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RESUME

Résumé

Le stress oxydant est une caractéristique importante de la pathologie drépanocytaire qui
est une maladie héréditaire a transmission autosomique recessive caractérisee par la

présence d’ une hémoglobine anormale S.

L'objectif de notre étude est d’étudier le statut oxydatif chez les sujets drépanocytaires en
comparaison avec des témoins pour répondre a notre problématique et prouver si le stress
oxydatif est-il un vrai marqueur biologique dans la drépanocytose. A travers une modeste
exploration réalisée au niveau du service de CAC Blida, nous avons fait une enquéte sur
des patients ayant une drépanocytose SS, SC, SR-thalassémique+ et SB-thalassémique0.
Parmi les 55 sujets ayant drépanocytose traités, nous avons trouvé 27 cas de forme SS, 3
cas SC et 22 cas de forme SB-thalassémique et 3 patients non identifiés. Ces derniers ont
été comparés a 20 témoins. 57.33 % des patients étaient de sexe masculin et 42.67 % de
sexe féminin avec une moyenne d’age de 26 ans chez les cas et de 35 ans chez les témoins.
Nous avons également effectué un hémogramme et un frottis sanguin pour chaque sujet
ainsi le calcule des paramétres d’hémolyses complété par le dosage des parametres de
stress oxydatif et la turbidité cellulaire. Nous avons aussi comparé les cas selon leur
sévérité et selon ’administration du traitement. Nos résultats indiquent la présence d’une
anémie hémolytique sévere chez les cas avec une diminution hautement significatif
d’hémoglobine et globule rouge ce qui induit & Iaugmentation de stress oxydatif
principalement 1’¢élévation de taux de méthémoglobine érythrocytaire et plasmatique et le

marqueur malondialdéhyde.

A travers ces études que nous avons effectue, et malgré la prise en charge de ces patients a
I’4ge précoce, le stress oxydatif est devenu un probléme d’actualité dans la survie des

patients malgreé les avancés de recherche.

Mots clés: stress oxydant, drépanocytose, hémoglobine S, héréditaire, individu,

méthémoglobine, anémie hémolytique.
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INTRODUCTION




Introduction

Le stress oxydatif, qui est défini comme un déséquilibre dans les pro-oxydants et les
antioxydants avec perturbation associée des circuits redox et des dommages
macromoléculaires (hémoglobine). (Baudin, 2006)

La drépanocytose est une maladie héréditaire a transmission autosomique récessive
codominance, elle est non liée au sexe et qui touche autant les hommes que les femmes
(Glawdis, 2012) caractérisée par la présence d’une hémoglobine anormale HbS dans le
globule rouge. C’est la maladie génétique la plus fréquente au monde affectant plus de 300
000 nouveau-nés chaque année (OMS, 2014). Sachant que le stress oxydant est une
caractéristique importante de la pathologie drépanocytaire et joue un grand réle dans les
phénoménes d’hémolyse, de vaso-occlusion et les atteintes des différents organes. (Nur et
al., 2010 ; Nur et al., 2011).

Cette hémoglobinopathie causee par une mutation ponctuelle du géne pB-globine situé sur le
chromosome 11 induisant la transversion Adénine—Thymine au niveau du 17e nucléotide
de I’ADNc affectant le 6ieme codon de la chaine B-globine. Elle entraine donc le
remplacement de lacide glutamique en position 6 par une valine (B6Glu—Val).
(Galacteros et al., 1996).

I1 s’agit des hémoglobines (Hb) S, C, B thalassémie, E, D-Punjab, O-Arab qui doivent étre
reconnues par les laboratoires. Cette pathologie est trés fréquente dans le monde mais
surtout dans les populations d'origine Africaine subsaharienne, Amérique, des Antilles,
d'Inde, du Moyen-Orient et du bassin méditerranéen (Sala et al., 2016). En Algérie
certaines régions de pays (I’Est et le Centre) sont plus touchées par cette maladie que

d’autre (Bradai, 2013).

A partir du défaut premier de la drépanocytose, la polymérisation de I'némoglobine S
(HbS), se développe toute une série de processus anormaux qui contribuent au
développement d'une réponse inflammatoire et d'un stress oxydant dus a une hypoxie-

reperfusion traumatisante et a l'auto-oxydation de I'HbS.

L’objectif de notre travail consiste a étudier le statut oxydatif chez les patients
drépanocytaires homozygote, hétérozygote composite en comparaison avec des sujets sains

pour répondre a notre problématique et prouver si le stress oxydatif est-il un biomarqueur



de la drépanocytose, a travers la réalisation de certains tests biologiques visant a étudier les
variations d’hémogramme , bilan d’hémolyse et les paramétres de stress oxydatif chez les
malades atteints de drépanocytose suivi au niveau de service d’hématologic CAC Blida,
pendant une période du 4 mois. Dans la premiére partie de ce travail, nous présentons un
bref rappel sur le stress oxydant et le globule rouge, ainsi que la drépanocytose et son
diagnostic et traitement. La seconde partie rapporte les techniques utilisées et les résultats

obtenus avec leurs discussions.
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Généralité
Radicaux libres, les especes réactives d’oxygene (ERO), le stress oxydant et
antioxydants deviennent des termes de plus en plus familiers pour les professionnels de la

santé et méme pour le grand public.

Ces notions ne sont toutefois pas nouvelles puisqu’il faut rappeler que dans le milieu des
années 50, Gerschman puis Hartman évoquaient déja la toxicité de I’oxygene et la « free

radical theory » pour expliquer le processus du vieillissement.

En 1969, les Américains Mccord et Fridovich isolent a partir de globules rouges humains
un systéme enzymatique antioxydant la superxoydedismutase (SOD), démontrant ainsi
pour la premiere fois que notre organisme produit bel et bien des ERO dont il doit se
protéger. Cette découverte sera le point de départ d’une intense recherche scientifique

dans le monde entier sur le stress oxydant et les antioxydants (Favier, 2003).
1.1  Les radicaux libres

1.1.1 Définition

Un radical libre est une espéce chimique « libre », contenant un ou plusieurs électrons
non appariés (célibataires) dans son orbitale atomique sur la couche électronique la plus
externe. Les électrons sont des corpuscules charges électriguement et qui par un
mouvement de rotation sur eux-mémes, induisent un champ magnétique appelé « SPIN »,

cet état leur confere une instabilité énergétique et cinétique (figurel) (Pillou, 2014).

L.oss of
Electron

Figure 1 : La formation des radicaux libres. (Pillou, 2014)
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Du fait de leurs instabilités énergétiques, les radicaux libres ont tendance a revenir
immédiatement & un état stable en donnant un électron ou en prenant un & une autre
molécule ce qui induit l'apparition des réactions d'oxydation en chaine (Asmus and
Bonifacic, 2000).

Ces radicaux peuvent se former par transferts mono-électroniques ou par scission

homolytique de liaison covalente selon le schéma suivant :
/ A. +B. Rupture homolytique ——  radicaux libres
A:B

\A+ .

Aprés une rupture homolytique (les deux électrons de la liaison A-B sont répartis

Rupture hétéro lytigue ———»  ions

équitablement), chacun des deux électrons intervenant dans la liaison entre les atomes A et B
gagne D’orbitale externe de ces atomes, qui deviennent alors des radicaux libres

(Bonnefont et al ., 2003).

1.1.2 L’origine des radicaux libre

Les radicaux libres peuvent avoir des origines externes ou internes a l'organisme :

1.1.2.1 Radicaux libres externes (source exogéne)
Il provient de : pollution, tabac, ozone, métaux lourds, polluants alimentaires (engrais,
additifs), graisses saturées des aliments, exces de sucres, alcool, drogues, exposition

prolongée au soleil et des ultras violet (Favier, 2003).

1.1.2.2 Radicaux libre internes (source interne)

Les radicaux libres sont formés le plus souvent a partir de 1’oxygene d’ou leur
appellation : especes réactives oxygénées (ERO). L’origine endogéne des ERO est
principalement les chaines respiratoires mitochondriales des cellules des organismes
aérobies (environ 2 % de l'oxygene consommé au niveau mitochondrial sont transformés
en ERO particulierement réactionnelle), le dysfonctionnement du systeme enzymatique ou
par manque d'antioxydants dans l'organisme et la réaction inflammatoire qui est une source
importante de radicaux oxygéenés produits directement par les cellules phagocytaires
activées, qui sont le siege d'un phénoméne appelé « Explosion oxydative » consistant a

I'activation du complexe NADPH oxydase (Puppo and Halliwell , 1988).
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Figure2: Origine extra- et intracellulaire des radicaux libres dérivés d I’oxygéne (Afonsoet

al., 2007).

Le stress oxydant

1.1 Définition
Les ERO (Espéces réactives oxygénées) sont presentes dans la cellule a des doses
raisonnables : leur concentration est régulée par 1’équilibre entre leur taux de production et

leur taux d’élimination par les systémes antioxydants (Halliwell and Gutteridge, 1989).

Ainsi, a 1’état quiescent, on dit que la balance antioxydants/pro-oxydants (balance rédox)

est en équilibre (figurel).

Cependant cette homéostasie rédox peut étre rompue, soit par une production excessive
d’ERO (comme dans le vieillissement ou I’athérosclérose), soit par une diminution des
capacités antioxydantes (chez les personnes souffrant d’obésité et les fumeurs).

On parle alors de stress oxydant (Migdal and Serres, 2011). Ce désequilibre conduit
potentiellement a des dégats structuraux et fonctionnels (Bensakhri, 2018), il peut
contribuer a ’apparition de diverses pathologies liées au vieillissement (figure 3) comme

les cancers ou les maladies cardiovasculaires et le diabéte (Haleng et al., 2007).
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Figure3 : Balance d’équilibre entre les systémes pro et antioxydants (Favier, 2006).

1.2 Les conséquences du stress oxydant
Les conséquences biologiques du stress oxydant seront extrémement variables selon la

dose et le type cellulaire. De légers stress augmenteront la prolifération cellulaire et

I'expression de protéines d'adhésion, des stress moyens faciliteront I'apoptose, alors que de

forts stress provoqueront 1’oxydation les protéines, I'ADN et les membranes des cellules,

une nécrose et des stress violents desorganiseront la membrane cellulaire, entrainant des

lyses immédiates.

De nombreuses autres anomalies biologiques sont induites par le stress oxydant: mutation,

carcinogenese, malformation des feetus, dépot de protéines anormales, fibrose, formation

d'auto-anticorps, dép6t de lipides oxydés, immunosuppression, c'est une des théories

actuelles du vieillissement (sénescence) (Favier, 2003).
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Figured : L’origine et les consequences biologiques du stress oxydant (Jclin, 2004).
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1.3 Les antioxydants

11.3.1 Définition d’un antioxydant

Un antioxydant est défini comme toute substance ou molécules capables de réduire les
effets de ’oxygene, significativement retarde ou empéche l'oxydation (Defraigne and
Pincemail, 2008).

Les antioxydants sont capables de piéger les radicaux libres en captant I'électron
célibataire, en les transformant en molécules ou en ions stables (Favier, 2003).

11.3.2 Principaux antioxydants

On distingue deux sources d’antioxydants: 1’une est exogeéne apportée par I’alimentation
essentiellement les fruits et les légumes (antioxydants non enzymatiques), et I’autre est
endogene représentée par des enzymes fabriquer par 1’organisme (antioxydants

enzymatiques) ( Haleng et al., 2007).

Tableau 1. Différents types des antioxydants (Haleng et al.,2007).

Les antioxydants endogénes | Les  antioxydants  exogénes  (non
(enzymatiques) enzymatiques)

La catalase (CAT) Vitamine C

Superoxyde dismutase (SOD) Vitamine E

La glutathione peroxydase (GPx) Caroténoides

La glutathione réductase (GRX) Composes phéenoliques
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11, Rappel sur le globule rouge

1.1 Définition

L'hématie ou érythrocyte (du grec érythro : rouge et kutos : cellule), appelé globule rouge,
est un élément figuré du sang dont le cytoplasme.
Elle est ainsi appelée a cause de la couleur rouge-rosée qu'elle prend a la coloration de
May Grunwald Giemsa (MGG), au microscope optique. Cette coloration est due a son
contenu en hémoglobine. L'hémoglobine transporte I'oxygéne, capté lors de la respiration

alvéolaire, vers les tissus de I'organisme (Martinez, 2007).

1.2 Origine des GR ( érythropoiése)

Les érythrocytes sont synthétises au niveau de la moelle osseuse. Leur formation nécessite
un processus complexe, que 1’on nomme érythropoiése. In utero, I'érythropoiése a lieu tout
au debut, au niveau du sac vitellin, puis au niveau du foie. Au moment de la naissance, elle

se situe déja au niveau médullaire.

Ce mécanisme nécessite absolument une quantité suffisante de fer qui est indispensable a

la synthése de ’hémoglobine dont il est élément fonctionnellement actif :
- Erythropoiétine.
- Vitamines :

- La vitamine B12 et acide folique (augmente la production)
- Vitamines B2, B6, E, PP.

- Autres : métaux, cuivre, cobalt, zinc. (Binet, 2009 ; Nicard, 2017).

1.3 Erythropoiése

111.3.1 Définition

C’est un phénomene adaptatif qui peut, en cas de besoin accru, €tre multiplié par 7 ou 8.

La durée moyenne de ce processus est de 7 jours, mais elle peut étre raccourcie par

stimulation de 1’érythropoiétine.
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Figure5 : Erythropoigse (Binet, 2009)

1.4 Morphologie de GR

111.4.1.1 Morphologie au microscope optique
I1 s'agit d'une cellule de 5 a 7 p de diamétre d'aspect homogeéne, coloré en orangé au

MGG. Son épaisseur est de 1,8 um, son volume moyen est de 90 fentolitres (um3).

Le nombre de globules rouges est d'environ 5 tera/l (millions/mma3), taux un peu plus élevé
chez I'nomme que chez la femme (5,7 et 4,5 tera/l).

Figure6 : Aspect en microscopie optique (Kohler, 2011)

111.4.1.2 Aspect en microscopie électronique a balayage
Ce sont des cellules biconcaves, aplaties au centre ayant un aspect de disque. Elles ne

posseédent ni mitochondrie, ni ribosome, ni REG. La membrane plasmique de I'hématie est

10
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le siege des antigenes qui déterminent les groupes sanguins (Systéme ABO, systéme rhésus
et autres systemes érythrocytaires) qui sont des récepteurs portés par les molécules de
glycophorine. Ces cellules ont une durée de vie de 120 jours. Leur production est de

200x109 nouvelles cellules par jour. (Kohler, 2011)

Figure?7 : Aspect en microscopie électronique a balayage (Kohler, 2011)

I11.5 La membrane érythrocytaire

- La membrane érythrocytaire, a I’'image des autres cellules, est constituée d’une bicouche
phospholipidique, des protéines périphériques ou transmembranaire et des
glucides, qui sont toujours soient associes au lipide ou  protéine.
- Elle permet le maintient de l'intégrité du milieu intérieur, par sa composition en
protéines transmembranaires ayant soit une activité enzymatiques ou impliquées dans des

échanges ioniques.
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Figure8 : Structure schématique de la membrane du globule rouge (Héléne et al., 2006).
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I11.6  Composition chimique et organisation moléculaire

- Les lipides représentent 44% du poids sec membranaire, les protéines représentent

environ 50% du poids sec membranaire

- Du c6té interne
a) Le cytosquelette qui confere au globule rouge la forme discoide et assure sa grande
déformabilité.

b) Les protéines ancrage: fixation du cytosquelette a la membrane ( ankryne ).

Du cbté externe se situent les récepteurs et les motifs antigéniques du globule rouge. tel
que les Ag Rh, duffy..

c) Les glucides membranaire: 93% liés au protéines et 07% lié au lipides . (Hélene et al.,
2006)

1.7 Propriété de la membrane érythrocytaire :

a) Déformabilité : cette propriété essentielle du GR leur permet de passer dans les
capillaires des sinus des organes hématopoiétiques. Elle dépend de plusieurs facteurs
étroitement liés:

— La forme du GR: la forme biconcave correspond a un rapport surface/volume favorable
a la déformabilité de la cellule (exces de surface par rapport au volume).

— La plasticité de la membrane en relation avec les constituants membranaires.

— La viscosité des GR, liée essentiellement a la concentration et aux qualités de I’Hb.

b) Asymétrie : la conservation de la répartition des PL entre les deux feuillets est un

phénomene tres important.

c) Force de répulsion entres les GR : due a la présence d’Ac sialique (Charge négative)

qui permet de conserver les GR éloignés les uns des autres. (Héléne et al., 2006)
111.8 Métabolisme érythrocytaire

111.8.1 Voie de Embden-Meyerhoff (glycolyse anaérobie)

C’est la voie principale qui permet dans une premiére phase dite de consommation d’ATP,
la dégradation du glucose (C6) en deux trioses phosphates (C3). Une seconde phase de
réactions productrices d’ATP aboutit & la formation d’acide pyruvique éliminé sous forme
d’acide lactique. (Héléne et al.,2006)

12
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111.8.2 Voie des pentoses phosphates

Cette voie accessoire ne degrade que 10 % du glucose qui est transformé en un triose
phosphate par une série de réactions qui font intervenir des sucres en C5 (pentoses).
(Hélene et al.,2006) .

111.9 L’hémoglobine

111.9.1 Définition

L’hémoglobine appartient a la famille des pigments respiratoires qui sont des
macromolécules protéiques fixant réversiblement I’oxygéne et qui se sont développées
aussi bien chez les vertébrés que chez les invertébrés. Outre son réle principal dans le
transport de 1’oxygeéne des poumons aux tissus, I’hémoglobine est impliquée dans

I’élimination du gaz carbonique et le maintien du pH intra-érythrocytaire (Couprie, 2000)

111.9.2 Structure d’hémoglobine

L’hémoglobine est un tétramére de poids moléculaire 64 500 Da. L’hémoglobine est
constituée de I'union d’une portion protéique, la globine et d’un pigment porphyrique
contenant du fer, I’héme. La molécule d’héme est plane composée de quatre noyaux pyrrol
a sommet azoté réunis par des ponts methéne (-CH-) ; huit chaines latérales (4 méthyles, 2
vinyles, 2 acides propioniques), un atome de fer central fixé aux quatre atomes d’azote des
noyaux pyrrol avec deux valences libres.
La globine comporte quatre chaines polypeptidiques identiques deux a deux
deux chaines o avec 141 acides aminés et deux chaines non a (B, 9, y) avec 146 acides
aminés. Chacune est reliée a un groupement héminique par un atome de fer. La molécule
complete d’hémoglobine comporte donc 4 chaines globiniques, 4 groupements
hémes avec 4 noyaux de fer et peut fixer 4 molécules d’oxygene. (Borel et al., 1997 ;
Couprie,2000

13
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Figure9 : Structure de I'hnémoglobine (gauche) et de la molécule d’'heme(droite). (Hélene et

al., 2006)

111.10 Echange gazeux
- Le principal réle biologique des GR est le transport de I'oxygene (O2) des poumons vers

la périphérie qui est assuré par I'némoglobine. L'O2 est relativement insoluble dans le sang,

avec seulement 0,3 % présent sous forme d'O2 dissous, méme a des pressions partielles
élevées (PO2). En revanche, un gramme d'hémoglobine peut fournir 1,34 ml d'O2. Cela se
traduit par 20 ml d'O2/dl de sang ou plus de 1000 ml d'O2/min chez un adulte moyen.

- Les caractéristiques cellulaires uniques des GR facilitent également I'échange et le
transport de I'02 par sa forme biconcave typique, qui maximise la surface totale de la
membrane disponible pour I'échange gazeux, et I'absence de noyau et de d'autres organites
cellulaires, ce qui maximise le volume intracellulaire disponible pour I'hnémoglobine (An et
al ,2008) .

IV. Ladrépanocytose

IV.1 Définition

Le mot « drépanocytose » vient du grec « dperrovov drepanon » qui signifie faucille et de
«kvtog» qui signifie cellule, désignant la déformation que prennent les GR dans certaines
circonstances (Petit E,2013), plusieurs dénominations y contribuent : HbS (hémoglobinose
S), ou sicklémie, ou encore anémie a cellules falciformes et parfois anémie falciforme
(REZO, 2015).

14
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La drépanocytose est une hémoglobinopathie constitutionnelle, avec une anémie
hémolytique, due a la présence d’une Hb anormale : HbS. Elle est responsable des trois
grandes catégories de manifestations : anémie hémolytique chronique, phénomenes vaso-

occlusifs et susceptibilité extréme aux infections (Tiendrebeog ,2013).

La drépanocytose est une maladie complexe, son évolution est encore peu prévisible
malgreé la meilleure connaissance des risques et une prise en charge organisée qui fait appel
a de multiples compétences cliniques et biologiques dans des centres hospitalisés (
Dembelle, 2008).

>
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FigurelO : Drépanocyte ou sickle cell, hématie falciforme ( Hoffman et al ., 2012)

IV.2 Epidémiologie

Hémoglobinose S est particulierement fréquente en Afrique, notamment en Afrique
noire, et en Amérique (Etats Unis, Antilles, Brésil). Elle est également observée dans les
pays du bassin méditerranée (Les pays de Maghreb, Sicile, Gréce), dans tout le Moyen—
Orient jusqu’en Arabie Saoudite et en Inde. En fin, I’incidence de la drépanocytose
augmente en Europe de 1I’Ouest en raison des mouvements des populations issus des

régions ou la drépanocytose est fréquente (Garabedian et al ., 2011).

Hémoglobinose C est répandue en Afrique occidentale, Hémoglobinose E est fréquente
en Asie du Sud-Est, et pour ’hémoglobinose D la plus fréquente est ’hémoglobine Punjab,
elle se localise dans Inde du Nord-Ouest (Zittoun et al., 1992).

En Algérie, la drépanocytose est fréquente notamment a 1’Est du pays (Annaba, Skikda et
El Tarf) ainsi que Cherchell au centre, ou dénombre le plus grand nombre des malades.
Comme pour toutes les maladies génétiques a transmission récessive, en raison de la

fréquence des mariages consanguins, encore élevé dans notre pays (Bradai., 2013).
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IVV.3 Structure et génétique de I’hémoglobine S
La mutation ponctuelle du gene drépanocytaire se situe sur le bras court du
chromosome 11 (11p 11-5) par remplacement du triplet codon GAG par un triplet GTG.

Ceci va entrainer un remplacement du sixiéme acide aminé de la chaine B qui est I’acide
6 glutamique par une valine donnant ’hémoglobine S (HbS, S pour Sicklecelldisease).
L’hémoglobine S est alors constituée de 2 chaines de globine béta S et de 2 chaines de

globine alpha ( Bordel et al., 1997)
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norrmal en faucille

Figurell : Biochimie des protéines BCM514 (Glawdis, 2012)

IV.3.1 Transmission

La drépanocytose est une maladie génétique qui touche autant les hommes que les
femmes avec un sex-ratio de 1 .De point de vu des cliniciens, elle se transmet selon le
mode autosomique récessif car seuls les homozygotes sont considérés comme
symptomatiques, or les hétérozygotes AS sont des porteurs sains asymptomatiques.  Par
contre, pour les biochimistes, il s'agit d'une affection a transmission codominante, car

I'HbS est également observée chez les hétérozygotes. (Gladwis, 2012).

V.4 Les différentes formes de drépanocytose

L’état homozygote est la forme la plus fréquente de cette affection mais d’autres alléles
des genes B de I’Hb peuvent s’associer a ’'HbS et induire un syndrome drépanocytaire
majeurs. Les SDM comportent les formes suivantes :
* La drépanocytose homozygote S/S (forme la plus fréquence et la plus sévere).

* Les drépanocytoses hétérozygotes composites S/C, S/B°thalassémie et S/B+thalassémie.
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* Plus rarement les drépanocytoses hétérozygotes composites SD Punjab, SOArab,
SAntillesC, ou les hétérozygoties symptomatiques SAntilles, etc.

En revanche, les sujets hétérozygotes dits AS sont asymptomatiques et ne présentent pas
les complications de la maladie. IIs ne relévent pas de I’ALD 10 et ne doivent pas étre
désignés comme drépanocytaires. Quelques tres rare cas demandent une expertise

biologique et clinique en centre de référence ou de compétence.

A I’état homozygote cette anomalie entraine en cas d’hypoxie une polymérisation de la
désoxyhémoglobine S provoquant une déformation des hématies en faucilles (figurel2).
L’anomalie de la structure de I’hémoglobine est la présence de I’hémoglobine S (Chiabi et

al., 2004).

Hématies

Circulation
capillaire

Coupe
transversale
d’hématie

Figurel2 : Circulation des globules rouges dans les vaisseaux sanguins ( Nayalex, 2014).
IV.5 Physiopathologie

IV.5.1 La déshydratation érythrocytaire

La polymérisation de HbS est de réduire sa concentration intracellulaire, souvent
anormalement élevée en raison de la déshydratation anormale des érythrocytes
drépanocytaires, cette déshydratation est due a des altérations membranaires de la
perméabilité des cations monovalents (Na+, K+) ou divalents (Ca++, Mg++), en particulier

du potassium et d’eau dont la fuite est provoquée par le canal Gardos. (Girot et al., 2003).

Ce canal permet de faire sortir du potassium de la cellule lorsque la concentration
intracellulaire en calcium augmente. Le canal muté (mutation de gene codant pour une

protéine membranaire importante dans la physiologie du globule rouge) nécessite dix fois
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moins de calcium pour s’active et permet la sortie de potassium en quantité plus importante
que le canal sauvage. Ce dysfonctionnement entraine une déshydratation des globules
rouges (Lacoste et al., 2015).

IV.5.2 La polymérisation

Au cours de la désoxygénation qui suit le passage dans la microcirculation, la molécule
d’HbS subit un changement de conformation. Le remplacement de I’acide glutamique
hydrophile par une valine hydrophobe fait que cette derniére établit des liaisons
hydrophobes avec d’autres résidus hydrophobes sur la chaine d’une autre molécule de
désoxy-HbS.
Les polymeéres d’HbS se forment et s’allongent en longues fibres qui augmentent la rigidité
érythrocytaire et altérent la membrane cellulaire et déforment les globules rouges en forme
de faucille.
La polymérisation de la désoxy-HbS est dans un premier temps réversible en cas de ré
oxygénation, avec dépolymeérisation et restauration de la forme biconcave et souple du
globule rouge normal.
Dans un second temps, une dérégulation de ’homéostasie des cations avec une fuite d’eau
et de cations se produit, rigidifiant le globule rouge dont la membrane a perdu sa souplesse.
Le taux de polymérisation est proportionnel a la concentration intra érythrocytaire d’HbS
et inversement proportionnel a la concentration d’hémoglobine feetale (HbF) qui remplace
I’HbS et diminue la polymérisation de I’HbS.
Le drépanocyte devient adhérent a I’endothélium. La formation de ces drépanocytes
hyperdenses irréversibles est a I’origine de I’hémolyse intra- et extravasculaire et de

I’obstruction vasculaire. (Sundd et al, 2019)

IV.5.3 La falciformation

La falciformation des GR est le mécanisme qui conduit a la modification morphologique
des GR sous la contrainte des filaments de polymere d’HbS comme on peut le voir sur la
photographie prise par Trudel et al. au microscope électronique (Trudel et al., 1994)
(figure 13).

On y distingue clairement la présence de molécules organisées en filaments droits et

paralléles (I’ HbS polymérisée) qui modifient la forme du GR.

La falciformation est un processus actif et réversible influencé par I’état de

poly/dépolymérisation qui évolue selon I’environnement physiologique.
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Figurel3d : Image prise au microscope ¢électronique(X6000) d’un falciforme de souris SAD

séquestré sans la rate. (Trudel et al., 2007).

1V.5.4 Les facteurs favorisant la falciformation

- Situation d’hypoxie : séjour en altitude, anesthésie générale (la chirurgie), infection
(pneumopathie), insuffisance cardiaque.

- Situation d’hyperviscosité : déshydratation, fiévre, acidose, changement brusque de
température.( Trudel et al.,2007)

V.  Le stress oxydatif au cours de la dréepanocytose

V.1 Le lien entre la drépanocytose et le stress oxydatif

Le stress oxydant est une caractéristique importante de la pathologie drépanocytaire et
joue un grand réle dans les phénomeénes d’hémolyse, de vaso-occlusion et les atteintes des
différents organes (Nur et al., 2010 ;Nur et al., 2011).

Dans des conditions physiologiques, les especes réactives de ’oxygene (ROS) produites en
permanence par 1’organisme sont contrecarrées par un systéme de défense antioxydant

efficace qui permet de réguler leur production excessive (Halliwell & Gutteridge, 1984).

Cependant chez les patients drépanocytaires, un affaiblissement de leur systeme de défense
dd a une production diminuée et/ou une consommation excessive d’antioxydants vient

rompre cet équilibre.
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V.2 Lessources du stress oxydant dans la drépanocytose

V.21 L’auto-oxydation de I’hémoglobine

En présence d’oxygene, I’hémoglobine est capable de s’auto-oxyder, induisant ainsi la
formation de méthémoglobine HbFe3+ par 1’oxydation de Fe2+ en Fe3+. Cette auto-
oxydation de I’hémoglobine génére des radicaux libres parmi lesquels les anions

superoxydes O2- .

Bien que ce phénomeéne soit retrouvé a la fois pour ’'Hb A et I'Hb S, des études ont
montré que cette dernicre avait la capacité de s’auto-oxyder 1,7 fois plus vite que 'Hb A

(Hebbel et al., 1988).

En effet, 'Hb A est capable de contrecarrer ces réactions, a I’inverse de I’'Hb S qui se
retrouve rapidement submergée par la production continuelle d’O2-, puis par sa

dismutation en H20>, ce dernier pouvant produire alors de I’OH-.

Par ailleurs la metHb, en absence de réduction du fer par la méthémoglobine réductase, va
se denaturer en hémichromes. Ces hémichromes, retrouvés a des taux trés élevés dans la
membrane erythrocytaire des GR drépanocytaires (Asakura et al., 1977), vont favoriser

I’oxydation des constituants membranaires des globules rouges.

V.2.2 Les espéces réactives de ’oxygeéne

L’oxygene présent dans I’organisme, qui a pour role majeur celui d'étre I'accepteur final
des électrons libérés au cours des divers processus cataboliques, est normalement réduit en
molécules d’eau au niveau de la chaine respiratoire mitochondriale pour apporter aux

cellules I’énergie dont elles ont besoin pour assurer leurs fonctions.

Cette réaction de réduction directe est rendue possible grace a un systeme complexe de

protéines et d'enzymes localisées dans la membrane interne de la mitochondrie.

Cependant, 2 a 5 % de I'oxygene sont transformés en espéces réactives de I’oxygene
(Cadenas & Davies, 2000). Parmi ces ROS, figurent I’anion superoxyde (O2¢-), le radical
hydroxyle *OH, le peroxyde d’hydrogéne H202 ou encore le nitroperoxyde (ONOOH).

Les ROS sont également capables de générer dautres ROS. C'est le cas de l'anion
superoxyde O2- qui peut se dismuter en hydroxygéne peroxyde H.O; et en oxygéne Oa.
H>0- peut également former le radical hydroxyl OH-, qui est le plus nocif, via une cascade

de réactions appelées réactions de Fenton et Haber-Weiss (Kohen & Nyska, 2002).
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V.2.3 Xanthine oxydase

La restauration du flux sanguin aprés un épisode prolongé d’hypoxie contribue
largement a la production de radicaux libres et aux dommages tissulaires. Les crises vaso-
occlusives douloureuses et les épisodes vaso-occlusifs silencieux cliniquement, qui
impliquent de fagon transitoire le blocage des micro-vaisseaux par les GR rigides,

contribuent a ces processus d’ischémie-reperfusion.

Des lésions liées a ces processus ont été mis en évidence chez les souris drépanocytaires
soumises a des épisodes d’hypoxie/réoxygénation. Le bas niveau d’oxygene di a
I’interruption de la circulation sanguine provoque la production d’hypoxanthine et de
xanthine oxydase a partir de 1’adénosine triphosphate et de la xanthine déshydrogénase

respectivement. (Osarogiagbon et al., 2000).

Lors de la phase de réoxygénation, la xanthine oxidase va produire I’ion superoxyde en
catalysant la conversion de I’hypoxanthine et de la xanthine en acide urique ,parce que les
cellules endothéliales de certains tissus exhibent une faible activité de xanthine oxidase
(c’est le cas du cerveau) et d’autres une forte activité de I’enzyme (par exemple les
intestins), I’importance de cette enzyme comme source de production de ROS reste

probablement tissue-dépendante (Wood and Granger, 2007).

V.2.4 NADPH oxydase

Les leucocytes et les cellules endothéliales représentent une importante source de ROS
dans la drépanocytose via un mécanisme impliquant la NADPH oxydase (Wood and
Granger, 2007) . En effet, cette enzyme membranaire des cellules phagocytaires catalyse

la réduction de ’oxygeéne en anion superoxyde 02- S.

V.3 Meécanisme de cercle vicieux

Le cercle vicieux de la drépanocytose débute avec la désoxygénation de I’hémoglobine
qui, suite & I’intervention de divers facteurs, s’amplifie avec le temps jusqu’a arriver a un
point de non retour aboutissant a la crise vaso—occlusive : le vaisseau sanguin est trés
fortement obstrué et I’oxygénation des organes en amont se trouve altérée (Belcher et al.,
2000).

L’¢lément déclencheur de ce cercle vicieux est souvent le phénoméne d’hypoxie, quiva

induire la falciformation des GR ainsi que la production de ROS (Conran and Costa,
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2009 ;Nur et al.,2011). Cette falciformation induit une augmentation de ’hémolyse, elle
est aussi impliquée dans la production de ROS (Belcher et al., 2000).

Il s’ensuit alors la mise en place d’une réponse inflammatoire, caractérisée notamment par
I’activation de I’endothélium vasculaire qui va alors produire diverses molécules dont des
molécules d’adhérence vasculaire (qui lient les GR et globules blancs — GB — a
I’endothélium), certains modulateurs du tonus vasculaire tels que I’endothéline—1 (ET—1,
puissant vasoconstricteur) ou encore des molécules impliquées dans la cascade de

coagulation (TF : facteur tissulaire) (Conran and Costa, 2009).

Cette réponse inflammatoire conduit a la diminutionde la lumiére des vaisseaux sanguins
et donc au blocage des GR denses, trop peu déformables pour traverser ces amas
cellulaires (Kaul and Fabry, 2004) ainsi qu’a une augmentation de 1’hypoxie locale.
Cette hypoxie locale favorise encore plus la falciformation, et toutes les réactions en
chaine précédemment décrites : le cercle vicieux est bouclé et peut conduire ala crise

vaso—occlusive (figure 14).

Meécanismes déclenchanis:

- désoxygénaiion

- déshydratation LE CERCLE VICIEUX

DE LA CRISE DREPANOCYTAIRE

- fevre
- acidose
l =4 HYPOXIE
Pohrmérisation de I'Hb S / \
ERIEIFA T ATTEINTES
ERTIER, f=-= =N D'ORGANES
“CRFCROTR, —p Falciformalion = Siace ——
INFECTIOINS

\ x

Figurel4 : Le cercle vicieux de la crise drépanocytaire

V.4 Conséquences de la falciformation

V.4.1 L’occlusion des petites vaisseaux
A Tétat basal, le temps de passage des globules rouges dans la microcirculation est
inférieur au temps nécessaire pour la polymérisation de la désoxy-HbS mais plusieurs

facteurs favorisent le ralentissement du flux circulatoire et 1’obstruction vasculaire
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responsable d’ischémie tissulaire a I’origine des douleurs observées au cours de la crise
vaso-occlusive.

L’atteinte membranaire des érythrocytes induite par la falciformation entraine 1’exposition
de molécules d’adhésions non exprimées normalement sur les érythrocytes comme la
phosphatidyl-sérine, (Lu/BCAM), (IAP) et (ICAM-4). (Sundd et al., 2019).

Certaines protéines d’adhérence sont activées par des stimuli extracellulaires : Lu/BCAM
par exemple, n’exprime ses propri¢tés d’adhérence qu’apreés stimulation de I’érythrocyte
par ’adrénaline. Du fait de I’anémie, des réticulocytes de stress sortent prématurement de
la moelle osseuse et expriment a leur surface des molécules d’adhésion dont le role normal
était de les maintenir dans la moelle osseuse. Ces globules rouges jeunes adherent a
I’endothélium des veinules post-capillaires, ralentissent le flux circulatoire en perturbant
ainsi la rhéologie, ce qui favorise la falciformation des érythrocytes et I’occlusion des
mICros vaisseaux.

Néanmoins, drépanocytes et réticulocytes de stress ne sont pas les seules cellules
impliquées dans le phénoméne de vaso-occlusion. L’hémolyse libére du fer himnique libre
a l'origine du stress oxydatif participant a 1’expression endothéliale de (VCAM-1),
d’ICAM-1 et d’E-sélectine, protéines impliquées dans 1’adhérence des réticulocytes de
stress et le recrutement des leucocytes. Dans ce contexte inflammatoire, drépanocytes,
cellules endothéliales, plaquettes et leucocytes sont activés et liberent des microparticules

circulantes, participant aussi a 1’activation (Sundd et al, 2019).

V.4.2 Hémolyse intravasculaire et dysfonction endothéliale

L’hémolyse intravasculaire réduit la biodisponibilité du NO (Kato et al., 2007 ; Kato
,2015 ; Sundd et al .,2019) Or, le NO est nécessaire a la vasodilatation, et il régule la
fonction plaquettaire, I’inflammation et la prolifération des cellules musculaires lisses, le

stress oxydatif.

Ainsi la disponibilité réduite du NO entraine une vasculopathie proliférative. En effet, le

NO est produit par la transformation de la L-arginine via le NO synthase.

L’hémolyse intravasculaire des globules rouges relargue
de I'Hb libre, l’arginase et la lactate déshydrogénase (LDH) (Kato ,2007)
L’Hb libre inactive le NO, générant de la méthémoglobine et du nitrate inerte. L’arginase
plasmique transforme la L-arginine en ornithine, déplétant ainsi sa disponibilité pour la

production de NO.
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Le NO est également consumé par ses réactions avec les dérivés réactifs de I’oxygene,
notamment (O2-), espéces réactives de I’oxygeéne (ROS) produits par 1’activité élevée de
la xanthine oxydase et de la (NADPH) oxydase.

Cette réduction de la biodisponibilit¢é du NO dans la drépanocytose est associée a
I’hypertension artérielle pulmonaire (HTAP), le priapisme, les ulcéres cutanés et ’accident
vasculaire ischémique.

L’Hb libre et I’héme stimulent D’activité plaquettaire et les voies de la coagulation,
contribuant ainsi a la thrombose vasculaire, activent ’inflammation et le stress oxydatif,
perturbant la balance redox. L’Hb oxydée relargue de 1’héme libre pouvant activer le
relargage de facteur de croissance placentaire (PIGF) et I’endothéline-A (ET-1), puissant
vasoconstricteur.

Tout cela contribue a la vasculopathie, I’activation plaquettaire et 'HTAP. L’héme aussi
stimule le systeme immunitaire inné avec augmentation des taux des ligands (TLR4)
endogenes et exogenes (lipopolysaccharide [LPS]).

Cela active la production de ROS et des pieges extracellulaires des neutrophiles,
produisant des cytokines inflammatoires et autres médiateurs promouvant 1’expression des
récepteurs d’adhésion et de leurs ligands sur les cellules endothéliales et sanguines.
L’hémolyse intravasculaire relargue aussi I’adénine et les nucléotides, incluant adénosine
triphosphate (ATP) et adénosine diphosphate (ADP), qui contribuent a I’activation
plaquettaire.

L’adénosine se lic aux récepteurs érythrocytaires, augmentant le 2,3-diphosphoglycérate
(2,3-DPG) et la sphingosine-1-phosphate, associés a une affinité de I’Hb pour I’oxygéne
plus basse. Les protéines a la surface de I’endothélium activé (P-sélectine, E-sélectine,
VCAM-1, ICAM-1) sont responsables de I’adhésion des plaquettes, neutrophiles et
drépanocytes, a  lorigine de la  vaso-occlusion et du  syndrome
thoracique. L’hémolyse intravasculaire relargue aussi de la diméthylarginine qui inhibe la

NO synthétase endothéliale (eNOS). (Soundd et al ., 2019)

V.4.3 Inflammation stérile :

La vaso-occlusion contribue au phénomene d’ischémie reperfusion (Eltzschig and
Eckle , 2011) et ainsi a I’inflammation stérile. Les quantités d’ATP relarguées dans la
circulation du fait de I’hémolyse et dans les tissus suite a I’ischémie sont transformées en

adénosine.

24



Chapitrel : Rappel bibliographique

Les récepteurs de ’adénosine peuvent stimuler ou inactiver 1’adénylate-cyclase ( Gladwin ,
2011 ; Zhang et al., 2011) . L’activation du récepteur A2A sur les cellules (NKT) les
inhibent, entrainant ainsi un effet cytoprotecteur et anti-inflammatoire.

En revanche, I’activation du récepteur A2B par I’adénosine augmente le 2,3-DPG, ce qui
aggrave 1’hémolyse, la falciformation et la vaso-occlusion, en particulier le risque de
priapisme. L’héme et sa forme oxydée relargués par 1I’oxydation de I’Hb sont des puissants
agonistes de TLR4 qui contribuent a 1’état proinflammatoire et procoagulant dans la
drépanocytose, caractérisé par [D’activation des leucocytes, plaquettes, cellules
endothéliales, facteur tissulaire, orage cytokinique, déplétion du NO et génération de ROS.
Les neutrophiles activés relarguent des neutrophil extracellular traps (NET) responsables
des lésions tissulaires. Les épisodes répétés de vaso-occlusion et reperfusion contribuent
aux lésions d’ischémie-reperfusion via I’hypoxie transitoire, et entrainent la génération de
ROS,la dysfonction microvasculaire, la mort cellulaire libérant les damage-associated
molecular patterns (DAMP). Ceux-ci contribuent a I’inflammation stérile en activant le

complexe protéique « inflammasome » impliqué dans I'immunité innée.

i s i B

Precapillary artenole

Postcapillary venule

Figurel5 : Mécanisme hypothétique des sous-phénotypes cliniques de la drépanocytose
(Gladwin and Vichinsky, 2008)
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V.5 Le systeme de défense antioxydant
Pour limiter les dommages engendrés par toutes ces réactions oxydatives, le globule
rouge est doté d’un ensemble de systémes de défense antioxydants. Ces systemes sont

déficients dans la drépanocytose.

V.5.1 Systémes antioxydants enzymatiques

V.5.1.1 Les Superoxydes Dismutases (SOD)
Elles sont capables d’¢liminer I’anion superoxyde en produisant une molécule

d’oxygéne et une molécule de peroxyde d’hydrogéne.

Le peroxyde d’hydrogéne formé (H20.) est pris en charge par les catalases (présentes en
particulier dans les hématies et les peroxysomes hépatiques) et les glutathion peroxydases a
sélénium. Gizi et collaborateurs démontrent une augmentation du taux de SOD chez les
patients drepanocytaires compares a des sujets sains et proposent que cette augmentation
reflete la tentative de défense des globules rouges drépanocytaires contre le stress oxydant
(Gizi et al., 2011).

V.5.1.2 La catalase

La catalase est une enzyme capable de transformer le peroxyde d’hydrogene en eau et en
oxygene moléculaire. La catalase est composée de 4 sous-unités protéiques, chacune
contenant un groupement héminique avec Fe3+ lié au site actif. Chaque molécule a
habituellement une molécule de NADPH,H+ qui lui est liée, la protégeant ainsi d’une

éventuelle inactivation par le peroxyde d’hydrogéne.

La dissociation des sous-unités résulte en une perte de ’activité catalase (Bonnefont el al.,
2003). Les travaux de Dasgupta et collaborateurs montrent des taux réduits de catalase
chez les patients drépanocytaires (Dasgupta et al ., 2006) tandis que ceux de Das et Nair
démontrent des taux de catalase plus élevés chez les patients drépanocytaires comparés aux
65 sujets contrbles (Das &and Nair, 1980).

L’augmentation de la catalase pourrait étre un signal de défense pour capter le maximum
d’H20: tandis que la diminution de la catalase pourrait s’expliquer par la présence
écrasante du stress oxydant que le systeme de défense antioxydant défaillant des patients

drépanocytaires n’arrive plus a contrecarrer.
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V.5.1.3  Les glutathion peroxydases

Les glutathion peroxydases sont capables de détoxifier le peroxyde d’hydrogeéne, mais
aussi d’autres hydroperoxydes résultant de 1’oxydation du cholestérol ou des acides gras en
couplant la réduction de 1I’hydroperoxydes avec 1’oxydation d’un substrat réducteur comme
le glutathion, le cytochrome c (cytochrome c peroxydases), le NADH (NADH
peroxydases) (Thérond and Denis, 2005).

Le glutathion oxydé¢ sera régénéré grace a I’intervention de la glutathion réductase qui agit
par oxydation du NADPH,H+, formé principalement par la voie des pentoses phosphates
(Bonnefont et al., 2003 ; Thérond and Denis, 2005).  D’autres enzymes comme la
glutathion transférase, les thiorédoxines réductases ou les thiorédoxines peroxydases et
I’héme oxydase présentent également une activité anti-oxydante relativement importante.
Les travaux de Gizi et collaborateurs démontrent une augmentation de la glutathion
peroxydase chez des patients drépanocytaires comparés aux sujets contréles (Gizi et al.,
2011). Ces résultats sont controversés par les travaux de Cho et collaborateurs qui, eux,
démontrent une perte d’activité de 33% de la glutathion peroxydase chez les
drépanocytaires comparés a des sujets controles, perte corrélée a I’hémolyse retrouvée chez
ces patients. Cependant, ils observent chez les patients bénéficiant d’un traitement a
I’hydroxyurée une augmentation de 90% de l’activité de la glutathion peroxydase 1

comparés aux patients ne recevant pas d’hydroxyurée (Cho et al., 2010).

V.5.2 Systémes antioxydants non enzymatiques

Ce groupe de systéemes antioxydants renferme de nombreuses substances endogénes
parmi lesquelles le glutathion, I’acide urique, les vitamines (A, C, E) ou la bilirubine. De
tous ces composés endogeénes synthétisés par les cellules, le plus important est sans doute
le glutathion réduit (thiol majeur au niveau intracellulaire) qui protege non seulement
contre les radicaux oxygénés, mais aussi contre les peroxydes ou le *NO (Favier, 2003).
La bilirubine est, quant a elle, capable de piéger des radicaux peroxyles RO2 et ’oxygene
singulet, protégeant ainsi 1’albumine et les acides gras liés a 1’albumine des attaques

radicalaires. (Favier, 2003).

Les composes, tels que les vitamines E (tocophérol), C (acide ascorbique), Q (ubiquinone),
ou les caroténoides, apportés par les aliments, agissent en piégeant les radicaux et en

neutralisant 1’électron non apparié, les transformant ainsi en molécules ou ions stables

(Krinsky, 1989).
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Des protéines comme ’haptoglobine, la transferrine et ’hémopexine agissent en diminuant
la disponibilité d’agents pro-oxydants, comme les ions Fe2+/Fe3+ ou Cu2+/Cu+. Gizi et
collaborateurs observent une diminution de la concentration plasmatique des vitamines A,
C et E chez les patients drépanocytaires comparés aux sujets contrdles. De méme, cette
étude démontre une diminution du taux de glutathion total ainsi qu’une réduction du

glutathion réduit chez ces patients comparés aux sujets sains.

(Gizi et al. 2011).
Cette diminution du glutathion est en accord avec 1’étude de Amer et collaborateurs, qui
soulignent également la présence d’un stress oxydant exacerbé chez les patients
drépanocytaires pouvant étre régulé par I’administration de vitamines A, C et E (Amer et

al., 2006)

VI.  Traitement
Si le diagnostic de syndrome drépanocytaire majeure est confirme, une prise en charge

précoce doit étre entreprise.
VI.1 Traitement préventif

Le traitement passe d’abord par la prévention: éviter les facteurs déclenchant une crise
vaso occlusive (CVO) (Tableau 4), administrer de I’acide folique, prévention de
I’infection, prévention des carences nutritionnelles, vaccination contre hépatite B, etc
(Gulbis et al ., 2005).

Tableau4. Les conseils afin de prévenir une CVO (Leport 2004 ; Gulbis et al ., 2005 ).

A éviter A conseiller
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1-les mariages consanguins.
2-La déshydratation.
3-L’hypoxie.

4-Le stress.

5-Les efforts répétitifs.

6-La chaleur.

7-Les problémes durant le sommeil.

8-Les séjours en altitude.
9-Les voyages en avion.
10-Le tabagisme.
11-L’alcool.

12- Le froid.

V1.2 Le traitement curatif

1-Information et formation sur la drépanocytose
dans le systéme scolaire.

2-Dépistage génétique avant le mariage.
3-L’apport quotidien de minimum 2,5 I/jour.
4-Une alimentation salée surtout lors de fiévre,
de températures ¢élevées ou d’exercices
physiques.

5-La prise d’un antipyrétique lors d’épisodes
fébriles.

6- Bien se laver le corps et les dents.

7- Surveiller sa température.

8- consultation a médecin.

9 - Il faut veiller a ne jamais manquer d'oxygeéne.
10-Avoir un bon état dentaire

11- Surveiller la couleur des yeux et des urines.

12-Se donner et respecter une bonne hygiene de vie .

- Hydroxyurée par voie orale (20-40 mg/kg/jour) réduit a la fois la fréquence et la durée

des crises d’anémie falciforme. Bien que son mode d’action soit inconnu, augmente la

production d’HbF, diminue la concentration intracellulaire de HbS en augmentant le VCM

et inhibe les interactions pro thrombotiques entre les cellules falciformes et I’endothélium.

-Allogreffe de moelle osseuse est réservée aux formes graves de drépanocytose, elle peut

proposée qu’en cas de donneur HLA identique.

-Le placement de protheses articulaire peut étre en cas de nécrose avasculaire (hanches et

épaules).

-Traitement chélateur du fer pour les patients souffrant de surcharge en fer provoquée par

des transfusions multiples (Mehta et al ., 2003) .
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V1.3 La thérapie génique
Le but de thérapie prometteuse qui consiste a greffer un géne sain de la béta-globine dans
les cellules souches hématopoiétiques des drépanocytaires. Des essais encourageants ont

été réalisés sur des modeles animaux de la maladie.

V1.4 Les antioxydants

En regard du contexte oxydatif bien présent dans la drépanocytose, la question d’un
développement thérapeutique basée sur 1’administration d’agents réducteurs ou
antioxydants s’est naturellement posée. Plusieurs travaux de recherche se sont donc

orientés sur cette voie, essentiellement sur des modeéles animaux.

Cependant, il n’y a que peu d’essais cliniques disponibles, principalement au stade 3, ce

qui limite I’évaluation réelle de ces thérapies antioxydantes dans la maladie drépanocytaire

(Silva et al., 2013).

V1.5 Approche naturelle

e Zinc : il est connu qu'un apport suffisant en zinc est nécessaire au bon fonctionnement
du systeme immunitaire. On retrouve fréquemment des déficiences en zinc chez les gens
atteints d'anémie a hematies falciformes, puisque la maladie augmente les besoins en zinc.

e Acides gras omega-3: certaines données indiquent que la consommation d'acides
gras omega-3 pourrait aider a réduire la fréquence des crises douloureuses typiques de
I'anémie a hématies falciformes.

e Acupuncture : deux petites études indiquent que I'acupuncture pourrait aider a soulager la
douleur en cas de crise douloureuse. Un chercheur mentionne avoir obtenu ainsi des
résultats tandis que les moyens habituels avaient échoué. Les résultats ont été si
spectaculaires qu'il a utilisé I'acupuncture pour quatre autres cas.

« Cocktail de vitamine C, vitamine E et ai : ce traitement pourrait s'avérer efficace en cas
d'anémie a hématies falciformes, vu son effet antioxydant. Il réduirait la formation de
cellules a densité élevée et a membranes anormales. Or, celles-ci tendent & obstruer la
circulation sanguine et donc a provoquer les douleurs typiques associées a ce phénomene.
Au cours de cette étude, on a utilisé 6 g d'ail vieilli, de 4 g a 6 g de vitamine C et de 800 Ul
a1 200 Ul de vitamine E.

« Homéopathie : I'noméopathie pourrait aider a soulager certains symptémes, comme la

fatigue.
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« Mesures d'aide et de soulagement : faire partie d'un groupe de soutien peut s'avérer fort
profitable. (Approche naturelle. Drépanocytose)

V1.6 Voxelotor

Une des cibles thérapeutique potentielles est d’inhiber directement la polymérisation de
I’HBS. Le vexelotor ou GBT440 est une molécule actuellement en développement qui
permet d’augmenter Paffinit¢é d’Hémoglobine pour 1’oxygéne et donc d’inhiber la
polymérisation de 'HBS pour des pressions partielles en O2 plus faibles. L’étude de la
phase 3 récemment publiée ne montre pad d’effet significatif sur les crises douloureuses
chez les patients mais une augmentation de I’hémoglobine et une diminution des
marqueurs de I’hémolyse (Vichinsky et al., 2019)
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Matériel

I.1  Population et échantillon d’enquéte

L’étude a été déroulée au niveau du service de laboratoire central d’analyse médicale
CAC de Blida. A travers une modeste exploration, nous avons fait une enquéte sur des
patients ayant une drépanocytose SS, SC, SB-thalassémique+ et SR-thalassemique0 déja
diagnostiqués, 75 sujets au total de la période début mars 2022 jusqu’a juin 2022, au sein
de I’hopital du jour ou viennent les patients drépanocytaire pour leurs suivi quotidien. Ces
cas ont été appariés a 20 témoins non drépanocytaire obtenus du centre de transfusion

sanguine (donneurs).

1.1.1 A.1 Critéres d’inclusions
Ont éteé inclus dans cette étude, tous les patients quel que soit leurs ages et leurs sexes

présentant une drépanocytose de toutes formes genétiques : SS, SC, SB.

.1.1.1 Dreépanocytose homozygote SS :
IT s’agit de la forme la plus fréquente rencontrée parmi les syndromes drépanocytaires

majeurs dont sa sévérité et ses complications varient d’un patient a un autre (forme sévere).

1.1.2 Drépanocytose hétérozygote composite SC
L’anémie est absente ou modérée, I’anémiec est moins importante que dans la

drépanocytose homozygote, voire n’existe pas (forme modérée).

1.1.3 Drépanocytose hétérozygote composite SB-thalassémique
La SB-thalassémie représentée par deux génotypes, qui ont une expression clinique tres
différentes : la SB° et la Sp+

- Sp°: la seveérité du tableau clinique est considérée comme proche de celle des

homozygotes SS (forme sévere).

SP+ : la sévérité de ’expression clinique est inversement proportionnelle a la quantité

d’HbA présente (forme modérée). ( Chiabi et al., 2007)

1.1.4 A.2 Critéres non d’inclusions
Nous n’avons pas exclus des malades, appart les non drépanocytaires, nous avons pris

des patients de tous age, tous sexe, femmes et hommes.
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1.1.5 Prélévements sanguins

Nous avons travaillé sur des échantillons du sang préléves sur deux types de tube :

- Un qui contient un anticoagulant EDTA pour les analyses biologique. (Voir annexe 1)

- Un qui contient un anticoagulant héparine pour les analyses biochimique.

Méthodes

.1 Recueil des prélévements

Les tubes EDTA déja prélevés au niveau de service de laboratoire des patients
drépanocytaires qui viennent pour un contrdle de suivi thérapeutique sont remportés pour
faire ’hémogramme et différentes dosages, ainsi que les tubes héparines sont utilisés pour

les analyses biochimiques.

1.2 Recueil des informations

Le recueil des données correspondent a la recherche, le recueil et le rassemblement des
informations aupres du patient ou de son entourage.
Les renseignements des patients drépanocytaires ont été prises au niveau de 1’hopital du

jour a la salle d’archive selon la fiche de renseignements. (Voir annexe I1)
1.3 Traitement des échantillons

11.3.1 Réalisation de ’hémogramme.
En premier lieux, une réalisation d’un hémogramme faite sur les tubes EDTA pour

obtenir rapidement un ensemble de donnés quantitatives (HBG, GR, GB).

11.3.1.1 Récupération des résultats
Les formules de numérations sanguines FNS de chaque patient sont obtenues a partir de
Sysmex ainsi les résultats de la biochimie qui sont obtenues a partir du Cobas. (Voir

annexe V)

Tableau 5. Formule de numération sanguine

Paramétre Valeurs normales Unité
GB (4.00 -10.00) [10%/uL]
GR (4.00 -5.50) [108/uL]
HBG (12.0 -16) [g/dL]
NEUT (40.0-70.0) [%]
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11.3.2 Réalisation du frottis sanguin

Consiste a étaler une goutte de sang uniformément sur une lame de
verre, de maniere a obtenir une seule couche de cellules. Aprés coloration et fixation
au MGG, (Voir annexe Il1). Cette technique permet de nous faire une étude
morphologique des cellules du sang, de reperer les anomalies cellulaires et dans le sang
dans notre cas sa nous permet de voir des érythrocytes falciforme (drépanocyte) et d’autre

anomalies cellulaire.

Lame Lamelle

Mise en contact lamelle / sang
Sang

Réalisation du frottis

Figure 16 : Schéema représentant les étapes de la réalisation du frotti sanguin.

11.3.3 Identification du frottis sanguin
Le frottis sanguin doit, au moins, porter une double identification, c‘est a dire : nom et
prénom du patient et numéro d‘identification personnalisé. De plus, la date devrait étre

inscrite sur chaque frottis.

11.3.4 Lecture des lames

Les lames colorées sont ensuite placer au niveau de microscope, en versant une goute de
huile et observés avec un grossissement X100, ensuite capturés par une camera et logiciel
spécifique WINJOEO (Voir annexe VI).
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11.4 Paramétre d’hémolyse

11.4.1 Dosage de I’hémoglobine libre
- Apreés la réalisation des frottis, les tubes du sang sont ensuite centrifugés pendant 10 min
a 3000g.

- L’hémoglobine libre (sérique) est calculée a partir de plasma du sang centrifugé a une
longueur d’onde 412nm. (Voir annexe 1V)

11.4.2 Bilan d’hémolyse
Il comprend notamment le dosage de la bilirubine libre et conjuguée, et éventuellement la
quantification de la LDH, permet de confirmer le caractére hémolytique de ’anémie.

11.4.2.1 Dosage de la bilirubine

C’est un pigment issu de la dégradation des globules rouges, la bilirubine totale est
généralement ¢€levée, c’est le signe biologique de I’ictére conjonctival du drépanocytaire.
Son taux est variable d’un patient a un autre suivant que le malade présente des
complications plus graves, lorsque le patient developpe une lithiase du cholédoque des

taux extrémes de 500 mg/l peuvent étre observes. (Essono M.E et al., 2004)

11.4.3 Dosage de LDH

Lactate déshydrogénase est une enzyme intracellulaire contenue dans la plus part des
tissus. Un taux éleve de LDH indique que les cellules sont en hémolyse. (Essono M.E et
al., 2004)

11.4.4 Dosage d’ASAT et ALAT

Les transaminases sont des enzymes présentes a 1’intérieur des cellules, en particulier au
niveau du foie et des muscles. Elles interviennent dans une multitude de réactions

biologiques.

Le taux élevé d’ASAT indique soit un phénomene hémolytique ou cytolyse hépatique,
alors que le taux élevé d’ALAT confirme une hémolyse cellulaire.(Essono M.E et al.,
2004)
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Tableau 6. Les analyses de biochimie

Parametres Valeurs normales Unités

Bilirubine Libre 3-10 mg/L
LDH 140-245 U/l
ASAT 10-40 ul/l
ALAT 6-45 ul/l

.5 Parameétre de stress oxydatif

11.5.1 Dosage de la méthemoglobine

Son principe repose sur la mesure de la densité optique @ 630 nm et a 700 nm d’une
dilution sanguine (hémolysat) avant et apres la transformation totale d’hémoglobine en
méthémoglobine.

Les etapes de cette méthode sont les suivantes :

- Hémolyse puis centrifugation pour éliminer le stroma cellulaire.

- Mesurer les densités optiques a 630 nm et a 700 nm :

1. Hémolysat : (HbO2 + Hb + MétHb + impuretés ) — DO1 a 630 nm

2. Hémolysat : (HbO2 + Hb + impuretés) — DO2 a 700 nm (M“et-Hb a une absorbance
nulle a 700 nm)

DO1 - DO2 = Absorbance de MétHb

- Mesurer les densités optiques de I’hémolysat a 630 nm et a 700 nm apres I’ajout

du ferricyanure du potassium :

1. Hémolysat + ferricyanure du potassium : (Mét-Hb + impuretés) — DO3 a 630 nm (le
ferricyanure de potassium oxyde I’Hb total en m’et-Hb)

2. Hémolysét + ferricyanure du potassium : (impuretés) — DO4 a 700 nm (MétHb a une
absorbance nulle a 700 nm)

DO3 - DO4 = Absorbance de I’Hb totale

- Rapport :

MétHb % = DO1-D0O2 / DO3-D0O4 X 100.

Les valeurs usuelles sont inférieures & 2 % (de I’hémoglobine totale). (Vendeuvre et al.,
2012), (Voir annexe 1V).

- Le plasma restant est ensuite verser dans des tubes fermés puis conserver au congélateur

pour le réutiliser dans le dosage de la peroxydation lipidique.
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11.5.2 Evaluation de la peroxydation lipidique

Par le test aux substances réactives a I’acide thiobarbiturique (test a TBArs). Le principe
de ce test repose sur 'utilisation d’une solution acide (acide trichloracétique : TCA) pour
détacher les lipides membranaires oxydés qui en présence a I’acide thiobarbiturique de
I’échantillon, principalement le malondialdéhyde (MDA) qui est un marqueur du stress
oxydatif cellulaire. Aprés 1’obtention des lipides oxydés, la solution obtenue par
centrifugation a froid (+4°C). Une solution du thiobarbiturique est ajoutée au surnageant
récupéré. Ce mélange réactionnel est incubé a 95°C avant mesure de 1’absorbance a 534

nm. (Voir annexe 1V)

Donc les taux élevés de MDA signent unstress oxydatif, portant notamment sur

I'oxydation des lipides. Leur valeur normal est <0.0001. (Vendeuvre et al., 2012)

1.6 Calcul de la turbidité cellulaire
- Préparer une solution du sang a 2% dans 1000 pl de tampon phosphate.

- Prendre 100ml de la solution préparée et verser dans 2000 pl de tampon phosphate et

faire la lecture a une longueur d’onde 620nm (voir annexe 1V)

1.7 Considérations éthiques

Nos données ont été recueillies et traitées dans le strict respect du secret professionnel.

11.8 La saisie et ’analyse des données

Elles ont été effectués sur les logiciels « IBM SPSS statistics 20 et office Excel 2007 ».

11.8.1 L’analyse statistique

Nous avons calculé des pourcentages pour les variables qualitatives et des moyennes avec
les écarts types pour les variables quantitatives ; le test T de student a été utilisé pour la
comparaison des moyennes. Les résultats étaient considérés comme étant significatifs

quand le P était inférieur a 0,05.
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Résultats

1.1 Description de la population

Tableau7. Répartition de la population

N Total
CAS 55 75
TEMOIN 20

TYPE

On a travaillé sur 75 sujets, dont 55 malades ayant consulté en hématologie du CAC de

Blida pour syndrome drépanocytaire, ajoutant 20 témoins.

1.1.1 Répartition selon le sexe

mF

Figurel7 : Répartition des sujets étudiés selon le sexe.

Dans la série étudiée, 43 patients étaient de sexe masculin et 32 de sexe féminin, soit

respectivement 57.3 % et 42.6 % de I’ensemble des personnes, avec un sex-ratio de 1.3

Tableau 8. Répartition des sujets étudiés selon le sexe.

N %
CAS F 30 54.54
Sexe M 25 45.45
TYPE ' reMmoIN
F 2 10
M 18 90
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1.1.2 Répartition selon ’Age

L’age moyen des personnes inclus dans I’étude était de 64+13 ans.
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Figurel8 : Répartition de la population totale selon 1’4ge.

Tableau 9. Répartition de la population selon I'age

Moyenne Minimum Maximum Ecart-type
AGE CAS 26 13 64 12
TEMOIN 35 20 53 9

Dans notre étude la moyenne d’age des cas est de 26, et les témoins est 35

1.1.3 Reépartition selon la forme génétique
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Figurel9 : Répartition de la population totale selon la forme génétique.

Parmi les malades inclus dans notre étude, 27 patients étaient se type SS, 18 cas SR non
identifié ,2 SRO et 2 SR+ plus 3 cas drépanocytaire SC et 3 cas drépanocytaires non
identifiés. Ces cas on été accordés avec 20 témoins de forme AA.

Tableaul0. Répartition de la population selon la forme génétique et le sexe.

Forme AA SS SC SB (non Spo Sp+
génétique identifiée)
N total 20 27 3 18 2 2
F 2 11 1 14 2 1
N
M 18 16 2 4 0 1

Parmi les malades inclus dans notre étude, 27 patients étaient se type SS, 18 cas SR non
identifie ,2 SRO et 2 SR+ plus 3 cas drépanocytaire SC et 3 cas drépanocytaires non

identifiés. Ces cas on été accordés avec 20 témoins de forme AA.

1.1.4 Repartition selon la sévérité

70

59.61%
60

50

40.38%

40

30

20

10

0 T T 0O T 1

Sévere Modéré Mineur

Figure20 : Répartition de la population malade selon la sévérité

Dans notre étude, le nombre des malades de forme sévére était 31 cas (59.61%)

Le nombre de cas modéré était 21 (40.38%).
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1.1.5 Répartition selon les crises vaso-occlusives
Tableau 11. Répartition selon les crises vaso-occlusives

Crise vaso-occlusive
Sévére 0
Modéré 0

Dans notre population d’étude, nous avons constaté une absence des crises vaso-occlusives

ceci est due au traitement.

II.  Comparaison entre les cas et les témoins

.1 Répartition selon I’lhnémogramme

Le tableau reflete les formules de numérotation sanguine chez les cas et les patients.

Tableau 12. Répartition selon I’hémogramme.

Moyenne Minimum Maximum Ecart- P
type IC
HBG CAS 8.11 5.60 11.70 3.22 0.000
(2.18/7.66)
TEMOIN 16.11 13.30 22.90 2.63
TYPE
GB 0.000
CAS 12.88 1.00 39.54 5.90 (-9.30/-6.08)
TEMOIN 7.95 3.30 12.97 2.59
GR 0.000
CAS 3.45 1.93 8.40 1.15 (-2.56/-1.44)
TEMOIN 5.46 3.99 7.67 0.82

Nous avons remarqué une diminution hautement significative p< 0.05 de taux d’Hb chez
les sujets malades varie de 5.6 a 11.70 g/dl qui est faible par rapport au témoin (13.30 a
22.90 g/dl) et aux valeurs physiologiques [(12.00-16.00)] (Tableau 5).

Les valeurs indiguent une augmentation de nombre de GB chez les sujets malades,
variant de 1 a 39.5410%ul alors que chez le témoin le nombre est de 3.30 & 12.9710%/ul et
les valeurs physiologiques sont de [(4.00 -10.00) 10%ul] (Tableau 5).
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Nous avons constaté une diminution significatif du nombre de GR chez les sujets
malades d’une moyenne de 3.45 avec une moyenne de 4,4 10%I par rapport au témoin 5.46
10%/1 et aux valeurs physiologiques [(4.00-5.510%1)] (Tableau 5).

1.2 Répartition selon les parametres d’hémolyse
Tableau 13. Répartition selon les paramétres d’hémolyse

Moyen Minim Maximum Ecart-type P
ne um IC
Hb sérique CAS . . . . 0.10
0.2181 0.0114 1.0926 0.1712 (-
TEMOI 0.7275 0.0406 10.5632 2.3175 | 11295/1105)
N
Bilirubine CAS 24.88 4.18 95.83 24.11
Libre
Bilirubine CAS 10.87 3.15 95.74 21.97
Conjugué Type
Bilirubine CAS 44.10 8.28 254.78 54.22
Total
LDH CAS 624.50 389 860 333.05
ASAT CAS 35 17 56 11
ALAT CAS 18 3 86 18

L’analyse statistique des nos résultats permettent de constater que les valeurs de
I’hémoglobine sérique sont non significatives (p >0,05) chez les malades drépanocytaires
a cause d’un probléme des conditions de prélévement chez les donneur sains par rapport
au cas. Le prélevement se fait a partir de la poche mais pas de la veine.
La bilirubine libre elle est d’une moyenne de 24,88 mg/l, en comparaison avec les témoins
10.87mg/I.

Nous avons trouvé dans notre série une moyenne de 860+389 U/L de I’enzyme LDH chez
les sujets drépanocytaires en comparaison avec les valeurs normal (140-2541 U/L)
(tableau6)
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Les résultats statistiques indiquent une augmentation des enzymes transaminase par

rapport a les valeurs normaux (tableau 6)

1.3 Répartition selon les parametres de stress oxydatif
Le tableau reflete paramétres de stress oxydatif qui sont la méthémoglobine et MDA

Tableau 14. Répartition selon les parametres de stress oxydatif.

Moyenne Minimum Maximum Ecart- P
type IC
MetHb GR CAS 13.67 0.25 88.08 16.04 0.000
(-1.21/19.24)
TEMOIN 4.66 0.25 9.82 2.80
CAS 4451 0.25 158.62 42.07 0.004
MetHb (3.67/43.53)
Plasmatique TEMOIN 20.90 0.25 83.67 24.00
CAS 0.0582 -1.1330 0.4260 0.1234 0.02
MDA '
(0.249/1.15)
TEMOIN -0.0084 -0.0830 0.0490 0.0425

Nos résultats montrent une augmentation hautement significative (p<0.05) de taux de la
méthémoglobine dans les globules rouges chez les sujets drépanocytaires d’une valeur de
88.08+ 0.25% par rapport aux témoins 9.82+ 0.25%, ainsi pour la méthémoglobine

plasmatique qui était élevé chez les cas 158.62+0.25%.

Aprés avoir calculé I’évaluation de la peroxydation lipidique, nos résultats montre une
augmentation hautement significative principalement le malondialdéhyde (MDA) qui est
un marqueur du stress oxydatif cellulaire (p<0.05) chez les sujets drépanocytaires 0.4260+

-1.1330 en comparaison avec les témoins 0.0490+ -0.0830.

1.4 Répartition selon la turbidité cellulaire

Tableau 15. Répartition selon la turbidité cellulaire.
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Moyenne Minimum Maximum Ecart- P
type IC
Turbidité CAS 2.1467 0.2191 34.1441 5.3784 0.3
cellulaire (-1.34/ 3.46)
TEMOIN 1.0863 0.6161 1.7446 0.3333

Nous avons trouvé des valeurs non significatives de la turbidité cellulaire chez les
patients atteints de drépanocytose par rapport aux témoins, nous avons constaté par la suite
que y’avait un probleme de préléevement, car les conditions d’échantillonnage ne sont pas

mise en ouvre de la méme maniére.

I11.  Comparaison selon la sévérité

I11.1 Répartition selon I’hémogramme

Tableau 16. Répartition selon les parametres d'hémogramme

Moyenne Minimum Maximum Ecart- P
type IC
HBG Sévére 8.60 5.70 10.60 3.99 0.13
(-0.08 /0.6)
Modéré 8.33 5.60 11.70 1.47
Neut 0.000
-30.66/-22.43
% Sévére 37.36 25.5 47.4 874 )
Modéré 64.91 47 70 10.91
TYPE
GR 0.000
Sévere 8.60 1.93 8.40 1.42 | (-3.53/-2.15)
Modéré 8.33 2.39 4.66 0.58

Les résultats montrent une moyenne d’HB chez les cas sévere proche que celle des cas

modeérés, soit respectivement 8.60g/dl, 8.33g/dl, avec un p >0.05, grace au traitement.
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Nous avons observé une augmentation hautement significatif p<0.05 de taux des
neutrophile chez les cas modérés d’une moyenne de 64.91 en comparaison avec les cas
modérés 37.36.

Les résultats indiquent une moyenne des GR 8.40+1.9310%I chez les cas sévéres en

comparaison avec les cas modérés 4.66+2.39 10%/1.

I11.2 Répartition selon les parametres d’hémolyse
Tableau 17. Répartition selon les parametres d'hémolyse

Moyen Minimum Maximu Ecart-type P
ne m IC
Hb Sévere 2499 213 6762 1453 0.000
Sériqu Modér 1517 435 2512 634 (851.09/
e é 1113.42)
BIL Sévere 29.07 4.18 95.83 26.80 © 70/f2234)
INDI Modér 22.54 14.38 27.58 .11
é
BILD Sévére 23.18 4.10 95.74 36.19 0.000
417 (8.04/237)
Modér 7.3 3.15 12.62 :
Sévérité ,
e
BIL T s 31.29 0.000
Sévere 47.83 8.28 100.12 — (14.30/26.06)
Modér 27.68 17.53 34.7 :
é
L 10.46 0.000
ASAT Sévere 33 17 56 —= (-6.60/-2.41)
Modér 38 31 48 :
é
ALAT Sévere 19 9 86 21.97 0.000
005 (-08/7.58)
Modér 15 3 27 :

é

Les valeurs de I’hémoglobine sérique sont hautement significatives chez les cas séveres qui
varient entre 6762+213 g/dl en comparaison avec les cas modérés 2512+435 g/dl.

Les valeurs de la bilirubine libre et conjugué sont hautement significatives chez les cas
séveres que les cas modéreés, ainsi que les taux d’ASAT et ALAT sont hautement

significatifs dans la forme sévere, en comparaison a la forme modérée.
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111.3 Répartition selon les parametres de stress oxydatif
Tableau 18. Répartition selon les parametres de stress oxydatif.

Moyenne Minim Maximum Ecart- P
um type IC
Methb Sévere 17.18 0.25 88.08 20.86 0.000
GR Modér 10.19 2.10 33.59 6.82  (5.16/8.82)
é
Methb Sévere 30.32 0.25 105.56 35.12 0.000
P :/IOER Modér 66.96 0.25 158.62 37.64 | (-40.81/-
¢ 32.46)
MDA Sévere 0.1275 | -0.0320 0.4260 0.1491 0.000
Modér 0.0147 = -0.1330 0.2800 0.1125 = (0.09/0.13)

é

La Met-Hb chez les deux formes est supérieur a la valeur de réference (< 2%) avec des
moyennes qui s’accroissent en fonction de la sévérité de la maladie. Ainsi que la totalité’e
des malades de la forme sévere/critique avec une bonne évolution maximum 88.08%, et

les formes modeérés qui ne dépasse pas 33%.

111.4 Répartition selon la turbidité cellulaire

Tableau 19. Répartition selon la turbidité cellulaire.

Moyenne Minimum Maximum Ecart-type P

IC
Turbidi | Sév Séver 2.7128 0.2573 34.1441 6.6547 0.000
té érité | e (1.09/2.2
cellulai Modé 1.0562 0.3543 4.0484 0.6396 1)

re ré

D’aprés nos résultats les valeurs de la turbidité cellulaire était plus ¢élevé chez les cas
séveres 34.14+0.25 que les cas modérés 4.04+0.35. Cette discordance peut étre expliquée

par rapport au traitement.
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IV. Comparaison entre les patients sous traitement hydroxyurée et sans

traitement

IV.1.1 Répartition selon ’hémogramme

Tableau 20. Répartition selon I’hémogramme.

Moyenne Minimum Maximum Ecart- P
type IC
HBG SANS 8.06 5.60 11.70 1.50 0.09
HU (-0.3/0.02)
SOuUsS 8.21 6.40 10.70 1.37
HU
NEUT SANS 52.5 36.2 70 14.95 0.000
HU (12.37/24.21)
SOuUS 34.2 25.5 47.6 10.96
TRT HU
GR SANS 3.13 1.93 5.19 0.82 0.000
HU (-0.88/ -0.63)
SOuUS 3.90 2.19 8.40 1.38
HU

L’analyse des paramétres érythrocytaire montre des valeurs non signifiante de taux de
d’hémoglobine chez les patients sans et sous traitement, avec une moyenne soit
respectivement 8.06 g/dl et 8.21 g/dl, ainsi que le nombre des globules rouges était élevé
chez les cas sous traitement 8.40+2.19 10%I par rapport aux sujets sans traitement
5.19+1.93 107/1.

Concernant les parametres leucocytaires, nos résultats indiquent diminution significative
des neutrophiles chez les cas sous traitement d’une moyenne de 34.2% par rapport aux

sujets sans traitement d’une moyenne de 52.2%.

IVV.1.2 Répartition selon les paramétres d’hémolyse

Tableau 21. Répartition selon les paramétres d’hémolyse.
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Hb
Sériqu

BIL
IND

BILD

BILT

ASAT

ALAT

TRT

SANS
HU
SOUS
HU
SANS
HU
SOUS
HU
SANS
HU
SOUS
HU
SANS
HU
SOUS
HU
SANS
HU
SOUS
HU
SANS
HU
SOUS
HU

Moyenn

@

2373

1512

23

30.07

47.44

4.93

53.23

35.02

41

32

12

20

Minimu

m

435

213

11.15

4.18

5.43

3.15

18.01

8.28

33

17

Maximu

6762

2883

54.43

95.83

95.74

7.56

84.59

100.12

56

49

27

86

Ecart-

type

1398

685

16.41

26.78

43.59

1.21

26.78

26.99

21

p
IC

0.000
(721.73/
999.9)

0.006
(-12.12/-2.01)

0.000
(37.03/47.98)

0.000
(12.82/ 23.57)

0.000
(7.03/ 11.02)

0.000
(-12.39/ -
3.82)

Les résultats qui concerne les paramétres d’hémolyse étaient signifiantes (p <0.05).

IV.1.3 Répartition selon les parameétres se stress oxydatif

Tableau 22. Répartition selon les parametres de stress oxydatif.
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Moyenn Minimu Maximu Ecart -type

€ m m
MetHb SANS 46.25 0.25 119.27 39.78
plasmati HU
que SOou 49.09 0.25 158.62 42.00
SHU
MetHb SANS 15.62 0.25 88.08 18.49
GR TRT HU
SOu 11.31 1.52 60.81 11.89
SHU
MDA SANS 0.0554 | -0.1330 0.2800 0.1288
HU
SOu 0.0763 | -0.0320 0.4260 0.1542
SHU

P
IC

0.2

(-7.64/ 1.96)

0.000
(2.39/ 6.23)

0.09
(-0.044/
0.003)

La MetHb chez les deux formes est supérieur a la valeur de référence (< 2%). Mais elle

était plus élevé chez les sujets sans traitement par rapport les sujets sous traitement.

Les valeurs de MDA sont presque les mémes chez les sujets sans et sous traitement avec

des moyennes de 0,005 et 0,007 respectivement, alors les résultats étaient non signifiantes,

ce qui est logique car le stress oxydatif est une caractéristique de cette maladie, chez les

sujets drépanocytaires en général (aucun impact sur le stress oxydatif).

IV.1.4 Répartition selon la turbidité cellulaire

Tableau 23. Répartition selon la turbidité cellulaire.

Moyen Minim Maximu Ecart-type

ne um m
Turbidité SANS 0.9896 0.2573 4.0484 0.6940
cellulaire TR HU
T SOUS 3.6876 0.3543 34.1441 8.0106
HU

P
IC
0.000
(-3.26/ -2.12)

Le traitement hydroxyurée améliore la turbidité et la stabilité de la cellule, ce qui est

cohérent a nos résultats qui montre une augmentation hautement significative chez les

sujets sous traitement 34.14+0.35
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Répartition selon le frotti sanguin

Figure2l : Frotti sanguin des sujets sains AA réalisé par microscope optique GX100
coloration MGG.

A : globules rouges normaux

V.1.1 Laforme homozygote SS

Figure22 : Frotti sanguin des cas drépanocytaires homozygotes SS réalisé par microscope
optique GX100, coloration MGG.

L’examen du frottis sanguin montre une présence de plusieurs malformations :
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A : drépanocyte (hématie falciforme). B : rouleaux d’hématies.

C : microsphérocyte. D : Echinocyte.

E : Stomatocyte

Figure23 : Frotti sanguin des cas drépanocytaires hétérozygotes composites SC réalisé par
microscope optique GX100, coloration MGG.

A : cellule cible

Figure24 : Frotti sanguin des cas drépanocytaire hétérozygote SR réalisé par microscope
optique GX100, coloration MGG.

A : cellule cible B : rouleau d’hématie
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Chapitre 4 : Discussion

Discussion

Il s’agit d’une étude de type série de cas, réalisée au niveau du laboratoire central CAC

Blida durant une période de 4 mois allant de Mars 2022 au Juillet 2021.

Nous avons travaillé sur une population malade composé de population malade
drépanocytaire homozygote (SS) et composite (SC, SB) qui ont été réparti sur la sévérité de
la maladie, forme sévere de et forme modérée, soit respectivement 59.61% , 40.38%et
nous avons pas pris en considération les formes mineurs c’est par rapport au centre
spécialisé qui prend en charge les malades qui ont une gravité importante par rapport au

forme légere .

Nous avons compare les données de cette population par rapport a la population témoins,
qui sont des sujets normaux (AA) non drépanocytaire et non -thalassémique donc qui ne

présentent aucune hemoglobinopathie.

Au cours de I’évaluation de nos résultats, nous avons trouvé le nombre de la forme
homozygote SS était le plus nombreux (27 sujets) suivis des hétérozygotes composites Sf
(22 cas) et 3 sujets SC, ce qui signifie que la forme homozygote est la forme la plus
fréquente de cette affection, mais d’autre allele des génes SP de I’Hb peuvent s’associe a

I’HbS et induire un SDM selon (Chiabi, 2014).

La drépanocytose est une maladie génétique non liée au sexe et qui touche autant les
hommes que les femmes avec un sex-ratio (H/F) proche du 1 (Glawdis, 2012). Ce qui
suppose qu’il n’existe pas de prédominance d’un sexe par rapport a un autre. Dans notre
étude, il y avait ne légere prédominance masculine avec un pourcentage de 57.3%, et un
sex-ratio au allons tours de 01 (1.3). Cette hémoglobinopathie causée par une mutation
ponctuelle du géne B-globine situé sur le chromosome 11. Cette mutation unique résulte de
la transversion Adénine—Thymine au niveau du 17e nucléotide de I’ADNCc affectant le
6iéme codon de la chaine B-globine. Elle entraine le remplacement de l'acide glutamique

en position 6 par une valine (B6Glu—Val). (Galacteros et al., 1996).

L’age moyen de nos patients était de 26 ans, ce qui signifie que I'évolution est fatale avant
I'dge adulte. Les signes cliniques de la maladie font leur apparition dans les premiers mois
ou les premicres années de vie, quand I’hémoglobine drépanocytaire a progressivement

remplacé I’hémoglobine feetale selon (Alexandre et al ., 1997)
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Notre étude avait pour but d’identifier les perturbations hémobiologiques et les anomalies
morphologiques des GR et les paramétres d’hémolyse ainsi d’évaluer le taux de
méthémoglobine et le statut du stress oxydatif ainsi la turbidité cellulaire chez les patients
atteints de drépanocytose en comparaison avec des témoins d’une part, et une comparaison
aux seins de la population malades des selon la sévérité et selon 1’administration de

traitement hydroxyurée HU.

Nous avons trouvé une anémie trés sévere chez la population malade par rapport aux
témoins. Nous avons confirmé une diminution de taux d’hémoglobine, des GR et chez les
cas p< 0.05 et une élévation de GB chez les drépanocytaire en comparaison avec les
témoins, les hématies falciformes, rigides car rétractées, sont rapidement phagocytées par
les cellules réticulées, d’ou une hyperhémolyse, c'est ce qui explique 1’augmentation du

nombre de GB (Chiabi and Beyeme, 2004).

Nos résultats se rapprochent de ceux rapportés par Nacoulma et al, (2006) montrent un
taux d’Hb moyen de 7,8 g/dl chez les homozygote SS. Selon Kafando et al (2008), le
mécanisme moléculaire est le remplacement par une valine de 1’acide glutamique en
position 6 de la chaine de la globine entrainant la production anormale de ’hémoglobine S,
cause de la déshydratation des globules rouges et d’un défaut de leur déformabilité
(drépanocytes) li¢es a la polymérisation des molécules d’HbS en milieu pauvre en

oxygene, ce qui explique la diminution du taux d’Hb A.

Au cour de I’analyse statistique de bilan d’hémolyse, nos resultats permettent de constater
que les valeurs de I’hémoglobine sérique qui sont non significatives (p >0,05) chez les
malades drépanocytaires par rapport a la population témoin ceci pourrai étre expliquer aux
conditions des prélévements des donneur sains par rapport au cas. Le prélevement se fait a
partir de la poche non pas de la veine.

Par contre la bilirubine libre elle est d’une moyenne de 24,88 mg/l, en comparaison avec
les témoins 10.87mg/l, ce qui se rapproche de résultat de 1’étude réalisée par M. Nagara et
al 2009, en France, qui a trouvé que la valeur de la bilirubine libre chez le patient

homozygote était élevée a 12,82 mg/I.

Nous avons trouvé dans notre série une moyenne de 860+389 U/L de I’enzyme LDH chez

les sujets drépanocytaires en comparaison avec les valeurs normal, le
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taux élevé de LDH peut étre observé lorsqu'un grand nombre de globules rouges sont en
anémie hémolytique généralement tissulaire (au niveau de la rate) selon Katto ,2007

Les résultats statistiques indiquent une augmentation des enzymes transaminase par rapport
a les valeurs normaux indique soit un phénoméne hémolyse tissulaire que cytolyse
hépatique. (Essono M.E et al., 2004)

Les résultats de cette étude montrent également la présence d’un stress oxydant chez les
sujets drépanocytaires. En présence d’oxygéne, 1’hémoglobine est capable de s’auto-
oxyder, induisant ainsi la formation de méthémoglobine HbFe3+ par I’oxydation de Fe2+
en Fe3+. Cette auto-oxydation de 1’hémoglobine génére des radicaux libres selon
Hebbel et al., 1989, ceci correspond a nos résultats qui montrent une augmentation
hautement significative (p<0.05) de taux de la méthemoglobine dans les globules rouges
chez les sujets drépanocytaires d’une valeur de 88.08+ 0.25% par rapport aux témoins
9.82+ 0.25%, ainsi pour la methémoglobine plasmatique qui était éleve chez les cas
158.62+0.25%0.

Aprés avoir calculé I’évaluation de la peroxydation lipidique, nous avons confirmé la
présence d’un stress oxydatif a partir de nos résultats qui montre une augmentation
hautement significative principalement le malondialdéhyde (MDA) qui est un marqueur du
stress oxydatif cellulaire (p<0.05) chez les sujets drépanocytaires 0.4260+ -1.1330 en

comparaison avec les témoins 0.0490 -0.0830.

Donc MDA est un aldéhyde réactif majeur résultant de la peroxydation des membranes

biologiques a un taux élevés signent un stress oxydatif selon Siddique et al 2012.

En fin nous avons confirmé la présence d’un stress oxydant chez les sujets drépanocytaires
a 1’état de base qui joue un grand réle dans les phénoménes d’hémolyse, de vaso-occlusion

et les atteintes des différents organes selon Nur et al 2011.

Alors que la comparaison des valeurs de I’hémogramme, d’hémolyse et du stress oxydatif
ainsi la turbidité cellulaire selon la sévérité ainsi que ’administration de traitement HU ou
pas ont montré I’absence de crise vaso-occlusive chez les formes séveres et modeéres ainsi
que le taux d’Hb n’étaient pas significatifs entre les formes séveres d’une moyenne de
8.60g/dl et modéré d’une moyenne de 8.33g/dl alors que les signes de I’hémolyse et de
stress oxydatif étaient nettement plus significatif chez les formes sévéres d’une moyenne

2499 que les formes modérés 1517 , ceci est expliqué par le cycle de polymérisation-
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dépolymérisation et donc de falciformation-défalciformation qui en fragilisant Ila
membrane érythrocytaire et par conséquence une lyse intravasculaire accrue (Goodmen
,2004).

Cette lyse de GR libére le contenue intracellulaire qui vas promouvoir I’inflammation, le
stress oxydatif et la diminution de la biodisponibilité du NO (Orf and Cunnington 2015).
Les patients drépanocytaires présente une multitude d’altération qui va aboutir a une
dysfonction vasculaire chronique. Leur plasma contient une quantité importante de
cytokine pro-inflammatoire qui activent 1’endothélium et aboutissent a stimuler
I’inflammasome via la voie NF KB, notamment qui conduit a ’expression de NLRP3n,

menant in fine a des dysfonctionnements endothéliaux. (Li et al., 2013)

La réalisation du frottis sanguin sous le microscope optique d’un patient drépanocytaire
nous permis d’observer la présence des hématies falciformes et d’autre malformation des
hématies. Nous avons comparé ces observation avec celles d’un témoin (hématies
normales) nous avons trouvés qu’elles étaient différentes et en forme de faucille. Sous
forme désoxygénée, cette hémoglobine S est moins soluble que ’hémoglobine A. Elle va
alors se polymériser selon un processus coopératif, permettre la rigidification,

I’agglutination et la falciformation des globules rouges (Vanbourdolle et al., 2007).

De ce fait I'utilisation a montré des effets thérapeutiques importantes de I’HU dans le

traitement de la drépanocytose, en effet ’'HU induit :

-Augmentation de ’HBF ce qui vas limiter la polymérisation de I’HBS en diminuant sa

concentration intracellulaire.

-HU en tant qu’agent cytotoxique va aboutir a une neutropénie ou nous avons trouvé des
valeurs significatifs de taux de neutrophile chez les cas sous HU d’une moyenne de 34.2%
et une augmentation chez les cas sans traitement avec une moyenne de 52.5% .Ceci va
aboutir a une réduction drastique de I’inflammation et des interactions intracellulaire et
donc le phénomene d’adhérence vasculaire (Pule et al,. 2015). Ceci va diminuer le stress
oxydatif chez les malades qui sont sous HU, ceci a été observé dans nos résultats ou nous
avons trouvé une moyenne de 11.31 de méthémoglobine érythrocytaire chez les patients

sous traitement, contrairement aux cas sans HU, avec une moyenne de 15.62

- HU améliore le profil rhéologique du patient ceci justifie la diminution de la

déformabilité des globules rouges et augmentation de l'agrégation des globules rouges/ la
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force des agrégats affecte le flux sanguin et peut participer a la survenue de I’anémie
falciforme chez les patients atteints de SDM. Nos résultats suggérent que le remplacement
faucille par du plasma sain pourrait améliorer la rhéologie des globules rouges car de la
normalisation de plusieurs parametres plasmatiques tels que les molécules proagrégantes
ou le stress oxydatif (Lamar et al., 2012) , ceci va étre constater facilement dans par la
diminution de I’Hb sérique , la bilirubine totale et conjugué chez les malades traités ainsi
que la turbidité cellulaire qui est significativement plus élevé chez les malades traités,

meilleur déformabilité cellulaire.
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Conclusion

La drépanocytose est une maladie génétique non liée au sexe et qui touche autant les
hommes que les femmes avec un sex-ratio (H/F) proche du 1.

Au cours de I’évaluation de nos résultats, nous avons trouvé le nombre de la forme
homozygote SS était le plus nombreux, ce qui signifie que la forme homozygote est la
forme la plus fréquente de cette affection. Ainsi I’dge moyen de nos patients était de 26

ans, ce qui signifie que I'évolution est fatale avant I'age adulte.

Nous avons trouvé une anémie trés severe chez la population malade par rapport aux
témoins, les résultats de cette étude montrent également la présence d’un stress oxydant

chez les sujets drépanocytaires.

Apres avoir calculé 1’évaluation de la peroxydation lipidique, nous avons confirmé la
présence d’un stress oxydatif a partir de nos résultats qui montre une augmentation
hautement significative principalement le malondialdehyde (MDA) qui est un marqueur du

stress oxydatif cellulaire (p<0.05) chez les sujets drépanocytaires

Alors que la comparaison des valeurs de nos tests biologique, selon la sévérité ainsi que
I’administration de traitement HU ou pas ont montré 1’absence de crise vaso-occlusive

chez les formes séveres et modérés.

Les signes de I’hémolyse et de stress oxydatif étaient nettement plus significatif chez les
formes séveres que les formes modérées, ceci est expliquée par le cycle de polymérisation-
dépolymérisation et donc de falciformation-défalciformation qui en fragilisant la

membrane érythrocytaire et par conséquence une lyse intravasculaire accrue

Si I'implication du stress oxydant est déja bien établie dans la drépanocytose, il n’y a en
revanche que trés peu de données relatives a I’analyse de corrélations entre 1’expression
des marqueurs pro- ou antioxydants et les complications, notamment les crises vaso-
occlusives. Ces corrélations permettraient de préciser d’éventuelles cibles du stress
oxydant. De telles études, qui nécessitent I’inclusion de grandes cohortes de patients

drépanocytaires suivies longitudinalement, restent a étre menées.

En effet, nos résultats concordent avec les études menées par Ware et al., 2019, que le
traitement HU n'exerce pas d'effet cytotoxique dans I’anémie falciforme des patients

drépanocytaire par les analyses étudiées ici. HU a été montré étre capable de moduler les
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effets oxydatifs et inflammatoires, et peut méme favoriser un effet protecteur sur ces
cellules.

Ce travail peut constituer une base pour de futurs travaux. Dans un perspective avenir,
il est préférable de :

- Améliorer les études sur le stress oxydatif.

- Utilisation des antioxydants : VVoxelotor, qui est une des cibles thérapeutique potentielles
est d’inhiber directement la polymérisation de I'HBS. Cette thérapie offre une nouvelle

option de traitement aux patients atteints de cette maladie grave et constituant un danger de
mort.
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Annexe |

Préléevement du sang sur des tubes EDTA :

Annexe |1

Fiche de renseignements

Fiche de renseignements

Nom : Prénom : Age:

Forme génétique :

Date de diagnostic :

Drépanocytaire : Majeur I:l Modére I:l Sévere |:|
Complications :

- Crise vaso-occlusive :
- Agglutinine irréguliére
- Foyer infectieux

Transfusion : Date :

Traitement : Date :
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Annexe |11

Frotti sanguin coloré par coloration MGG :

Y
d;;q

et

Annexe IV
Réactifs utilisés pour les analyses chimiques :

Coloration des frottis sanguins : coloration au MGG (Colorants de May Grunwald
Giemsa).

Alcool 70%.

- Dosage I’hémoglobine libre : tampon phosphate (KH2Po4 + NH? HPoY.

- Dosage de la méthémoglobine : ferricyanure de potassium K4 [Fe(CN) 6]

Tampon phosphate (KH2Po4 + NH? HPo®.
Tampon phosphate salin PBS.
Eau physiologique NacCl.
-Test des Substances Réactives a I’Acide Thiobarbiturique (test 'a TBATrs) :
TCA : Acide trichloroacétique
TBA : Acide thiobarbiturique
NaOH : Hydroxyde de sodium
EDTA : Acide éthyléne diaminetétraacétique
TCA a 30%, NaOH a 0.05M, TBA a 1%, EDTA a 0.1mol/l.
Protocole :
» Nous avons ramené un prélévement témoin du CTS d’une personne saine de

groupe sanguin O+,
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» Apres centrifugation a 3000g pendant 10min, le culot est ensuite lavé 3 fois a ’eau
physiologique.

Préparation de I’hématocrite a 20%.

Réaliser un controle négatif, témoin négatif.

Le test est réalisé sur les plasmas des patients drépanocytaire conserves.

YV V VYV V

Le plasma de chaque patient est séparé sur deux tubes secs :

Le 1* contient : un volume de plasma + un volume d’hématocrite
e Le 2°™ contient : un volume de plasma + un volume d’eau physiologique, puis
incubés pendant 24h a 37 °c.
> Ajouter la solution de TCA préparé sur les tubes et incuber pendant 2h a 0°c.
> Réchauffer les tubes au bain marie puis centrifuger a 3000 r pm pendant 10 min a
4°,
> Récuperation des surnagent sur deux tubes sec pour chaque patient, un de globule
rouge, et I’autre celui de plasma.
» Ajouter dans chaque tube un volume de TBA, un volume de EDTA et chauffé a
95°C pendant 15 min.
» Refroidir les tubes et faire la lecture au spectrophotométre a 534nm.
- Dosage de la turbidité cellulaire : tampon phosphate (KH2Po4 + NH? HPo?.
Eau physiologique
Eau distillée

Annexe V

Appareillage :

Spectrophotométre Mindray BA-88A

UN spectrophotometre mesure 1’absorbance
d'une solution a une longueur d° onde
donnée. Dans la pratique, l'appareil réalise

une mesure de l'intensité de la lumiére

aprés son passage au travers d’une cuve

contenant la solution a étudier.
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Centrifugeuse Thermo Scientific
Une centrifugeuse est un appareil destiné a

imprimer une force centrifuge, grace a un
mouvement de rotation, a un mélange

généralement liquide/solide.

Coulter Sysmex XT4000i
Cet automate permet la numération des

| 2l |

éléments figurés du sang,, le calcul de
I’hématocrite, le dosage de I’hémoglobine
et éventuellement [’établissement de la

formule leucocytaire.

Automate de coloration Sysmex

Cet automate permet la réalisation des
frottis  sanguins et les  colorer
automatiquement, idéal pour [’analyse

morphologique numérique.

Cobas Integra e400 plus S —
Il a été développé pour des dosages in vitro e

quantitatifs et qualitatifs pour une large ‘
gamme d’applications (notamment les

marqueurs de I’anémie, osseux, cardiaque,

tumoraux... etc.)
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I’échantillon.

Microscope optique LEICA DM 1000

Microscope dans sa forme la plus réduite est
constitué d'un simple objectif et d'un
oculaire, c'est-a-d00Oire de deux lentilles
convergentes. Ces deux lentilles forment
une image trés agrandie de [’objet et

permettent d’observer des détails fins dans

Les logiciels utilisés :

Logiciel
Logiciel caméra Future
WinJoe

SPSS ( Statistical
Package for the Social
Sciences)

Annexe VI

Principe
Future Winnoc est le programme logiciel fournit avec le

microscope numérique (appareil photo) et le télescope
numeérique qui offre une large gamme de commandes de
caméra, de traitement d’image et de gestion de fichiers,

image. Fonction puissante de contréle.

Son objectif est d’offrir un logiciel permettant de réaliser la

totalité des analyses statistiques.
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