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Résumé :

La drépanocytose est la maladie génétique , la plus réepandue dans le monde qui constitue un
des problémes majeurs de santé publique a 1’échelle mondiale, elle concerne environ 300 000
naissances par an dans le monde.la drépanocytose est maladie génétique autosomique récessif
par mutation de geéne B globine. Cette mutation induit la synthése d’une hémoglobine anormal
HbS, principalement responsable de I’ensemble des manifestations clinique vasco-occlusive
et d’une hémolyse chronique avec anémie de degré variable.

Les syndromes drépanocytaires majeurs regroupent trois formes génétiques principales:
homozygoties S/S, hétérozygoties composites S/C et S/B°ou S/B+thalassémies. Les formes les
plus severes sont les homozygoties S/S ainsi que les S/B°thalassémies. Ces syndromes
affectent principalement les populations d’ Afrique sub-saharienne, des Antilles et d’Afrique
du Nord

La confirmation du diagnostic de la drépanocytose repose sur I’étude d’hémoglobine par les
déférents techniques de biologie moléculaire.

Mots clés : drépanocytose, hémoglobine anormal, mutation, diagnostic biologique.



Abstract:

Sickle cell disease is one of the world’s most prevalent genetic diseases and is one of the
world’s major public health problems. Sickle cell disease is an autosomal recessive genetic
disease caused by the mutation of the  globin gene. This mutation induces the synthesis of
abnormal hemoglobin HbS, mainly responsible for all the clinical vaso-occlusive
manifestations and chronic hemolysis with anemia of varying degree.

Major sickle cell syndromes consist of three main genetic forms: S/S homozygous, S/C and
S/B°or S/B+thalassemia composite heterozygous. The most severe forms are S/S homozygous
and S/p thalassemia. These syndromes mainly affect populations in sub-Saharan Africa, the
Caribbean and North Africa.

Confirmation of the diagnosis of sickle cell disease is based on the study of hemoglobin by
deferential molecular biology techniques.

Keywords: sickle cell disease, abnormal hemoglobin, mutation, biological diagnosis.
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Introduction :

La drépanocytose est une maladie génétique de I’hémoglobine. Cette maladie est causée par la
mutation d’un seul nucléotide et a été décrite pour la premiere fois dans la littérature
scientifique il y a plus d’un siécle (Piel, 2013).c’est la maladie génétique la plus répandue
dans le monde par sa fréquence et sa gravité constitue un des problemes majeurs de santé
publique a I’échelle mondiale (Abdala et al, 2019).

On estime que 50 millions d'individus en sont atteints dans le monde. Elle touche 276 000
naissances par an et concerne principalement 1’ Afrique avec 233 000 nouveaux cas par an soit
10,68/1 000 nouveau-nés et a un plus faible niveau le Proche et Moyen-Orient (0,84/1 000)
et, I’Asie équatoriale (0,68/1 000), L’Amérique (0,49/1000) , L’Europe (0,07 /1000) , Asie
pacifique et Océanie (0.00/1000) (Bizot, 2018).

Dans les pays développés, les progres réalisés au cours des derniers années dans la
comprehension des mécanismes physiopathologiques ont conduit a une meilleure prise en
charge des patients, avec comme corollaire une baisse du taux de mortalité et un allongement
de I’espérance de vie (Koko, 2009).

En Afrique par contre ces excellentes résultats sont loin d’étre observés, pour plusieurs
raisons : ignorance et pauvreté des populations, diagnostique tardif, insuffisance des moyens
matériels et des personnels de santé qualifies, mauvaise organisations de systéeme de soins,
absence de couverture sociale (Koko, 2009).

En Algérie, la drépanocytose est un réel probléme de santé publique. Elle touche cependant 2
a 3% de la population avec une incidence de (5 /100000) habitants, tres répandue notamment
au I’est du pays ( Annaba, Skikda et El Tarf ) qui concentre 75% des cas connus de patients
atteints de drépanocytose en Algérie, ainsi que Cherchell au centre , ou dénombre le plus
grand nombre des malades et dans plusieurs autres wilayas (zouikri, 2017).

Comme pour toutes les maladies génétiques a transmission récessive ,en raison de la
fréquence des mariages consanguins ,encore élevé dans notre pays ,qu’est un facteur de risque
supplémentaire pour 1’émergence de la maladie qui se comptent par milliers et quand on sait
la lourdeur de la prise en charge de cette maladie chronique (Ait, 2013).

L’objectif de ce travail est de réaliser une étude portant sur les connaissances des différents
aspects épidémiologiques, cliniques et diagnostiques afin de combler les lacunes de cette
maladie dans notre pays.
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1. Historique:

La drépanocytose est une maladie complexe sur les plans historique et médical, au niveau
collectif comme au niveau individuel. En effet, jusqu’a la fin du XX¢éme siecle, elle entrainait
une mortalité infantile foudroyante quasi-constante (Bizot, 2018).

La drépanocytose a été décrite pour la premiére fois en 1904 par le professeur James
HERRICK apres consultation d’un étudiant antillais de 20 ans hospitalisé pour un rhume.

En 1917, le Dr EMMEL découvre que les hématies des patients atteints de drépanocytose ont
une forme normale en présence d’oxygéene.

En 1949, James NEEL découvre que la drépanocytose est une maladie génétique a
transmission autosomique récessive.

En 1956, Vernon INGRAM décrivent deux types d’hémoglobines qui n’ont qu’un acide
aminé de différence.

En 1981, un premier programme de dépistage fut mis en place aux Antilles. En 1995, la prise
en charge des patients prend un tournant avec la mise sur le marché du premier médicament
pour le traitement de la drépanocytose: 1’hydroxycarbamide (ou hydroxyurée).

A partir du milieu des années 1980, les médecins ont traité les patients & I’aide d’allogreffes
de cellules souches hématopoiétiques (CSH) de moelle osseuse. Alors que les protocoles de
greffes de CSH de moelle osseuse commencent a étre maitrisés en 1998(Bizot, 2018).

En 2008, 1I’Assemblée Générale de I’ONU reconnait officiellement la maladie dans une
résolution appelée « la drépanocytose, priorité de santé publique ». Le 19 Juin est dorénavant
la journée internationale dédiée a la drépanocytose (ONU, 2008).

2. Definition:

La drépanocytose (du grec drepanon, faucille et kutos, cellule), également appelée anémie
drépanocytaire, anémie a hématies falciformes, hémoglobinose S (Marroun, 2018), la
drépanocytose est une maladie génétique des globules rouges qui se manifeste par une anémie
(se traduisant par une asthénie, des vertiges, des essoufflements...), une sensibilité aux
infections, et des crises douloureuses dues par une mauvaise circulation sanguine (figure01)
et par le mangue d'oxygénation des tissus (surtout les os) (inserm, 2017). Cette
hémoglobinopathie, autosomique récessive, fréquente et grave se caractérisée par la présence
d’une hémoglobine anormale (I’hémoglobine S), due & une mutation unique du géne B-
globine située sur le chromosome 11 en 11p15.5 (Ayéroué et al, 2009) (transversion A—T
qui se traduit par la substitution glu-val).

En effet, 1’hémoglobine S anormale produite, exclusivement (homozygotie SS ou
hétérozygotie composite SB°), trés majoritairement (hétérozygotie composite SP+), ou en
association avec d’autres hémoglobines anormales (hétérozygotie composite SC ou SO Arab
ou SD Pundjab), polymérise en situation désoxygénée. Les polyméres d’hémoglobinose S
vont rigidifier, déformer et fragiliser les hématies. Cette propriété est responsable des trois
manifestations cliniques de la maladie: I’anémie hémolytique chronique, les complications

2



vaso-occlusives de la microcirculation et des gros troncs artériels cérébraux, ainsi que de
I’asplénie fonctionnelle. L’ensemble de ces anomalies biologiques avec leurs conséquences
cliniques constitue les syndromes drépanocytaires majeurs (SDM). Les génotypes les plus
graves sont ’homozygotie SS, I’hétérozygotie composite SB°, SO Arab ou SD Pundjab
(Chéron, 2018).

Anémie falciforme

Globule rouge Coupe d'un globule rouge
sain >

Hémoglobine
saine

Circulation normale des
globules

Globule rouge
Les cellules malades falciforme

; bloquent la
Circulation difficile drculation sanquine

Figure 1: Anémie falciformes (bouachiba et al, 2015).

3. Epidémiologie:

3.1. Dans le monde :

La drépanocytose est une maladie genétique monogenique (liée a un seul gene) la plus
répandue dans le monde. Selon ’OMS, 300000 enfants naissent dans le monde chaque année
avec une anomalic majeure de 1’hémoglobine dont la plus fréquente est celle de la
drépanocytose. En 2015, la grande majorité de ces naissances ont lieu dans trois pays:
Nigeéria, République Démocratique du Congo, Inde (figure02) (WHO, 2013).

L’alléle« S », responsable de ’anomalie, est surtout répandu dans le continent africain (avec
une fréquence de 30% chez certaines populations); on le trouve également en Inde, en Arabie
saoudite et dans d’autres régions du bord de la Méditerranée, en Italie (surtout en Sicile), en
Grece et en Anatolie. Les migrations ont accru la fréquence de cette maladie sur le continent
américain (El amani, 2019).

Par le commerce des esclaves ou les migrations, elle est présente aux Amériques (surtout
Etats-Unis et Brésil) et en Europe occidentale. En France, c’est aussi la premiére maladie
génétique, par les territoires d’Outre-Mer (Antilles francaises), les flux migratoires
(principalement africains) et par la qualité des soins (meilleure espérance de vie des patients)
(El amani, 2019).
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Figure 02 : Distribution des nouveau-nés avec un syndrome drépanocytaire dans chaque pays
en 2015 (Piel et al, 2017).

3.2. En Afrique :

Dans certaines parties de I’Afrique subsaharienne, la drépanocytose touche jusqu’a 2% des
nouveau-nés. La fréquence du trait drépanocytaire, c’est-a-dire le pourcentage de porteurs
sains qui n’ont hérité du géne mutant que d’un seul des parents, atteint10 a 40% en Afrique
équatoriale, 1 a 2% sur la c6te de I’ Afrique du Nord et moins de 1% en Afrique du Sud. Dans
les pays d’Afrique de I’Ouest (Ghana et Nigeria), la fréquence du trait drépanocytaire atteint
15 a 30%. En Ouganda, cette fréquence atteint 45% chez les Baambas. Dans ces pays
africains, la mortalité des enfants de moins de 5 ans atteints de drépanocytose peut atteindre
les 90% (malnutrition et pauvreté, manque de dépistage et de vaccinations), alors que dans
I’ensemble des pays mondiaux a bas-revenus, la mortalité infantile a été réduite depuis les
années 1990-2015 (OMS, 2006).

3.3. En Algérie :
Les approches épidémiologiques faites en Algérie témoignent que I’incidence par région varie

de 11,8 / 100 000 ha (région Est) a 0,19 (région Ouest), I’incidence globale est de 5/ 100 000
habitants (BELHANI, 2009).




Chapitre I: L’hémoglobine



En 1862, le physiologiste allemand Hoppe-Seyler a créé le terme « hémoglobine » pour
désigner le pigment respiratoire, transportant I’oxygéne, contenu dans les globules rouges.
Les hémoglobines humaines appartiennent a une tres ancienne famille de molécules, apparue
bien avant la vie aérobie dans 1’évolution des espéces (Wajcman, 2005).

L’hémoglobine, spécialisée dans le transport d’oxygéne de la périphéric vers les tissus
remonte a 750 millions d’années et la séparation entre chaines a et f a 500 millions d’années.
Les duplications qui ont conduit aux diverses chaines de type a et p sont bien plus récentes,
remontant a environ 50 millions d’années. L’hémoglobine est donc sous forme de tétramere
hétérologue (Wajcman, 2005).

1. Définition :

L’hémoglobine est le constituant principal du globule rouge et assure le transport d’oxygeéne
dans le sang pour le distribuer a tous les organes, et le transport de CO: des organes vers les
poumons elle est constituée de quatre chaines assemblées entre elles.

2. Structure :

L'hémoglobine est une protéine complexe (hétéroprotéine) car elle ne contient pas que des
acides aminés. Elle possede, en plus des acides aminés( 4 chaines protéiques (les globines),
identiques 2 a 2), 4 groupes prosthétiques ou hémes (avec un atome de Fer), chacun étant lié¢ a
une globine (par deux Histidine) et situe dans une poche hydrophobe (Raisonnier, 2002).

Chaine B4 Chaine o

Héeme

Heme

Chaine o4 Chaine B2

Les 4 chaines (globines) formant la molécule
d’hémoglobine

Figure 03 : structure de I’hémoglobine (Labie, 2005).

Le terme hémoglobine désigne la protéine compléte avec ses 4 chaines de globine et ses 4
hémes.



2.1.Structure de ’héme :

L’héme est formé d’une structure aromatique et d’un atome de fer. Cette structure aromatique
ou porphyrine est constituée de quatre noyaux pyrrol, comprenant chacun un atome d’azote et
4 de carbone. Les carbones périphériques de ces noyaux sont substitués par des chaines
latérales courtes qui lient la porphyrine aux radicaux des acides aminés de la protéine. Au
centre de la porphyrine, I’atome de fer est lié par six valences (on dit hexacoordiné). Quatre
de ces directions fixent le fer sur les 4 atomes d’azote de la porphyrine. Une valence du fer est
liée a un des azotes d’une histidine de 1’hélice F (Histidine proximale), et la derniere a une
histidine de I’hélice E (Histidine distale). Cette structure peut recevoir une molécule
d’oxygene (O2). Lors de la fixation de I’oxygene, I’atome de fer se rapproche de I’histidine
proximale. L oxygene transporté s’interpose entre I’atome de fer et I’Histidine distale
(Raisonnier, 2002).

HOOC

COoH

Figure 04: Structure de I’héme (Boyvin, 2014).

2.2.Les genes de globine :

La structure de tous les genes de globine est similaire, trois exons et deux introns (avec des
régions répétées en 3' et en 5'(flanking regions), la principale différence étant que le deuxieme
intron est beaucoup plus long que le premier dans la famille B (intron 1 = 120-140pb, intron 2
=900 Pb) alors qu'ils sont du méme ordre de grandeur, moins de 150 Pb (paires de bases),
dans la famille a. Du fait de la présence de ce long exon les génes de type B sont donc deux
fois plus longs que les génes du groupe a (figure 05) (Huret & Troussard, 2008)
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Figure 05:les genes de globine (Klung & Cummings, 1997)

2.3. Les différentes hémoglobines humaines :

Il existe une trés grande variabilité individuelle et populationnelle des différentes chaines de
I'hnémoglobine.

Chez I’embryon, ’hémoglobine est formée de deux fois deux chaines associées : Gower 1
(£2€2), Portland (£2y2) ou Gower 2 (a2¢2) (tableau I).

Durant la vie feetale, I’hémoglobine F est formée de deux chaines a avec deux chaines y (y
Alanine ou y Glycine). Selon les individus, le géne y Glycine est exprimé avec une Isoleucine
ou une Thrionine en position 75 (alleles) (Raisonnier, 2002).

Chez ’adulte, plus de 95% de I’hémoglobine est de type A (a2B2). L’hémoglobine A2
(0282) ne dépasse pas 3%.Chez un adulte on trouve habituellement :

- 97% de molécules d'HbA- aafp notées a2p2 (2 chaines a et 2 chaines ),

- 3% de molécules d'HbA2- 0066 notées 0262 (0262= 2 chaines o avec 2 chaines d) et
plus rarement d'HbF (<1%) aayy notées a2y2 (02y2= HbF, hémoglobine feetale =2
chaines a et 2 chaines y) (tableau I) (Aubry & Galizere, 2020). Il n'y a pas de
différence d'efficacité entre ces 3 molécules d'hémoglobine (HbA, HbA2 et HbF)
(tableau I).

Si les chaines o et B différent par plusieurs dizaines d’acides aminés, les chaines y différent
entre elles par un unique acide aminé en position 136, alanine pour y1 et glycine pour y2.

Tableau I: Formules moléculaires des hémoglobines humaines (CHABI ILOUGBADE O.
T, 2014).
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Figure 06: évolution de synthese des différentes chaines de I'hémoglobine au cours de la vie.
(http://pst.chez-alice.fr/protstfo.htm)

Le groupe LCR dans le groupe B désigne des genes régulateurs (locus control region).

Au cours de la vie embryonnaire ce sont les chaines A et Z viennent du groupe o alors que les chaines E, G et B
sont synthétisées a partir du groupe P. Les génes al et a2 sont identiques et donc les chaines Al et A2 ont la
méme séquence.

Chez le feetus les chaines A sont dominantes pour le groupe a et les chaines G pour le groupe f.

A la naissance, alors que les chaines A restent presque exclusives pour les génes du groupe o, on observe

un basculement pour les chaines issues des génes du groupe f : les chaines G diminuent alors que la chaine B
devient majoritaire (avec un peu de chaine D).



3. Fonction de ’hémoglobine :
L'hémoglobine contenue dans les globules rouges est la forme principale de transport du
dioxygéne (qui s'ajoute au dioxygeéne dissous dans le plasma). Un gramme d'’hémoglobine fixe
entre 1,34 et 1,39 ml d'O2 selon les conditions de température, de pH et de pression partielle
de dioxygene dans le sang (donc de I'O2 disponible). Une molécule d'hémoglobine peut
transporter jusqu'a 4 molécules de dioxygene.

Lors de la fixation du dioxygéne au Fer de I'neme la molécule change de forme. Ce
changement de forme réversible ou méme instable facilite la fixation du dioxygene sur la
forme désoxygénée et la libération du dioxygéne a partir de la forme oxygénée. Pour que ce
changement de forme soit efficace, il est nécessaire qu'il ait lieu a I'endroit précis ou chaque
phénomene est nécessaire: prise en charge du dioxygene au niveau des capillaires
pulmonaires et rejet du dioxygeéne au voisinage des cellules qui en demandent (Raisonnier,
2002).



Chapitre II : Les hémoglobinopathies



1. Les hémoglobinopathies :

Les hémoglobinopathies sont des maladies héréditaires de 1’hémoglobine transmises de fagon
autosomique. Elles se répartissent en deux grands groupes:

« les anomalies de synthése ou thalassémies.
» les anomalies de structure ou hémoglobinose.

Il existe dans certains cas une association d'anomalies quantitatives et qualitatives de
I'hnémoglobine (Aubry & Gauizére, 2020).

1.1.Hémoglobinopathies quantitatives ou thalassémies :

Cette maladie est due a I'absence ou a l'insuffisance de la synthése d'un des types de chaines
de I'némoglobine.

On parle de B-thalassémie quand la synthése de la chaine B est affectée, d'a-thalassémie,
quand celle de la chaine a est affectée. Ces troubles ont été étudiés grace aux méthodes de la
génétique moléculaire, révélant l'absence de synthese d’ARN normal: arrét prématuré (codon
stop intempestif) de la synthese de la chaine, délétions totales ou partielles du géne, anomalies
dans I'excision-epissage, etc... (Cappellini et al, 2014).

1.2.Hémoglobinopathies qualitatives ou structurales:

On parle d’hémoglobinose lorsqu’il y a synthése d’une hémoglobine pathologique ou
anormale (encore appelée variant) qui se distingue des hémoglobines normales par une
modification structurale affectant certaines chaines polypeptidiques de 1’hémoglobine. La
plupart des anomalies de structure sont dues au remplacement d’un acide aminé par un autre
sur une chaine de globine.

La majorité de variantes structurales est latente. Mais il y a certains qui ont un retentissement
clinique et biologique, provoquant ainsi des phénomeénes pathologiques plus ou moins graves
(CHABI ILOUGBADE O. T, 2014)

Les anomalies structurales les plus fréquentes affectent les chaines polypeptidiques B, plus
rarement les chaines a, et exceptionnellement les chaines y ou 9.

Il existe plusieurs types d’hémoglobinose différentes les unes des autres par la qualité et la
position de 1’acide aminé substitu¢ dans la chaine de la globine. L’hémoglobinose S est de

loin ’hémoglobinose la plus fréquente et la plus étudiée. Ensuite vient ’hémoglobinose C
(Aubry & Gauzéere, 2020).

2. Lessyndromes drépanocytaires :
L’état homozygote est la forme la plus fréquente de cette affection mais d’autres alleles des
génes I3 de I’hémoglobine peuvent s’associer a I’hémoglobinose S et induire un Syndrome

Drépanocytaire Majeure (OMS, 2010).

Les Syndrome Drépanocytaire Majeure comportent les formes suivantes (tableau II):
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S/C hétérozygotie composite la plus fréquente. Elle résulte d’une mutation ponctuelle
du codon 6 se traduisant par le remplacement d’un acide glutamique par une lysine au
niveau du géne B-globine C.

-S/BO-thalassémie: le géne B-thalassémique n’est pas exprimé et les symptémes sont
similaires a ceux d’'un homozygote SS.

-S/p*-thalassémie: le géne 3 thalassémique est partiellement exprimé et la sévérité des
symptomes dépend en partie du taux d’Hb A résiduel.

Plus rarement, nous retrouvons les hétérozygoties composites ci-dessous:

SD Punjab: symptomatique, ’hémoglobine D Punjad résulte d’une mutation sur le
codon 121. Un acide glutamique est remplacé par une glutamine.

On peut également citer les cas d’hétérozygotes composites SE ou SLepore qui
correspondent respectivement a une hémoglobine anormale associée a un phénotype
dthalassémique et a une globine résultant d’un crossing-over anormal entre les genes
det 3 globine.

Enfin, d'autres variantes plus rares associent une deuxiéme mutation en cis de la mutation

BS :

S Oman : présente une deuxieme mutation ponctuelle sur le codon 121 entrainant le
remplacement d’un acide glutamique par une lysine.

S Antilles: résulte d’une deuxiéme mutation ponctuelle sur le codon 23. Une valine est
remplacée par une isoleucine.

Les sujets hétérozygotes dits AS sont porteurs et transmetteurs du géne drépanocytaire mais
sont asymptomatiques, ils ne présentent pas les complications de la maladie (Hierso, 2015).

Tableau II :Les différents syndromes drépanocytaires (Hierso, 2015).

GENOTYPES CARACTERISTIQUES
SS Homozygote SS
sC s L : -
_ Géne B° associé a un variant qualitatif du
SD Punjad sne B-globi
ene p-globine
SO Arab ? °

SB thalassémie

SB° thalassémie

Géne B° associé & un variant quantitatif du

S&p thalassémie

SE

géne [-globine

S Lepore
AS Oman
AS Antilles
SC Antilles
SC Harlem

Syndrémes drépanocytaires dominants

Autres
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Figure 07: Les principaux syndromes drépanocytaires majeurs (GAUDRE, 2015).

2.1.Génétique et physiopathologie de la drépanocytose :
2.1.1. Génétique :

La drépanocytose est due a la mutation du géne qui code pour la chaine  de I'némoglobine et
porté sur le chromosome 11p15.5; la version mutée de ce gene est appelée l'allele "S". La
mutation de cet allele correspond a la substitution du nucléotide en dix-septiéme position.

Sur l'allele B A d'un individu sain, il s'agit d'une adénine, tandis que sur l'alléle B S d'un
individu drépanocytaire, ce dix-septiéme nucléotide est une thymine. Cette mutation provoque
un remplacement d'un nucléotide A par un nucléotide T qui implique un changement de
codon au niveau de I'ARN messager, servant a produire la protéine: le codon GAG devient
GUG. Ainsi, la mutation indique un changement de I'acide aminé en sixiéme position sur la
protéine de I'némoglobine: l'acide glutamique est substitué par une valine. L'hémoglobine qui
résulte de cette substitution, appelée hémoglobinose S (figure08), se condense sous forme de
fibres puis, I'insolubilité de cette forme désoxygénée induit une cristallisation simple (Kehaili
& Mahmoudi, 2020).
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La drépanocytose
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(génes mutés) Globules rouges falciformes

(drépanocytose)

Figure 08: drépanocytose, allele et proteine debut de la séquence (Rénatou & Sabatier,
2019).

2.1.2. Physiopathologie :

Les globules rouges d'un individu drépanocytaire contiennent de I'hnémoglobine S, qui a la
capacité de se polymériser lorsqu'elle est désoxygénée. Lorsque la pression partielle
d'oxygéne diminue, I'hnémoglobine anormale se gélifie et donne lieu a des fibres qui déforment
le globule rouge en l'allongeant et en lui donnant un aspect de faucille. La polymérisation de
I'hnémoglobinose S dans sa forme désoxygéné est initiée par I'établissement d'interactions non
covalentes entre la chaine latérale hydrophobe de la valine mutée en position 6 avec des
résidus partenaires (Phénylalanine en position 85 et Leucine en position 88) sur la chaine f3
d'une autre molécule d'hémoglobinose S (figure 09) (Item & Noui, 2017).
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Figure 09:mécanisme physiopathologique de base de drépanocytose (Labie et Elion, 2005).

Mécanisme physiopathologique de base de la drépanocytose. La mutation au 6e codon du géne b-globine conduit
a la substitution d’un acide glutamique par une valine et 2 une hémoglobine anormale : I’HbS. A basse pression
en oxygeéne, la désoxy-HbS polymeérise et entraine une déformation, une rigidification et une fragilisation
cellulaires, responsables de I’anémie hémolytique et de la vaso-occlusion.

La formation des polyméres d’hémoglobine S (figure 10) qui dépend de différente variable a

savoir : La concentration hémoglobinose S, La pression d’oxygene (pO2), La proportion des

hémoglobines qui peuvent inhiber la polymerisation (HbF et HbA2), La température et le pH,
I’équilibre ionique en 2-3di-diphosphoglycérate (Kehaili & Mahmoudi, 2020).

a-chain
;'ESS deoxy-HbS polymer

Figure 10 : la polymérisation de I’hémoglobine S (Odiévre et al, 2011).
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2.2.Transmission génétique :

La transmission de la maladie est autosomale récessive, c'est-a-dire indépendante du sexe et
s'exprimant lorsque les deux chromosomes transmis par les parents sont porteurs du géne de
la maladie. Deux génes béta hémoglobiniques s'expriment a égalité, I'un de provenance
paternelle, l'autre d'origine maternelle.

Lorsqu'un seul chromosome est porteur du géne de I'hémoglobinose S (transmis par la mére
ou par le pére), la maladie est dite hétérozygote, le porteur est sain. Lorsque les deux
chromosomes sont porteurs du géne (transmis par la mére et par le pere), la maladie est dite
homozygote, le porteur est malade (Baléden etGirot, 2016).

On distingue ainsi 3 génotypes majeurs:
e AA homozygote normal,
e AS hétérozygote asymptomatique,
e SS homozygote drépanocytaire malade.

Il est donc possible de prévoir le risque d'atteinte des enfants en fonction du genotype des
parents: Pour qu'un enfant soit malade, il faut que les deux parents soient transmetteurs, c'est-
a-dire porteurs du gene de la drépanocytose.

o Si les deux parents ne sont porteurs d'aucun gene (AA/AA), le risque est nul, les
enfants seront AA.

AlA AlA

AA AA AA AA

- Tous les enfants sont sains

» Si l'un des parents est hétérozygote AS et l'autre parent normal (AS/AA), le risque de

transmission du géne est de 50 %, les enfants porteurs étant alors tous hétérozygotes AS.

A|S AlA

AA AA AS AS

- Deux enfants sur quatre sont sains
- Deux enfants sur quatre sont porteurs sains AS
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o Si les deux parents sont hétérozygotes (AS/AS), le risque de transmission du géne est
de 75% (risque AS = 50% et risque SS = 25%)

AlS AlS

AA AS AS SS

- Un enfant sur quatre est sain
- Deux enfants sur quatre sont porteurs sains AS
- Un enfant sur quatre est SS donc malade

e Sil'un des parents est normal AA et l'autre homozygote SS (AA/SS), le risque de
transmission est de 100 %, tous les enfants seront AS.

S|S AlA

AS AS AS AS

- Tous les enfants sont porteurs sains AS

e Sil'un des parents est héterozygote et l'autre parent homozygote (AS/SS), le risque de
transmission du géne est de 100 % (risque SS = 50% et risque AS = 50%).

AS SS AS SS

- Deux enfants sur quatre sont porteurs sains AS
- Deux enfants sur quatre sont SS donc malade

e Si les deux parents sont homozygotes (SS/SS), le risque de transmission est de 100 %,
tous les enfants seront homozygotes SS.
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SS SS SS SS

- Tous les enfants sont SS donc malades

Important: pour tous les enfants issus de mémes parents, le risque sera toujours le méme. Par
exemple, si I'un des parents est hétérozygote et l'autre parent homozygote (AS/SS) et si le
premier enfant est SS, le deuxieme enfant a toujours le méme risque de 50 % d'étre aussi SS.

e La maladie drépanocytaire SC et S p-thalassémique :

A- L’hémoglobine C résulte d’une mutation du géne B-globine. Ainsi, les sujets porteurs
sains AC sont susceptibles de transmettre le gene C a leur descendance. Si le conjoint
d’un porteur sain AC a des enfants avec un porteur sain AS, il existe un risque, une
fois sur 4 a chaque grossesse de donner naissance a un enfant SC:

AA AC AS SC

- Un enfant sur quatre est sain

- Un enfant sur quatre est porteur sain AC
- Un enfant sur quatre est porteur sain AS
- Un enfant sur quatre est SC donc malade

Les sujets SC sont atteints d’un syndrome drépanocytaire majeur dont I’expression clinique
est atténuée par rapport aux malades SS.

B- La B-thalassémie résulte de I’absence d’expression d’un géne B-globine (B°thalassémie) ou
d’une expression diminuée par rapport a celle d’un géne B-globine normal
(Btthalassémie).Lorsqu’un sujet porteur sain de la thalassémie (A B-thalassémie) a des
enfants avec un porteur sain AS, il existe un risque, une fois sur quatre a chaque grossesse, de
donner naissance a un enfant S B-thalassémique:
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Bthal

ABthal

AS

La forme S B°thalassémique a une expression clinique aussi grave que la forme SS,
I’expression clinique des formes S B+thalassémiques est atténuée par rapport a celle des

Un enfant sur quatre est sain

Spthal

Un enfant sur quatre est porteur sain AS

Un enfant sur quatre est porteur sain Afthal

Un enfant sur quatre est SPthal, donc malade

malades drépanocytaires SS( Baléden and Girot, 2016).
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2.3.Diagnostic :

Le diagnostic de la drépanocytose doit étre organisé de facon a pouvoir prendre en charge
I’enfant drépanocytaire avant que se manifestent les premieres complications de la maladie
(Wajcman, 2004).

2.3.1. Diagnostic néonatal :

Le dépistage néonatal vise a détecter les nouveau-nées atteintes de la maladie qui a été
recommandé comme méthode de réduction de la mortalité des patients. Pour 1’objectif de
mettre en place une prise en charge spécialisée et des mesures préventives (antibioprophylaxie
quotidienne et vaccinations) des complications infectieuses pour I’enfant et des mesures
d’accompagnement aupres des parents avant que les premiers symptémes apparaissent la prise
en charge ultérieure concerne de multiples complications aigues et chronique ; mais il peut
également étre a I’origine de la découverte d’une hétérozygotie AS (ingeborg & rousseau,
2003).

Les données indiquent que le dépistage chez les nouveau-nés, combiné a un suivi et a une
éducation approfondis, réduira considérablement la mortalité chez les patients.

2.3.2. Techniques phénotypiques :

e e test d’Emmel ou test de falciformation avec ses limites car il ne distingue pas les
hétérozygotes des homozygotes (kitenge et al ; 2018).

Figure 11:test Emmel détection de I’hémoglobine S (par falciformation des érythrocytes)
(GILLE et al, 2015).

e Le test d’Itano ou de solubilité : c’est un teste de précipitation de 1’hémoglobine S
d’un hémolysat en présence d’hydrosulfite de sodium (figurel2), qui permet de
distinguer les hétérozygotes et les homozygotes. Ce test est encore de nos jours utilisé
comme test de diagnostic dans différents régions de I’ Afrique et sert au dépistage de
masse en Inde.

19



Figure 12 : test de solubilité ITANO (Kaddari & Moradkhani, 2015)

e L’¢lectrophorése de I’hémoglobine avec ses différentes variantes et I'HPLC
(chromatographie liquide a haute pression) sont des outils utilisés dans plusieurs pays
pour le dépistage néonatal.

- HbS
- HbA t
1004 i % /
r54 o T -4 il (|

0= @ : ~ .
S04 - ‘_ \ 2 t. >4
840 T = W A |

A AN \ JNAL ) N\

VR 7 DA, S A, ». e Dec.

1 2 3 - S 8

CE-HPLC (BioRad Variant IT)

Figure 13 : chromatographie liquide a haute pression (Kaddari & Moradkhani, 2015).

e [L’iséléctrofocalisation (IEF) qui a un grand pouvoir de résolution, entre autre, et un
faible colt qui fait de lui un outil intéressant pour le dépistage de masse (kitenge et
al ; 2018).

HbA ==
HbF

HbA2
IEF

Figure 14 : I’isoéléctrofocalisation (Kaddari & Moradkhani, 2015).
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La chromatographie liquide a haute pression (CLHP) avec des temps de rétention
différents selon les objectifs définis par le biologiste. Ces données phénotypiques sont
jointes aux données anamnestiques et a celles de I’hémogramme pour établir un
diagnostic (Balédent; 2006).

e La spectrométrie de masse qui a I’avantage d’étre utilisé sans réactifs et qui peut servir
a la fois pour le diagnostic en bactériologie et pour le dépistage de la drépanocytose

e Les nouveaux outils de diagnostic le test rapide Sickle scan qui détecte ’hémoglobine
S dans le sang entier, qui peut étre utilisé pour le dépistage systématique de la
drépanocytose dans les coins reculés et qui offre I’avantage de ne pas exiger un
quelconque équipement, ni le courant électrique. (kitenge et al ; 2018).

2.3.3. Techniques génotypiques :

Les techniques génotypiques sont celles de 1’é¢tude des geénes et de ’ADN au laboratoire et
permet 1’analyse directe de la lésion moléculaire sur les chaines de globines. De plus, les
genes de globine sont de petite taille et ils peuvent étre rapidement testés en totalité par
séquencage ou par des méthodes de depistage des mutations (kitenge et al ; 2018).

Il s’agit de méthodes d’amplification moléculaire suivies d’analyse indirecte (RFLP) ou
directe (DOTBLOT) (figure 15) - oligosondes spécifiques (figure 16) - PCR en temps réel) ou
de séquengage au locus d’intérét (Balédent; 2006) .

Normal Heterozygote Sickle cell homozygote
p"p By 1°p°
o @ L )
ﬁ Hybridization
pA-AsO| 5 TG ACT cCT GAG GAG AAG TC 3'

ﬁ Synthesize ASO

A 1 : 4 Glu H 10
NORMAL B 5' GTG CAC CTG ACT CCT GAG GAG AAG TCT GCC-------- 3°
Sense strand
[GENE SEQUENCES] U Sickle-cell mutation
- s 1 10 )
MUTANT [’y 5 GTG CAC CTG ACT CCT GIG GAG AAG TCT GCC-------- 3
Sense strand : Val :

{} Synthesize ASO .

ASO | 50 TG ACT CCT GIG GAG AAG TC 3

{:L Hybridization
blo @ @ |
blot
‘;",1'

pp* B*p°

Normal Heterozygote Sickle cell homozygote

S

Figure 15: technique de DOTBLOT (Ledoux).
https://slideplayer.fr/slide/7308833/#.YMn048_qgzlc.gmail
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Sonde specifique d'allele (ASO)
B-globine normale (A) B-globine drépanocylaire(S)

mulation
DNA GGA CTC CTC _—1—__’GGA CAC CTC DNA

CCT GAG GAG CCT GTG GAG
RNA CCU GAG GAG CCU GUG GAG FRNA
protéine - . protéine
nomale E¥o,6lu Glu, ProVal Glu sinde

CTGACTCCTGAGGAGAAGTCT CTGACTCCTGTGGAGAAGTCT
sonde de la B-globine normale sonde de l'anémie falcilorme

sujels sujels
W

> % u | 2 3

Figure 16:0oligosondes spécifiques d’allele ASO
http://www.chups.jussieu.fr/polys/biochimie/BMbioch/POLY.Chp.14.12.html.

22



Polymorphisme de longueur des fragments de restriction (RFLP) :

La mutation responsable de la maladie est localisée dans la séquence reconnue par I'enzyme
de restriction Bsul. L'ADN mutant ne peut plus étre coupé par l'enzyme a ce stade (El
Barjraji et al, 2004).

Siquence reconnue

par I'enzyme : CCTNAGG (N: A,C.G ou T)
ADN normal : CCTGAGG —— Reconnu et clivé par 'enzyme Bsul
ADN muté - CCTGI G =« Non reconnu et donc non clivé par

I"'enzyme Bsul

Figure 17: principe de détection par enzyme de restriction (El Barjraji, et al.
2004).

Aprés extraction de 'ADN génomique des lymphocytes du sang, un fragment d'ADN
contenant une région pouvant étre muté est amplifié par PCR a l'aide d'amorces spécifiques.
Le fragment amplifié de 442 pb contient 2 sites de restriction pour l'enzyme Bsul s'il
correspond au géne normal; il n'en contient qu'un seul s'il correspond au gene mutant. La
digestion du fragment amplifié donne ainsi trois fragments de 201, 143 et 98 pb pour le gene
normal. En présence de la mutation, un site disparait, la digestion donne deux fragments de
344 et 98 pb (El Barjraji et al, 2004).

v Emplacement de la mutation Hbss

Gine de la 4 globi
éne de la i globine ADN génomigque

—

— S AMOrees

Sites de coupure par I"enzyme Bsul T

‘H ( 143 ph \] 201 ph
HhA P ’ P

Hh5

98 ph I “ﬁ-.._h__.t:r.- 344 ph
Site de coupure par I"enzyme Bsul e

. #2ph

s de compure pr
I"enzyme Bsul

Figure 18: Détection de la mutation HbS par I'enzyme de restriction Bsul

(El Barjraji et al, 2004).
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La taille des fragments d'’ADN formés est mesurée par électrophorése sur gel d'agarose.
Chaque individu possede deux copies du gene de la globine a, une héritée de son pére et une

de sa mere. Il'y a donc 3 cas possibles (figure 18):

- soit deux copies sont normales HbA ou "AA".
- soit une seule des deux copies est mutée HbA et HbS ou "AS".
- soit les deux copies sont mutées HbS ou "SS" (El Barjraji et al, 2004).

PCR SS AA AS

344 pb —

201 pb —
143 pb —

98 ph ——

marqueur
de taille

Sens de la
migration des
fragments d’ADN

Figure 19 : migration sur gel d'agarose des fragments résultants de la restriction par enzyme

2.4.Diagnostic Prénatal

(El Barjraji et al, 2004).

Le diagnostic prénatal combine toutes les techniques qui permettent la détection précoce
d'anomalies feetales ou de maladies génétiques .Le diagnostic prénatal pour la drépanocytose
bénéficie des avancées de la biologie moléculaire obstétricale et de I'échographie feetale et
placentaire , et repose essentiellement sur 1’analyse de I’ADN feetal obtenu a partir des
trophoblastes (biopsie de villosités choriale, entre 8 et 12 semaine d’aménorrhée (SA)) ou des
cellules amniotique (amniocentéses précoce entre 15 et 20 SA) par biologie moléculaire
permettant un diagnostic fiable et rapide (moins d'une semaine) a faible risque feetal. Son
intérét est de prévenir a naissance d’un enfant atteint (Girot et al, 2003).
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ANALYSE D’ARTICLE



1. Matériel et méthodes :
Le diagnostic biologique de la drépanocytose a beaucoup évolué ces derniere années qui
demeure une des facettes de la prévention précoce de cette maladie, en Algérie cette maladie
est mal traitée a cause de I’insuffisance du matériel de diagnostic génétique, pour cela nous
avons sélectionné un article traité I’utilisation des outils de diagnostic biologique.

Nous avons sélectionnés un travail portant sur une étude comparative entre la PCR et I’iso
¢lectrolocalisation dans le diagnostic de la drépanocytose chez I’enfant a I’hopital de la paix
Ziguinchor (ZPH) Sénégal [Thiam L et al (2020)] pour valider la technique de biologie
moléculaire (PCR) dans le diagnostic de la drépanocytose au laboratoire de I’HPZ, en prenant
comme technique de référence I’IEF sur un échantillon de 286 prélevements.

Tableau I11: Répartition de la population selon les données épidémiologiques et
sociodémographiques.

Données socio Effectif Pourcentage
démographiques (n = 286) (%)
Sexe de I'enfant
Masculin 156 245
Féminin 130 455

Age des enfants (ans)

=5 90 315
5—10 131 45,8
=10 a5 227

Groupe ethmnigue

Dholas a0 31.5
Poulars 77 269
Manding 66 231
Wolofs 3 10.8
Séreéres 17 059
Autres 06 021

Origine géographique

Commune de 168 58.7
Zigunchor

Hors commune 118 413
de Ziguinchor

Consanguinité parentale
O 81 283
Mon 205

[—
]

Tableau IV: Répartition des enfants selon les circonstances du test, les antécédents et les
signes cliniques.
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Donnees cliniques  Effectif Pourcentage

(n=286) (%)
Circonstances du test
Dépistage familial 119 416
Hospitalisation 89 31.1
Symptomes mineurs® 78 273

Antécédents/symptomes

Hospitalisation 53 185
Transfusion 19 06.6
Syndrome pied-main 47 164
Autre crise vaso-occlusive 111 388
Hémolyse chromque 151 528

Symptomes mineurs* : douleur peu intense, paleur et/ou ictére léger n’ayant pas nécessité une
hospitalisation.

2. Résultats :

Tableau V: Répartition des enfants selon les résultats de la PCR et de I’iso électrofocalisation

(IEF).
Effectif Pourcentage Résultat Résultat

(n = 28a) (%) PCR IEF
116 40,6 55 55
98 343 A5 AS
09 03,1 AA AA
01 00,3 AC AC
03 01,0 sC sC
3 10,8 55 NI*
26 09,1 A5 NI*
1) 00,3 SC NI*
0 00,3 INV*  NI*

INV* = Invalide NI* = non interprétable

Cinquante-huit (58) échantillons étaient non interprétables a I’'1EF; un (01) échantillon était
invalide a la PCR et non interprétable a I’1EF.

En dehors des cas non interprétables et/ou invalide, on notait une concordance de 100% entre
les résultats des deux techniques.
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Tableau VI: Performance comparée de la PCR et de I’iso électrofocalisation selon le profil.

Drépanocytose + Drépanocytose —
(AS, AC, S8, SC) (AA)
Résultat du test PCR. Positif Vrai positif (VP) =218 Faux positif (FP)=0
Negatf Faux négatif (FN)=0 Vrai négatif (VN) =9
Sensibilité = VP/VP+FN Spécificité = VN/VN+FP
VPP = VP/VVP+FP VPN = VN/VN+FN

La PCR avait une sensibilité a 100%, une spécificité a 100% par rapport a ’'IEF. La valeur
prédictive positive (VPP) était a 100% et la valeur prédictive négative (VPN) a 100%

L’ensemble des échantillons manipulés par la technique moléculaire s’est confirmé a I'IEF.
Cette méthode a le meilleur pouvoir de résolution et offre une meilleure séparation des
différentes hémoglobines (normales ou pathologiques).

Conclusion :
Iy avait une concordance de 100% entre les résultats des deux techniques comparées.

La validité de cette technique de biologie moléculaire est caractérisée par la rapidité technique
et un risque moindre. Par ailleurs le cout financier est 1égérement plus élevé par rapport a 1’iso
électrofocalisation.
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3. Conclusion :
Notre étude bibliographique portant sur Les connaissances des différents aspects
épidémiologiques, cliniques et diagnostiques de drépanocytose chez les enfants.

Apreés sélection et analyse d’un article pourtant sur les techniques de biologie moléculaire de
diagnostic de drépanocytose, nous avons pu arriver que la PCR par la technique du KIT et la
technique d’isoelctrofocalisation sont validées pour le diagnostic de la drépanocytose, mais il
est recommandé d’utiliser la PCR par rapporte I’isoelctrofocalisation parce qu’il porte plus
d’avantage, mais 1’isoelctrofocalisation reste un outil remarquable pour I’étude de
drépanocytose.

Malheureusement en Algeérie la PCR par la technique du KIT de n’est pas disponible et
I’isoelctrofocalisation est disponible en quelque centre telle que le centre hospitalise
universitaire Salim Zemirli,centre pierre et Marie curie d’Alger , mais elle n’est pas utilisé
pour le diagnostic de drépanocytose.

Due a I’insuffisance du matériel qui est nécessaire pour faire le dépistage, les connaissances
épidémiologiques et la distribution de la maladie dans le pays est mal connu ; il faut les mettre
en évidence par la disponibilité d’outils nécessaire de son diagnostic pour une meilleure prise
en charge.
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