITE ET ORGANISATION DU GENOME HUMAIN 

INTRODUCTION 

Par définition un génome est complexe lorsque les séquences d’ADN, dont il n’existe 

qu’une copie par génome, constituent une fraction minime de l’ADN, par exemple le gène de 

la β-globine représente seulement 0.00005% de l’ADN génomique humain (Strachan et Read 

2012). La complexité du génome humain est mise en évidence par des expériences de 

cinétique de réassociation. La vitesse de réassociation de telles séquences est relativement 

lente. Au contraire, certaines autres séquences hautement répétées dans l’ADN génomique ont 

une concentration beaucoup plus élevée et une vitesse de réassociation comparativement plus 

rapide. Le paramètre qui contrôle cette réassociation est le produit de la concentration initiale 

d’ADN monocaténaire par le temps d’incubation => Cot. 

 

Le Cot1/2 est le produit de la concentration initiale d’ADN monocaténaire et du temps 

d’incubation pour obtenir 50 % de réassociation. 

Pour une concentration donnée, si le Cot1/2 est élevé la réassociation est lente donc le nombre 

de séquences différentes est élevé. Au contraire, si le Cot1/2 est faible, la réassociation est 

d’autant plus aisée que le nombre de séquences différentes est bas. 

Avec l’ADN des procaryotes, la cinétique de réassociation forme une sigmoïde presque 

parfaite, alors que pour l’ADN humain, elle est sous forme d’une courbe complexe 

représentée par la superposition de trois sigmoïdes (Strachan et Read 2012). (Figure 1) 

 

 

Figure 1. Cinétique de réassociation et complexité du génome humain 
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Cette expérience permet de mettre en évidence l’existence de trois types d’ADN : 

→ADN hautement répété : se réassociant quasi-immédiatement (Cot <0.01) 

correspond à de l’ADN présent en un très grand nombre.  

→ADN moyennement répété : se réassociant plus lentement (0.01<Cot<10) 

correspond à de l’ADN présent en un nombre plus restreint de copies. 

→ADN à copie unique : se réassociant très lentement (10<Cot<10
4
) correspond à de 

l’ADN à séquence unique. 

I.1- Les séquences géniques 

Elles sont le plus souvent à copie unique ou en faible quantité sauf pour les gènes codants 

pour les histones. Cet ADN code toujours pour des chaines polypeptidiques. 

Du point de vue structural, un gène peut être subdivisé en sections pouvant être transcrites 

(unité de transcription) et en séquences de régulation. Les séquences régulatrices sont situées 

non seulement en amont mais aussi en aval du gène.  

Le premier et le dernier exon contiennent généralement des séquences qui ne sont pas 

traduites. II s'agit de la région 5' non traduite (5' UTR) pour untranslated region de l'exon 1 et 

de la région 3' UTR à l'extrémité 3' du dernier exon (Strachan et Read 2012).  

 

I.2- Les séquences extra-géniques répétées 

Lorsque de l’ADN humain fractionné est centrifugé dans un gradient de densité de chlorure 

de césium, la principale portion de l’ADN (Euchromatine) forme une bande de forte densité : 

1.701g/cm
3
.  

Trois bandes supplémentaires (satellites) apparaissent aux densités 1.687, 1.693 et 

1.697g/cm
3
. Elles sont moins denses en raison de leur pauvreté en CG par rapport à la bande 

principale. (Figure 2) 

Ces séquences correspondent à de l’ADN non codant d’où le nom d’ADN extra-géniques 

répétées. Selon leur taille, leur degré de répétition et leur structure, ces séquences d’ADN sont 

subdivisées en trois catégories : ADN satellites « classiques », ADN minisatellites et ADN 

microsatellites (Hardman. 1986). 



CHAPITRE I COMPLEXITE ET ORGANISATION DU GENOME HUMAIN 
 

6 
 

 

Figure 2. Différents types d’ADN satellites 

 

  I.2.1- L’ADN satellite classique 

Cet ADN hautement répétitif correspond à de l’hétérochromatine constitutive, il n’est 

pas codant et représente 20 à 30% du génome humain. Les séquences qui constituent ces 

satellites sont de grande taille (100 à 200 pb), organisées en tandem, elles ne sont pas 

dispersées dans le génome, mais localisées en certains points particuliers. Il en existe deux 

types : les séquences centromériques (CEN) et les séquences télomériques (TEL). Chez 

l’Homme et les primates, les séquences centromériques constituent la famille de l’α-satellite 

qui correspond à la répétition en tandem d’une séquence de 171 pb. Ces répétitions ont une 

longueur qui varie entre 300 Kb (Y) à 5 10
3 

Kb (Ahmad et Henikoff, 2001). Les séquences 

télomériques situées aux deux extrémités chromosomiques, sont constituées de motifs 

hautement répétés, riches en G, très conservés (TTAGGG). Elles ont un rôle très important 

dans la préservation de l’entité chromosomique en empêchent leur dégradation ou leur 

raccourcissement jusqu’à une longueur critique qui conduirait à l’entrée de la cellule en 

sénescence (Blackburn, 2001).  
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I.2.2- L’ADN minisatellite 

Il existe dans le génome humain en dehors de l’hétérochromatine constitutive, des 

séquences de 9 à 64 pb hautement répétées en tandem mais dispersées au niveau de différents 

points du génome (Singer et Berg 1992). Il s’agit de minisatellites hypervariables car très 

polymorphes dans leur degré de répétitions, les VNTR pour Variable Number Tandem 

Repeat.  

I.2.3- L’ADN microsatellite 

Ce deuxième type d’ADN hautement répétitif et qui correspond aussi à de 

l’hétérochromatine constitutive est largement prioritaire. Ces séquences sont composées de 

motifs constitués de courtes séquences (2 à 4 pb) disposés en tandem. Ces séquences sont 

répétées de très nombreuses fois. (Tableau 1) 

Tableau 1. Séquences d’ADN extra-géniques répétées 

 

 

I.3- Polymorphisme des séquences extra-géniques répétées 

Le polymorphisme génétique est l'existence de variants, que ce soit au niveau du locus 

d'un gène (allèles), d'une structure chromosomique (par exemple, taille de l'hétérochromatine 

centromérique), du produit d'un gène (variants présentant des activités enzymatiques ou des 

affinités de liaison différentes) ou d'un phénotype. 
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Le terme « polymorphisme de I'ADN » fait référence à un grand éventail de variations dans 

une séquence nucléique, à la longueur des répétitions de nucléotides ou à la variation d'un seul 

nucléotide. Les polymorphismes de I'ADN sont utiles en tant que marqueurs génétiques, 

permettant d'identifier et de distinguer les allèles à un locus donné et de déterminer leur 

origine parentale (Hartl et Clark. 2007). 

I.3.1- Polymorphisme au niveau d'un seul nucléotide (SNP) 

Les SNPs pour single nucleotide polymorphism sont des variants alléliques qui 

diffèrent au niveau d'un seul nucléotide, à une position spécifique. Au moins 1base/1000 

diffère entre chaque individu (Roy-Engel et al., 2001). Un SNP peut être visualisé en 

Southern blot (Figure 3) sous la forme d'un polymorphisme de longueur des fragments de 

restriction (RFLP) si la différence dans les deux allèles correspond à une différence dans le 

site de reconnaissance d'une enzyme de restriction, polymorphisme de site de restriction (RSP 

pour restriction site polymorphism). 

 

Figure 3. RFLP mettant en évidence un RSP dû à un SNP    
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I.3.1- Polymorphisme de longueur d'une séquence (SSLP) 

Les SSLPs pour simple sequence length polymorphism sont des variants alléliques qui 

diffèrent en ce qui concerne le nombre de répétitions en tandem de courtes séquences 

nucléotidiques présentes dans l'ADN non codant (Roy-Engel et al., 2001).  

Les courts tandems répétés (STR, pour short tandem repeat) consistent en unités de 1, 2, 3 ou 

4 paires de bases répétées de 3 à environ 10 fois. Les courts tandems répétés les plus typiques 

sont des répétitions de (CA) sur le brin 5' → 3', chaque allèle étant défini par le nombre de 

répétitions (CA). Les différences de taille dues au nombre de répétitions sont révélées par la 

réaction en chaîne de polymérisation (PCR pour Polymerase chain reaction) suivie d’une 

électrophorèse sur gel d’agarose. (Figure 4) 

 

 
Figure 4. Représentation schématique d’un SSLP  

 

   

I.4- Les mutations atypiques du génome humain   

Lorsque I. H. Morgan, à découvert en 1910 que des changements (mutations) survenaient 

spontanément dans les gènes, les mutations sont entrées au cœur des études de la génétique.  

En effet, l’ADN subit en permanence des lésions : plusieurs dizaines de milliers de lésions 

surviennent ainsi en moyenne par cellule et par jour. Des mécanismes de réparation efficaces 

permettent de réparer ces lésions, afin de maintenir l’intégrité du génome. Lorsque la 

variation touche la molécule à l’échelle chromosomique la mutation est dite mutation 

chromosomique, lorsque la variation touche la molécule à l’échelle nucléotidique (un ou 
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quelques nucléotides) la mutation est dite mutation ponctuelle, ces mutations suivent 

généralement un modèle de transmission classique. 

 Le génome humain contient des répétitions de trinucléotides en tandem. Normalement, on les 

trouve en groupes de 5 à 35 répétitions. Quand leur nombre excède un certain seuil et quand 

ils sont situés à l'intérieur ou à proximité d'un gène, ils provoquent des maladies. Une fois que 

la longueur normale, variable, a été dépassée, les répétitions en surnombre tendent à 

augmenter encore dans la lignée germinale ou au cours des mitoses. Les expansions de 

trinucléotides forment donc une classe de mutations instables, à ce jour observées uniquement 

chez les êtres humains (Pearson et al., 2005) 

 

I.4.1- Les mutations instables ou dynamiques   

Des modifications dans le nombre de groupes répétés de trois nucléotides chacun (répétitions 

de trinucléotides ou de triplets) qui peuvent être héritées constituent une nouvelle classe de 

mutations chez l'homme. Pour l'instant, il n'a pas été identifié de mutation comparable dans 

d'autres organismes (Bacolla et al., 2008) . Ces répétitions se produisent soit dans un gène, et 

sont alors traduites, soit hors d'un gène, dans une région non traduite, et sont instables au 

cours de la transmission d'une génération à la suivante, dans la lignée germinale (Mirkin, 

2006). Les personnes non atteintes peuvent porter une prémutation, qui peut être convertie en 

une mutation à part entière chez la génération suivante en passant par la lignée germinale. Les 

effets des mutations diffèrent donc dans leur sévérité chez les membres atteints à l'intérieur 

d'une même famille. Occasionnellement, une régression survient et une génération est 

épargnée. 

I.4.2- Différents types de répétitions de trinucléotides et leur expansion 

Les répétitions de trinucléotides peuvent être distinguées en fonction de leur localisation par 

rapport à un gène. Les expansions sont plus importantes en dehors des gènes et plus modérées 

à l'intérieur des régions codantes (Figure 5). Dans plusieurs maladies neurologiques sévères, 

les répétitions de CAG anormalement étendues font partie du gène. Les répétitions de CAG 

codent une série de glutamines (séquence poly-glutamine). Quand le nombre de répétitions 

normal n'est pas dépassé « ce nombre varie en fonction du gène impliqué » le gène fonctionne 

normalement. En revanche, une augmentation du nombre de répétitions a pour conséquence 

un produit du gène anormal ayant des fonctions altérées (An et al., 2014). Des répétitions de 

trinucléotides se produisent également dans les régions non codantes d'un gène. Les types les 
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plus communs sont les répétitions de CCG et de GCC. L'augmentation du nombre de ces 

répétitions peut être drastique, jusqu'à 1000 ou plus répétitions. Les premières étapes de 

l'expansion ne sont généralement pas associées aux signes cliniques d'une maladie, mais elles 

prédisposent à une augmentation de l'expansion des répétitions dans la descendance du 

porteur, prémutation (Adams et al., 2008). 

 

Figure 5. Différents types d’expansion des répétitions de trinucléotides 

I.4.3- Origine des mutations dynamiques  

Cette classe de mutation n'est pas causée par l'altération d'un seul nucléotide, mais par 

l'alignement incorrect de séquences alléliques ou non alléliques au cours de la réplication. 

Quand le brin matrice contient une courte séquence d'ADN répété comme dans les 

microsatellites, le brin néoformé et le brin matrice peuvent glisser l'un par rapport à l'autre.  

À la suite d'un dérapage réplicatif ou de la polymérase, conduisant à un appariement incorrect 

des répétitions, des séquences répétées peuvent être copiées deux fois ou, au contraire, ne pas 

être copiées, en fonction de la direction du dérapage (Admire et al., 2006). On peut distinguer 

le dérapage vers l'avant et le dérapage vers l'arrière du brin néoformé. Si le brin d'ADN 

néoformé se décale vers l'avant, une région non appariée demeure dans le brin d'origine. Il en 

résulte donc une insertion. Au contraire, un décalage du brin néoformé vers l'arrière résulte en 

une délétion (Freudenreich et Lahiri, 2004). 
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L'instabilité des microsatellites est une caractéristique du cancer héréditaire non polyposique 

du côlon (HNPCC, pour hereditary nonpolyposis cancer of the colon). Les gènes impliqués 

dans le HNPCC sont localisés sur les chromosomes humains en 2p15-22 et 3p21.3. Environ 

15 % des carcinomes colorectaux, gastriques et endométriaux présentent une instabilité des 

microsatellites (Sammalkorpi et al., 2007). 

Le dérapage réplicatif doit être distingué du crossing-over inégal qui survient au cours d'une 

méiose. II s'agit dans ce cas du résultat de la recombinaison entre des séquences adjacentes, 

mais non alléliques, portées par des chromatides non-sœurs de chromosomes homologues. 

 

Figure 6. Dérapage réplicatif 
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CHAPITRE II. GENETIQUE MOLECULAIRE DU SYNDROME DE L’X-FRAGILE 

INTRODUCTION 

Le diagnostic d'une maladie génétique nécessite une approche systématique qui prenne 

en compte à la fois les données cliniques et génétiques. Alors que la médecine clinique 

cherche à classer les maladies selon le système organique touché, l'âge de survenue de la 

maladie, le genre du patient, ou la méthode de détection principale (radiologie, imagerie 

médicale), la génétique humaine se concentre sur la cause à l’échelle moléculaire, donc le ou 

les gène(s) atteint(s) par une modification génétiquement significative (Read et Donnai, 

2009). Le diagnostic génétique est basé sur une analyse interdisciplinaire de toutes les 

données cliniques et biologiques d'un point de vue génétique. Le point de départ est le 

phénotype, c'est-à-dire l'ensemble des manifestations cliniques, y compris les antécédents 

médicaux de l'individu et de sa famille (Feinberg, 2007). Le généticien va tout d'abord devoir 

définir si le patient présente un ensemble significatif de symptômes.  

Les outils qui peuvent l'aider dans cette prise de décision sont la bibliographie 

appropriée, les outils de recherche en ligne tels que : OMIM: pour On-line Mendelian 

Inheritance in Man, PubMed: pour Public Access to Medline, POSSUM: pour Pictures of 

Standard Syndromes and Undiagnosed Malformations et LMD pour London Dysmorphology 

Data Base for congenital malformations et enfin les banques de données cytogénétiques. 

Si les caractéristiques d'une pathologie sont identifiées, il est nécessaire de définir la 

catégorie du syndrome. Bien que difficile à établir en pratique, la catégorie pathologique doit 

être identifiée pour mener à bien les prochaines étapes suivantes. Ainsi, on doit définir si la 

pathologie est monogénique ou multigénique. Un phénotype donné peut être causé par des 

mutations à différents loci (hétérogénéité de locus) ou par différents allèles mutants au même 

locus (hétérogénéité allélique).  

Toutes les démarches de diagnostiques génétiques devraient être précédées d'un conseil 

génétique, qui, doit inclure l'obtention du consentement (éclairé) des personnes concernées 

(Pembrey et al., 2001). 

 

II.1- Principe du diagnostic moléculaire des répétitions de trinucléotides  

Le diagnostic moléculaire consiste à comparer les tailles des répétitions de 

trinucléotides dans les deux allèles du gène étudié (Figure 7). On peut distinguer les très 
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grandes expansions de répétitions qui surviennent en dehors des séquences codantes, 50 à plus 

de 1000 répétitions et les expansions modérées à l'intérieur des séquences codantes, 20 à 100-

200 répétitions (Cummings et Zoghbi, 2000).  

 

 
Figure 7. Principe du diagnostic moléculaire des répétitions de trinucléotides  

 

Dans la figure ci-contre sont représentés 11 puits, chacun correspondant à un individu. Des 

témoins normaux (puits 1 à 3) ; des patients témoins, dont la pathologie est confirmée (4 à 6) ; 

et une famille avec un père atteint (puits 7), un fils atteint (puits 10), une mère non atteinte 

(puits 11) et deux enfants non atteints : un fils (puits 8) et une fille (puits 9). Les répétitions du 

locus amplifiées par PCR sont représentées par une bande de taille définie. Les deux allèles de 

chaque individu sont visibles. Chez les personnes atteintes, une bande représentant l'un des 

deux allèles est située au-delà du seuil, dans la partie du gel correspondant à l'expansion (en 

pratique, les bandes sont légèrement floues car la taille exacte des répétitions varie entre les 

différentes cellules). 
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 II.2- Les pathologies à répétitions de trinucléotides  

Les pathologies dues aux expansions de répétitions de trinucléotides (TRED pour 

Trinucleotide repeat disorders) peuvent être distinguées par plusieurs paramètres tels que : le 

type de répétitions, la séquence des trois nucléotides, leur localisation par rapport au gène 

impliqué et leurs caractéristiques phénotypiques. Toutes impliquent le système nerveux 

central ou périphérique (Hagerman, 2006 ; Lutz 2007). (Figure 8) 

Les pathologies liées aux trinucléotides de type I sont caractérisées par une expansion de 

trinucléotides CAG à l'intérieur de la région codante de différents gènes. Le triplet CAG code 

la glutamine. Au stade de la maladie, le nombre de glutamines est considérablement augmenté 

dans la protéine impliquée, d’où leur nom de maladies des polyglutamines.  

Les pathologies de type II sont caractérisées par des expansions de CTG, GAA, GCC ou CGG 

à l'intérieur de régions non codantes du gène impliqué : soit à l'extrémité 5' (GCC) dans le 

syndrome de l'X fragile de type A, FRAXA ; à l’extrémité 3' (CGG) dans le FRAXE et (CTG) 

dans la dystrophie myotonique, ou dans un intron (GAA dans l'ataxie de Friedreich). 

 

 
Figure 8. Localisation et motif de trinucléotides instables dans différentes TRED 
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II.3- Le syndrome de l’X-Fragile (XFS) 

Le syndrome de l'X-Fragile (309550); (autres dénominations : syndrome X-fra, retard 

mental lié au chromosome X avec site fragile sur le chromosome X, syndrome de Martin-

Bell) est la forme la plus fréquente de retard mental héréditaire, chez le sexe masculin. Il 

touche environ un garçon sur 2000 à 4000 (Moore et al., 2004 ; Rifé et al., 2003). La plupart 

du temps, la mutation responsable consiste en une amplification instable du nombre de triplets 

nucléotidiques. 

Contrairement à la transmission classique liée au chromosome X, certains individus masculins 

porteurs de la mutation ne présentent pas de manifestations cliniques, et une proportion 

importante des femmes conductrices exprime partiellement la pathologie (Nolin et al., 2003). 

 

II.3.1- Aspect phénotypique du syndrome de l’X-Fragile 

Le phénotype est très variable. Le retard mental est plus ou moins prononcé (Ahuja et 

al., 2005). Aucune anomalie neurologique marquée n'a été retrouvée. Les individus malades 

sont généralement bien intégrés dans leur famille et peuvent apprendre à évoluer dans un 

environnement familier (Crawford et al., 1999). 

II.3.1.1- Manifestations cliniques 

⃰ Les troubles cognitifs : 

La sévérité du retard mental associé au syndrome de l’X-fragile varie d’un individu à 

l’autre mais également selon le sexe. La plupart des patients masculins souffrent d’un retard 

mental modéré et possèdent un QI situé autour de 50. Cependant, certains patients présentent 

un retard mental profond, alors que pour 10 à 15%, le retard mental est au contraire qualifié 

de léger (Crawford et al., 2001). La sévérité du retard mental est globalement moindre chez 

les femmes : 30 à 50% des patientes souffrent d’un retard mental léger, et les 50 à 70% restant 

présentent un QI considéré comme limite, puisque compris entre 70 et 85 (Chelly et al., 

2006). Dans la majorité des cas, la déficience intellectuelle apparaît précocement, et peut être 

détectée dès l’âge de 3 ans à l’aide de tests appropriés. La richesse du vocabulaire et les 

capacités de mémorisation sont en général meilleures que ne le laisserait prévoir le résultat du 

QI (Chelly et Mandel, 2001). 
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⃰ Les troubles comportementaux : 

Les troubles comportementaux sont généralement marqués chez les patients atteints du 

syndrome de l’X-fragile et constituent de ce fait un critère diagnostique majeur (Martin et 

Bell, 1943). 80 à 90% des jeunes garçons atteints sont hyperactifs, impulsifs et présentent des 

bouffées d’agressivité en cas de stress. La plupart développent également des tics et des 

stéréotypies motrices, consistant par exemple à agiter et à mordre leurs mains ou à mâchonner 

leurs vêtements. Ces manifestations pourraient être une réponse au sentiment d’anxiété qui les 

habite. Cette angoisse se traduit également par une faible capacité d’adaptation et par une 

inquiétude face au changement (Hagerman, 2002 ; Cornish et al., 2004; 2008). 

Le tableau clinique se précise ensuite progressivement au cours des années et comporte (De 

Caro et al., 2008 ; Kleefstra et Hamel, 2005 ; Aziz et al., 2003): 

- une dysmorphie faciale, visible dans environ 64% des cas. Les patients peuvent 

présenter un visage allongé, un front haut, de grandes oreilles proéminentes, des lèvres 

minces, et/ou une mâchoire prognathe avec un palais étroit. Enfin, le périmètre crânien est 

souvent supérieur à la moyenne, notamment à la naissance. 

- une atteinte des tissus conjonctifs, qui se manifeste par une hyperlaxité ligamentaire 

chez 67% des patients. Cette grande souplesse articulaire est notamment repérable au niveau 

des articulations méta-carpo-phalangiennes chez les enfants de moins de onze ans. 

Cette atteinte pourrait par ailleurs expliquer le prolapsus de la valve mitrale observé chez 

35% des patients (Coffey et al., 2008). 

- une macrorchidie chez 70% des garçons après la puberté. Ce symptôme, définit par 

un volume testiculaire supérieur à 30 ml, est, historiquement, le premier à avoir été associé au 

syndrome de l’X fragile et a permis son rattachement au groupe des RMLX-S (Martin et Bell, 

1943). Il serait provoqué par des œdèmes ou par une augmentation de la masse du tissu 

interstitiel. 

- des problèmes orthopédiques affectant 21% des patients, associant affaissement de la 

voûte plantaire et scoliose. 

- des otites moyennes à répétition chez 85% des patients (Hagerman et al., 2001). 

- des crises épileptiques chez 22% des patients. 
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II.3.1.2-Prévalence et mode de transmission 

 

Compte tenu de la variabilité des symptômes, l’estimation de la prévalence du 

syndrome de l’X fragile est délicate et souvent variable d’une étude à l’autre (Mandel et 

Chelly, 2004). Ces séquences instables ont un mode de transmission particulier (Dobyns et al., 

2004). C’est en analysant la transmission du syndrome de l’X fragile dans plusieurs familles 

qu’en 1985 Sherman a établi l’hypothèse du mode particulier de mutagenèse à l’origine du 

syndrome (Sherman et al., 1985). Sherman estima que la pénétrance du syndrome était de 

l’ordre de 80% chez les hommes et donc que 20% des individus porteurs de la mutation 

étaient asymptomatiques. Elle constata également que les filles de ces porteurs sains avaient 

un risque de transmettre le syndrome à leur descendance plus élevé que celui de leur grand-

mère, ou encore, que les petits-fils de ces porteurs sains étaient fréquemment atteints et leurs 

arrières petits-fils encore davantage. Afin d’expliquer ces observations, connues sous le nom 

de "paradoxe de Sherman" (Figure 9), elle postula alors qu’il puisse exister une prémutation 

sans effet phénotypique susceptible d’évoluer vers une mutation complète lorsque transmise 

par la mère.  

 
Figure 9. Paradoxe de Sherman 
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II.3.2- Aspect génotypique du syndrome de l’X-Fragile 

 

  II.3.2.1- Identification du gène FMR1 

C’est en 1991 que les bases moléculaires du "paradoxe de Sherman" furent 

déterminées. L’existence d’une séquence chromosomique instable au niveau du site fragile a 

été mise en évidence grâce à l’identification, par Southern blot (Oberle et al., 1991 ; Arlt et 

al., 2003), clonage et PCR (Fu et al., 1991; Kremer et al., 1991), de fragments 

chromosomiques de taille variable, systématiquement plus longs chez les patients. Cette 

séquence chromosomique instable correspond à l’expansion d’une répétition du trinucléotide 

CGG au niveau de la région 5’ UTR du gène FMR1, 150 nucléotides en aval du site 

d’initiation de la transcription. Le locus (FRAXA) du gène FMR1 est situé sur la partie distale 

du bras long du chromosome X, au niveau de la bande 7.3 de la région 2 (Xq27.3).  

La grande majorité des patients et une partie des sujets hétérozygotes féminins présentent 

dans environ 2 à 25 % des métaphases analysées une constriction ou site fragile dans cette 

région du chromosome X atteint (Admire et al., 2006). Cette fragilité de I'X n'apparaît que 

dans un milieu de culture spécifique, pauvre en acide folique, et doit être distinguée des autres 

sites fragiles de cette région, tel que le site FRAXE (Elbaz et al., 1998 ; Freudenreich 2007).  

   

II.3.2.2- Structure et expression du gène FMR1 

L’intégralité de la séquence codante du gène FMR1 (Fragile X Mental Retardation 1) 

a été identifiée en 1991 (Verkerk et al., 1991). Le gène FMR1 contient 17 exons et s’étend sur 

38 kb au niveau de la région Xq27.3 du chromosome X (Eichler et al., 1993). Le transcrit 

complet de FMR1 mesure 3,9 kb : 0,2 kb et 1,8 kb correspondant respectivement aux régions 

5’ et 3’ UTR et 1,9 kb correspondant à la séquence codante (Jacquemont et al., 2007). 

Différents transcrits sont produits grâce à l’épissage alternatif du transcrit le plus long 

affectant la présence des exons 12 et 14 et le choix des sites accepteurs d’épissage des exons 

15 et 17 (figure 10) (Penagarikano et al., 2007). Le gène FMR1 code une protéine ubiquitaire, 

FMRP (pour Familial Mental Retardation Protein).   

 



CHAPITRE II. GENETIQUE MOLECULAIRE DU SYNDROME DE L’X FRAGILE 
 

20 
 

 
Figure 10. Structure fine du gène FMR1 humain  

 

II.3.3- Pathologie moléculaire du gène FMR1 

II.3.3.1- Amplification et taille des répétitions 

Chez les individus sains, la taille de la répétition est extrêmement polymorphe variant 

de 6 à 50 triplets CGG (Kunst et al., 1996). Les allèles les plus fréquents comportent en 

moyenne 30 triplets. Les allèles constitués par 40 à 50 triplets pourraient être légèrement 

instables, allèles intermédiaires (Mornet et al., 1998) et représenter un groupe de transition 

vers les allèles mutés. On considère deux classes de mutations : les prémutations et les 

mutations complètes (Figure 11).  

Les allèles prémutés sont constitués par des expansions modérées comportant de 55 à 

200 triplets CGG. Les individus porteurs d’allèles intermédiaires ne présentent pas de retard 

mental et ont longtemps été considérés comme asymptomatiques (Bodegua et al., 2006 ; 

Bennett et al. 2010). Cependant, les prémutations ont été associées à deux autres syndromes: 

la ménopause précoce chez les femmes (POF pour premature ovarian failure) (Pesso et al., 

2000 ; Sherman, 2002) et le développement d’un trouble neurologique évolutif, le "syndrome 

d’ataxie à tremblements liée à l’X fragile" (FXTAS pour Fragile X tremor ataxia syndrome ), 

chez 20 à 30% des hommes de plus de 50 ans (Biancalana et al., 2005 ; Hagerman et 

Hagerman, 2007 ; Berry-Kravis et al., 2007). Ces syndromes sont dus à la toxicité de l’ARNm 

qui est en surnombre suite à une transcription exagérée du gène FMR1 avec une prémutation 

(Garber et al., 2006 ; 2008 ; Jacquemont et al., 2003). 



CHAPITRE II. GENETIQUE MOLECULAIRE DU SYNDROME DE L’X FRAGILE 
 

21 
 

Enfin, la mutation complète à l’origine du syndrome de l’X fragile comporte de 200 à 

plus de 1000 triplets CGG (Fu et al., 1991). Le passage de la prémutation à la mutation 

complète se fait uniquement par transmission maternelle avec une efficacité d’amplification 

proportionnelle à la taille de la prémutation Nolin et al., 1996). La transmission maternelle du 

syndrome s’explique par l’instabilité des prémutations (et des mutations) pendant les divisions 

méiotiques de l’oogenèse (Fu et al., 1991). L’existence de jumeaux monozygotes possédant 

des allèles de tailles différentes et d’individus mosaïques porteurs d’allèles normaux, mutés et 

prémutés dans différentes cellules suggère que l’instabilité et l’expansion de la série puisse se 

prolonger pendant les tous premiers stades de l’embryogenèse (Devys et al. 1992; Kruyer et 

al. 1994).  

La détermination du risque de transition d’un allèle prémuté en un allèle muté est 

délicate puisque ce risque est fonction de la taille de l’expansion (Fu, et al. 1991). La 

fréquence d’apparition d’une mutation complète est inférieure à 5 % lorsque les allèles 

maternels comportent moins de 60 triplets, il est de 50 % lorsque les allèles comportent 

environ 80 répétitions et atteint 95 % lorsque leur taille dépasse 100 répétitions. Par ailleurs, 

les allèles prémutés ont tendance à s’étendre pendant l’oogenèse, même lorsque le seuil de la 

mutation n’est pas atteint. 

Ce qui revient au modèle SMM : "Stepwise mutation model", suppose qu'a chaque 

mutation est associée une diminution ou une augmentation de charge nette d'une unité, ceci 

déplaçant les allèles d'une classe de mobilité à une autre (Kimura et Ohta, 1975). Ce modèle 

suit le profil des microsatellites, le SMM suppose ainsi qu'un allèle muterait à travers le gain 

ou la perte d'un motif de base du fait qu’un état allélique conserve la «mémoire» de son état 

antérieur. 

L’expansion de la répétition trinucléotidique se fait par addition de triplets CGG 

supplémentaires à son extrémité 3’. Le mécanisme moléculaire à l’origine de l’expansion des 

répétions n’a pas encore été clairement identifié. Il est suggéré que l’ADN polymérase glisse 

lors de la réplication sur des structures en épingle à cheveux formées par appariement des 

triplets CGG.  

Bien que l’expansion des répétitions CGG soit retrouvée chez la plupart des patients 

affectés par le syndrome de l’X fragile, plusieurs cas de patients présentant les 

caractéristiques cliniques du syndrome sans l’expansion typique de triplets nucléotidiques ont 

été rapportés. Trois cas de mutations ponctuelles induisant une modification du cadre de 
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lecture ou affectant un site d’épissage ont été identifiés (De Boulle et al., 1993; Lugenbeel et 

al., 1995). Un seul cas de mutation ponctuelle faux-sens est connu à ce jour (De Boulle et al., 

1993). Cette mutation conduit au remplacement d’une isoleucine hydrophobe en asparagine 

hydrophile en position 304 de la chaîne d’acides aminés constituant la protéine FMRP 

(mutation I304N). Des délétions, partielles voire totales, du gène FMR1 ont également été 

décrites (Hammond et al., 1997; Wolff et al., 1997). Ces mutations ont pour conséquence la 

production d’une protéine FMRP inactive voire son absence de synthèse. La découverte de 

telles mutations, affectant l’intégrité du gène FMR1, a permis de confirmer le rôle causal 

exclusif de l’inactivation de FMR1 dans l’apparition du syndrome de l’X fragile (Bassell et 

Warren 2008). 

 

 
Figure 11. Représentation schématique des allèles du gène FMR1et conditions liées 

 

 



CHAPITRE II. GENETIQUE MOLECULAIRE DU SYNDROME DE L’X FRAGILE 
 

23 
 

II.3.3.2- Modifications épigénétiques de FMR1 

L’expansion de la répétition CGG n’empêche pas elle-même la transcription de 

FMR1, mais induit plusieurs phénomènes épigénétiques (van Bokhoven et Kramer 2010 ; 

Avitzour et al., 2014). Il y a méthylation des cytosines de la répétition elle-même et de la 

région promotrice du gène FMR1 (Froyen et al., 2006). Parallèlement, le profil d’acétylation 

et de méthylation des histones est modifié (Coffee et al., 2002; Coffee et al., 1999). Les 

histones H3 et H4 sont désacétylées et la lysine 9 de l’histone H3 méthylée ce qui correspond 

à un état de transcription inactif du gène (Chandler et al., 2003). L’ensemble de ces 

modifications épigénétiques induit l’inhibition de la transcription du gène FMR1 et, de ce fait, 

l’absence d’expression de la protéine FMRP (Fragile X Mental Retardation Protein) (figure 

12). L’ensemble de ces modifications épigénétiques empêche la transcription du gène FMR1 

via deux mécanismes (Lim et al. 2005) : 

- certains des facteurs de transcription de FMR1, comme AP-2a ou NRF1, sont 

sensibles à la méthylation. Des expériences conduites in vitro ont permis de montrer que les 

capacités de liaison de ces facteurs et d’activation de la transcription du gène FMR1 sont 

diminuées lorsque les cytosines du promoteur sont méthylées (Ghedof et al., 2006). 

 

- la méthylation de l’ADN et la désacétylation des histones induisent une condensation 

de la chromatine en amont du gène FMR1. Sous cette forme condensée, le promoteur du gène 

n’est plus accessible, ni pour la machinerie de transcription, ni pour les facteurs de 

transcription (Dahl et al., 2007 ;Napierala et al., 2005 ; Naumann et al., 2009). 

  

L’expansion de la série CGG ne semble pas en elle-même empêcher la transcription de 

FMR1. En effet, le gène est transcrit chez la plupart des hommes porteurs de prémutations de 

taille comprise entre 100 et 200 triplets, et même chez certains porteurs de mutation complète 

dont la série CGG n’est pas anormalement méthylée (Tassone et al., 2000a; Tassone et al., 

2000b).  
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Figure 12. Modifications épigénétiques liées à l’expansion des répétitions CGG dans la 

région 5’ UTR de FMR1 

Méthylation des cytosines de la région promotrice du gène et de la répétition elle-même, méthylation 

et acétylation des histones H3 et H4. Les cercles rouges représentent les groupements méthyl sur les 

cytosomes ; le cylindre beige représente le nucléosome ; Ac : acétyl ; HDAC : Histone DeACethylase 
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II.3.4- La protéine FMRP 

La protéine FMRP (Figure 13) correspond à un ensemble d’isoformes synthétisées à 

partir des différents ARNm produits par épissage alternatif du gène FMR1 (Verkerk et al., 

1993). Une vingtaine d’isoformes différentes pourrait être théoriquement obtenue au vu des 

sites potentiels donneurs et accepteurs d’épissage. Cependant, seulement 4 à 6 bandes sont 

détectées par western-blot (Khandjian et al., 1996). Le poids moléculaire de ces isoformes 

varie de 70 à 80 kDa et pourrait correspondre à 10 isoformes différentes. L’isoforme la plus 

longue, codée par l’ensemble des exons, comporte 632 acides aminés (isoforme 1 ou iso1). 

L’isoforme la plus fréquente est dépourvue de l’exon 12 (isoforme 7 ou iso7) (Sittler et al., 

1996). 

 

Figure 13. Positions des domaines fonctionnels de la protéine FMRP1 

NLS= Nuclear Localisation Signal, NES=Nuclear Export Signal, KH1/KH2=hnRNP K 

Homology domain 1 et 2, RGG=boite arginine,glycine,glycine. 

En immunofluorescence, FMRP est majoritairement détectée dans le cytoplasme, 

notamment autour du noyau (Abibtol et al., 1993 ; Eberhart et al., 1996). Cependant, des 

expériences de transfection ont permis de montrer que les isoformes minoritaires dépourvues 

de l’exon 14 sont localisées dans le noyau (Sittler et al., 1996). Ces résultats ont conduit à 

l’identification d’un signal d’export nucléaire (NES) dans l’exon 14 de FMRP (Eberhart et al., 

1996). Ce NES est analogue à celui de la protéine Rev du virus de l’immunodéficience 

acquise humaine et consiste en une dizaine d’acides aminés comportant quatre résidus 

hydrophobiques au sein d’une série hydrophile. La localisation nucléaire des isoformes 

dépourvues de l’exon 14 suggérait également la présence d’un signal de localisation nucléaire 

(NLS). L’analyse de la localisation de formes tronquées de FMRP et de protéines produites 

par fusion d’un gène rapporteur à différentes portions de FMR1 a permis l’identification d’un 

NLS entre les résidus 115 et 196 de FMRP (Bardoni et al. 1999 ; Adinolfi et al., 2003).  
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La présence simultanée d’un NLS et d’un NES le long de la séquence d’acides aminés 

a suggéré que FMRP puisse faire la navette entre le noyau et le cytoplasme. Des expériences 

d’inhibition de l’export nucléaire par traitement des cellules par la leptomycine B, a induit une 

accumulation partielle de la protéine FMRP dans le noyau (Tamanini et al., 2000). Une partie 

de FMRP serait donc en transit entre le noyau et le cytoplasme au sein de la cellule (Brown et 

al., 2001). De plus, FMRP a été détectée au niveau des pores nucléaires en microscopie 

électronique (Feng 2002). 

Les premières pistes quant à la détermination du rôle de FMRP furent fournies par 

l’analyse bioinformatique de sa séquence et l’identification de trois domaines putatifs de 

liaison à l’ARN, deux domaines K homologues (KH) (Musco et al., 1996) et une boîte 

arginine-glycine (RGG) (Siomi et al., 1995 ; Kiledjian et Dreyfuss, 1992). Les domaines KH 

préalablement identifiés sur la protéine hnRNP K (pour heterogeneous nuclear 

RiboNucleoProtein K), puis par homologie de séquences, dans plusieurs protéines faisant 

partie de groupes phylogénétiquement éloignés (protéine ribosomale S3 de l’archébactérie 

Halobacterium halobium, protéine MER1 de la levure Saccharomyces cerevisiae…). 

L’unique point commun entre ces protéines étant leur association physique et/ou fonctionnelle 

aux ARN, il a été postulé que ces motifs soient des domaines de liaison aux ARN (Bole et 

Mihailescu 2008). Au niveau structural, les domaines KH comportent classiquement environ 

70 acides aminés adoptant une structure tridimensionnelle formée par l’enchaînement de 

feuillets béta et d’hélices alpha (motif typique baabba) entre lesquels s’insèrent deux boucles, 

dont une boucle Gly-X-X-Gly invariante (Burd et Dreyfuss 1994; Musco et al., 1996).  

FMRP comporte deux domaines KH de liaison à l’ARN, le premier entre les acides 

aminés 212 et 266 (KH1), le second entre les acides aminés 285 et 328 (KH2). L’importance 

fonctionnelle de ces domaines fut démontrée par l’identification d’un patient présentant un 

phénotype sévère associé à une mutation ponctuelle unique, modifiant une isoleucine très 

conservée du domaine KH2 en asparagine (mutation I304N) (De Boulle et al., 1993). Cette 

mutation modifie la structure tridimensionnelle du domaine KH2 et altère les propriétés de 

FMRP (Musco et al., 1996).  

Le domaine RGG a été identifié chez une autre hnRNP, hnRNP U pour 

(heterogeneous nuclear RiboNucleoProtein U) (Chen et al., 2003), puis dans différentes 

protéines se liant aux ARN (nucléoline, SSB-1, fibrillarine, hnRNP A1…) (Kiledjian et 

Dreyfuss 1992). La fusion d’un tel multimère de glycines et d’arginines à une protéine suffit à 
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lui conférer la capacité de se lier à l’ARN. FMRP contient un seul motif RGG, localisé en C 

terminal, entre les acides aminés 527 et 552. 

FMRP a pour rôle principal (Figure 14) la diminution de l'activité des récepteurs 

MGlu5 pour Metabotropic Glutamate receptor 5 (Ferrari et al., 2007 ; Nakamoto et al., 2007), 

essentiels pour le bon fonctionnement cérébral et les connexions neuronales (Bear et Warren 

2004). Au final, c'est la sur-activation des MGlu5 cérébraux induite par la mutation du gène 

FMR qui expliquerait partiellement les symptômes observé (Brower et al., 2009). 

 

Figure 14. Rôle de la protéine FMRP  

 

L’absence de la protéine FMRP change la plasticité des synapses (Antar et al., 2004 ; 2006 ; 

Pfeiffer et Huber, 2007), effectivement cette plasticité post et pré-synaptique permet de mettre 

en place un double système d’apprentissage antagoniste entre eux, l’apprentissage en LTP 

pour long term  potentiation et l’apprentissage en LTD pour long term depression (Huber et 

al., 2002 ; Desai et al., 2006). 
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II.3.5- Traitements du syndrome de l’X-Fragile 

En tant que la plus fréquente forme de retard mental hérité, le syndrome de l'X fragile 

intéresse les chercheurs depuis de nombreuses années comme modèle monogénique pour le 

traitement du retard mental et de l'autisme (Pearson et al., 2003 ; Hagerman et al., 2009). La 

découverte sur le chromosome X du gène FMR1 date de 1991, mais ce n’est qu’en 2011 

qu’un essai thérapeutique ciblé a été entrepris par l’utilisation d’une molécule l’AFQ056 

(Jacquemont et al., 2011). Celle-ci freine spécifiquement l'activité des récepteurs MGluR5 

essentiels au bon fonctionnement cérébral (Figure 15a). En effet, absente la protéine FMRP ne 

remplit plus sa fonction de régulation de ces récepteurs. Grâce à ce «frein médicamenteux», 

certains enfants ont interagi davantage avec leurs proches, qui ont pu constater ainsi des 

améliorations importantes de leur comportement (Jacquemont 2011 ; Bar-Nur et al., 2012).  

Ultérieurement, des essais pharmacologiques ciblant la réactivation de la transcription 

de FMR1, entrepris par utilisation d’analogue nucléotidique (5-azadeoxycytidine) ou 

d’inhibiteur de l’activité des histones désacéthylases (trichostatine A), ont permis une certaine 

restauration de la transcription de FMR1 dans les cellules de patients en culture (Chiurazzi et 

al., 1999; Chiurazzi et al., 1996; Pietrobono et al., 2005). Cependant, ces composés ont un 

faible intérêt thérapeutique en raison de leur toxicité, et de leur inutilité sur les cellules non 

proliférantes comme les neurones. 

Grâce à l’avènement, des CRISPR pour Clustered, Regularly Interspaced Short 

Palindromic Repeat, à l’élucidation du mécanisme moléculaire de ce système immunitaire 

bactérien et à la création du système CRISPR/Cos 9 (Cho et al., 2014), une réactivation du 

promoteur du gène FMR1 a été conduite par Park et collaborateurs (Figure 15b). Après avoir 

générer des cellules souches embryonnaires et des cellules souches pluripotentes porteuses de 

la mutation FXS (Eiges et al., 2007 ; Urbach et al., 2010), le système CRISPR/Cos 9 pour 

XFS a été crée par la synthèse d’un ARN guide complémentaire à la séquence de répétition 

CGG, ainsi lorsque l’ARN guide reconnait cette séquence il s’y attache grâce à l’action de 

l’endonucléase Cos 9 qui va couper l’ADN porteur de la mutation complète. Dés qu’il y a 

excision des triplets surnuméraires, un phénomène de déméthylation se produit au niveau des 

séquences CpG à l’extrémité 5’UTR du gène, induisant ainsi sa réactivation (Fu et al., 2013 ; 

Park et al., 2015).  
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Figure 15. (a) Régulation des récepteurs MGluR  par utilisation d’agents antagonistes 

(b) Réactivation du promoteur FMR1 par utilisation des CRISPR/Cas9 



CHAPITRE II. GENETIQUE MOLECULAIRE DU SYNDROME DE L’X FRAGILE 
 

30 
 

II.3.6- Diagnostic différentiel du syndrome de l’X-Fragile/ Autisme 

 Certaines des caractéristiques comportementales du syndrome de l’X fragile sont 

communes à celles observées en cas d’autisme : les patients ont un contact visuel fuyant, 

évitent les regards et refusent les contacts physiques (Farzin et al., 2006). Un diagnostic 

d’autisme est d’ailleurs réellement posé pour 15 à 33 % des patients.  

 

Réciproquement, 5 à 7 % des individus autistes seraient atteints du syndrome de l’X 

fragile (Kaufmann et al., 2004 ; García-Nonell et al., 2006). 

 

Le syndrome du X fragile est associée à des symptômes allant de l'apprentissage, les carences 

affectives à un retard mental (QI <70) signes qui sont aussi associés au spectre d’autisme 

(Garber et al, 2008). Jusqu'à 60 % des hommes FXS remplissent les critères de troubles du 

spectre autistique (ASD pour Autistic spectrum disorder) (Hagerman 2006 ; Bailey et al, 

1998 ; Hatton et al, 2006), faisant de FXS la cause monogénique la plus fréquente de ASD 

syndromique (Hagerman 2011).  

 

Presque tous les individus avec FXS montrent au moins certaines caractéristiques autistiques 

comme le retrait social, la timidité excessive, l’angoisse de la séparation et certaines 

répétitions gestuelles (Hatton et al, 2006 ; Dahlhaus et El-Husseini, 2010).  

 

A l’échelle histologique ce diagnostic différentiel entre FXS et l’autisme est représenté par la 

similitude de l’aspect des épines dendritiques qui au lieu d’être denses et bien épaisses, sont 

au contraire filamenteuses et disparates expliquant ainsi les troubles comportementaux et 

cognitifs communs aux deux pathologies (Vanderklish et Edelman 2002 ; Bourne et Harris 

2008). 
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I. Echantillonnage biologique 

 

 I.1- Loci FRAXA et FRAXE 

Les patients de cette étude ont été recrutés au niveau de l’Hôpital El-Razzie et au 

niveau de deux cabinets médicaux (Annaba) où officient respectivement une pédopsychiatre 

et une psychologue clinicienne, et cela sur une période de 10 mois (Février-Novembre 2009).  

Le diagnostic et le bilan sur l’état de santé mentale de chaque individu a été établie en se 

basant sur :   

-Une évaluation psychologique : réalisée par une psychologue-clinicienne et a pour but 

d’évaluer le profil développemental et intellectuel de l’enfant.  

-Une évaluation psychomotrice et sensorimotrice : réalisée par un psychomotricien, 

elle permet d’évaluer les compétences psychomotrices et sensorielles du malade. 

-Une évaluation orthophonique : réalisée par un orthophoniste et a pour objectif 

d’évaluer les compétences de langage de l’enfant. 

-Des évaluations complémentaires pour diagnostic différentiel : dans certains cas, 

certains examens ont été pratiqués (ultérieurement à notre étude) afin de vérifier que les 

troubles mentaux et/ou autistiques ne sont pas liés à d’autres syndromes. 

Une fois le groupe primaire identifié, les patients ont été divisés en deux sous-groupes en 

fonction des caractéristiques cliniques établis : Retard mental sans troubles autistiques (RM) 

et troubles autistiques avec retard mental (AUT). 

- Les critères d'inclusion correspondent à un groupe de conditions qui doivent être 

remplies pour prendre part à cette étude dans le sous-groupe (RM) ou le sous-

groupe (AUT). 

Ils ont été établis avec l’aide de cliniciens pour déterminer s’il est approprié qu’un malade 

répertorié dans un premier temps soit pris en compte. 

Pour les malades RM, un questionnaire médical a été dûment rempli lors de la consultation, 

par le médecin traitant (Annexe 1), alors que pour les malades (AUT) un questionnaire M-

CHAT a été proposé par le médecin traitant aux parents de chaque enfant (Annexe 2). 

- Les critères d'exclusion sont les conditions indiquées qui rendent impossible 

l'entrée de candidats dans notre recherche bien qu'ils remplissent les critères 

d'inclusion. 
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Le critère le plus important utilisé pour déterminer l’élimination d'un malade de notre 

échantillonnage, correspond à l’étiologie du RM, si ce dernier est secondaire à une cause bien 

spécifique, le malade est automatiquement éliminé de l’étude (Jorde et al., 2004). 

Les causes de déficience mentale secondaire peuvent être : 

-prénatales : cas des maladies héréditaires du métabolisme (la phénylcétonurie), les 

troubles de la répartition du matériel génétique (Le syndrome de Turner, le syndrome de 

Klinefelter) et les atteintes dues à des maladies transmissibles (rubéole, toxoplasmose). 

- périnatales : hémorragies cérébraux-méningées (atteintes mécaniques). 

-postnatales : cas des maladies infectieuses, accidents avec traumatisme cérébral, les 

carences graves en stimulation et les facteurs psychosociaux (Malafosse 2000). 

Les autistes diagnostiqués pour le syndrome de Rett et le syndrome d’Asperger ont été 

éliminé de l’étude puisque l’étiologie moléculaire est d’ores et déjà définie dans ces deux cas. 

Sur les 77 patients recrutés, 24 ont été éliminé (critères d’exclusion, absence lors des 

prélèvements) amenant le nombre des patients primaires de l’étude à 53 individus.  

Des recrutements supplémentaires ont été effectués incluant ainsi 4 familles ayant au moins 

un propositus appartenant à la première vague de patients, amenant l’effectif total étudié à 60 

individus (Tableau 2). 

L'anonymat des patients devant être protégée, aucune information d'identification n’est 

révélée (nom, prénom et date de naissance). Tous les prélèvements sur mineurs ont été 

effectués en présence du parent du malade, et un consentement éclairé comprenant les 

informations nécessaires au patient ou à son parent / représentant légal, a été dûment signé.  

Une copie du consentement est présentée au niveau de l’annexe 3. 

I.2- Distributions des répétitions CGG et des répétitions GCC 

Les données de cette étude dérivent des résultats obtenus sur l’échantillonnage cité dans la 

section précédente. Pour ne pas biaiser les fréquences du polymorphisme étudié (nombre de 

répétition CGG et GCC), seuls 52 individus n’ayant aucun lien de parenté entre eux ont été 

inclus dans cette étude.  

En ce qui concerne les différentes familles, les membres pris en considération correspondent à 

chaque fois au cas index ou propositus, une des familles (Famille 4) a était écarté en totalité 

de l’étude. 

Les différents degrés de répétitions pour les deux loci ont donc été répertoriés sur 66 

chromosomes X (38 individus de sexe masculin et 14 individus de sexe féminin).  
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Tableau 2. Echantillonnage complet de l’étude 

 
N/P : nom et prénom(s) (données sous forme d’initiales pour raison de confidentialité), 

F : féminin, M : masculin, Cat : catégorie, RM : retard mental, AUT : autiste. 

Les flèches pointent dans chaque famille le cas index ou propositus.  
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II. Extraction de l’ADN génomique (ADNg) 

 

Le détail des réactifs utilisés est représenté au niveau de l’annexe 4 

 

II.1- Protocole d’extraction de l’ADNg 

II.1.1- Principe d’extraction de l’ADNg 

La source majeure pour extraire de l’ADNg est les globules blancs. A partir de sang total 

prélevé sur EDTA et après lyse préférentielle des cellules anucléées, on peut obtenir quelques 

centaines de microgrammes d’ADN (Milá et al., 1996). 

Quelle que soit la méthode d'extraction des acides nucléiques utilisée à partir du sang 

fraîchement recueilli ou décongelé, le sang doit être initialement vigoureusement mélangé à 

une solution hypotonique pour faire éclater les globules rouges. Les solutions de lyse des 

globules rouges sont nombreuses et variées. La lyse est en général réalisée à 4 °C pendant 20 

à 30 minutes. Le lysat est centrifugé et, après élimination du surnageant, le culot cellulaire 

contenant les leucocytes (0,3 % des cellules circulantes) est repris dans une solution saline et 

est traité par une solution de lyse des globules blancs. Il existe un grand nombre de solutions 

de lyse en fonction de la nature du détergent anionique utilisé. L'ADN nucléaire libéré dans le 

milieu est alors le plus souvent traité par une protéinase très active, la protéinase K, qui a pour 

but de digérer les protéines qui lui étaient associées. C'est à partir de ce stade en général que 

les procédés d'extraction et de purification varient. Dans la méthode utilisant des solvants 

organiques (phénol-chloroforme) dite « de référence », le principe consiste à traiter le lysat 

cellulaire dans un premier temps par du phénol volume à volume, le phénol est un puissant 

agent déprotéinisant dans lequel les acides nucléiques ne sont pas solubles. Après 

centrifugation l’élimination de la phase phénolique se fait par un mélange chloroforme-alcool 

iso-amylique qui a notamment pour objectif d'éliminer les traces éventuelles de phénol qui 

auraient pu être emportées avec la phase aqueuse et qui sont fortement inhibitrices des 

réactions enzymatiques.  

 

II.1.2- Procédure d’extraction 

L’extraction de l’ADNg a été effectuée au niveau du laboratoire de Biochimie et 

Génétique Médicale de l’hôpital Ben Badis-Constantine. Le principe de la méthode utilisée 
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est basé sur l’obtention d’une concentration d’ADNg comprise entre 200 à 500 ng avec un 

minimum de contamination par précipitation des protéines avec du phénol/chloroforme.  

5 à 10 ml de sang périphérique prélevé dans des tubes EDTA sont transférés dans des tubes 

Falcon de 50 ml. 15 à 20 ml d’eau distillée et 25 ml de solution de Lyse sont rajoutés puis les 

tubes sont placés dans de la glace.  

Après 30 mn, les tubes sont centrifugés à 4⁰C pendant 15 mn à la vitesse de 3500 rpm. Le 

surnageant contenant le plasma et les débris cellulaires est éliminé par pipetage.  

50 ml de solution de Lyse est rajouté aux tubes qui sont replacés dans de la glace pour 10 mn 

puis centrifugés sous les mêmes conditions.  

Après élimination du surnageant, le culot est resuspendu dans 3 ml de tampon d’élution (TE 

1X) et 300 μl de SDS à 10% et 20 μl de protéinase K sont rajoutés.  Les tubes sont ensuite 

incubés à 37⁰C sur une plateforme rotative.  

Après 12 h, 450 μl de Perchlorate de Potassium (6M) sont rajoutés, les tubes sont ensuite 

incubés à 37⁰C pour 2 h.  

4 ml de phénol froid sont rajoutés puis les tubes sont agités pendant 10 mn puis centrifugés à 

la vitesse de 6000 rpm à température ambiante. 

Le surnageant contenant l’ADNg est transféré délicatement dans un autre tube. Pour purifier 

et précipiter l’ADNg, 2 ml de phénol et 2 ml de chloroforme sont rajoutés suivie d’un dernier 

lavage avec de l’éthanol à 70% froid (-70⁰C).  

La méduse d’ADNg qui se forme est ensuite récupérée par enroulement autour d’une pipette 

pasteur scellée, puis dissoute dans 200 à 500 μl de TE. Les tubes sont finalement placés sur 

une plateforme rotative pendant 12 h. 

L’ADN a été conservé à -4⁰C pendant 48 h (au maximum) avant d’être acheminé vers le 

laboratoire de Biochimie Médicale à Clermont-Ferrand, où les analyses moléculaires ont été 

effectué. 

 

II.2- Quantification et dosage de l’ADNg 

 

II.2.1- Principe de la quantification de l’ADNg par spectrophotométrie 

Le spectrophotomètre utilise la transmission de la lumière à travers une solution pour 

déterminer la concentration d’un soluté à l’intérieur de la solution. L’appareil fonctionne 

suivant un principe simple dans lequel de la lumière d’une longueur d’onde connue traverse 
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un échantillon et où la quantité d’énergie lumineuse transmise est mesurée à l’aide d’une 

cellule photoélectrique placée de l’autre côté de l’échantillon. Toutes les molécules absorbent 

de l’énergie radiante à une longueur d’onde spécifique à partir de laquelle il est possible 

d’extrapoler la concentration d’un soluté à l’intérieur d’une solution (Watson et al., 2009).  

Selon la loi de Beer-Lambert, il existe une relation linéaire entre l’absorption A (également 

appelée densité optique, DO) et la concentration de la macromolécule qui est donnée par 

l’équation suivante : 

A = OD = ε l c  

Où :  ε : est égal au coefficient d’extinction molaire 

l : représente la longueur de parcours de la cuvette 

c : indique la concentration  

 Les protéines et les acides nucléiques absorbent la lumière dans la plage des ultraviolets dans 

des longueurs d’onde comprises entre 210 et 300 nm. L’absorbance maximale de solutions 

ADN et ARN est fixée à 260 nm, tandis que l’absorbance maximale de solutions à base de 

protéines est de 280 nm. Dès lors, tant les solutions d’ADN que les solutions d’ARN 

absorbent partiellement la lumière à 280 nm, tandis que les solutions de protéines l’absorbent 

partiellement à 260 nm. Le ratio entre les valeurs à 260 nm et à 280 nm (A260/A280) fournit 

une estimation du degré de pureté des acides nucléiques. Des préparations pures d’ADN et 

d’ARN ont des valeurs à A260/A280 de 1,8 et 2,0 respectivement.  

Sur une longueur de parcours de 10 mm avec une longueur d’onde de 260 nm, l’absorption A 

= 1 correspond à environ 50 μg/ml d’ADN double brin, environ 37 μg/ml d’ADN simple brin, 

40 μg/ml d’ARN ou environ 30 μg/ml d’oligonucléotides.  

En cas de contamination par une protéine, le rapport A260/A280 sera nettement inférieur aux 

valeurs données ci-dessus et une quantification précise de la quantité d’acide nucléique ne 

pourra être envisagée.  

 

II.2.2- Détermination de la concentration de l’ADNg  

La quantité de solution d’acide nucléique utilisée pour mesurer l’absorbance A dépend 

de la capacité de la cuvette, du facteur de dilution et du volume d’échantillon disponible. 

Le spectrophotomètre est calibré en sélectionnant le type d’acide nucléique analysé (ADN 

double brin), en introduisant le facteur de dilution (1/500), et en mesurant une solution vierge 

(blanc) constituée d’eau où A260 = 0 (Klug et al., 2006). 



MATERIELS ET METHODES 
 

37 
 

Après l’étalonnage du spectrophotomètre et la dilution de la solution d’acide nucléique (5 μl 

d’ADNg dans 495 μl de TE), la cuvette est bouchonnée, la solution est mélangée et 

l’absorbance est mesurée. 

La mesure de l’absorbance de chaque échantillon à 260 nm et 280 nm est établie suivie du 

rapport A260/A280 qui doit être compris entre 1.8 et 2 et cela afin de pouvoir considéré l'ADN 

débarrassé des protéines cellulaires.  

D'autres parts la mesure de la DO à 230 nm est établie suivie du rapport DO260/DO230 qui doit 

être inférieur à 2 pour s'assurer que la solution contient peu ou pas de phénol résiduel. 

Pour calculer la concentration d’ADNg : 1 unité DO260 correspond à une concentration de  

50 µg/ml d’ADN double brin/ml.  

Donc : La concentration de l’ADNg en µg/ml = 1/500 (facteur de dilution) × A 260 ×50µg/ml.  

 

II.3- Purification de l’ADNg 

 

II.3.1- Principe de la purification de l’ADNg 

La purification de l’ADNg permet d’optimiser la digestion enzymatique ultérieure en 

rendant accessible tous les sites de coupure spécifique donc seul les échantillons d’ADNg qui 

seront transférés sur membrane ont subi ce traitement, et cela par précipitation des protéines 

« résiduelles » et par hydrolyse des ARN « résiduels » par le rajout de solution fortement 

alcaline de NaCl. A pH alcalin seul l’ARN est hydrolysé et pas l’ADN qui est protégé par 

l’absence de groupement hydroxyle en 2’ sur son désoxyribose (Ameziane et al., 2006). 

 

II.3.2- Procédure de purification de l’ADNg 

 A 400 μl d’ADNg (0.5 μg/μl) sont rajoutés 600 μl de TKM (Tris-HCl 50 mM, KCl 25 mM, 

MgCl2 5mM, pH 7,5) et 75 μl de SDS à 10%.  

Les tubes sont agités par retournement puis placer 5 mn à 55⁰C.  

375 μl de NaCl (6M) sont rajoutés puis les tubes sont centrifugés pendant 5 mn à la vitesse de 

13000 rpm.  

Une fois le surnageant récupéré, les protéines sont précipitées dans 2 volumes et demi 

d’éthanol froid (-80⁰C), puis l’ADNg est resuspendu dans à peu près 200 μl de TE. 
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III. Amplification de l’ADNg par PCR fluorescente 

III.1- Principe de l’amplification de l’ADNg par PCR fluorescente   

L'introduction de méthodes permettant de multiplier des fragments d'ADN d'origines 

définies ou amplification de l'ADN indépendamment de tout système cellulaire, inaugura une 

nouvelle ère de la génétique moléculaire (Mullis 1985). Cette technologie fondamentale s'est 

rapidement propagée avec le développement des équipements automatisés dans les 

laboratoires de recherche fondamentale et appliquée (Read et Donnai 2009). La PCR est une 

méthode rapide et sensible. Une réaction standard et de nombreuses méthodes basées sur la 

PCR ont été développées pour étudier les polymorphismes et les mutations. La PCR standard 

est une technique in vitro permettant d'amplifier une séquence d'ADN cible, même à partir 

d'une très petite quantité de matériel (Figure 16). Il est nécessaire d'avoir des informations 

concernant les séquences flanquant l'ADN cible, afin de pouvoir amplifier celui-ci 

sélectivement (Khaniani et al., 2008). À partir de ces informations, deux amorces 

nucléotidiques d'environ 15 à 25 paires de bases sont élaborées. Les amorces sont 

complémentaires des séquences extérieures aux extrémités 3' de la séquence cible et hybrident 

spécifiquement sur elles. La PCR est une réaction en chaine car les brins d'ADN néoformés 

sont utilisés comme matrice pour les synthèses d'ADN suivantes, ceci pendant environ 25 à 

35 cycles consécutifs. Théoriquement, à chaque cycle, la quantité d'ADN amplifié est 

doublée. A la fin de la réaction, au moins l0
5
 copies de la séquence cible ont été synthétisées. 

On peut les visualiser sous la forme d'une bande distincte d'une taille spécifique après 

électrophorèse du produit de la réaction dans un gel. Chaque cycle est composé de trois 

réactions dont les durées et les températures sont contrôlées précisément dans un 

thermocycleur automatique, et prend environ 1 à 5 minutes. Les trois étapes de chaque cycle 

sont : La dénaturation de l'ADN double brin, à environ 93-95°C pour l'ADN humain; une  

hybridation des amorces à environ 50-70 °C, suivant la température de fusion attendue pour le 

duplexe d'ADN; et enfin la synthèse d'ADN à l'aide de la DNA polymérase, enzyme 

thermostable qui provient de micro-organismes vivant dans des sources chaudes, tel que  

Thermophilus aquaticus, d'où le nom de l'enzyme Taq polymérase, typiquement entre 70 et 75 

°C. A chaque cycle, la matrice et l'ADN qui a été formé au cours du cycle précédent servent 

de matrice pour une nouvelle réaction de synthèse. 

Le premier cycle résulte en un ADN néoformé de taille variable à son extrémité 3' car la 

synthèse continue après la séquence cible. Le même phénomène se produit au cours des 

cycles suivants mais les brins de taille variable sont rapidement surpassés en nombre par le 
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nouvel ADN dont la taille est contrôlée à ses deux extrémités, puisque la synthèse ne peut se 

poursuivre après l'extrémité de l'amorce sur la matrice d'ADN opposée (Ameziane et al., 

2006). 

 

 

Figure 16. Principe de la PCR 
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La PCR fluorescente est basée sur la détection et la quantification d’un «reporter» 

fluorescent. L’augmentation du signal fluorescent est directement proportionnelle à la quantité 

d’amplicons générés durant la réaction de PCR. Lors de la réaction d’amplification par PCR, 

le colorant libre en solution exhibe peu de fluorescence. Durant l’étape d’élongation, une 

augmentation de la fluorescence est associée à la quantité de colorant se fixant à l’ADN 

double brin naissant (Figure 17). Cette technologie ne nécessite aucune sonde fluorescente, sa 

spécificité repose entièrement sur ses amorces (Read 1989). Elle ne requiert donc aucune 

expertise particulière pour le design des sondes fluorescentes et n’est pas affectée par des 

mutations dans l’ADN cible qui influencent l’hybridation des sondes spécifiques. Étant donné 

que les fluorochromes se fixent à n’importe quelle molécule d’ADN double brin, cette 

technologie présente une certaine versatilité puisque le même agent peut être utilisé pour 

détecter plus d’un produit d’amplification dans la même séquence réactionnelle (Gold et al., 

2000). 

 

Figure 17. Principe de la PCR fluorescente 

La mesure de la fluorescence permet de déterminer si l’amplicon, qui correspond à la 

molécule d’ADN double brin délimitée à ses deux extrémités par l’extrémité 5’ des deux 

amorces, est effectivement présent et donc amplifié sans avoir besoin de faire une 

électrophorèse sur gel.  
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III.2- Amorces utilisées  

Les sites FRAXA (Fu et al., 1991) et FRAXE ( Wang et al., 1995) ont été amplifiés 

simultanément, par l’utilisation simultanée de deux couples d’amorces spécifiques (Tableau 

3). La feuille de route est représentée au niveau de l’annexe 5 

 

Tableau 3. Amorces FRAXA et FRAXE 

Site Identification  Séquences oligonucléotidiques Concentration  

FRAXA PR156 : FAM AGCCCCGCACTTCCACCAGCTCCTCCA 5 pmol/μl 

PR155 GCTCAGCTCCGTTTCGGTTTCACTTCCGGT 5 pmol/μl 

FRAXE PR134 : HEX GCGAGGAAGCGGCGGCAGTGGCACTGG 20 pmol/μl 

PR135 CCTGTGAGTGTGTAAGTGTGTGATGCTGCCG 20 pmol/μl 

 

 

Préparation du Mix Primers 1 (site FRAXA) : 

Le Mix Primers 1 est préparé à partir de PR156 (100 pmol/ μl) dilué au ¼ [5 μl PR156 + 15 μl 

d’H2O] et de PR155 (100 pmol/ μl) comme suit : 

  5 μl PR155 + 5 μl PR156 + 90 μl d’H2O 

 

Préparation du Mix Primers 2 (site FRAXE) : 

Le Mix Primers 2 est préparé à partir de PR134 (100 pmol/ μl) dilué au ¼ [10 μl PR134 + 30 

μl d’H2O] et de PR135 (100 pmol/ μl) comme suit : 

  20 μl PR134 + 20 μl PR135 + 60 μl d’H2O 

 

III.3- Protocole d’amplification 

 

200 ng d’ADNg des patients est amplifié dans un volume réactionnel de 20μl. L’ADN cible 

étant riche en CG, la Taq polymérase utilisée généralement dans une PCR classique est 

remplacée par l’ADN polymérase Pfx (Platinum
®
). Cette enzyme est extraite d’une souche 

recombinée de Thermococcus KOD et possède une activité 3’→5’ exonucléasique.  Elle est 

fournie sous forme inactive, liée à un anticorps Platinum R, son activité est rétablie après une 
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étape de dénaturation à 94°C, faisant ainsi un démarrage à chaud (Hot start) pour augmenter 

la spécificité, la sensibilité et le rendement de l’amplification (Sambrook et Maniatis 1989).  

Pour chaque réaction de PCR, en plus du panel des malades, des échantillons témoins sont 

amplifiés simultanément, un témoin positif pour vérifier l’optimisation des conditions de 

l’amplification et un témoin négatif ne contenant que le mélange réactionnel sans ADNg, pour 

mettre en évidence d’éventuels « faux positifs » et donc pour vérifier la spécificité de la 

réaction (intra ou inter contamination). 

Le mélange réactionnel est représenté au niveau du tableau 4. 

Tableau 4. Mélange réactionnel de l’amplification 

Produit Volume (μl) 1X 

ADN (200 ng/ μl) 1 

Tampon 10X (Kit Platinium) 2 

Mix Primers 1 3 

MgSO4 (Kit Platinium) 0.6 

dNTP 2mM (Promega) 2 

PCR enhancer (Kit Platinium) 8 

Platinium Pfx ADN polymérase 0.3 

Mix Primers 2 4 

H2O 0.1 

Mélange réactionnel 20 

 

III.4-Conditions d’amplification  

L'amplification assurée par un thermo-cycler (TECHNE 200) débute par une première phase 

de dénaturation à 95°C pendant 3 mn suivie de 28 cycles d’amplification selon le programme 

suivant :  

  Dénaturation à 95°C pendant 15 s 

Hybridation à 64°C pendant 2 mn 

Elongation à 72°C pendant 2 mn  
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L’amplification est terminée par une phase d’élongation finale à 72°C pendant 10 mn.  

Les amplicons sont rapidement mis à 4⁰C. 

IV. Electrophorèse capillaire et génotypage 

 IV.1- Principe de l’électrophorèse capillaire 

Le génotypage des microsatellites a été réalisé par criblage en utilisant un séquenceur 

automatique, ABI PRISM 3130 (96 puits) (Applied Biosystems).  

Les différents profils alléliques sont visualisés grâce au marquage des microsatellites lors de 

l'amplification par PCR via l'utilisation d'une amorce marquée par un fluorochrome à son 

extrémité 5'.  

Lors de l’électrophorèse capillaire les fragments marqués à la suite de l’amplification PCR 

sont séparés les uns des autres selon leur taille, le long d’un capillaire de silice rempli de 

tampon sous voltage élevé, puis détectés par fluorométrie (Applied Biosystems 3500/3500XL 

Genetic Analyzer 2011). 

La séparation par électrophorèse capillaire possède une grande résolution et permet la 

détection de fluorochromes en l’occurrence FAM, 5-carboxyfluorescéine, fluorescent dans le 

bleu (locus FRAXA) et HEX, 6-carboxy 2',4',7', 4,7 -hexachlorofluorescéine, fluorescent dans 

le vert (locus FRAXE).  

 

 IV.2- Protocole de l’électrophorèse capillaire  

Après une étape de dénaturation à 95°C pendant 5 mn, les produits PCR sont placés 

rapidement dans de la glace. 1 μl du produit de PCR est transféré dans un mélange réactionnel 

de 10 μl constitué de 10 μl de Formamide Hi-Di (Applied Biosystem) et 0.5 μl d’un marqueur 

de taille standard l’ILS 600 (Internal Lane Standard 600 Promega). 

L’ILS 600 est une échelle qui comprend 22 bandes dont la taille varie de 60 pb à 600 pb. Les 

fragments de 60 à 200 pb sont espacés par des intervalles de 20 pb, les fragments de 200 à 

500 pb sont espacés toutes les 25 pb, et les fragments de 500 à 600 pb sont espacés toutes les 

50 pb. L’ILS 600 double-brin est asymétriquement marquée avec un fluorochrome la 

carboxy-X-rhodamine (CXR).  
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L’ILS 600 est utilisée pour assigner les tailles des fragments d'ADN cibles séparés par 

électrophorèse par détection de la fluorescence. 

Les produits de PCR migrent par électrophorèse dans des capillaires contenant du polymère 

d’acrylamide POP 7 (Applied Biosystem).  

De multiples mises au point ont permis d’obtenir les conditions adéquates de séparation, 

représentées au niveau du tableau 5.  

Tableau 5. Conditions de la migration capillaire 

Conditions pour 3130 Genetic Analyser 

Injection 1 μl d’ADN 

15 s 

1.6 Volt 

Température de migration 60°C 

Marqueur ILS 600 0.5 μl 

Formamide Hi-Di 10 μl 

Polymère utilisé POP-7 

 

 

IV.3- Génotypage des loci FRAXA et FRAXE par GeneMapper  

Le marqueur de taille (ILS600), couplé à un fluorochrome est présent dans chaque puits et 

migre en même temps que l'ADN. Cela permet de calibrer et de définir la taille des différents 

allèles du microsatellite dans l'intervalle d'environ 50 à 500 pb. L'analyse des profils 

alléliques pour chaque marqueur pour les différents individus est réalisée à l'aide du logiciel 

GeneMapper (PE Applied Biosystems).  

Le run est lancé en suivant les étapes suivantes :   

IV.3.1- Le séquenceur ABI 3130 

→ Ouvrir « Run 3130 Data Collection v 4.0 »  

Ouverture de « SERVICE CONSOLE » : attendre que les cases deviennent 

vertes (sauf VIEWER) 
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Cliquer sur VIEWER, sélectionner START 

Une fois que VIEWER est ouvert, cliquer sur (+) et ouvrir tous les menus  

IV.3.2- Programmation et lecture du logiciel GeneMapper v4.0 

Au niveau de l’ordinateur  

→ Aller dans PLATE MANAGER, sélectionner NEW  

→ Ouverture de NEW PLATE DIALOG et entrer des informations de l’analyse en cours : 

NAME : (La plaque est nommée : Initiales du malade) 

APPLICATION: Gene Mapper  

OWNER NAME: (Code BZ XFRA) 

OPERATOR NAME: (BZ XFRA) 

Cliquer sur OK 

→ Ouverture de GENEMAPPER PLATE EDITOR : 

SAMPLE NAME : 01, 02, 03, 04, 05, 06, jusqu’à 96 (qui correspondra au 

puits H12) 

RESULT GROUP (avant dernière colonne) : (mettre le code qui correspond 

au run, ce sera le dossier où aller chercher les résultats sur le disque E :/) 

INSTRUMENT PROTOCOL (dernière colonne) : (sélectionner XFRAX) 

Sélectionner les 2 dernières colonnes (RESULT GROUP et INSTRUMENT 

PROTOCOL), puis faire Ctrl + D pour l’appliquer aux 96 individus 

Cliquer sur OK 

→ Une plaque est éditée tant qu’elle n’a pas été analysée par le séquenceur :  

Dans PLATE MANAGER 

Rechercher la plaque dans le mode « Advanced »  

Chercher la plaque en tapant son nom dans PLATE NAME  

Sélectionner la plaque et cliquer sur EDIT 

Modifier l’emplacement des puits, le SAMPLE NAME, le RESULT 

GROUP et l’INSTRUMENT PROTOCOL 

Cliquer sur OK 

→ Lorsque la plaque n’est pas complète : 

Faire entrer le numéro d’échantillon (SAMPLE NAME) exactement dans le 

puits où commence nos échantillons (SAMPLE NAME 01 dans le puits A8, 02 

dans B8… etc.) 

Remplir les puits par groupe de 16  
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S’il n’y a pas assez d’échantillons pour remplir deux lignes, les puits sont remplis avec du 

formamide HI-Di (10 μl). Ces puits seront ignorés lors de l’analyse par le GeneMapper. 

 

Au niveau du séquenceur  

Appuyer sur TRAY et attendre que le charriot ne bouge plus pour ouvrir les 

portes du séquenceur 

Enlever la ou les plaques déjà présentes.  

Vérifier le niveau de polymère qui doit être suffisant pour le run 

S’assurer qu’il n’y a aucune bulle dans les tuyaux et dans la pompe, sinon un 

BUBBLE REMOVE WIZARD doit être appliqué. 

Mettre la plaque dans le support de plaque noir, puis les septas dans les trous 

de la plaque. (Figure 18) 

Ensuite mettre le couvercle troué blanc par-dessus en le superposant bien sur 

les trous  

Remettre le bloc dans le charriot (A1 en haut à droite) dans la position A 

(gauche) ou B (droite). 

 

 

Figure 18. Plaque de run pour un séquenceur automatique ABI 3130 

 

 

 

Revenir sur l’ordinateur  

 

Cliquer sur RUN SCHEDULER et chercher la plaque à séquencer avec 

SEARCH (dans le mode « Advanced »)  
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Chercher notre plaque en tapant son nom dans PLATE NAME 

Sélectionner notre plaque (STATUS « PENDING ») 

Les plaques à droite : le rectangle devient jaune 

Cliquer sur ce rectangle jaune : il devient VERT 

En haut à gauche, attendre que la petite flèche devienne verte et cliquer 

dessus 

Cliquer sur OK 

 

Vérification en cours de séquençage (Figure 19) 

Environ 15 minutes après le début du run de séquençage, il faut s’assurer :  

→ Que les capillaires ne sont pas endommagés 

Dans le menu de gauche, cliquer sur CAPILLARIES VIEWER dans le sous-

menu 3130 ; c’est la qualité des capillaires en temps réel durant le run. 

→ Que le courant du laser, la température du four et le voltage de l’appareil sont constants 

Dans le menu de gauche, cliquer sur EPT CHART dans le sous-menu 

3130/Instrument STATUS, c’est l’électrophorèse en temps réel durant le run. 

Il faut s’assurer que tous les instruments (lignes) soient stables après 15-20 

minutes. 

 

Figure 19. Capture d’écran pendant le séquençage 
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Vérification à la fin du séquençage : Figure 20. 

→ Il faut vérifier le bon déroulement du processus à la fin du séquençage des plaques  

RUN HISTORY  

Chercher la plaque en tapant son nom dans PLATE NAME  

Sélectionner le run 

CAPILLARY VIEWER dans le sous-menu de RUN HISTORY 

EPT CHART dans le sous-menu de RUN HISTORY 

Faire défiler tous les runs  

→ Tous les runs (6 pour une plaque de 96 individus, 12 pour deux plaques) s’enregistrent sur 

le disque E : / dans le dossier sélectionné au départ (RESULT GROUP : XFRAX). 

→Il faut transférer les données sur un support externe en copiant les dossiers des runs. 

 

Figure 20. Capture d’écran à la fin du séquençage 

Lecture du logiciel GeneMapper 

→Ouvrir le logiciel 

Aller sur l’analyse de fragments XFRAX 

 Les dossiers sont transférés sur le disque E : / dans un dossier (IMAGE) 

Ouvrir le logiciel GeneMapper  

→Créer une nouvelle analyse/Ajouter des échantillons 

Cliquer sur « File/New Project/XFRAX/OK » 

Cliquer une deuxième fois sur « File/ADD SAMPLES TO 

PROJECT/LOCAL DISK E : /IMAGE/nos runs » 

Sélectionner les runs à ajouter puis cliquer sur « ADD TO LIST » 
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Une fois les runs sélectionnées, cliqué sur « ADD » 

→Analyser les échantillons 

ANALYSIS METHOD : FRAGMENT 

Panel : XFRA 

Size Standard : ILS 600 

Cliquer sur la flèche verte pour l’analyse des échantillons  

Le logiciel demandera de sauvegarder notre analyse, cette plaque sera 

nommée comme sur le séquenceur 

→Ajuster l’ILS 600 (Figure 21) 

Vérifier la colonne SIZING QUALITY, elle indique la qualité du marqueur 

(ILS 600) 

Toutes les lignes où un octogone rouge apparaît seront sélectionnées 

Cliquer sur « Size Match Editor »  

Ouverture d’un graphique avec des pics orange   

Pour chaque échantillon sélectionné, il y aura un graphique de l’ILS 600 

associé 

Il faut ajouter, enlever, repositionner ou changer les pics.  

Dans certain cas, il y a juste un (ou quelques) pic aléatoire, le logiciel veut vérifier si les pics 

sont correctement nommés. 

 

Figure 21. Graphique de l’ILS 600 

 



MATERIELS ET METHODES 
 

50 
 

En sélectionnant un pic, trois options sont proposées : 

 

→ADD : Ajouter une pb si elle n’apparaît pas sur un des pics lui correspondant 

→DELETE : Supprimer une pb quand elle se situe sur un mauvais pic 

→CHANGE : Changer la pb du pic 

Lorsque tous les pics sont correctement assignés, cliquer sur « OVERRIDE 

SQ » en haut 

Répéter pour tous les échantillons où la SQ est de mauvaise qualité 

Lorsque les échantillons sont vérifiés, cliquer sur « APPLY » puis « Ok »  

Cliquer à nouveau sur la flèche verte 

 

→Analyser les données 

Cliquer sur l’onglet « FRAGMENTS » 

Cliquer sur l’icône « Table Setting Editor » 

Cliquer sur l’onglet « FRAGMENTS », et s’assurer de trier les échantillons 

en ordre croissant par « SAMPLE NAME »  

Cliquer sur le multiplex  

Sélectionner tous nos individus en cliquant sur « SAMPLE NAME »  

Cliquer sur l’icône « Display Plots »  

Regarder chaque échantillon séparément et s’assurer que les pics sont bien 

identifiés  

Pour changer, ajouter ou supprimer un pic, il faut le sélectionner puis choisir 

l’option avec le bouton droit de la souris 

 

Une fois tous les échantillons analysés, les deux colonnes avec les allèles (pb) sont « 

copier/coller » dans un fichier Excel, afin de créer une matrice de génotypage pour tous nos 

individus.  
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V. Transfert sur membrane par Southern-blot et hybridation moléculaire  

Le détail du matériel et des réactifs utilisés est présenté au niveau de l’Annexe 6 

V.1- Principe du Southern-blot 

Les endonucléases de restriction sont des enzymes qui coupent l'ADN à des sites 

particuliers. Chaque enzyme coupant I'ADN uniquement à son site de reconnaissance 

spécifique, l'ADN total d'un individu, présent dans ses cellules nucléées, peut être coupé en 

fragments de tailles définies, d'une manière reproductible (Suzuki et al., 1986). Les fragments 

d'ADN individuels peuvent alors être sélectionnés, ligaturés dans des vecteurs adaptés, 

multipliés et étudiés. Grâce à la répartition irrégulière des sites de restriction, les fragments 

d'ADN diffèrent par leur taille. Le mélange initial de fragments d'ADN est en premier trié 

suivant le critère de la taille, grâce à une électrophorèse dans un gel (Strachan et Read 2012). 

Un protocole permet ensuite de détecter les fragments d'ADN cibles par buvardage ou 

Southern blot, baptisé ainsi par E. Southern qui développa cette méthode en 1975 (Figure 22).  

L'analyse commence avec l'ADN génomique, l'ADN est isolé puis digéré par des 

enzymes de restriction. Un (ou plusieurs) de ces fragments, non encore identifié, contient le 

gène ou une partie du gène recherché. Les fragments sont séparés en fonction de leur taille 

dans un gel (le plus souvent, de l'agarose) dans un champ électrique donc par électrophorèse. 

La vitesse de migration d'un fragment est inversement proportionnelle à sa taille, d'autant plus 

rapide que la taille est petite, d'autant plus lente que la taille est grande. Ensuite, les fragments 

contenus dans le gel sont transférés sur une membrane de nitrocellulose ou de nylon. 

L'ADN est ensuite dénaturé par traitement alcalin puis fixé à la membrane sous l'action de la 

chaleur (environ 80°C) ou par irradiation aux UV. La membrane est alors incubée avec une 

sonde d'ADN (ADN génomique ou ADNc simple brin), complémentaire du gène d'intérêt. La 

sonde hybride spécifiquement avec le fragment complémentaire recherché. 

La sonde étant marquée par un isotope radioactif 
32

P, le fragment recherché peut être repéré 

en plaçant un film radiosensible sur la membrane. Après développement du film, le fragment 

est visualisé sous la forme d'une bande noire (autoradiographie). La taille du fragment est 

corrélée à sa position, et on la définit à l'aide de fragments d'ADN de tailles connues qui ont 

migré en parallèle dans le gel lors de l'électrophorèse (Echelle moléculaire). 
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Figure 22. Principe du Southern-blot 

V.2- Protocole du transfert sur membrane 

La totalité de la procédure dure à peu près 13 jours au cours desquels les différentes 

étapes du Southern-blot sont réalisées : une double digestion de l’ADNg par les enzymes de 

restrictions EcoRI et EagI, la séparation électrophorétique des fragments de digestion obtenus 

sur gel d’agarose, leur transfert sur membrane puis leur hybridation avec la sonde Stb-12.3. 

Cette sonde s’hybride en amont de l’ilot CpG à l’extrémité 5’UTR du locus FMR1 (Figure 
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23). La séquence nucléotidique (Figure 24) recouvre ainsi les sites de restriction d’EcoRI et 

d’EagI. Cette dernière ne coupe pas si son site est méthylé. 

 

Figure 23. Localisation de la sonde Stb-12.3 

 

Figure 24. Séquence de reconnaissance de la sonde Stb-12.3 
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V.2.1- Digestion de l’ADNg 

L’ADNg des patients ayant présentés un profil électrophorétique anormal est digéré en 

parallèle avec l’ADNg des témoins, comprenant : 

→ Un témoin normal pour les deux sexes  

→ Un témoin prémutée de sexe féminin  

→ Un témoin muté de sexe féminin 

→ Un témoin muté de sexe masculin 

Le panel des témoins a été gracieusement fourni par le laboratoire de biochimie médicale et 

biologie moléculaire, Faculté de médecine, Clermont-Ferrand.     

Pour un volume total de 40 μl, la solution de digestion est composée de :  

 27 μl d’H2O 

 5 μl de tampon de digestion 

 5 μl de BSA spermidine 

 1.5 μl EagI 10 UI/ μl 

1 μl EcoRI 10 UI/ μl 

La durée de la digestion est de 22 h, elle comprend 3 phases d’incubation de respectivement  

5 h, 18 h et 8 h. 

Les tubes contenant 10 μl d’ADNg (0.5 μg/ μl) dans 40 μl de solution de digestion sont placés 

dans un bain-marie à 37°C pour la première phase d’incubation. Après 5 h puis 18 h, 1.5 μl 

d’EagI et 1 μl EcoRI sont rajoutés pour la deuxième et troisième phase d’incubation.  

Au bout de 8 h, 5 μl de bleu d’arrêt (soit 10 % du volume total) est ajouté pour stopper la 

digestion et pour alourdir les prélèvements. Les tubes sont agités doucement à la main et les 

prélèvements sont ainsi près à être déposés sur le gel d’agarose pour la migration. 

   

V.2.2- Electrophorèse sur gel d’agarose  

Préparation du gel : Avant la fin de la digestion, le gel d’agarose à 0.8 % (1.6 g 

d’agarose dans 200 ml de TBE 1X) est coulé pour une solidification minimum de 1 h 30 mn.  
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12 μl de BET sont rajoutés au gel avant solidification pour la visualisation ultérieure par 

détection des bandes digérées sous UV.  

La totalité des échantillons digérés (50 μl) et le bleu d’arrêt (2μl) sont déposés au niveau des 

puits en parallèle avec 12 μl de l’échelle à 1 μg/μl (1Kb DNA Ladder ; invitrogen
®
).  

La migration se fait dans des cuves d’électrophorèse horizontales remplies de TBE 1X à 74 V 

pour toute une nuit. 

 

Visualisation des bandes : Le gel est placé sur une platine UV avec une règle 

fluorescente, le gel est mesuré à partir des puits ainsi que les différentes bandes de l’échelle 

(12 pb →2 pb). Une fois les mesures prises, le gel est découpé au raz des bandes d’ADN, 

l’échelle est éliminée pour ne pas altérer l’hybridation moléculaire des bandes digérées avec 

la sonde.  

Le gel découpé est encore une fois mesuré (hauteur à partir du bas du gel / largeur des 4 cotés 

A, B, C et D), une encoche est faite sur l’angle supérieur droit pour donner une orientation au 

gel. (Figure 25) 

 

Figure 25. Mesure et découpage du gel     

 

Traitements du gel :  

Avant le transfert de l’ADN sur membrane, le gel doit subir plusieurs traitements. 
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*Dépurination : avec une solution d’HCl à 0.25 N pendant 10 mn, puis le gel est rincé avec de 

l’eau ultra-pure stérile. 

*Dénaturation : avec une solution de NaOH à 0.5 M et de NaCl à 1.5 M pendant 30 mn puis 

le gel est rincé avec de l’eau ultra-pure stérile. 

*Neutralisation : avec une solution de Tris à 0.5 M et de NaCl à 1.5 M pH : 7.2, pendant 15 

mn.  

V.2.3-Transfert sur membrane  

La membrane utilisée Hybond N
+ 

(Amersham
®
) est brièvement pré-trempée dans du SSPE 

20X puis positionné sur le gel lui-même posé sur du papier Wattman
® 

au niveau de l’apparitus 

du Southern-blot. Des couches de papier absorbant, environ 10 cm de hauteur, sont empilées 

sur la membrane, le transfert se fait sur toute une nuit. 

Après le transfert, les bandes d’ADN sont fixées à la membrane dans un four à UV (0.120 

pendant 10 s).  

V.2.4- Pré-hybridation 

La pré-hybridation consiste à la saturation avec de l’ADN spermatique de saumon des sites de 

fixation de la membrane capables de capter de l’ADN non spécifique.  

La membrane est placée dans un rouleau à hybridation, très peu de SSC 2X est rajouté, juste 

pour mouiller la membrane pour qu’elle adhère aux parois du rouleau, l’excédent est éliminé. 

12 ml du liquide d’hybridation (40% de formamide) préchauffé à 65°C sont versés dans le 

rouleau. Ce dernier est placé dans une étuve rotative à 65°C pour 5 h. 

V.2.5- Préparation de la sonde   

Dans un tube de 500 μl, 2 μl de sonde Stb 12-3 (fournie par Le Centre de Recherche sur le 

Fragile X, Strasbourg) sont rajoutés à 19 μl d’H2O, le tube est placé 5 mn au bain-marie à 

100°C puis plongé dans de la glace pour 5 mn.  

Après centrifugation, 3 μl du mélange dGTP, dATP et dTTP (Kit Nonaprimer) et 20 μl de 

solution tampon (Kit Nonaprimer) sont rajoutés.  

La suite des manipulations se fait derrière un écran de protection en plexiglas.  
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5 μl de dCTP marqué au 
32

P (Kit RadPrime DNA) sont ajoutés avec 2 μl de l’enzyme 

Klenow, le tube est centrifugé pour 15 s. Le tube est étanchéifié et placé dans un bain-marie à 

37°C pendant 30 mn.  

Il est ensuite centrifugé afin d’éviter les projections et 5 μl de tampon stop sont rajoutés (Kit 

Nonaprimer). 

 

Mesure de l’activité radioactive 

Une colonne en verre est placée sur un support vertical, avec une pipette en verre avec au bout 

de la laine de verre, du TE 1X est versé dans la colonne puis du sephadex en alternant du 

moins épais et du plus épais tout en rajoutant du TE 1X pour que la colonne ne se dessèche 

pas.  

Une fois la colonne prête, 200 μl de TE1X sont pipetés avec la totalité de la sonde et sont 

placés dans la colonne. 4 fois 200 μl de TE1X sont rajoutés dans la colonne.  

Cette dernière est placée au-dessus d’une série de tubes de 1.5 ml.  

100 μl de TE1X sont rajoutés dans la colonne.  

Une fois que 2 gouttes sont récupérées dans le premier tube, un deuxième tube est placé sous 

la colonne puis 100 μl de TE1X sont rajoutés de nouveau pour récupérer 2 autres gouttes et 

cela jusqu’à l’obtention de 8 tubes.  

Les tubes avec la radioactivité la plus forte sont rassemblés et 10 μl de sondes sont placés 

dans un tube de 500 μl pour effectuer la mesure de la radioactivité et calculer la quantité de 

formamide à 40% qui sera rajoutée pour avoir la sonde à la bonne concentration (3.5 10
6
 

μg/μl).  

La mesure du taux de comptage d’une source radioactive avec un détecteur, correspond au 

nombre de désintégrations détectées par unité de temps, ou le nombre de coup par minute 

(Cpm
*
). 

La mesure de l’activité d’une source radioactive représente le nombre de désintégration par 

minute (Dpm
*
) à l’intérieur de cette source. 

La radioactivité Cpm
*
 est dans un premier temps mesurée au niveau d’un compteur puis 

convertie en Dpm
*
 selon la formule suivante, ce qui permet de calculer la quantité de 

formamide à rajouter. 

 CPM
⃰ 
x 10

3 
x 2.2 ═ DPM

⃰ 
10

3 

 
DPM

⃰
 x 10

3 
x 50 (si 5 tubes, 60 si 6 tubes) ═ DPM

⃰ 
10

6 
totaux 

 DPM
⃰ 
10

6 
totaux / 3.5 ═ Quantité de formamide (40%) 

Dans notre étude, deux gels (Gel 1 et Gel 2) ont été transféré par Southern blot.  
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Le calcul du taux de radioactivité du gel 1 est représenté au niveau de la figure 26. 

 

Figure 26. Taux de comptage de la radioactivité du gel 1 

 

364 x 10
3
 Cpm* x 2.2 = 800.8 x 10

3
 Dpm* x 50 = 40.0 x 10

6 
Dpm* totaux / 3.5           

= 11.4 ml de 40% de formamide.   

 

Le calcul du taux de radioactivité du gel 2 est représenté au niveau de la figure 27. 

 

 

Figure 27. Taux de comptage de la radioactivité du gel 2 

 

358 x 10
3
 Cpm* x 2.2 = 787 x 10

3
 Dpm* x 50 = 39.35 x 10

6 
Dpm* totaux / 3.5  

    = 11.2 ml de 40% de formamide.  

 

Le volume adéquat de formamide est donc rajouté à la sonde et le tube est placé au bain-marie 

à 100°C pendant 5 mn pour la dénaturation, puis plongé dans de la glace pour 5 mn pour 

empêcher sa réassociation.  

Après une brève centrifugation, la totalité de la sonde est vidé dans le rouleau à hybridation 

contenant la membrane.  
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Le rouleau est placé dans une étuve rotative à 42°C pour 20 h maximum. 

 

  V.2.6- Lavage de la membrane et mise en cassette 

Le rouleau est vidé puis une solution de SSC 0.5 et de SDS 0.1% y sont rajoutés. Le rouleau 

est ensuite placé 15 mn à 60°C. Cette opération est répétée 4 fois. 

Une bandelette Stratagène
®
 est exposée quelques minutes à la lumière pour l’emmagasiner 

puis dans une chambre noire, positionnée au-dessus de la membrane dans une cassette 

Kodak
®
 avec 2 films X-ray (Figure 28).  

 

Figure 28. Disposition de la membrane dans la cassette   

La cassette est ensuite placée à – 80°C pendant minimum 8 jours pour le premier film et 12 

jours pour le deuxième film.  
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La révélation des films est réalisée au niveau d’une développeuse de film radiographique. 

Pour chaque gel transféré (Gel 1 et Gel 2), une fiche technique est remplie, spécifiant les 

enzymes de restrictions utilisées, le numéro du filtre, le volume de la colonne, les CPM
*
 et 

DPM
*
 totaux (Tableau 6). 

Tableau 6. Fiche technique des gels 

 Caractéristiques Gel 1 

(volume, concentration…) 

Caractéristiques Gel 2 

(volume, concentration…) 

ADN dénaturé 2 μl 2 μl 

dATP, dGTP, dTTP 3 μl 3 μl 

Tampon 20 μl 20 μl 

H2O 19 μl 19 μl 

Gel agarose (15 x 20) 0.8% 0.8% 

Electrophorèse 74 V/16h 74 V/16h 

dCTP (32P) 5 μl 5 μl 

Enzymes EagI, EcoRI EagI, EcoRI 

Colonne 500 μl 500 μl 

Cpm
* 

364 10
3
 358 10

3
 

Dpm
* 

40 10
6
 39.35 10

6
 

N° Filtre Z 01 Z 02 

Température d’hybridation 42°C 42°C 

Pré-hybridation 12 ml 40% Formamide 12 ml 40% Formamide 

Mouillage blot SSC 2X SSC 2X 

40% Formamide rajouté 11.4 ml 11.2 ml 

Sonde 3.5 10
6
 μg/μl 3.5 10

6
 μg/μl 

Temps d’exposition 12 jours 12 jours 
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I. Echantillonnage biologique 

L’échantillon primaire (ne comprenant que des malades) est constitué de 55 patients 

dont l’âge est compris entre 2 et 20 ans.  

Le sexe ratio est de 0.38 avec 15 individus de sexe féminin (27.3%) et 40 individus de sexe 

masculin (72.7%).  

Des recrutements supplémentaires ont été effectués incluant ainsi 3 individus de sexe féminin 

et 2 individus de sexe masculin, n’ayant pas de signes cliniques mais apparentés à au moins 

un propositus de l’échantillon primaire, amenant l’effectif total de l’échantillon étudié à 60 

individus. 

Pour chaque axe étudié (génotypage, polymorphisme, distribution et hétérozygotie), 

l’échantillonnage a été restructuré et cela pour la conformité des résultats obtenus (Annexe7).  

Les patients atteints de déficience mentale ont été divisés en deux groupes selon la présence 

ou l’absence de signes autistiques (Figure 29), puis en deux sous-groupes selon le sexe 

(Figure 30). 

 

 

 

Figure 29. Répartition des malades selon les critères cliniques 

AUT : autiste RM : retard mental 
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Figure 30. Répartitions des malades de sexe masculin (A), de sexe féminin (B) par rapport aux 

critères cliniques RM et AUT (C) 
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I.1-Patient autistiques 

Pour la majorité des cas recrutés (69%) le diagnostic posé est la présence d’une 

déficience mentale couplée à des signes du spectre autistique (Figure 31) avec les 

manifestations cliniques les plus fréquentes telles que : 

- Stéréotypie gestuelle : 

- balancement du corps 

- battement des mains 

- Communication : 

- absence du langage 

- retard du langage (très restreint)  

- Troubles : 

- de l’attention  

- regard fugitif 

- Angoisses : 

- de la séparation  

- de l’imprévu et de l’inconnu  

 

 

Figure 31. Association des différents troubles cliniques des AUT 
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I.2-Patients RM 

Le reste des malades (31%) présentent un retard mental à étiologie inconnue, 

diagnostique posé par observation des signes cliniques suivants : 

Un quotient intellectuel (QI) inférieur à 50-40 (RM modéré),  

Un QI à 40-20 (RM grave)  

Un QI inférieur à 20 (RM profond) (Figure 32) 

Et/ou : (Figure 33) 

- Hyperactivité 

- Absence totale de communication 

- Impossibilité de suivre une scolarité « spécialisée » 

- Agressivité  

- Automutilation 

 

Figure 32. Répartition des RM selon le score du QI 
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Figure 33. Distribution des différents signes cliniques des RM 

 

II. Génotypage des patients au locus FRAXA 

II.1- Détermination de la taille des répétitions  

Le génotypage comporte deux étapes : la première étape consiste à l’amplification de 

la région cible (FRAXA) à l’aide d’amorces marquées (FAM) de façon à générer des produits 

de PCR fluorescents, la deuxième étape consiste à la détermination de la taille du produit 

obtenu à l’aide d’un séquenceur ABI 3130. 

Les produits de PCR migrent par électrophorèse dans des capillaires contenant une matrice de 

séparation le polymère POP 7, et sont ainsi séparés en fonction de leur taille.  

Le marqueur de taille (ILS 600) migre en même temps que les produits de PCR permettant de 

déterminer la longueur des fragments à analyser.  

Les profils de migration sont générés sous forme d’électrophorégramme et un logiciel 

(GeneMapper v 4.0) retranscrit ces données en calculant la taille des fragments analysés en 

nombre de paires de base (pb). 

Les allèles sont donc identifiés par leur taille (pb), ce qui permet d’obtenir les allèles de 

chaque individu pour le locus analysé, et par conséquent le nombre de répétition des triplets 

CGG au niveau du gène FRAXA (Sherman 1996). 
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Ainsi, un individu de sexe féminin est considéré comme hétérozygote normale 

lorsque son profil présente deux pics (un pour chaque chromosome X) avec une taille 

comprise entre 223 et (325-355) pb +/- 1. 

Si le profil ne présente qu’un pic unique au niveau d’un individu de sexe féminin, 

cela peut suggérer l’homozygotie pour l’allèle analysé (le même allèle sur les deux 

chromosomes X) ou bien la présence d’un allèle prémuté/muté et donc non amplifié. 

Un individu de sexe masculin est considéré porteur de l’allèle normal lorsque son 

profil présente un pic unique avec une taille comprise entre 223 et (325-355) pb +/- 1 ; par 

contre l’absence de pic met en évidence la présence d’un allèle trop long pour être amplifier et 

donc la présence de prémutation ou de mutation complète.  

Dans notre étude, l’analyse des fragments par génotypage a révélé la présence de différents 

allèles représentés au niveau du tableau 7.  

Les détails sont représentés au niveau de l’Annexe 8. 

Tableau 7. Résultat du génotypage du locus FMR1 effectué sur les 60 individus 

N° Sexe N/P 
Tailles allèles 

pb  

1 F TI 298.3/ ? 

2 M BAM 280.64 

3 M MTE 303.9 

4 F OJ 296.3/290.3 

5 M AL 296.16 

6 F ZM 299.14/197.19 

7 M GME 302.1 

8 M BA 299.06 

9 F KZ 296.55/267.22 

10 M BO 272.69 

11 M BA 272.57 

12 F BAS 328.38/273.07 

13 M BS 290.35 

14 M AJ 328.36 
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15 M HSE 299.06 

16 M HA 296.12 

17 M MN 297.12 

18 M AN 343.82 

19 M BMA 297.7 

20 F BR 299.39/293.1 

21 F BJ 300.66/294.41 

22 M BI 291.22 

23 M MM 324.9 

24 M LSMC 297.32 

25 M DK 297.65 

26 M BDE 302.13 

27 F RI 304.85/296.05 

28 F AM 302.3/296.48 

29 M AMO 296.58 

30 M ZM 284.48 

31 M GAM 302.48 

32 F AMD 299.32/296.47 

33 M SAE 293.31/296.21 

34 M GYMI 272.82/275.27 

35 M HAE 296.65 

36 M MBHK 258.11 

37 M GLM 293.9 

38 M KC - 

39 F KLM 296.65/ ? 

40 F KL 296.51/ ? 

41 M BAM 266.51 

42 M BRM 301.34 

43 M TS 307.09 

44 M BA 292.95 

45 M DH 295.76 

46 M OZE 304.01 

47 F RN 298.67/275.33 
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48 M CH 266.69 

49 M SA 292.87 

50 F KA 295.77/266.5 

51 F ZLY 298.66/292.84 

52 F AR 301.45/295.79 

53 M KO 266.63 

54 F BM 315.76/295.68 

55 M MMA 293.57 

56 M BAN 284.45 

57 M LC 275.68 

58 F DW 296.17/293.25 

59 M BSE 296.14 

60 M NS 266.48 

 

 

II.2-Individus non apparentés 

II.2.1- Individus de sexe masculin 

La majorité des profils obtenus (90%) correspondent à un allèle normal illustré 

par la présence d’un pic unique avec une taille comprise entre 258 pb et 307 pb.  

Chaque électrophorégramme de malade est encadré par celui d’un individu normal, témoin 

positif (cadre du haut), et par celui d’un témoin négatif (cadre du bas). (Figure 34) 

Chaque électrophorégramme est suivi d’un tableau représentant les valeurs correspondantes 

de chaque pic en pb (Tableau 8). 
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Figure 34. Electrophorégramme de l’individu (18 XY PLAT 008 D02) représentant un pic 

unique (en bleue) correspondant à une bande normale de 290.35 pb 

Chaque code individuel comprend : pour l’individu (18 XY PLAT 008 D02) 

Le numéro d’identification dans le panel des malades : 18 

Les initiales des noms et prénoms : XY 

L’identification PLAT qui correspond au numéro de série dans l’analyse : 008 

Et à la position de l’échantillon sur la plaque du run : D 02 
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Tableau 8. Taille en pb du fragment amplifié du patient (18 XY PLAT 008 D02) 

FRAXA (bleue) FRAXE (vert) 

 

 

 5 % des profils obtenus ont révélé la présence d’un pic unique correspondant à un 

allèle se trouvant dans la zone intermédiaire entre allèle normal et allèle instable mais non 

prémuté (zone grise) : 20AJPLAT012F02 et 24ANPLAT003B03.  

 

*Cas 20AJPLAT012F02 

Patient de sexe masculin âgé de 11 ans, diagnostiqué avec un RM modéré (QI 30-40) sans 

signes autistiques apparents. Le tableau clinique comprend un langage quasi-inexistant avec 

une agressivité traduite par des crises de colère. Le patient présente une morphologie faciale 

caractéristique du syndrome de l’X fragile avec un visage allongé et des oreilles décollées. Le 

troisième signe de la triade, la macrorchidie, n’a pas été déterminé.  

L’électrophorégramme du patient présente un pic unique mais avec une taille de 328.36 pb 

qui va au-delà de la zone normale, sans pour autant être dans la zone de prémutation. (Figure 

35 ; Tableau 9) 
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Figure 35. Electrophorégramme du patient (20AJPLAT012F02) représentant un pic unique (en 

bleue) correspondant à une bande de 328.36 pb 

 

Tableau 9. Taille de la bande amplifiée du patient (20AJPLAT012F02) 

 

 



RESULTATS ET INTERPRETATIONS 

 

72 
 

*Cas 24ANPLAT003B03 

Patient de sexe masculin âgé de 7 ans, diagnostiqué avec un RM modéré (QI 30-40) sans 

signes autistiques apparents. Le tableau clinique comprend un retard de langage, un retard 

psychomoteur et des troubles du comportement (hyperactivité), avec absence de la triade 

caractéristique du syndrome de l’X fragile. L’électrophorégramme du patient présente un pic 

unique mais avec une taille de 343.82 pb qui va au-delà de la zone normale, sans pour autant 

être dans la zone de prémutation. (Figure 36 ; Tableau 10)  

Figure 36. Electrophorégramme du patient (24ANPLAT003B03) représentant un pic unique 

(en bleue) correspondant à une bande de 343.82 pb 
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Tableau 10. Taille de la bande amplifiée du patient (24ANPLAT003B03) 

 

 

5% des profils obtenus ont révélé la présence de deux pics correspondant chacun à 

un allèle se trouvant au-dessous du seuil critique : 49SAPLAT015H11 et 

50GYMIPLAT002A12. 

*Cas 49SAPLAT015H11 

Patient de sexe masculin âgé de 10 ans, diagnostiqué autiste (AUT) avec un tableau clinique 

comprenant une apathie, une timidité, un manque d’initiative, une fatigabilité excessive et de 

faibles capacités intellectuelles, avec absence de la triade caractéristique du syndrome de l’X 

fragile. L’électrophorégramme du patient présente deux pics avec respectivement une taille de 

293.31 pb et de 296.21 pb. (Figure 37) 

*Cas 50GYMIPLAT002A12 

Patient de sexe masculin âgé de 14 ans, diagnostiqué autiste avec un tableau clinique 

comprenant une passivité et une anxiété excessive, une immaturité, et la présence de 

difficultés d’apprentissage avec absence de la triade caractéristique du syndrome de l’X 

fragile. L’électrophorégramme du patient présente deux pics avec respectivement une taille de 

272.82 pb et de 275.27 pb. (Figure 37) 

La présence de deux pics aurait mis en évidence la présence d’un deuxième X, caractéristique 

du syndrome de Klinefelter (47XXY), mais l’absence d’un deuxième pic sur le locus FRAXE, 

suggère plutôt qu’un des signaux de l’ILS est tellement élevé que le logiciel l’a identifié 

comme un second pic « misidentify a shoulder » Apres vérification, nous avons retrouvé « the 

shoulder » de l’ILS. Le « sizing fails » relative au second pic des deux patients a eu lieu sur le 

même run. (Figure 38) 
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Figure 37. Electrophorégrammes des patients (49SAPLAT015H11) et (50GYMIPLAT002A12) 

représentants deux pics au locus FRAXA (bleue) et un pic au locus FRAXE (vert) 

 

 
Figure 38. Pic incorrectement étiqueté de l’ILS (shoulder) 
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II.2.2- Individus de sexe féminin 

90.9%  des profils ont mis en évidence  la présence de deux pics avec une taille 

comprise entre 267 et 315 pb chez 11 individus de sexe féminin à l’exception d’un seul cas 

1TIPLAT006C06 (9.09 %) où le profil électrophorétique a présenté un seul pic. 

*Cas 1TIPLAT006C06  

Patiente de sexe féminin âgée de 5 ans atteinte d’un retard mental modéré (QI 30-40). Le 

tableau clinique comprend un retard psychomoteur léger, des problèmes de concentration et 

une mauvaise coordination spatiale avec des troubles du comportement et de la relation 

(timidité et anxiété massives).  

Le profil électrophorétique met en évidence un seul pic d’une taille de 293 pb suggérant qu’un 

des deux chromosomes X porte le locus normal.  

L’absence d’un deuxième pic peut être dû à l’amplification d’un allèle de même taille sur le 

deuxième chromosome X (cas d’homozygotie) ou bien peut être expliqué par l’absence 

d’amplification due à la présence d’une mutation complète ou d’une prémutation (Figure 39 ; 

Tableau 11). 

Ce type de profil électrophorétique est une indication pour une recherche moléculaire plus 

approfondie. Pour définir le statut de cette malade, une hybridation moléculaire a donc été 

effectuer.  
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Figure 39. Electrophorégramme de la patiente (1TIPLAT006C06) ne présentant qu’un seul pic 

suggérant ou une homozygotie ou un allèle muté ou un allèle pré-muté 

 

Tableau 11. Taille de la bande amplifiée de la patiente (1TIPLAT006C06) 
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II.3- Études familiales 

Les études familiales traitent les individus de même famille de façon à détecter la 

transmission préférentielle d'allèles chez des personnes apparentés. Parmi les différents types 

d'études familiales, on distinguera celles reposant sur des pedigrees (ou lignées familiales) 

plus ou moins larges de celles fondées sur des familles nucléaires (les deux parents et au 

moins un enfant) qui peuvent se réduire au cas des trios (les deux parents et un seul enfant).  

 

II.3.1- Famille 1 

Famille nucléaire (Figure 40) constituée de 4 membres, le propositus (individu II1) 

âgé de 15 ans a été diagnostiqué (AUT), avec des signes cliniques comprenant une stéréotypie 

gestuelle avec balancement du corps et battement des mains, absence du langage, des 

troubles de l’attention et une angoisse de l’inconnu. Son jeune frère (individu II2) âgé de 9 

ans montre des signes d’hyperactivité extrêmes (ne reste pas en place) avec des crises de 

mutisme prolongé.  

 

Figure 40. Pedigree de la famille 1 

 

Au niveau de cette famille, seul le profil électrophorétique de la mère (16BASPLAT004B02) 

âgée de 40 ans est plus ou moins problématique avec la révélation d’une bande de 328.38 pb 

qui rentre dans la zone intermédiaire (325-355 pb). (Figure 41, Tableau 12) 

Ce type de profil électrophorétique est une indication pour une recherche moléculaire plus 

approfondie. Pour définir le statut de cette malade, une hybridation moléculaire a donc été 

effectuer.  
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Figure 41. Electrophorégramme de l’individu I2 (16BASPLAT004B02) 
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Tableau 12. Taille des différentes bandes amplifiées de l’individu I2 (16BASPLAT004B02) 

 

 

 

II.4- Familles 2 et 3 (Figure 42) 

Une étude de transmission préférentielle d'allèles chez des personnes apparentés peut 

de la même façon être menée sur la base de fratries (sans les parents), ce qui porte le nom 

d'étude de paires de germains ou sib-pairs. 

 

 

Figure 42. Sib-pairs des familles 2 et 3 

 

Les profils électrophorétiques ne montrent aucune particularité, les bandes révélées ont une 

taille comprise entre 293 et 302 pb.  
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II.5- Famille 4 (Figure 43) 

 

Figure 43. Trio de la famille 4 

 

L’identification des membres de la famille 4 comprend en plus des initiales, le sexe référé par 

M ou F et l’identité binaire du pedigree (I1, II1 et II2).  

  

 

*Cas 2MKCEII1007D05   

Patient de sexe masculin âgé de 4 ans, le tableau clinique comprend un retard de langage, un 

retard psychomoteur et des troubles du comportement associés à des troubles de l’attention et 

à des signes autistiques. 

Le patient présente une morphologie faciale caractéristique du syndrome de l’X fragile avec 

un visage allongé et des oreilles décollées. Le troisième signe de la triade, la macroorchidie, 

ne peut être déterminé.  

L’électrophorégramme du patient met en évidence l’absence de pic suggérant la présence 

d’un allèle trop long (muté ou prémuté) donc non amplifié. (Figure 44 ; Tableau 13) 
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Figure 44. Electrophorégramme du patient (2MKCEII1007D05) ne présentant pas de pic 

suggérant la présence d’un allèle non amplifié 

 

 

Tableau 13. Taille des différentes bandes amplifiées du patient (2MKCEII1007D05) 
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A la suite de ces résultats, une étude en cascade a été conduite sur la mère du probant 

(1FKMLI1005C05) et sur sa jeune sœur (3FKLII2009E05). 

*Cas 1FKMLI1005C05 

Individu de sexe féminin, âgée de 32 ans et qui présente un phénotype normal avec 

néanmoins une tendance dépressive. Il faut noter la présence d’antécédents familiaux liés au 

retard mental et au ‘spectre autistique’ (oncle, neveux) caractéristique d’une transmission liée 

à l’X. Le profil présente un pic unique d’une taille de 296.52 pb suggérant la présence d’une 

prémutation. (Figure 45) 

 

 

Figure 45. a. Electrophorégramme de l’individu (1FKMLI1005C05) présentant un pic 

suggérant la présence d’un allèle prémuté 

b. Zoom de l’électrophorégramme présentant le profil électrophorétique de l’allèle prémuté 
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*Cas 3FKLII2009E05 

Individu de sexe féminin, âgée de 3 ans et ne présentant aucun signe particulier. Le profil 

électrophorétique présente un pic unique d’une taille de 296.51 pb suggérant la présence 

d’une prémutation. (Figure 46) 

 

Figure 46. a. Electrophorégramme de l’individu (3FKLII2009E05) présentant un pic suggérant 

la présence d’un allèle prémuté 

b. Zoom de l’électrophorégramme présentant le profil électrophorétique de l’allèle prémuté 

(a) 

(b) 
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La comparaison entre les zooms électrophorétiques des membres de la famille 4, avec ceux 

d’un panel de témoins mutés et prémutés de sexe masculin pour le patient II1, et de témoins 

mutées et prémutées de sexes féminins pour les individus I1 et II2 (Figure 47) ;  ont confirmé  

la présence d’une mutation dynamique au sein de cette famille. 

 

Figure 47. Zooms des électrophorégrammes de témoins prémuté(e)s (a, b et e), Zooms des 

électrophorégrammes de témoins muté(e)s (c et d) 
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III. Génotypage des patients au locus FRAXE 

Le génotypage du locus FRAXE s’est effectués en même temps que celui du locus 

FRAXA par PCR multiplexe à l’aide d’amorces marquées (HEX) de façon à générer des 

produits de PCR fluorescents en vert. Les profils de migration générés sous forme 

d’électrophorégrammes sont analysés par un logiciel (GeneMapper v 4.0) comme ceux du 

locus FRAXA. Les allèles du locus FRAXE sont donc identifiés par leur taille (pb), ce qui 

permet d’obtenir la taille des allèles de chaque individu et par conséquent le nombre de 

répétition des triplets GCC au niveau du gène FMR2 (Wang et al., 2003).  

Ainsi, un individu de sexe féminin est considéré comme hétérozygote normale 

lorsque son profil présente deux pics (un pour chaque chromosome X) avec une taille 

comprise entre 377 et 461 pb. 

Si le profil ne présente qu’un pic unique au niveau d’un individu de sexe féminin, 

cela peut suggérer l’homozygotie pour l’allèle analysé (le même allèle sur les deux 

chromosomes X) ou bien la présence d’un allèle prémuté (464, 971 pb) ou muté (supérieur à 

974 pb) et donc non amplifié. 

Un individu de sexe masculin est considéré porteur de l’allèle normal lorsque son 

profil présente un pic unique avec une taille comprise entre 377 et 461 pb ; par contre 

l’absence de pic met en évidence la présence d’un allèle trop long pour être amplifier et donc 

la présence de mutation complète (supérieur à 974 pb). 

Dans notre étude, l’analyse des fragments par génotypage a révélé différents profils 

électrophorétiques, correspondants à différents allèles représentés au niveau du tableau 14 

Les résultats détaillés sont représentés au niveau de l’Annexe 9. 

Tableau 14. Résultat du génotypage du locus FMR2 effectué sur les 60 individus 

N° Sexe N/P Tailles allèles (pb) 

1 
F TI 306.81/322.48 

2 M BAM 306.87 

3 M MTE 309.81 

4 F OJ 303.77/306.42 

5 M AL 306.64 
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6 F ZM 301.93/304.43 

7 M GME 304.2 

8 M BA 305.1 

9 F KZ 309.89/328.35 

10 M BO 309.62 

11 M BA 309.67 

12 F BAS 309.73/314.94 

13 M BS 307.42 

14 M AJ 315.19 

15 M HSE 299.44 

16 M HA 304.15 

17 M MN 297.69 

18 M AN 305.43 

19 M BMA 308.63 

20 F BR 302.88/331.0 

21 F BJ 305.39/334.1 

22 M BI 300.33 

23 M MM 304.39 

24 M LSMC 305.56 

25 M DK 305.72 

26 M BDE 302.74 

27 F RI 297.57/302.53 

28 F AM 303.1/310.52 

29 M AMO 310.73 

30 M ZM 303.66 

31 M GAM 302.97 

32 F AMD 310/331 

33 M SAE 310.86 
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34 M GYMI 308.16 

35 M HAE 303.49 

36 M MBHK 328.55 

37 M GLM 310.37 

38 M KC 317.53 

39 F KLM 302.44/317.62 

40 K KL 317.58/332.96 

41 M BAM 301.57 

42 M BRM 301.56 

43 M TS 281.3 

44 M BA 304.37 

45 M DH 304.66 

46 M OZE 304.56 

47 F RN 311.25/313.93 

48 M CH 294.42 

49 M SA 301.67 

50 F KA 294.11/301.67 

51 F ZLY 304.4/314.45 

52 F AR 301.79/319.6 

53 M KO 304.49 

54 F BM 301.44/303.99 

55 M MMA 309.6 

56 M BAN 317.48 

57 M LC 302.48 

58 F DW 310.2/335.89 

59 M BSE 305.14 

60 M NS 335.15 
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La majorité des profils obtenus (91.66 %) présente des résultats conformes à la 

présence d’un allèle normal chez les individus de sexes masculins et à la présence de deux 

allèles normaux chez les individus de sexe féminin.  

Pour 8.33 % des cas, la présence de bandes de très petites tailles remet la question 

sur  la taille minimale répertoriée dans la littérature. Sur les cinq cas retrouvés, deux individus 

(un de chaque sexe ; Figure 48) possèdent des allèles se rapprochant à 3pb près (297.69 et 

297.57 pb) à celui de la littérature, alors que trois autres individus (deux de sexe masculin et 

un de sexe féminin ; Figure 49) possèdent des allèles de tailles encore plus petite (294.42, 

294.11 et 281.3 pb).      

 
Figure 48. Electrophorégrammes représentant les allèles de 297.69 et 297.57 pb au niveau du 

locus FRAXE 
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Figure 49. Electrophorégrammes représentant les allèles de 294.42, 294.11 et 281.3 pb au niveau 

du locus FRAXE 
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IV. Hybridation moléculaire par Southern-blot 

Sur les 66 profils électrophorétiques effectués, 6 sont une indication pour le Southern-

blot et cela afin de déterminer le statut des patients entre homozygotes, porteurs d’une 

prémutation ou porteurs d’une mutation complète en calculant la taille de la répétition CGG 

au niveau des chromosomes X de ces individus.   

Il faut noter à ce stade que chaque individu de sexe masculin possède un seul 

chromosome X et que chaque individu de sexe féminin possède un chromosome X actif et un 

chromosome X inactif. Cette inactivation est le résultat de l’hyperméthylation de sites 

spécifiques par le phénomène de lyonisation, ce qui permet de respecter l’équilibre 

chromosomique au sein de l’espèce humaine. 

        IV.1- Blot Z01 

La fiche d’identification du blot est représentée par la figure 50, sur ce gel ont été mis 

en parallèle avec des témoins (normale et mutée), l’ADN de la patiente (1TIPLAT006C06) 

ayant montré un pic unique et celui de la patiente (16BAPLAT004B02) ayant montré un pic 

d’une taille entrant dans la zone intermédiaire entre allèle normal et allèle prémuté. 

 

 

Figure 50. Fiche d’identification des dépôts du gel 1 

     1TI : 1TIPLAT006C06  

     12 BAS : 16BAPLAT004B02 

 

IV.1.1- Migration sur gel d’agarose 

La migration des différentes bandes d’ADN qui constituent l’échelle moléculaire 

(Tableau 15) est un indice sur la conformité de la migration des bandes à analyser, la courbe 
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de migration est portée sur un papier quadrillé semi-logarithmique à 3 modules pour 

représenter le profil de migration des fragments d’ADN de l’échelle moléculaire. (Figure 51) 

 

Tableau 15. Distance de migration de l’échelle moléculaire du gel 1 

Taille de la bande 

(Kb) 

Distance de migration 

(cm) 

12 6.7 

11 6.9 

10 7.2 

09 7.5 

08 7.9 

07 8.6 

06 9.4 

05 10.4 

04 12.0 

03 14.5 

02 18.9 

 

 

 

Figure 51. Courbe de migration de l’échelle moléculaire du gel 1 
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Après 10 jours d’exposition le film X-Ray est développé, le RFLP résultant de la double 

digestion de l’ADN par les enzymes de restrictions EagI et EcoRI, hybridé à la sonde StB-

12.3 est représenté au niveau de la figure 52. 

 

Figure 52. RFLP révélé par double digestion (EagI et EcoRI) et hybridation à la sonde 

StB-12.3 du gel 1  

Puits 2 et 7: Témoin Normale ♀ 

Puits 3 : Témoin mutée ♀ 

Puits 4: 1TIPLAT006C06 

Puits 5: 5AL 

Puits 6: 16BAPLAT004B02 
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IV.1.2- Interprétation des résultats du blot Z01 

Le chromosome X actif des individus de sexe féminin (puits 2→7) donne un fragment 

de 2.8 Kb, résultant de la digestion simultanée par EcoRI et EagI, alors que le chromosome X 

inactif donne un fragment de 5.2 Kb résultant de la digestion par EcoRI uniquement, EagI ne 

coupe pas sur ce chromosome qui est hyperméthylé par lyonisation (Rifé et al., 2004). 

*Pour la patiente (1TIPLAT006C06)  

Le RFLP révèle la présence d’une bande normale correspondant au fragment de 5.8 Kb 

attestant ainsi la présence du même allèle (même taille donc même degré de répétition) sur les 

deux chromosomes X, confirmant ainsi l’état d’homozygotie pour ce locus chez cette 

patiente. 

* Pour la patiente (16BAPLAT004B02) 

Les bandes digérées de cette patiente, indépendamment du locus FMR1, présentent un RFLP 

qui met en évidence la présence de plusieurs sites polymorphes sur le chromosome X actif.  

IV.2- Blot Z02 

La fiche d’identification du blot est représentée par la figure 53, sur ce gel ont été mis en 

parallèle avec des témoins (normale, prémutée et muté) les échantillons correspondant aux 

membres de la famille 4. 

 

 

Figure 53. Fiche d’identification des dépôts du gel 2 

39KLM : 1FKMLI1005C05 

40KL : 3FKLII2009E05 

38 KC : 2MKCEII1007D05 
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IV.2.1- Migration sur gel d’agarose 

La distance de migration des fragments d’ADN de l’échelle moléculaire (Tableau 16) 

est portée sur un papier quadrillé semi-logarithmique à 3 modules pour représenter le profil de 

migration (Figure 54). 

Tableau 16. Distance de migration de l’échelle moléculaire du gel 2 

Taille de la bande 

(Kb) 

Distance de migration 

(cm) 

12 6.3 

11 6.5 

10 6.7 

09 7.1 

08 7.6 

07 8.2 

06 8.9 

05 10 

04 11.7 

03 14.3 

02 18.7 

 

 

Figure 54. Courbe de migration de l’échelle moléculaire du gel 2 
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Après 12 jours d’exposition le film X-Ray est développé,  le RFLP résultant de la double 

digestion de l’ADN par les enzymes de restrictions EagI et EcoRI, hybridé à la sonde StB-

12.3 est représenté au niveau de la figure 55. 

 

Figure 55. RFLP révélé par double digestion (EagI et EcoRI) et hybridation à la sonde 

StB-12.3 du gel 2  

Puits 2 et 8: Témoin Normale ♀ 

Puits 3: Témoin prémutée ♀ 

Puits 4: Mère (I1) 

Puits 5: Sœur (II2) 

Puits 6: Témoin muté ♂ 

Puits 7: Patient (II1) 
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IV.2.2- Interprétation des RFLPs obtenus  

La technique du Southern blot nous permet de révéler à la fois la présence de la 

mutation et l'état de la méthylation puisque EagI est incapable de couper l'ADN si le site de 

restriction riche en CpG est méthylé (Figure 56). Pour cette double digestion, StB12.3 

s’hybride avec l'ADN de témoins normaux, avec un fragment de 2.8 kb (EcoRI-EagI), 

correspondant au chromosome X actif.  Chez les individus de sexe féminin, il y a également 

hybridation avec un fragment EcoRI supplémentaire de 5.2 kb, correspondant au chromosome 

X inactif méthylé. Le fragment de 2.8 kb est absent chez les males présentant une mutation X 

fragile, alors que les femmes porteuses de la mutation ont à la fois les fragments normaux (2.8 

et 5.2 kb) et les fragments mutés. Les prémutations sont détectées sous forme de 

fragments EcoRI-EagI supérieur à 2.8 kb chez les hommes et détectées sur le chromosome X 

actif des femmes alors que des fragments EcoRI supérieurs à 2.8 et à 5.2 kb correspond à une 

prémutation sur le chromosome X inactif. Les fragments correspondant à des mutations 

complètes ne sont pas digérés par EagI et apparaissent donc comme des bandes simples ou 

hétérogènes au-dessus de 5.2 kb. Les cas de mosaïque (bande supplémentaire correspondant à 

une prémutation et présente en proportion variable) peuvent apparaitre sous forme d'un 

mélange de mutation complète (méthylée) et de prémutation non méthylée. Ceci est vérifié 

pour la plupart des cas de méthylation incomplète déjà reconnus chez les hommes avec le 

syndrome de l’X-fragile. La présence de bande partiellement non méthylée, plutôt homogène 

avec un accroissement de taille entre 600 à 10
3
 pb peut apparaitre, ce schéma a été décrit 

comme "mosaïque de méthylation" (Rousseau et al., 1994). 

 

Figure 56. Représentation schématique de la double digestion EcoRI et EagI révélée par 

hybridation avec la sonde StB12.3 
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2.2.1- Interprétation des résultats du blot Z02  

La famille 4 présentant le syndrome de l’X- fragile a été analysé par double digestion 

de l'ADN avec EcoRI et EagI. Le chromosome X actif (Figure 57) des individus de sexe 

féminin (puits 2, 3, 4, 6 et 8) donne un fragment de 2.8 Kb, résultant de la digestion 

simultanée par EcoRI et EagI, alors que le chromosome X inactif (puits 2 et 8) donne un 

fragment de 5.2 Kb résultant de la digestion par EcoRI, ce chromosome étant méthylé par 

lyonisation n’est pas digéré par EagI. 

Les allèles non méthylés donnent une bande discrètement plus large pour les individus I1 et 

II2 (puits 4 et 5), mettant ainsi en évidence la présence d’allèles prémutées.  

Le chromosome X de l’individu II1 (puits 7) génère après digestion des bandes beaucoup plus 

larges (6 Kb et 8 Kb) mettant ainsi en évidence la présence de deux allèles mutés méthylés ou 

d’une mosaïque de méthylation.  

 

Figure 57. Représentation schématique des RFLPs révélés par hybridation avec la sonde 

StB12.3 

 

2.2.2- Calcul de la taille des bandes des RFLPs 

Pour évaluer la taille des bandes de chaque individu, il ne suffit pas de comparer la 

migration de la bande par rapport à celle des bandes de l’échelle moléculaire qui auraient 

éventuellement migrées sur plus ou moins la même distance.  

En suivant le diagramme représentatif des différentes migrations possible, le calcul se fait à 

partir des valeurs A et B, mesurées à partir du gel (Figure 58) (Biancalana et al. , 2004).  
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Ces valeurs sont portées sur la courbe de migration des patients et témoins; (Figure 59) ce qui 

définies les valeurs A’ et B’, mesurées directement sur la courbe et cela pour obtenir la 

correspondance en paires de bases.  

Le nombre de répétitions que les patients testés ont en plus par rapport à la bande normale, est 

obtenu grâce à la formule suivante :  (B’ – A’) ÷ 3 

 

Figure 58. Représentation schématique des profils de migration pour le calcul de la taille des 

répétitions pour les différents statuts de XFRA 

 

 

Figure 59. Courbe de migration des patients et témoins 
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2.2.3- Calcul des RFLPs des individus I1 et II2 

La valeur A est mesurée par rapport au bas du gel, en positionnant la graduation 19.3 

cm de la règle sur le bas du gel.   

La valeur B est calculée de la même manière.  

Pour l’individu I1: 

A = 14.4 cm => A’ = 2.78 Kb 

B = 15.1 cm => A’ = 2.95 Kb 

B’ – A’ = 2.95 – 2.78 = 0.170 (Kb) ÷ 3 = 0.057 Kb 

Donc il y a 57 répétitions de plus que la bande normale qui correspond à un allèle de 30 

répétitions, donc l’allèle prémuté de cette patiente est de 87 répétitions.  

Pour l’individu II2 : 

A = 14.8 cm => A’ = 2.85 Kb 

B = 15.2 cm => A’ = 2.75 Kb 

B’ – A’ = 2.85 – 2.75 = 0.100 (Kb) ÷ 3 = 0.033 Kb 

Donc il y a 33 répétitions de plus que la bande normale qui correspond à un allèle de 30 

répétitions, donc l’allèle prémuté de cette patiente est de 63 répétitions.  

Le nombre de répétition est passé de 87 à 63, ce qui met en évidence la survenue d’une 

contraction au cours de la méiose maternelle.  

Lorsque le nombre de répétition dépasse le seuil critique (prémutation), il y a instabilité 

accrue de la forme allélique au niveau de la méiose maternelle, cette instabilité se manifeste 

par une augmentation du nombre de répétition plutôt que par sa diminution. La contraction est 

beaucoup plus rare que l’expansion lorsqu’il s’agit d’allèle instable ou prémuté.    
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2.2.3- Calcul du RFLP de l’individu II1 

La valeur A est calculée de la même manière que décrite dans la section précédente, 

alors que la valeur B est calculée par rapport à une ligne virtuelle correspondant à la bande 

normale de 5.2 Kb.  

Dans le cas mutation complète, le calcul se fait selon la formule suivante : 

(A’ – B’) ÷ 3 

En sachant que B’ = 5.2 Kb et en sachant qu’il existe deux bandes A1 et A2 : 

 A1 = 8.6 cm => A1’ = 6.2 Kb;  

A1’ – B’ = 6.2 – 5.2 = 1 (Kb) ÷ 3 = 0.333 Kb 

Donc il y a 333 répétitions de plus que la bande normale qui correspond à un allèle de 30 

répétitions, donc un des allèles muté de ce patient est de 363 répétitions.  

Le nombre de répétition est passé de 87 à 363, ce qui met en évidence l’instabilité méiotique 

de l’allèle prémuté au cours de la méiose maternelle.  

 A2 = 8.4 cm => A2’ = 7.9 Kb ; 

A1’ – B’ = 7.9 – 5.2 = 2.7 (Kb) ÷ 3 = 0.900 Kb 

Donc il y a 900 répétitions de plus que la bande normale qui correspond à un allèle de 30 

répétitions, donc un des allèles muté de ce patient est de 930 répétitions.  

Le nombre de répétition est passé de 363 à 930, ce qui met en évidence l’instabilité de l’allèle 

muté au cours des divisions mitotiques.  

Ces résultats sont en faveur de deux phénomènes d’expansion, l’un ayant eu lieu au cours de 

la méiose maternelle (stade pré-zygotique), et l’autre au cours des divisions mitotiques (stade 

post-zygotique) donnant ainsi naissance à un individu mosaïque.  Vu l’instabilité de l’allèle 

muté, les cas de mosaïsme sont assez fréquents. 
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Les résultats générés à ce stade, sont illustrés au niveau de la figure 60 où le statut de chaque 

membre est représenté en accord avec la nomenclature internationale des caractères 

héréditaires à transmission liée au chromosome X. 

 

Figure 60. Pedigree de la famille 4 représentant le statut de vectrices « non atteintes » pour les 

individus I1 et II2, et le statut de porteur de mutations complètes pour le patient II1  

 

V. Diagnostic moléculaire 

 A notre connaissance il s’agit de la première étude faite en Algérie sur des malades 

atteints de déficience mentale et sur des malades autistes dans le but de poser un diagnostic 

moléculaire, mettant ainsi en évidence une éventuelle étiologie génétique.   

Sur l’ensemble des 60 personnes analysées, nous avons répertorié 1 cas de mutation complète 

XFRA suivie par la mise en évidence de deux cas de prémutation par une analyse en cascade. 

La mutation XFRA a été retrouvée au niveau d’un patient diagnostiqué autiste (2.63 %) ce 

qui nous ramène au diagnostic différentiel entre ces deux pathologies (Hallmayer et al., 1994). 

Parallèlement à plusieurs autres études (Annexe 10), le nombre restreint de la population 

analysée n’interfère pas sur le résultat obtenu, car par opposition aux pathologies 

polygéniques où une étude sur cohorte est obligatoire, dans le cas de pathologies 

monogéniques l’analyse sur une population d’effectif réduit est informative, régit par la 

présence ou l’absence de l’allèle causal. 

L’analyse moléculaire de la famille nucléaire (Famille 1) nous permet de maintenir 

l’hypothèse du modèle SMM qui suppose qu'à chaque variation est associée une diminution 

ou une augmentation d’une unité de répétition, en effet le degré de répétition passe de la mère 

de 23 répétitions à 22 répétitions chez ses deux fils.  



RESULTATS ET INTERPRETATIONS 

 

102 
 

 VI. Distribution allélique des répétitions CGG (FRAXA) et GCC (FRAXE) 

 VI.1- Caractéristiques des patients étudiés  

L’échantillon étudié est composé de 52 individus non apparentés, pour ne pas biaiser 

les résultats de la distribution allélique des deux loci, seuls les propositus ont été pris en 

compte pour les familles 1, 2 et 3.  

Les membres de la famille 4 ont été éliminés de l’étude.   

Parmi les individus analysés 14 sont de sexe féminin (28.8%) et 38 de sexe masculin (71.2%) 

amenant ainsi le nombre total de chromosomes étudiés à 66. (Tableau 17) 

 

Tableau 17. Echantillonnage de la distribution des répétitions  

FRAXA/FRAXE Sexe féminin Sexe masculin 

Effectif total 

52 

14 38 

Nombre total de chromosomes  

66 

28 38 

 

VI.2- Polymorphisme allélique des répétitions CGG  

Pour chaque chromosome analysé, la taille des bandes obtenues (pb) a été convertie au 

nombre de répétition correspondant conformément à la technique TAQ / PLATINUM. 

La corrélation entre la taille de la bande en pb et le variant allélique donné en nombre de 

répétition pour le locus FRAXA débute sur une taille de 300 pb correspondant à un allèle de 4 

répétitions, après chaque 3 pb est rajouté un degré de répétition de façon à avoir 303 pb qui 

correspond à 5 degré de répétition, 306 pb correspond à 6 degré de répétition etc… Cette 

correspondance a été assignée par séquençage de l’ADN génomique analysé.  

Ceci nous a permis de mettre en évidence dans notre population d’étude, 17 formes alléliques 

allant du degré de répétition le plus faible (n=18) au degré de répétition le plus élevé (n=46). 

(Tableau 18) 
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Tableau 18. Variants alléliques du locus FRAXA 
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Le PIC (Polymorphism Information Content) du locus, a été calculé par la formule suivante 

(Read 1989) :  

Pour un marqueur à (n) allèles : 

PIC ═ 1- ∑   
  

    - ∑ ∑     
   

  
     

   
    

Pi = fréquence de l’allèle i 

Pj = fréquence de l’allèle j 

La fréquence allélique est déterminée par le rapport du nombre d’allèles variant sur le nombre 

d’allèles total. 

La valeur du PIC est comprise entre 0 et 1 de telle façon que pour un locus strictement 

biallèlique (n = 2), exemple d’un RSP (présence ou absence du site), le PIC est égal à 0.50. 

Par contre le PIC du VNTR à l’extrémité 3’ du gène de l’α-globine (n=30) est plus ou moins 

égal à 0.90. 

Dans notre étude, le PIC du locus FRAXA a été calculé par rapport aux fréquences alléliques 

retrouvées, ce qui nous a donné : 

     PICFRAXA= 0.62 

Etant donné que nous étudions un locus microsatellite, nous aurions dû avoir un PIC plus 

élevé, car ces sites sont très polymorphes. 

Ce résultat (relativement bas) est expliqué in visu par la présence de 17 variants sur 66 loci, 

parmi lesquels 4 variants (8, 9,10 et 11) représentant à eux seuls 65 % des formes alléliques 

totales. 

 

La distribution des différentes formes alléliques de notre échantillon est représentée au niveau 

de la figure 61. 
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Figure 61. Distribution des différentes formes alléliques sur les 66 loci FRAXA  

 La série 1 (en bleu) représente les différents variants alléliques. 

La série 2 (en rouge) représente  le pourcentage de chaque variant.  

 

 

Nous remarquons que la courbe obtenue est de type Gaussien impliquant par-là la présence 

d’un équilibre préprogrammé qui correspondrait à la taille optimale de ce microsatellite.  

Cette programmation ou « mémoire » du microsatellite a abouti à l'élaboration d'une théorie, 

dite du biais de mutation, qui envisage donc une taille optimale pour les locus microsatellites, 

vers laquelle les mutations seraient biaisées. Il y aurait donc plus d'expansions pour les 

microsatellites plus courts que cette taille, et plus de contractions (ou plus importantes) pour 

les plus longs (Whittaker et al., 2003, Vowles et Amos, 2006).  

Lorsque nous comparons nos résultats à ceux obtenus au niveau d’autres populations (Annexe 

11), il semblerait que dans la majorité des ethnies étudiées, la taille optimale tourne autour de 

n=30 puisque sur les 22 ethnies étudiées, seule la distribution de la population japonaise a fait 

sortir les variants n=27 et n=26. 
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VI.3- Polymorphisme allélique des répétitions GCC  

La corrélation entre la taille de la bande en pb et le variant allélique donné en nombre 

de répétition pour le locus FRAXE est différent de celui du FRAXA.  

Elle débute sur une taille de 223 pb correspondant à un allèle de 6 répétitions , de la même 

façon après chaque 3 pb est rajouté un degré de répétition de façon à avoir 226 pb qui 

correspond à 7 degré de répétition, 229 pb correspond à 8 degré de répétition etc…  

« 13 » formes alléliques ont été mises en évidence allant du degré de répétition le plus faible 

(n=2) au degré de répétition le plus élevé (n=16). 

Les différentes formes alléliques, les fréquences alléliques et les pourcentages sont 

représentés au niveau du tableau 19. 

Nous considérons les doublons n=2 comme variant allélique puisque retrouvés à 4.54 % dans 

notre population d’étude ; ainsi que les triplons n=3 retrouvé à 3.03 %. Et cela malgré que 

dans la littérature la taille minimale de répétition pour ce locus soit de 4 à 6 (Elbaz et al., 

1998).  
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Tableau 19. Variants alléliques du locus FRAXE 
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Le PIC du locus FRAXE fût calculé par rapport aux fréquences alléliques retrouvées, ce qui 

nous a donné : 

     PICFRAXE= 0.59 

Ce résultat est expliqué par la présence, parmi les 13 variants sur les 66 loci, de 4 variants (3, 

4, 5 et 6) qui représentent à eux seuls, 72.71% des formes alléliques totales. 

A ce niveau des résultats, nous pouvons déjà déduire que le locus FRAXE est moins 

polymorphe que le locus FRAXA, ceci étant du partiellement à la présence d’un ilot CpG et 

d’une origine de réplication à proximité du locus FRAXA.  

La distribution des différentes formes alléliques est représentée au niveau de la figure 62.  

 

Figure 62. Distribution des différentes formes alléliques sur les 66 loci FRAXE  

La série 1 (en bleu) représente les différents variants alléliques. 

 La série 2 (en rouge) représente  le pourcentage de chaque variant.  

 

Très peu d’étude ont été effectuée sur la distribution allélique de ce locus, nous remarquons 

l’absence de régularité dans notre distribution. Nous remarquons aussi l’apparition de deux 

variants alléliques n=2 et n=3 alors que ce microsatellite à comme répétition minimale n=6 

dans certaines références et une répétition minimale n=4 dans d’autres études 
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bibliographiques sans aucun ordre chronologique apparent.  Il aurait été intéressant à ce stade 

de faire le séquençage complet de la region chromosomique concernée pour mettre en 

évidence la présence d’un nombre si restreint de répétition, allant jusqu’à mettre en doute la 

taille minimale pour un microsatellite afin qu’il soit dynamique. Il est généralement admis 

que les microsatellites ont besoin d'une taille minimum, aux environs de huit nucléotides, 

pour pouvoir entrer en phase de développement (Buschiazzo et Gemmell, 2006), les 

séquences de taille plus petite étant considérées comme proto-microsatellites. Le 

développement peut-il débuté dès l'état de doublon (n=2) et qui est donc considéré comme un 

microsatellite à part entière. 

Nous remarquons aussi que la courbe obtenue peine pour prendre la forme en cloche de type 

Gaussien impliquant par-là l’absence d’un certain équilibre.  Bien que grossièrement, notre 

distribution fasse ressortir la taille n=5 (à 28.78 %) qui pourrait correspondre à la taille 

optimale de ce microsatellite, ce variant étant encadré par des variants à un pas (n=4 et n=6) à 

des pourcentages presque égaux (15.5 % et 12.12 %).   

V.4- Hétérozygotie des loci FRAXA et FRAXE 

Pour la suite de notre étude, étant donné que les loci sont localisés sur le chromosome 

X, les individus de sexe masculin étant hémizygotiques, ont été systématiquement éliminés 

ramenant ainsi l’effectif à un sous-groupe de 15 individus. 

Nous avons analysé les données issues du génotypage pour vérifier s’il existe une 

relation entre certaines variants de notre distribution. Pour cela un diagramme de dispersion 

ou nuage de points a été réalisé sur un fichier Excel avec un tableau à deux entrés où l’axe des 

abscisses représente un des locus chromosomique et l’axe des ordonnées le deuxième locus 

chromosomique.  Les nuages de points représentent visuellement la corrélation de nos 

génotypes. Ils permettent de déterminer les tendances, les relations, les dispersions et les 

valeurs aberrantes. Les nuages de points représentent des observations faites avec des 

variables différentes ; ils peuvent donc prendre toutes sortes de formes. La densité des points 

est un bon indice de la force d’une corrélation. Lorsque les points sont très près les uns des 

autres, la corrélation est forte.  

Pour le locus FRAXA (Figure 63) la corrélation semble assez forte puisque la plus grande 

partie des données gravitent sur la diagonale. 
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Figure 63. Diagramme de dispersion des variants FRAXA (♀) 

  

Pour le locus FRAXE (Figure 64) la corrélation est pratiquement nulle puisque les données 

sont dispersées un peu partout dans le graphique.  

 

Figure 64. Diagramme de dispersion des variants FRAXE (♀) 

 

Ces résultats sont plus ou moins parallèles avec ceux de la section précédente, il semblerait 

que d’un point de vue cycle de vie, les deux loci soient à un « âge » différent.  Effectivement, 

le dynamisme du locus FRAXA semble être plus équilibré que celui du locus FRAXE, 

impliquant par-là que les microsatellites ayant atteint une certaine taille (et donc un certain 

âge) subissent des contractions, soit plus fréquentes, soit plus importantes d’où la dispersion 
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des variants alléliques, cela peut-il être le signe de la sénescence du microsatellite au locus 

FRAXE ?  
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L’ADN génomique humain représente de l’ordre de 3,3 milliards de paires de bases. 

Détecter une variation de séquence de l’ordre du nucléotide ou de quelques nucléotides parmi 

ces milliards de nucléotides a nécessité l’élaboration d’outils permettant de s’affranchir du « 

bruit de fond » généré par le reste du génome (Watson et al ., 2009).  

Différentes techniques de plus en plus pointues et de plus en plus rapides (Christofolini et 

al., 2009) ont été élaborées  pour analyser une petite partie de ce génome telles que 

l’hybridation moléculaire entre ADN cible et sonde complémentaire par la méthode de 

Southern (1975) ou bien par amplification sélective de cette partie du génome de façon telle 

que le reste du génome devienne quantitativement négligeable par la méthode  PCR (1985) 

(Kaplan et Delpech 2007). 

Une fois isolée ou amplifiée, cette partie du génome peut être analysée par divers procédés 

pour la recherche d’éventuelles mutations.  

Les mutations dynamiques correspondent à la dernière classe de mutations mise en 

évidence (1991), jusqu’à présent elles n’ont été identifiées qu’au niveau de l’espèce humaine 

(Kelkar et al., 2008). Ces mutations atypiques touchent des séquences bien spécifiques du 

génome humain, l’ADN hautement répété entre autres l’ADN microsatellite qui correspond à 

des motifs de très courtes tailles répété en tandem à localisation extra ou intragénique 

(Pasternak 2003 ; Karunasagar et al., 2005). Lorsque la mutation dynamique est à proximité 

d’un gène, l’instabilité allélique représentée par une amplification démesurée du motif de 

base, provoque des altérations qui se manifestent par l’apparition de signes cliniques 

spécifiques à une pathologie à étiologie génétique (de Brouwer et al., 2007 ; Read et Donnai, 

2009). 

L’une de ces pathologies, le syndrome de I'X Fragile (amplification du triplet CGG) 

est transmis comme un caractère dominant lié à l'X (Jin et Warren 2000). Le risque de 

transmission et de manifestation clinique varie suivant le type de mutation (prémutation ou 

mutation entière), le genre du patient et celui du parent porteur d'une expansion de triplet, et 

leur relation au sein de la famille. Les signes cliniques étant très subtiles, des diagnostics 

différentiels peuvent être la cause de la sous estimation de cette pathologie. Effectivement, 5 à 

7 % d’enfants autistes sont en réalité atteints du syndrome de l’X Fragile (Garcia-Nonell et 

al., 2006 ; Nishimura et al., 2003).  

Les hommes porteurs d'une mutation complète présentent un retard mental et ne se 

reproduisent pas (Merenstein et al., 1996). Les femmes hétérozygotes pour la mutation 

complète ont un risque de retard mental variable de 50 %. Elles transmettent la mutation 

complète à 50 % de leur descendance.  
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Une prémutation présente chez un homme est transmise à toutes ses filles et à aucun de ses 

fils. Les femmes porteuses d'une prémutation ou d'une mutation complète ont un risque de 50 

% de transmettre l'allèle mutant. Le risque réel de présenter les symptômes liés à l'X-Fragile 

dépend du nombre de répétitions CGG et varie entre 10 % (60 à 69 répétitions) et 50 % (plus 

de 100 répétitions) pour les garçons (Sherman, 2006).  

De plus les femmes porteuses de la prémutation présentent dans 16 % de cas une déficience 

ovarienne précoce (avant 40 ans) par rapport au 1% dans la population générale (Allingham-

Hawkins et al., 1999), alors que les hommes porteurs d’une prémutation présentent à 20-30 % 

une FXTAS après l’âge de 50 ans (Hagerman et Hagerman, 2007). FXTAS se retrouve aussi 

au niveau d’individu de sexe féminin (Hagerman et al., 2004 ; Adams et al., 2007 ; Tassone et 

al., 2007) 

Dans notre étude, nous avons analysé le locus FRAXA en parallèle avec le locus 

FRAXE, suivant en cela le protocole admis par la littérature (Murray et al., 1996 ; Pandley et 

Mittal 2002 ; Wang et al., 2003). Nous avons effectué le dépistage du gène FMR1, gène 

causale du syndrome de l’X Fragile sur 55 malades (17 déficients mentaux et 38 autistes).  

L’analyse par Southern blot avec la sonde StB-12,3 après double digestion avec EcoRI et EagI 

chez un individu (II1 patient de la famille 4) a montré deux bandes de 6 et 8 kb correspondant 

à deux mutations complètes mosaïques. Le mosaïsme mis en évidence chez notre patient 

XFRA est due à l'instabilité somatique du triplet CGG au niveau des divisions postzygotiques. 

Ce phénomène est très fréquent avec des cas de mosaïsmes entre mutations complètes, de 

mosaïsmes entre délétion et amplification et de mosaïsmes entre formes intermédiaires 

(Grasso et al., 1999 ; Garcia Arocena et al., 2000 ; Genc et al., 2000 ; Fengler et al., 2002 ; 

Fan et al., 2005).   

Le diagnostic clinique initial du probant a été par la suite redéfinie puisque  

diagnostiqué de part les signes cliniques comme autiste. L’analyse en cascade des membres 

de la famille ont montré que la mère (I1) et la sœur (II2) sont respectivement porteuses de 

prémutations de 87 et 63 CGG. Permettant ainsi la détermination du statut de conductrice 

aussi bien pour la mère que pour la sœur de notre probant.  Ces résultats nous ont conduis à 

rencontrer la mère pour une session de conseil génétique (Lacombe et al., 2006), afin de 

souligner le risque de transmission d’une mutation dynamique à la génération suivante, et le 

risque de présenter une insuffisance ovarienne précoce, condition qui est fortement liée à 

l'allèle prémuté de FMR1 (Franke et al., 1998 ; Bussani et al., 2004 ; Gleicher et al., 2009 ; 

Chatterjee et al., 2009) . 
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Ainsi une amplification par PCR fluorescente est utile pour une évaluation fiable de 

des répétitions alléliques dans la gamme normale et prémutée. Etant donné que la mutation 

complète n'a pas réussi à amplifier, des résultats faussement positifs peuvent provenir 

d'inhibiteurs de polymérase (fonctionnant en parallèle d'un échantillon témoin normal) et des 

résultats faussement négatifs peuvent résulter de l'allèle amplification spécifique de l'allèle 

normal dans les hétérozygotes et mosaïque (Ameziane et al., 2006). Le problème de 

l'amplification spécifique d'allèle peut être surmonté par une nouvelle analyse par transfert de 

Southern de tous les échantillons mâles sans pic et des échantillons féminins avec un pic 

unique. Ainsi, l'utilité d'une PCR comme méthode de diagnostic a été limité à une présélection 

d’allèles normaux et, pour cette raison, la caractérisation de mutations a été effectuée par 

hybridation moléculaire, un procédé qui permet d'identifier tous les fragments, y compris les 

prémutations et les mutations complètes (de Vries et al., 1997). Un RFLP normal ne signifie 

pas une absence de syndrome X fragile, bien que la principale cause de FXS soit l'expansion 

du triplet CGG, d’autres mutations peuvent également générer des FXS telles que des 

délétions dans le gene FMR1 (de Boulle et al., 1993 ; Zhong et al., 1996). 

Ceci est la première étude sur la distribution des répétitions du gène FMR1 dans la population 

Algérienne. Il est important pour le diagnostique du syndrome de l’ X fragile de déterminer si 

l'intervalle de distribution des variants alléliques est similaire ou différent à d'autres 

populations, pour l’observation d’un même schéma de dynamisme associée à cette pathologie. 

Très peu d’études sur l’aspect moléculaire de FXS ont été entreprises dans le monde arabe 

(annexe 12). Au niveau du Maghreb Arabe, la seule étude fut faite en Tunisie en 1997, sur 

une population de juifs tunisien mettent en évidence l’effet fondateur pour cette pathologie 

expliquant ainsi la haute prévalence de FXS au sein de la population juive (Falik-Zaccai et al., 

1997). 

Par contre au Moyen Orient, après des investigations moléculaires sur le terrain, le dépistage 

systématique du gène FMR1 chez les enfants atteints de déficience mentale a été mis en place 

dans plusieurs pays, notamment l’Egypte (Meguide et al., 2007), le Liban (Zafatayeff et al., 

1998), l’Arabie Saoudite (Iqbal et al.,2000 ; Al Husain et al., 2000), Bahrein (Al-Arrayed et 

Mohammed 1990), Oman (Jan 1992) ; et au Kuwait (Tayel et al., 1999 ; Bastaki et al., 2004). 

Les résultats de notre étude sur la distribution des répétitions FMR1 confirment les rapports 

précédents à savoir que le modèle des variants alléliques CGG est différent entre population et 

entre ethnie.  
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Malgré la récente révision de la prévalence, ce qui a réduit l'estimation de pas plus de 

1 à 4000 hommes, le syndrome de l'X fragile reste probablement la cause la plus fréquente de 

retard mental hérité selon le model monogénique. Les caractéristiques cliniques sont subtiles, 

ce qui rend impossible le diagnostic clinique précoce et, donc le conseil génétique en temps 

opportun à la famille. En revanche la génétique moléculaire du diagnostic au sein des familles 

touchées a prouvé son efficacité au niveau d’autres populations de par le monde. Des résultats 

encourageants de dépistage systématique chez les personnes ayant des difficultés 

d'apprentissage, suivie par le dépistage de la famille, a été rapportée. Malgré le contexte assez 

particulier (identification d’une condition héréditaire au sein de la famille), l'expérience des 

familles touchées ainsi que les professionnels de la santé ont été favorable pour le dépistage 

de FXS. 

Effectivement, il existe beaucoup de raisons en faveur de la mise en place du dépistage 

de FXS au sein des malades atteints de déficience mentale entre autre, le conseil génétique et 

une meilleure prise en charge thérapeutique. Une fois qu'un enfant est diagnostiqué pour la 

mutation complète ou pour la prémutation, le conseil génétique au sein de la famille devient 

primordial par rapport aux différents troubles associés au gène FMR1 et qui peuvent se 

manifester chez les membres de la famille. Tels que des grands-parents ou des oncles qui 

peuvent avoir des problèmes de tremblements et d'ataxie suivie de démence, ou d’une tante 

atteinte d’une déficience ovarienne précoce avec une tendance dépressive.  

Du fait du diagnostic différentiel entre le syndrome de l’X-Fragile et l’autisme, ce 

dépistage doit être élargi sur les personnes atteintes du trouble du spectre autistique ou autiste 

pour identifier les prémutations ou les mutations complètes. 

Pour la mise en place du dépistage moléculaire du FXS au niveau de nos institutions 

hospitalo-universitaires, nous devons d’abord nous projeter dans un futur proche pour 

proposer des perspectives énoncées sous formes de question : 

− Existe-t-il un test approprié pour le syndrome de l’X-Fragile ? 

− Quelles est la répartition des variants alléliques FMR1 au sein de la population 

Algérienne ?  

− Quelle est la prévalence des mutations complètes et des prémutations dans les deux 

sexes au sein des différentes ethnies Algériennes ? 

− Quelles sont les informations fiables, en termes de risque d'un enfant atteint, est 

disponible pour les femmes avec des prémutations entre 55 et 200 répétitions ? 
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− Quelles informations sont disponibles pour les femmes avec des allèles intermédiaires 

de 41 à 54-60 répétitions ? 

− Combien de personnes touchées sont diagnostiqués ? 

− Quelle est l'attitude des familles aux coûts et avantages d'un diagnostic moléculaire ? 

− Quel est l'effet d'une prémutation sur la personne qui la porte ? 

− Quelles sont les alternatives au dépistage de la population et sont-elles réalisables ? 

Les programmes de dépistage systématique et les tests en cascade pourraient constituer 

des avantages pour les femmes les plus à risque. Un essai de dépistage systématique et les 

tests de cascade pour évaluer les avantages et les coûts d'une telle approche seraient basés sur 

la sensibilisation des secteurs concernés notamment ceux de la santé public et des services 

sociaux puisque la population concernée relève de leur compétence (pupille de l’état) et sur la 

compréhension collective au niveau de la population générale.  
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ANNEXES 
 



Annexe 1.Questionnaire médical (RM) 
 

NOM : 

Prénom(s) : 

Date de naissance : 

Date de l'examen :  

ANTÉCÉDENTS MÉDICAUX PERSONNELS 

A - MALADIES : 

 



Annexe 1.Questionnaire médical (RM) 
 

 

B - BLESSURES ET INTERVENTIONS CHIRURGICALES 

 



Annexe 1.Questionnaire médical (RM) 
 

C - RENSEIGNEMENTS SUR LA PUBERTE : 

 
 

D- RENSEIGNEMENTS SUR LA SANTE MENTALE : 

 



Annexe 2. Questionnaire du M-CHAT (AUT)  
 

 

Répondre aux questions suivantes d’après le comportement que votre enfant adopte 

habituellement.  

Répondre à toutes les questions : Est-ce que votre enfant 

1. aime se faire balancer ?         OUI 

2. est intéressé par les autres enfants ?        OUI 

3. aime grimper, les escaliers par exemple ?        OUI 

4. aime jouer au jeu de « coucou » ou à la cachette ?       OUI 

5. a déjà fait semblant, par exemple parler au téléphone, prendre soin d’une poupée ?  OUI 

6. utilise son index en pointant les objets pour demander des choses ?    OUI 

7. utilise son index pour vous montrer ce qui l’intéresse ?      OUI 

8. joue adéquatement avec les petits objets (p. ex. : autos, blocs), pas seulement les mettre 

dans sa bouche, les manipuler sans but précis ?      OUI 

9. vous amène parfois des objets pour vous montrer quelque chose ?    OUI 

10. vous regarde dans les yeux durant au moins deux secondes ?     OUI 

11. semble parfois hypersensible à certains sons (se bouche-t-il les oreilles) ?   NON 

12. vous sourit en voyant votre visage ou votre sourire ?      OUI 

13. vous imite (vous lui faites une grimace, votre enfant tente de faire la même chose) ? OUI 

14. répond quand vous l’appelez par son prénom ?      OUI 

15.  regarde un jouet que vous pointez à l’autre bout de la pièce ?    OUI 

16. marche ?            OUI 

17. porte attention à ce que vous regardez ?        OUI 

18. fait des mouvements inhabituels avec ses doigts près de son visage ?    NON 

19. a déjà essayé d’attirer votre attention sur ce qu’il fait ?      OUI 

20. vous a donné l’impression qu’il était sourd ?       NON 

21. comprend ce que les gens lui disent ?        OUI 

22. fixe le vide ou erre sans raison ?         NON 

23. regarde votre visage pour vérifier votre réaction quand il rencontre une situation 

inhabituelle ?            OUI 

 

Examen positif : en cas de réponse différente à :  

- 2 éléments bleus (éléments critiques)  

- ou à 3 éléments bleus ou noirs 
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CONSENTEMENT ECLAIRE 

Participation à une recherche biomédicale 

 

De : M., Mme  

Nom : ……………………………………………………………………………… 

Prénom : …………………………………………………………………………… 

Adresse : …………………………………………………………………………… 

……………………………………………………………………………………… 

Dr …...................... m'a proposé de participer à une étude intitulée :  

Mutation screening des gènes FMR1 et FMR2 

Au niveau du Laboratoire de biochimie médicale et biologie moléculaire, Faculté de 

médecine, Clermont-Ferrand, France et l’investigatrice principale Mrs ……………… 

J’ai reçu oralement et par écrit toutes les informations nécessaires pour comprendre 

l’intérêt et le déroulement de l’étude, les bénéfices attendus, les contraintes et les risques 

prévisibles.  

J'ai pu poser toutes les questions nécessaires à la bonne compréhension de ces 

informations et j’ai reçu des réponses claires et précises.  

J'ai disposé d'un délai de réflexion suffisant entre les informations reçues et ce 

consentement avant de prendre ma décision.  

Interruption de la participation : 

Sans justification et sans compromettre la qualité des soins qui me sont dispensés : 

- Je suis libre de refuser de participer à cette étude, 

- Je peux interrompre ma participation à tout moment, auquel cas j'en informerai le médecin 

qui me suit au cours de cette étude. 

En foi de quoi, j’accepte librement et volontairement de participer à cette 

recherche. 

Par ailleurs, je pourrai éventuellement être sorti(e) de l’étude par mon médecin s’il 

l’estime nécessaire.  
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Ma participation pourra également être interrompue en cas d’arrêt prématuré de 

l’étude.  

Législation : 

Mon consentement ne décharge pas les organisateurs de la recherche de leurs 

responsabilités à mon égard et je conserve tous mes droits garantis par : 

UNESCO : Déclaration universelle sur le génome humain et les droits de l’homme (1997). 

HUGO : Déclaration sur la conduite de la recherche génétique (1996). 

              Déclaration sur l’échantillonnage de l’ADN, contrôle et accès (1998). 

OMS : Proposition de directive internationale sur les problèmes éthiques dans la génétique médicale et les 

services génétiques (1997). 

Examen médical préalable : 

J’ai été informé(e) que je bénéficierai d’un examen médical préalable à l’étude. Les 

résultats éventuels me seront communiqués directement par l’intermédiaire de mon médecin 

traitant.  

Docteur…………………………………………………………………… 

Adresse : ………………………………………………………………… 

Recueil des données  

Les données ayant trait à mon état de santé demeurent strictement confidentielles et ne 

peuvent être consultées que par le médecin qui me suit et ses collaborateurs, par des 

personnes mandatées par le promoteur et astreintes au secret professionnel.  

J’ai bien été informé(e) que mes données personnelles seront rendues anonymes, avant 

d’être intégrées dans un rapport ou une publication scientifique. 

  

 

Je conserve un exemplaire du présent formulaire de consentement. 
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Partie à remplir par le tuteur légal Partie à remplir par le médecin traitant 

Nom et Prénom du patient 

 

 

Nom et Prénom du médecin 

Signature du tuteur légal 

 

 

 

Signature 

Date et Lieu  

 

 

Date et Lieu  

 

 

 

 

 

 

 



Annexe 4. Extraction de l’ADNg 
 

Solution de Lyse 10X 

 545.7 g Sucrose 

 25 ml  2M Tris-HCl pH 7.5 315.2 g/l 

 25 ml  1M Mg Cl 6H2O 203.3 g/l 

 50 ml  Triton 100X 

 900 ml  Eau distillée 

Dilution au 1:10 avant utilisation 

Tampon d’élution 10X 

 5 ml   2M Tris-HCl pH 7.5 315.2 g/l 

 20 ml  0.5M EDTA pH 8.0 186.1 g/l 

 2 ml  5M NaCl 292.2 g/l 

 73 ml  Eau distillée  

Dilution au 1:10 avant utilisation 

Protéinase K 10 mg/ml 

Perchlorate de Potassium 6M  

Phénol froid 

Chloroforme 

Éthanol froid (-70⁰C) [70%] 

SDS 10%  

  

 



Annexe 5. Feuille de route détaillée du génotypage 
 

             X FRAGILE KIT PLATINUM FRAXA FRAXE

Invitrogen reçu le 01/08/08,ouvert le 08/10/08 Date:

lot 375926 pér OCT 09 Opérateur

Sèquence des primers(Eurogentec)

FRAXA(Fu et al.1991)

PR156 AGC CCC GCA CTT CCA CCA CCA GCT CCT CCA 5 pmol/ul

FAM

PR155 GCT CAG CTC CGT TTC GGT TTC ACT TCC GGT 5 pmol/ul

FRAXE(Wang et al. 1995)

PR 134 GCG AGG AAG CGG CGG CAG TGG CAC TGG 20 pmol/ul

HEX

PR 135 CCT GTG AGT GTG TAA GTG TGT GAT GCT GCC G 20 pmol/ul

PRIMERS

Lieu : dans congélateur pièce PCR 

PR156 solution fille à 100 pmol/ul dilution sol mère au 1/4  5ul amorce+ 15ul H2O

PR155 solution mère à 100 uM dans eauMilliQ 

Mix primers 1: 5 ul PR155(100 pmol/ul)+5 ul PR156(100 pmol/ul)+90 ul H2O =STOCK à 5 pmol/ul

PR134 solution fille à 100 pmol/ul dilution sol mère au 1/4  5ul amorce+ 15ul H2O

PR135 solution mère à 100 uM dans eauMilliQ 

Mix primers 2: 20 ul PR134(100 pmol/ul)+20 ul PR135(100 pmol/ul)+60 ul H2O =STOCK à 20 pmol/ul

              Produit final            Référence Volume ul 1X Nombre éch Volume ,,,,X

ADN(200 ng/ul) 1

Tampon 10X PCR platinum(amplification) 2 8 16

Mix Primers 1 1,5 8 12

MgSO4(Kit platinum) 0,6 8 4,8

dNTP 2 mM(Promega) 2 8 16

PCR Enhancer(kIT PLATINUM) 8 8 64

Platinum Pfx ADN polymérase             INVITROGEN 0,3 8 2,4

Mix Primers 2 1 8 8

qsp 20 ul H2O (stérile Fresenius ou tube du Kit GC RICH) 4,6 8 36,8

20 ul total 19 ul/tube

Appareil: TECHNE 200

Nom du programme: XFRAPLAT ou FRAXA

Programme:

3 mn 95°C

                              15 sec 95°C     15 sec 95°C

                            2 mn 64°C   2 mn 64°C 28 cycles

                          2 mn 72°C   2 mn 72°C

10 mn 72°C

4°C

SEQUENCEUR 3130:

X n ech

 FORMAMIDE Hi-Di (Applied Biosystems) ul 10 8 80

Standard ILS 600 (Promega) ul 0,5 8 4

PCR ul 1

10 ul MIX + 2 ul PCR 

Séquenceur 3130 :genescan polymère POP 7,projet fragment,capillaire 36,échelle 400HD

Analyse sur  GENESCAN et GENOTYPER Taille attendue  FRAXA Témoin Normal 274 et 297 pb)(couleur bleue)

                       FRAXE  300 et 303 pb(couleur verte)

 



Annexe 6. Southern-blot et hybridation moléculaire 
 

Digestion de l’ADNg : 

Tampon de digestion 

BSA spermidine 

EagI 10 UI/ μl 

EcoRI 10 UI/ μl 

Bleu d’arrêt [10 %]   

Electrophorèse sur gel d’agarose :  

Gel d’agarose [0.8 %] (1.6 g d’agarose dans 200 ml de TBE 1X) 

 TBE  

BET  

1Kb DNA Ladder (invitrogen
®
).  

HCl  [0.25 N]  

NaOH  [0.5 M] 

NaCl  [1.5 M]  

Tris  [0.5 M]  

Membrane Hybond N
+ 

(Amersham
®
)  

SSPE 20X  

Papier Wattman
® 

 

Hybridation : 

ADN spermatique de saumon  
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40% de formamide (65°C) Formamide Hi-Di TM Formamide hautement déionisé ou 

high deionized formamide 

Sonde STB 12-3  

Mélange dGTP, dATP et dTTP (Kit Nonaprimer)  

Solution tampon (Kit Nonaprimer)  

dCTP marqué au 
32

P (Kit RadPrime DNA)  

Klenow Fragment (Kit Nonaprimer). 

Tampon stop (Kit Nonaprimer). 

Sephadex  

TE 1X 

SSC 0.5 

SDS 0.1%  

Bandelette Stratagène
®
  

Cassette Kodak
®
  

Films X-ray  
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Echantillonnage primaire (RM) 

 

 

 
 

 

 
 

 

 
 

 

 

 

 

 
 

 
 

 

 
 

 

 
 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

N° Sexe Nom Prénom(s) Age  (ans) 

1 F TI 5 

2 F OJ 5 

3 F KZ 4 

4 F BR 7 

5 F BJ 
13 

 

6 M ZM 8 

7 M GME 5 

8 M BA 20 

9 M AJ 11 

10 M BDE 4 

11 M BAM 6 

12 M MTE 8 

13 M GAM 4 

14 M BRM 8 

15 M AL 7 
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Echantillonnage primaire (AUT) 
 

 

 
  

N° Sexe Nom Prénom(s) 
Age  (ans) 

1 M BO 15 

2 M HSE 6 

3 M HA 3 

4 M MN 5 

5 M AN 7 

6 M BMA 7 

7 M BI 7 

8 M MM 5 

9 M LSMC 7 

10 M DK 17 

11 M NS 4 

12 M ZM 7 

13 M BSE - 

14 M SAE - 

15 M GYMI - 

16 M HAE - 

17 M MBHK - 

18 M GLM - 

N° Sexe Nom Prénom(s) 
Age  (ans) 

19 M KC 4 

20 M BAM 9 

21 M TS - 

22 M BA - 

23 M DH - 

24 M OZE 2 

25 M LC 20 

26 M CH 15 

27 M SA - 

28 M BAN - 

29 M MMA - 

30 M KO 12 

31 F BM 5 

32 F AR - 

33 F ZLY - 

34 F KA - 

35 F DW - 

36 F RN 13 

37 F AMD 4 

38 F RI 7 
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ECHANTILLON PRIMAIRE 

55 MALADES + 5 INA = 60 INDIVIDUS 

 

GENOTYPAGE : 

60 INDIVIDUS (18 F + 42 M) ═  (18 x 2) + 42 = 78 CHROMOSOMES 

 

POLYMORPHISME : 

52 INDIVIDUS (14 F + 38 M) ═  (14 x 2) + 38 = 66 ALLELES 

 

HETEROZYGOTIE : 

15 INDIVIDUS (F) ═  30 LOCI 

 



Annexe 8. Résultats détaillés des répétitions CGG(FRAXA) 
 

N° Sexe N/P Cat Identification PLAT 3031 Tailles allèles (pb) 

Répétitions 

(CGG) 

1 F TI RM 01 TI PLAT 006 C06 298.3/298.3 31/31 

2 M BAM RM 02 BAM PLAT 008 D06 280.64 25 

3 M MTE RM 03 MTE PLAT 010 E06 303.9 33 

4 F OJ RM 07 OJ PLAT 001 A01 296.3/290.3 30/28 

5 M AL RM 08 AL PLAT 003 B01 296.16 30 

6 F ZM RM 09 ZM PLAT 005 C01 299.14/295.19 31/30 

7 M GME RM 10 GME PLAT 007 D01 302.1 32 

8 F BA RM 11 BA PLAT 009 E01 299.06 31 

9 F KZ RM 12 KZ PLAT 011 F01 296.55/267.22 30/20 

10 M BO AUT 19 BO PLAT 010 E02 272.69 22 

11 M BA PNA 17 BA  PLAT 006 C02 272.57 22 

12 F BAS PNA 16 BAS  PLAT 004 B02 328.38/273.07 41/23 

13 M BS PNA 18 BS  PLAT 008 D02 290.35 28 

14 M AJ RM 20 AJ PLAT 012 F02 328.36 41 

15 M HSE AUT 21 HS PLAT 014 G02 299.06 31 

16 M HA AUT 22 HA PLAT 016 H02 296.12 30 

17 M MN AUT 23 MN PLAT 001 A03 297.12 31 

18 M AN AUT 24 AN PLAT 003 B03 343.82 46 

19 M BMA AUT 28 BM PLAT 011 F03 297.7 31 

20 F BR AUT 39 BR PLAT 012 F10 299.39/293.1 32/30 

21 F BJ RM 30 BJ  PLAT 015 H03 300.66/294.41 32/30 
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22 M BI AUT 40 BI PLAT 014 G10 291.22 29 

23 M MM AUT 41 MM PLAT 016 H10 324.9 40 

24 M LSMC AUT 33 LS PLAT 006 C04 297.32 31 

25 M DK AUT 34 DK PLAT 008 D04 297.65 31 

26 M BDE RM 42 BDE PLAT 001 A11 302.13 32 

27 F RI AUT 43 RI PLAT 003 B11 304.85/296.05 33/30 

28 F AM RM 45 AM PLAT 007 D11 302.3/296.48 32/30 

29 M AMO RM 44 AMO  PLAT 005 C11 296.58 30 

30 M ZM AUT 46 ZM PLAT 009 E11 284.48 26 

31 M GAM RM 47 GAM PLAT 011 F11 302.48 32 

32 F AMD AUT 48 AM PLAT 013 G11 299.32/296.47 31/30 

33 M SAE AUT 49 SA PLAT 015 H11 293.31/296.21 29/30 

34 M GYMI AUT 50 GYMI PLAT 002 A12 272.82/275.27 22/23 

35 M HAE AUT 51 HA PLAT 004 B12 296.65 30 

36 M MBHK AUT 52 MB PLAT 006 C12 258.11 18 

37 M GLM AUT 53 GL PLAT 008 D12 293.9 29 

38 M KC XFRA 2MKCE II1 PLAT 007 D05 FM MQ363/930 

39 F KLM PXFRA 1FKML I1 PLAT 005 C05 296.52/PM 30/87 

40 F KL PXFRA 3FKL II2 PLAT 009 E05 296.51/PM 30/63 

41 M BAM AUT 60 BA PLAT 005 C01 266.51 20 

42 M BRM RM 61 BR PLAT 007 D01 301.34 32 

43 M TS AUT 62 TS PLAT 009 E01 307.09 34 

44 M BA AUT 63 BA PLAT 011F01 292.95 29 

45 M DH AUT 64 DH PLAT 013 G01 295.76 30 

46 M OZE AUT 65 OZ  PLAT 015 H01 304.01 33 

47 F RN AUT 66 RN  PLAT 002 A02 298.67/275.33 31/23 



Annexe 8. Résultats détaillés des répétitions CGG(FRAXA) 
 

PNA : Parent non atteint ; XFRA : Syndrome de l’X-fragile ;  FM : Mutation complète ; MQ : Mosaïque ;  

PXFRA : Prémutée ; PM : Prémutation 

48 M CH AUT 67 CH  PLAT 004 B02 266.69 20 

49 M SA AUT 68 SA  PLAT 006 C02 292.87 29 

50 F KA AUT 69 KA  PLAT 008 D02 295.77/266.5 30/20 

51 F ZLY AUT 70 ZLY  PLAT 010 E02 298.66/292.84 31/29 

52 F AR AUT 71 AR  PLAT 012 F02 301.45/295.79 32/30 

53 M KO AUT 72 KO  PLAT 014 G02 266.63 20 

54 F BM AUT 73 BM  PLAT 016 H02 315.76/295.68 37/30 

55 M MMA AUT 74 MMA  PLAT 001A03 293.57 29 

56 M BAN AUT 75 BAN  PLAT 003 B03 284.45 26 

57 M LC AUT 76 LC  PLAT 005 C03 275.68 23 

58 F DW AUT 77 DW  PLAT 007 D03 296.17/293.25 30/29 

59 M BSE AUT 78 BS  PLAT 009 E03 296.14 30 

60 M NS AUT 79 NS  PLAT 011 F03 266.48 20 



Annexe 9. Résultats détaillés des répétitions GCC (FRAXE) 
 

N° Sexe N/P Cat Identification PLAT 3031 Tailles allèles pb 

Répétitions 

GCC 

1 F TI RM 01 TI PLAT 006 C06 306.81/322.48 6/11 

2 M BAM RM 02 BAM PLAT 008 D06 306.87 6 

3 M MTE RM 03 MTE PLAT 010 E06 309.81 7 

4 F OJ RM 07 OJ PLAT 001 A01 306.42 5/6 

5 M AL RM 08 AL PLAT 003 B01 306.64 6 

6 F ZM RM 09 ZM PLAT 005 C01 304.43/301.93 5/4 

7 M GME RM 10 GME PLAT 007 D01 304.2 5 

8 F BA RM 11 BA PLAT 009 E01 305.1 5 

9 F KZ RM 12 KZ PLAT 011 F01 309.89/328.35 7/13 

10 M BO AUT 19 BO PLAT 010 E02 309.62 7 

11 M BA - 17 BA  PLAT 006 C02 309.67 7 

12 F BAS - 16 BAS  PLAT 004 B02 309.73/314.94 7/9 

13 M BS - 18 BS  PLAT 008 D02 307.42 6 

14 M AJ RM 20 AJ PLAT 012 F02 315.19 9 

15 M HSE AUT 21 HS PLAT 014 G02 299.44 4 

16 M HA AUT 22 HA PLAT 016 H02 304.15 5 

17 M MN AUT 23 MN PLAT 001 A03 297.69 4 

18 M AN AUT 24 AN PLAT 003 B03 305.43 6 

19 M BMA AUT 28 BM PLAT 011 F03 308.63 7 

20 F BR AUT 39 BR PLAT 012 F10 302.88/331.0 5/14 

21 F BJ RM 30 BJ  PLAT 015 H03 305.39/334.1 6/15 
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22 M BI AUT 40 BI PLAT 014 G10 300.33 4 

23 M MM AUT 41 MM PLAT 016 H10 304.39 5 

24 M LSMC AUT 33 LS PLAT 006 C04 305.56 6 

25 M DK AUT 34 DK PLAT 008 D04 305.72 6 

26 M BDE RM 42 BDE PLAT 001 A11 302.74 4 

27 F RI AUT 43 RI PLAT 003 B11 297.57/302.53 4/5 

28 F AM RM 45 AM PLAT 007 D11 303.1/310.52 5/7 

29 M AMO RM 44 AMO  PLAT 005 C11 310.73 7 

30 M ZM AUT 46 ZM PLAT 009 E11 303.66 5 

31 M GAM RM 47 GAM PLAT 011 F11 302.97 5 

32 F AMD AUT 48 AM PLAT 013 G11 331.0 14/9 

33 M SAE AUT 49 SA PLAT 015 H11 310.86/315.28 7/9 

34 M GYMI AUT 50 GYMI PLAT 002 A12 302.45/308.16 6/5 

35 M HAE AUT 51 HA PLAT 004 B12 303.49 5 

36 M MBHK AUT 52 MB PLAT 006 C12 328.55 13 

37 M GLM AUT 53 GL PLAT 008 D12 310.37 7 

38 M KC XFRA 2MKCE II1 PLAT 007 D05 317.53  10 

39 F KLM PXFRA 1FKML I1 PLAT 005 C05 302.44/317.62 4/10 

40 F KL PXFRA 3FKL II2 PLAT 009 E05 317.58/332.96 10/15 

41 M BAM AUT 60 BA PLAT 005 C01 301.57 4 

42 M BRM RM 61 BR PLAT 007 D01 301.56 4 

43 M TS AUT 62 TS PLAT 009 E01 281.3 2 

44 M BA AUT 63 BA PLAT 011F01 304.37 5 

45 M DH AUT 64 DH PLAT 013 G01 304.66 5 

46 M OZE AUT 65 OZ  PLAT 015 H01 304.56 5 

47 F RN AUT 66 RN  PLAT 002 A02 311.25/313.93 8/7 
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48 M CH AUT 67 CH  PLAT 004 B02 294.42 4 

49 M SA AUT 68 SA  PLAT 006 C02 301.67 4 

50 F KA AUT 69 KA  PLAT 008 D02 294.11/301.67 4 

51 F ZLY AUT 70 ZLY  PLAT 010 E02 304.4/314.45 9 

52 F AR AUT 71 AR  PLAT 012 F02 301.79/319.6 10 

53 M KO AUT 72 KO  PLAT 014 G02 304.49 5 

54 F BM AUT 73 BM  PLAT 016 H02 301.44/303.99 5/4 

55 M MMA AUT 74 MMA  PLAT 001A03 309.6 7 

56 M BAN AUT 75 BAN  PLAT 003 B03 317.48 10 

57 M LC AUT 76 LC  PLAT 005 C03 302.48 4 

58 F DW AUT 77 DW  PLAT 007 D03 310.2/335.89 16 

59 M BSE AUT 78 BS  PLAT 009 E03 305.14 6 

60 M NS AUT 79 NS  PLAT 011 F03 335.15 16 



Annexe 10. Prévalences estimées de 47 études sur différentes ethnies 
 

 

 



Annexe 11. Distribution des répétitions CGG sur différentes ethnies 

 

 

 

 

 



Annexe 12. Syndrome de l’X-Fragile dans le monde arabe 
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ABSTRACT 

Fragile X syndrome (FXS) is the leading cause of inherited mental retardation. The underlying molecular alteration consists of a CGG-
repeat expansion within the FMR1 gene. Therefore, searching for CGG expansion at the FXS locus among the mentally retarded 
should become a routine investigation in neuro-paediatric practice. This study was to establish a molecular diagnosis in Algerian 
patients exhibiting mental retardation with or without autistic features. It is important for the fragile X diagnosis to establish 
whether the range of allele distribution in Algerian patients are comparable to other populations, and if it is observed the same 
pattern of expansion associated with the disease. PCR was undertaken on 60 samples followed by Southern blot to analyze the CGG 
repeat number and methylation status. The molecular findings indicated in one young patient, diagnosed as autistic, mosaics 
mutations of 360 and 330 repetitions, while his mother was found carrying a premutated allele of 87 repetitions, and his two years 
old sister was found to have a contracted premutated allele of 63 repetitions of the CGG repeat. The distribution of the CGG repeats 
falls within the 30 repeats (17%), followed by a 31 repeat sizes (12%) instead of the 29 repeats as in the Caucasian population. The 
results of this study reconfirmed previous reports that the pattern of FMR1 CGG repeat alleles is different regarding the 
racial/ethnical population studied. In conclusion, the detection of the FXS mutations has allowed us to offer more informed genetic 
counseling and reliable patient follow-up. 

Keywords: autism, CGG repeats, FMR1 gene, fragile X Syndrome, mental retardation. 

 
INTRODUCTION 

ragile X syndrome (FXS) (OMIM n 300624) is the 
most common cause of inherited mental 
retardation and the second most common cause of 

genetically associated mental retardation following 
trisomy 211,2. FXS is caused by a dynamic mutation which 
involves an unstable expansion of a trinucleotide CGG 
repeat at the 5′-untranslated region (UTR) of the fragile X 
mental retardation 1 (FMR1) gene, located at Xq27.33,4. In 
the general population, individuals carry 6-52 CGG 
repeats and the triplet number is usually stably 
transmitted. Individuals carrying alleles 53-200 repeats 
are called premutated, the repeats are unstable through 
maternal transmission and tend to extend more often 
than contract3,5. Affected individuals carry alleles > 200 
repeats called full mutation which is generally associated 
with hypermethylation at the FMR1 promoter and 
consequent transcriptional silencing6-9. The silencing of 
the FMR1 gene leads to the deficiency of the fragile X 
mental retardation protein (FMRP) thus causes the 
classical FXS10. Moreover, there is a grey-zone with 
repeats between 45-55, these alleles called intermediate, 
are occasionally unstable and they are potential 
precursor of a premutation in subsequent generations11. 
Size is not the only factor implicated in all instability. The 
number and position of AGG interspersions determining 
long uninterrupted CGG arrays at the 3’ and 5’ ends of 
the repeat12, haplotype background and parental origin, 

have been evoked as predisposing factors leading a 
common/intermediate allele to progress toward a 
mutation state13,14. 

The main clinical features in males are intellectual 
disability and behavioral problems including anxiety, 
aggression, hyperactivity, impulsivity, shyness, attention 
deficit disorder, and autism15-18 as well as 
macroorchidism, and a long narrow face with large 
averted ears19-21. 

Numerous studies have found FXS in every ethnic group 
that has been evaluated with an incidence of 1 in 4500 
males and 1 in 9000 females whereas the actual incidence 
of at-risk individuals is estimated at 1 in 1000 for males 
and 1 in 4000 for females22. The population-based 
prevalence study of full mutation of FMR1 through DNA 
analysis was now estimated 1 in 4000 males and 1 in 8000 
females23. 

Furthermore, there have been growing evidences of 
premutation-associated to clinical phenotypes such as 
milder forms of FXS including autistic features24, 
developmental delay and latter phenotypes of fragile X-
tremor ataxia syndrome in older premutated male 
carriers, and premature ovarian failure before the age of 
40 in premutated females25. 

Considering the prevalence of full mutation and 
premutation as well as their consequences on children’s 

Mutation Screening and CGG-Repeat Distribution of the FMR1 gene Among Mentally Retarded 
and Autistic Patients in Algeria 
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development and their latter phenotypes, the impact of 
FXS is thought to be much more enormous than what has 
earlier been thought. 

There have been growing interests worldwide on the 
molecular diagnosis and clinical experiences on FXS. At 
present, polymerase chain reaction (PCR), and Southern 
blotting are considered as the golden standard for the 
diagnosis of FXS26,27. 

Although FXS has been identified in all the main ethnic 
groups, little is known about its prevalence with respect 
to ethnicity28,29. 

According to the literature and many reports, the 
screening of the FMR1 gene has never been conducted 
among MR (mentally retarded) patients neither on 
autistic patients in Algeria. 

Therefore, this investigation is the first one done in the 
assessment of a molecular diagnosis on those specific 
patients. 

MATERIALS AND METHODS 

Patients and clinical assessments 

Patients were recruited in three different psychiatric 
clinical practicing in Annaba (North-East of Algeria). 
Patients were recruited for participation if they were 
receiving special education services based on a cognitive 
disability (mental retardation or learning disability). This 
ongoing study was designed to collect families with one 
or more mental retarded (MR) offspring with or without 
autistic features. 55 patients were selected (15 females 
and 40 males), and 3 asymptomatic relatives (2 females 
and 1 male) for a total of 58 samples. The mean age of 
the sample was 08.46 ± 3.65 years and patients ranged 
from 02 to 20 years of age. 

Dysmorphic features typical of the fragile X syndrome 
were not seen in any of the selected patients. 

Collection of the samples was done according to the 
ethical of our laboratory guidelines. Legal representatives 
of all the patients gave their informed consent prior to 
molecular genetics research. 

DNA samples 

To study CGG transmission following FXS genotype, 
genomic DNA was extracted from peripheral blood 
leukocytes (5 to 10 ml of whole blood) according to 
standard procedures30. 

Fluorescent PCR analysis 

PCR amplification (TECHNE 200) was carried out on both 
loci FRAXA3 and FRAXE31. Briefly, 200 ng of genomic DNA 
were used in a total volume of 20 µl, containing: 5 pM of 
each primer FRAXA (Eurogentec): forward (FAM) 5’ AGC 
CCC GCA CTT CCA CCA CCA GCT CCT CCA 3’ and reverse 5’ 
GCT CAG CTC CGT TTC GGT TTC ACT TCC GGT 3’ and 20 
pM of each primer FRAXE (Eurogentec): forward (HEX) 5’ 
GCG AGG AAG CGG CGG CAG TGG CAC TGG 3’ and 

reverse 5’ CCT GTG AGT GTG TAA GTG TGT GAT GCT GCC 
G 3’, and 200 µM of each dNTP (Promega), 3% of MgSO4 
(Kit PLATINIUM®), 2µl of 10X PCR buffer, 40% of PCR 
enhancer (Kit PLATINIUM®) and 1.25 units of Platinium pfx 
DNA Polymerase. 

Amplifications were initiated with a primary denaturation 
step at 95°C for 3 min, followed by 28 cycles of 
denaturation at 95°C for 15 sec, annealing at 64°C for 2 
min and elongation at 72°C for 10 min. The final 
elongation was carried out at 72°C for 10 min. 

Capillary electrophoresis 

The PCR products (2 µl) were mixed with 0.5µl size 
standard (ILS600, Promega) and 10µl deionized 
formamide (Hi-Di: Applied Biosystems) and heated for 5 
min at 95°C. The DNA fragments were separated by 
automated capillary electrophoresis according to the 
manufacturer’s instructions, in a polymer POP 7 3130 
Genetic analyzer (Applied Biosystems) with a capacity of 
16 samples per run. 

Fragment analysis was performed with GenMapper v 4.0 
software (Applied Biosystems). 

Southern-blot 

A total of 4 individuals (3 females and 1 male) were 
studied, 2 females and 1 male from one family case and 1 
unrelated female, along with normal and premutated 
female controls. The protocol reported32 was followed 
with some modifications: 0.5 µg of DNA were digested for 
5 h at 37°C with 10 units of EagI (Biolabs) and 20 units of 
EcoRI (Biolabs) in a final volume of 40 µl, including 1X 
Digestion Buffer and 100 µg/µl BSA spermidine. 15 units 
of EagI and 20 units of EcoRI were added (after 5 h and 18 
h); the final lap of digestion was left 8 h then stopped by 
the addition of 10% of blocking solution. 

Electrophoreses was performed on a 0.8% Agarose gel 
overnight at 3.5 V/cm, and a molecular weight marker 
was run in parallel (2 Kb to 12 Kb). To depurinate DNA 
fragments, gel was treated in 0.25 N HCl for 10 min. 
Denaturation was performed in 0.5 M NaOH and 1.5 M 
NaCl for 2 x 15 min, followed by neutralization in 0.5 M 
Tris-HCl and 0.5 M NaCl for 2 x 15 min, after which the gel 
was equilibrated in 20 X SSC for 10 min. All of the above 
steps were performed in room temperature with shaking. 
Upward capillary transfer of the DNA was performed 
overnight onto positively charged nylon membranes 
(HYBOND N+) in 20X SSPE. An StB12.3 probe (CREGEMES: 
Centre Régional de Génétique Médicale de Strasbourg), 
was radioactively labeled (Random Primed: InVitrogen). 
Pre-hybridization and hybridization were carried out in 
40% formamide, 0.5X SSC, 0.1% SDS and 200 mg/ml of 
salmon sperm denatured DNA (10 min at 100°C) at 65°C 
for 1 and 16 h respectively, followed by the following 
washes: 0.5X SSC, 0.1% SDS for 4 x 15 min at 60°C. 
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(CGG) repetition distribution 

In order to study the pattern of repeat size for the FMR1 
gene in our Algerian panel, 66 chromosomes of unrelated 
individuals (28 from females and 38 from males) were 
analyzed and compared to published Caucasian and non-
Caucasian distribution among MR patients and/or on 
normal population. 

RESULTS AND DISCUSSION 

The size of the fragments obtained by PCR and Southern-
blot analyses and the classification of the alleles 
according to the degree of (CGG) repeats detected in 
males and females are shown in Table 1. 

Fluorescent PCR analysis 

PCR analysis of 60 individuals (19 females and 41 males) 
yielded the following results: 

i) Presence of two alleles of normal size (267-315 bp) in 
11 females (78%); ii) one normal allele size (298 bp) in 1 
female (5%); iii) one normal allele size (288-343bp) in 37 
males (85%); iv) DNA sample was not amplified in 1 male 
(2%), and one normal allele size (295 bp) and the second 
premutated in 2 females (11%) from the same family 
(Fig.1). 

Southern-blot 

Southern-blot was carried out on samples showing one 
allele amplified in 3 females suggesting either they are 
normal homozygous or XFRA carriers, and on 1 autistic 
male, which DNA failed to amplify, suggesting a too large 
repeat to be amplified by PCR. 

Patient (DM): Southern blot results showed that this 
patient is homozygous for the size of the CGG repeat. 

Family (4): Southern blot results showed that the mother 
(I1), was a carrier of a premutation (Fig.2, 466 bp-
fragments). The symptomatic proband DNA was not 
amplified, and thus he could be a carrier of a full 
mutation. His sister (II2) showed a unique band of 295 bp 
(normal allele size), suggesting homozygosis, but 
heterozygosis because of a full mutation cannot be ruled 
out, and thus, a Southern blot assay was carried out 
(Fig.2). The mother and the sister showed the typical 
Fragile-X-premutation carrier band pattern: 2.8 and 5.2 
Kb bands denoted normal alleles of active and inactive X 
chromosome respectively, whereas 3.3 Kb bands 
indicated premutated allele. Therefore, the PCR results 
were confirmed in these cases. 

The patient sister showed a contracted premutated allele 
of 63 (CGG) repeats while her mother showed a 
premutated allele of 87 (CGG) repeats. 

The absence of the 2.8 Kb fragment and the presence of 
higher and different molecular weight bands in the 
patient (II1), denoted the presence of different full 
mutations (6 and 8 Kb), characteristic of a mosaic pattern. 

 

(CGG) repeats distribution 

Table 2 shows the distribution of allelic sizes in a total of 
17 alleles, measured from 14 females and 38 males. 
Family members were discarded to avoid biasing results. 

The number of trinucleotide repeats ranges from 18-46 
CGG repeats (Tab.3). 

Furthermore, we were able to characterize one allele 
with a repeat size of 46, which fall in the grey-zone 
(alleles between 45-55 CGG repeats). 

Table 1: Patients and families with the corresponding 
CGG bands size 

 

 
Figure 1: a-Pedigree of family (4) showing the molecular 
weight of PCR products with the corresponding (295 bp) 
normal alleles. b-Electrophoregrams of FRAXA 
(blue)/FRAXE (green) PCR products from family (4) 
members. 
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Figure 2: a. Pedigree of family (4) showing the carriers 
status of patients I1 and II2. b. Analysis of family (4) with 
StB12.3 hybridized to EcoRI/EagI double digest. Lanes 1 
and 7: Normal control female showing two bands of 2.8 
and 5.2 kb, Lane 2: Premuted control female, Lane 3: 
Mother (I1) showing the presence of one normal band of 
2.8 Kb and one band from the premutated alleles, Lane 4: 
Sister (II2) showing the presence of one normal band of 
2.8 Kb and one band from premutated allele, Lane 5: 
Mutated control male, Lane 6: Patient (II1) showing the 
presence of two bands of 6 and 8 Kb (full mutated 
alleles). 

Table 2: Number of CGG repeats found in (66) analysed 
chromosomes 

Number of repeats Number of chromosomes 

18 1 
20 6 
22 1 
23 3 
25 1 
26 2 
28 1 
29 7 
30 17 
31 12 
32 7 
33 3 
34 1 
37 1 
40 1 
41 1 
46 1 

Total = 17 Total = 66 

Table 3: Polymorphism distribution of the CGG repeats 
among (66) chromosomes 

 
DISCUSSION 

Fragile X syndrome is a very subtle dysmorphic syndrome 
and it is difficult to diagnose clinically33. Mental 
retardation (MR) in fragile X syndrome males varies from 
mild to profound with most affected males being 
moderately to severely retarded34. The phenotype is 
subtle in young children and the features become 
prominent as the child grows. Many of these features 
suggest the possibility of autism, 20% (ranging from 5 to 
53%) FXMR patients had autistic features35. Furthermore, 
FXS is one of the most prevalent genetic causes of autism 
spectrum disorder20. 

We conducted the FMR1 screening on 55 individuals (17 
MR patients) and (38 autistic patients). Southern blot 
analysis with probe StB 12.3 after double digestion with 
EcoRI and EagI in one individual (patient II1 from family 4) 
showed two bands of 6 and 8 kb corresponding to two 
different FMR1 mosaic full mutations. The mosaic pattern 
showed by Southern blot in our XFRA patient may be due 
to germ line and somatic instability of the (CGG)n repeats 
thus, the patient in this case had a milder phenotype 
compared to those with full mutation. The FXS clinical 
diagnosis of the proband was then redefined as he was 
first diagnosed as autistic because the strikingly similar 
behavior to that of individuals with autism, including 
pronounced social awkwardness, repetitive actions, 
language impairment and a restricted range of interests. 

Analysis of the family members showed that the mother 
(patient I1) and the sister (patient II2) had premutations 
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(87 and 63 CGG repeats, respectively), thereby allowing 
the carrier status determination of both mother and 
sister, which led to a genetic counseling session, 
regarding the risk of passing a dynamic mutation to 
offspring, and to contract ovarian premature failure 
(POF), condition which is highly linked to premutated 
allele of FMR123. 

Fluorescent PCR amplification is useful for reliable 
assessment of Fragile X (CGG)n alleles in normal and 
premutation range. Since full mutation failed to amplify, 
false positive results may arise from polymerase 
inhibitors (running in parallel a normal control sample), 
and false negative results may arise from allele specific 
amplification of the normal allele in the heterozygotes 
and mosaic. The problem of allele specific amplification 
can be overcome by reanalysis by Southern blotting of all 
male samples without peaks and female samples with 
one peak. 

Thus, the usefulness of PCR as a diagnostic method was 
restricted to prescreening for normal alleles and for this 
reason the characterization of mutations was performed 
by Southern blot assay, a method that can identify all the 
expanded fragments including premutations and full 
mutations36. 

A normal Southern pattern does not imply an absence of 
Fragile-X Syndrome. Although the main causes of FXS are 
expansion of (CGG)n other mutations may also generate 
FXS such as deletions in the FMR1 gene37,38. 

This is the first study on the distribution of the FMR1 size 
repeats in the Algerian population. It is important for the 
fragile X diagnosis to establish whether the range of allele 
distribution is comparable to other populations, and if it 
is observed the same pattern of expansion associated 
with the disease. 

Our mode of distribution falls within the 30 repeats 
(17%), followed by a 31 repeat sizes (12%) instead of the 
29 repeats as in the Caucasian population39. As in other 
studies, there is a characteristic pile up around 20 and 30 
repeats, and a dip at 21 repeats3. 

The results of this study reconfirmed previous reports 
that the pattern of FMR1 CGG repeat alleles is different 
regarding the racial/ethnical population studied. 

CONCLUSION 

There are many reasons to make the diagnosis of FXS 
including genetic counseling and improved treatment. 
Once a child is diagnosed with FXS or the fragile X 
premutation, a genetic counseling is important because a 
variety of problems that can occur in other family 
members, such as a grandparent or uncle that may have 
tremor, ataxia or dementia or an aunt with POF or a 
sibling with emotional difficulties. Therefore all 
individuals with autism or autism spectrum disorders 
need to have fragile X DNA testing to identify 
premutations or full mutations. 
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