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Dédicacess o tous les maladesy de la
drépanocytose. Jespére que ce wmodeste
travail constitueras une avancée positive
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INTRODUCTION GENERALE

La drépanocytose est une maladie héréditaire a transmission autosomique récessive
caractérisée par la présence dans les globules rouges (GR) d’une hémoglobine (Hb) mutée
appelée hémoglobine S. Cette derniere est responsable de crises douloureuses, pouvant
provoquer des dommages organiques séveres pouvant aller jusqu’a la mort du patient.
L'HbS résulte de la mutation ponctuelle du septieme codon du gene B-globine, GAG, qui est
remplacé par GTG. Cette nouvelle nomenclature est disponible sur le site web

http://globin.cse.psu.edu/globin/hbvar/menu.html. Cette mutation va provoquer le

remplacement de l'acide glutamique par la valine dans la chaine B de la globine. La
drépanocytose est la maladie génétique la plus fréquente dans le monde avec pres de 7% de
la population mondiale porteuse d'un géne drépanocytaire et/ou thalassémique
(Organisation mondiale de la santé (Fifty-ninth world health assembly (A59/9, 24 April 2006.
September 2017). Elle constitue un véritable probléeme de santé publique en Afrique ou sa
prévalence varie de 10 a 40% de porteurs hétérozygotes selon les régions. En réponse a des
stress physiques tels que I'hypoxie, I'acidose, la déshydratation ou I’hyperthermie, I'HbS a
tendance a polymériser, ce qui aboutit a la déformation en forme de faucille des GR: ce
processus est appelé la falciformation érythrocytaire (1). La répétition des cycles de
polymérisation et dépolymérisation de I'HbS altere la forme saine des érythrocytes (2, 3) et
conduit aux manifestations cliniques principales de la drépanocytose, a savoir les crises vaso-
occlusives (CVO) et les épisodes hémolytiques qui sont responsables d’une anémie
chronique. Parmi les complications cliniques majeures associées a ces désordres
hématologiques et vasculaires, sont recensés des dysfonctions rénales, de I’hypertension
artérielle pulmonaire (HTAP), des accidents vasculaires cérébraux (AVC) et des crises
algiques paroxysmiques dont les syndromes thoraciques aigus (STA) (4). Alors que ces
complications sont fréquentes et a I'origine d’'un phénotype clinique trés sévere chez les
patients drépanocytaires, le trait drépanocytaire (forme hétérozygote de la maladie
caractérisée par un génotype AS) est généralement considéré comme un désordre bénin et
asymptomatiqgue méme si une plus grande prévalence de complications rénales a

récemment été mise en évidence (5).

L’expression clinique de la drépanocytose peut étre radicalement différente selon les
patients. Certains développent trés peu de complications et atteignent ainsi I’age de 60 ou

70 ans, tandis que d’autres développent de nombreux STA et CVO tres précocement. Enfin,



une troisiéeme catégorie de patients présente une vasculopathie cérébrale pouvant aller
jusqu’a I’AVC pendant I'enfance ou I'adolescence. Ceci accrédite I'idée que de nombreux
genes, en dehors du gene HBB codant la chaine 3-globine, influent sur I’évolution clinique de
la drépanocytose. Il s’agit de génes qui, en fonction de leur alléles, influent positivement ou
négativement sur un ou plusieurs des processus physiopathologiques de la maladie. Il est
d’usage de parler de ‘génes modificateurs’ dont de trés nombreux ont été décrits dans la
drépanocytose. Certains semblent jouer un role sur la sévérité globale de la maladie comme
les Quantitative Trait Loci (QTLs) de I’'HbF et I'alpha-thalassémie tandis que d’autres seraient
plus spécifiques d’'une complication clinique particuliere. Au Sénégal, il n'y a a I'heure
actuelle quasiment aucune étude portant sur la description génétique de la population
drépanocytaire. Le diagnostic de confirmation pose ainsi probleme, surtout pour les patients
hétérozygotes composites de type S/B-thalassémie, S/D-Punjab et S/O-Arab. La
détermination du statut alpha-globine, incontournable pour les patients atteints de
drépanocytose suivis dans les pays occidentaux, n’est également pas faite habituellement au
Sénégal et il en est de méme pour les deux autres principaux genes modificateurs de la
maladie que sont les QTLs de I’'HbF et le statut G6PD. Les corrélations génotype-phénotype
entre ces 3 facteurs modificateurs et les caractéristiques clinico-biologiques des patients
seraient pourtant particulierement intéressantes a faire dans la population drépanocytaire
sénégalaise qui ne bénéficie en régle générale ni d’un traitement a I’hydroxyurée (HU), ni du
dépistage néo-natal (DNN). On peut donc observer une évolution naturelle de la maladie,

contrairement a ce qui se passe dans les pays occidentaux.

En paralléle, la drépanocytose est aussi reconnue comme une maladie inflammatoire
et le stress oxydatif joue un réle important dans sa physiopathologie (6, 7). Un déséquilibre
entre la production et I'élimination des espéces réactives de I'oxygéne (EROS) peut
endommager les structures cellulaires (lipides, membranes, protéines et acides nucléiques),
avec pour conséquence la mort de la cellule ou une altération de sa fonction. Il est
maintenant bien établi que les EROS interviennent dans le processus inflammatoire et
peuvent étre impliqués dans des réactions oxydatives telles que la péroxydation des lipides
et |'oxydation des protéines (8). Normalement, les globules rouges sont soumis a un stress
oxydatif résultant de la production continue de EROS qui favorisent |'auto-oxydation de I'Hb
(9). Ce phénomene est exacerbé dans la drépanocytose (10), entrainant ainsi une réponse
inflammatoire continue associée a un dysfonctionnement endothélial et a des lésions

multiples des organes. Bien que de nombreuses publications aient montré I'implication du



stress oxydant dans la physiopathologie de la drépanocytose, trés peu de travaux ont en

revanche porté sur I'étude des genes modulant ce dernier dans cette maladie.

Au Sénégal, 'ensemble des études sur la drépanocytose s’est concentré sur les
aspects phénotypiques de [I'affection (notamment les marqueurs associés), le volet
moléculaire n’ayant quasiment pas fait I'objet de travaux. Il en est de méme pour les
marqueurs et les genes du stress oxydant. Au regard de ces constats, les objectifs principaux
de ce travail de these réalisé sur une population pédiatrique de 301 enfants atteints de
drépanocytose recrutés a I’hopital d’Enfants Albert Royer de Dakar étaient les suivants :
1/ Déterminer les fréquences alleliques des principaux génes modificateurs de la
drépanocytose au Sénégal (Etude 1) ;

2/ Déterminer les effets isolés et combinés de ces génes dans un contexte d’évolution
naturelle de la maladie (Etude 2) ;
3/ Déterminer les inter-relations entre le stress oxydant systémique, les principaux génes

modificateurs de la drépanocytose et la sévérité de la maladie. (Etude 3) ;

4/ Déterminer les effets de certains polymorphismes de génes impliqués dans le stress

oxydant sur I'expression clinique et biologique de la drépanocytose. (Etude 4).

Notre manuscrit débutera par une partie de rappels bibliographiques afin que méme
les lecteurs non spécialistes de la drépanocytose puissent lire sans difficulté la these. Aprés
une présentation des généralités sur la maladie et sur la situation actuelle de la
drépanocytose au Sénégal, I'étude des genes modificateurs de la drépanocytose sera
abordée. Nous tacherons d’y détailler les principaux geénes modificateurs déja validés dans la
drépanocytose (a savoir le génotype a-globine, les QTLs de I’'HbF, les haplotypes B-globine et
le déficit en G6PD) puis une présentation non exhaustive des autres génes modificateurs
récemment décrits dans cette pathologie cléturera ce chapitre. Le chapitre 3 de notre revue
bibliographique portera sur les sources du stress oxydant et sur les systemes de défense
anti-oxydante dans la drépanocytose. Une attention particuliére sera apportée sur I'étude
des polymorphismes des génes du stress oxydant qui constituent le coeur de notre 4éme

étude (a savoir les genes MPO, XO, SOD et NFE2L2).

Nous présenterons ensuite, dans une seconde partie méthodologique, les techniques

et stratégies de génotypage et d’analyse biochimique utilisées au cours de la thése.



Enfin, dans une troisieme partie intitulée « Contribution personnelle », nous
présenterons les résultats obtenus au cours de nos 4 études et une discussion globale sera

faite relativement aux apports de cette thése et aux nouvelles questions qui en découlent.
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LITTERATURE
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Chapitre 1. Généralités sur la drépanocytose

1.1. Historique et épidémiologie

La premiere observation établissant un lien entre une maladie hyperalgique et une
anomalie érythrocytaire est due au Dr. James Herrick (11). En 1910, ce médecin de Chicago a
observé dans le sang d’un étudiant noir agé de 20 ans, originaire de Grenade et souffrant
d’'une anémie chronique, la présence de GR allongés. lls avaient une forme comparable a
une faucille, sickle en anglais. En 1917, Emmel et al. mettaient en évidence la falciformation

des GR au cours de leur passage dans des solutions salines (12).

En Afrique, la maladie était connue de longue date et était le plus souvent désignée
par ses manifestions douloureuses. En 1927, apparait une notion majeure : la déformation
en faucille des GR est liée a un faible taux d’oxygene et est généralement réversible (13).
Quelques années apres, Diggs et Ching observent a I'autopsie que la mort des patients est
induite par des événements ischémiques de la microcirculation (14). Une découverte
majeure a été faite en 1949 par Pauling et ses collaborateurs qui mettent en évidence la
différence de migration électrophorétique entre I’'hémoglobine drépanocytaire (HbS) (pour
"slow") qui porte une charge positive supplémentaire et I’'hémoglobine normale A (HbA)
(15). Il est ainsi montré pour la premiére fois qu’une molécule anormale est a I'origine d’'une
maladie. Chez les sujets malades, seule I'HbS existe alors que les Hb A et S coexistent chez
les porteurs du trait drépanocytaire, preuve du caractere héréditaire de la maladie (16). Peu
apres, Harris démontre la capacité de gélification de I'HbS et Perutz met en évidence la faible
solubilité de I’'HbS sous forme désoxygénée, ce qui expliquerait la falciformation du GR (17,

18).

Dans les années 1956-1959, Ingram démontre que la maladie est due a une
substitution de I'acide aminé glutamate en position 7 par une valine au niveau de la chaine B
de I'Hb (B®) (19-22). Cette notion fait de la drépanocytose la premiére maladie élucidée
comme due a un défaut moléculaire en médecine. La découverte de [Iacide
désoxyribonucléique (ADN) et, plus tard, le déchiffrage du génome humain ont permis
d’asseoir les bases génétiques de la maladie. Les nombreux travaux menés dans les
décennies suivantes se sont orientés vers I’élaboration des méthodes diagnostiques, la
compréhension de la physiopathologie et le traitement de la maladie. La drépanocytose est

la premiere maladie moléculaire et vraisemblablement une de celles qui a fait I'objet du plus



grand nombre de travaux a ce jour. Cependant, une des caractéristiques majeures de cette
maladie mondialement répandue, a savoir la trés grande variabilité de sa présentation
phénotypique, reste tres largement incomprise, malgré des avancées importantes,

notamment avec la greffe de moélle osseuse et la thérapie génique.

Sur le plan épidémiologique, la drépanocytose est une des maladies génétiques les
plus fréquentes dans le monde. Selon I’Organisation Mondiale de la Santé (OMS, avril 2006),
environ 300.000 enfants naissent chaque année dans le monde avec la drépanocytose dont
200.000 en Afrique sub-saharienne et une majorité d’entre eux n’atteignent pas |'age de 5
ans. Une revue détaillée publiée dans Lancet a rapporté les mémes prévalences : Piel et al.
estiment a plus de 5 millions le nombre de naissances annuelles d’individus hétérozygotes
A/S et a 312.000 le nombre de nouveau-nés homozygotes S/S a travers le monde (23). La
prévalence de la mutation B> est maximale en Afrique tropicale sub-saharienne ou elle peut
atteindre 30 a 40 % dans certains pays. Un dépistage néonatal expérimental de la
drépanocytose a été réalisé dans 5 états africains (Congo, Mali, Maroc, Sénégal, Tunisie) (24)
Les résultats ont été mis en commun et analysés : 5046 prélevements de sang ont été
réalisés et 26 nouveau-nés atteints de SDM ont été dépistés soit 1 pour 207 naissances. Du
fait des flux migratoires associés au commerce triangulaire ayant caractérisé les XVII*Me et
XVIIIeme sigcles (commerce entre I'Afrique, I’Amérique et I'Europe du temps de I'esclavage),
la drépanocytose se retrouve également dans d’autres régions, particulierement aux Etats-
Unis d’Amérique, au Brésil et aux Caraibes. On trouve également des foyers dans tout le
Moyen-Orient, I'Inde et le pourtour méditerranéen. L’augmentation des flux migratoires ces
dernieres décennies en direction des pays industrialisés a également fortement participé a la
dissémination de I'alléle B° sur une trés grande partie du globe. Concernant la France, dans
un bulletin publié en décembre 2014, 'INSERM fait état de 441 nouveau-nés atteints d’un
SDM au cours de I'année 2013. Ce chiffre correspond a environ a une naissance sur 1900,
faisant de la drépanocytose la maladie génétique la plus fréquente en France et ce bien au-
dela des maladies génétiques plus connues du grand public, telles que la myopathie de

Duchenne (1/3500) ou la mucoviscidose (1/4500).

Cette répartition trés particuliere de la mutation B> décrite par Lehmann sous le
terme de ‘Ceinture sicklémique’ (Sickle belt) dessine une large bande qui traverse le
continent africain d’Est en Ouest et qui est superposée a la distribution géographique du
paludisme (25). Des 1949, comparant la carte de la répartition de l'infestation palustre a

celle de la drépanocytose, une concordance frappante a été notée (26) (Figure 1). Cette



concordance a fait émettre I'hypotheése que le trait drépanocytaire conférait une résistance
a Plasmodium falciparum (le parasite responsable du paludisme) pendant la période critique
de la petite enfance. En effet, une telle mutation qui détermine a I’'état homozygote une
maladie peu compatible avec la vie (la majorité des malades meurent avant d’avoir pu
assurer leur descendance) devrait disparaitre au fil des générations ; or cela n’est pas le cas.
Certains auteurs expliquent son maintien par I'avantage sélectif de I'"hGte hétérozygote AS
(porteur sain) qui permet la transmission ultérieure de la mutation en milieu impaludé. En
effet, si le patient a I'état homozygote (SS) succombe de la drépanocytose, celui a I'état
hétérozygote (AS) résisterait mieux a l'infestation palustre que le sujet normal AA (27, 28).
Cette protection serait liée aux propriétés physiques et biochimiques particulieres des GR
AS, en l'occurrence :

- I'invasion, la croissance et le développement du Plasmodium falciparum seraient réduits
dans les cellules AS (Friedman 1978, Pasvol 1978) ;

- les GR AS infectés par les parasites ont tendance a falciformer et seraient détruits

prématurément dans la rate (29, 30).
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Figure 1. Répartition géographique du paludisme et de la drépanocytose

En rouge, la fréquence de I’alléle HBS : en vert, la distribution du paludisme. Extrait de (31).



1.2 Génétique

1.2.1 Mode de transmission

La drépanocytose se transmet selon le mode autosomique récessif pour les cliniciens,
car seuls les sujets homozygotes sont considérés comme malades. Par contre, pour les
biochimistes, il s’agit d’une affection a transmission codominante car ’"hémoglobine S est
observée chez les sujets hétérozygotes. La transmission se fait selon les lois de Mendel.
Ainsi, dans un couple de sujets hétérozygotes AS, la probabilité a chague grossesse de
naissance d’un enfant homozygote SS est de 25%, celle d’'un enfant homozygote AA 25%, et

celle d’un enfant hétérozygote AS de 50%.

1.2.2 Génétique moléculaire

La drépanocytose est due au remplacement d’un acide glutamique par une valine en
position 7 de la chaine B-globine (B7 Glu=>Val). Avec le code génétique, il a été établi que
cette substitution était liée a la mutation ponctuelle d’une seule base transformant le codon
7 de GAG en GTG. L'hémoglobine qui en résulte est appelée hémoglobine S. Les patients
souffrant de drépanocytose présentent deux copies de cet alléle anormal. Les sujets AS sont
qualifiés de « porteurs du trait drépanocytaire ». Le syndrome drépanocytaire est également
observé lorsque l'alléle BS coexiste avec un alléle B-thalassémique puisque ceci a pour
conséquence l'absence ou la réduction de synthése des chaines B-globine normales. On
parlera alors de thalasso-drépanocytose (forme SB* ou SB°) qui est fréquente dans les
populations d’origine méditerranéenne. Les formes homozygotes SS et hétérozygotes

composites SB® constituent les formes les plus séveres de la maladie drépanocytaire.

Plus de 1000 variants de I’lhémoglobine sont aujourd’hui répertoriés dans la banque
de données HbVar accessible sur internet

(http://globin.cse.psu.edu/globin/hbvar/menu.html). Moins d’un tiers d’entre eux ont des

répercussions cliniques, la mutation intervenant dans une zone critique pour le
fonctionnement de la molécule. Cing Hb anormales autres que I’'HbS occupent une place
prépondérante vis-a-vis de la drépanocytose : I'HbC est la plus fréquente, notamment en
Afrique(32, 33), I’'HbE se rencontre surtout dans les populations du sud-est asiatique (34)
tandis que I'Hb O-Arab (B122 Glu->Lys) et I'Hb D-Punjab (B122 Glu->GIn) sont moins
fréquentes. Enfin, 'Hb Lepore est le résultat d’un crossing-over non homologue entre les
génes § et B (35). L'effet pathologique de ces 5 Hb a I'état hétérozygote est minime, mais en

association avec I’'HbS (hétérozygotie composite), elles conduisent a des syndromes



drépanocytaires majeurs (SDM). Il existe aussi certains variants de I’'Hb assez rares qui sont
caractérisés par une double mutation en cis sur le méme alléle B-globine: I'allele B>°™a" (B7
Glu->Val associée a B122 Glu->Lys) et I'alléle B>Antlles (37 Glu->Val associée a B24 Val->lLe)
en sont deux exemples. Cette double mutation conduit a une expression clinique de SDM

méme a |'état hétérozygote et on parlera de ‘syndrome drépanocytaire dominant’ (36-38).

1.2.3 Polymorphisme génétique

Toutes les variations de séquence au niveau de I’ADN ne sont pas pathologiques. |l
existe, d’un individu a I'autre, des variations neutres sans aucune expression phénotypique.
Lorsque la fréquence de ces mutations silencieuses est supérieure a 1%, on parle de
polymorphisme ou single nucleotide polymorphism (SNP). Lorsque le polymorphisme porte
sur un site reconnu spécifiguement par des enzymes de restriction (endonucléases de
restriction), on parle de “polymorphisme de restriction” détectable par technique RFLP pour
restriction fragment lenght polymorphism. Le premier site de restriction polymorphe décrit
dans le cluster B-globine a été le site de I'’enzyme Hpal en 3’ du gene B-globine. Il a été décrit
comme étant en déséquilibre de liaison avec la mutation B> chez des patients afro-
américains mais cette association, qui a été la base du premier diagnostic prénatal (DPN) de

drépanocytose, n’était pourtant pas absolue (39).

Un haplotype correspond a plusieurs SNPs proches l'un de l'autre sur le méme
chromosome et qui sont donc souvent transmis ensemble. Au cours de I'évolution, sont
ensuite apparues les différentes mutations du gene B-globine, chacune se faisant donc sur
un fond génétique particulier selon le groupe d’individus concernés. Comme les brassages
de populations n’étaient pas ce qu’ils sont aujourd’hui, cette liaison génétique entre une
mutation donnée et un haplotype B-globine particulier a perduré jusqu’a nos jours (notion
d’effet fondateur). D’un point de vue épidémiologique, ceci permet ainsi de déterminer si
une mutation a une origine unique (un seul haplotype B-globine associé) ou est apparue
plusieurs fois dans I’évolution dans des régions géographiques bien distinctes (plusieurs
haplotypes associés) (40). La mutation B° est présente sur 5 haplotypes distincts du cluster B-
globine, chacun étant spécifique d’une région géographique donnée. Ceci signifie que cette
mutation est apparue au moins a 5 reprises dans I’évolution et ce, de facon indépendante.
Ces haplotypes B°> majeurs sont dénommés ‘Bantu’, ‘Senegal’, ‘Benin’, ‘Cameroon’, et ‘Arab-
Indian’ (41). L’origine géographique des 3 principaux haplotypes africains (Bantu, Senegal et

Benin) et de I’haplotype de la péninsule arabique est représentée sur la Figure 2.
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Figure 2.  Origine géographique et dissémination des 4 premiers haplotypes drépanocytaires
majeurs.

Tiré de (42). L'haplotype Cameroon est apparu plus tard dans 1'évolution et a une répartition géographique
moins délimitée.

La Figure 3 ci-dessous détaille les caractéristiques de chacun de ces haplotypes selon
8 SNPs majeurs parmi ceux définis par Orkin (43). Comme, historiguement, on utilisait la
RFLP pour génotyper ces SNPs, chacun est défini par le nom de l'enzyme de restriction
utilisée suivi du symbole du géne B-globine le plus proche. Par exemple,'Hincll €' désigne le

SNP rs116970755 qui est localisé en amont du gene B-globine.
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Figure 3. Détermination des 5 principaux haplotypes BS par PCR-RFLP
Le signe (+) indique que l'enzyme de restriction utilisée coupe; le signe (-) indique le contraire.

A cOté de ces haplotypes ‘majeurs’, il existe bien s(ir des haplotypes secondaires
consécutifs a des phénomenes de conversion génique. |l existe par exemple 7 sous-types
Bantu. Les haplotypes dits ‘atypiques’ correspondent a des recombinaisons entre un
haplotype drépanocytaire et un haplotype non porteur de la mutation B°. Il existe au moins
11 haplotypes atypiques manifestement dérivés d’haplotypes Bantu : tous ont une région 3’
commune mais leur région 5 est retrouvée dans différents haplotypes du bassin
méditerranéen (44, 45). De nos jours, avec les techniques de séquencage haut débit, des
haplotypes beaucoup plus précis (c’est-a-dire utilisant beaucoup plus de SNPs qui couvrent
une région beaucoup plus large du cluster B-globine) ont pu étre déterminés, ce qui a permis
de montrer qu’il s’agissait d’'une région du génome avec un trés fort taux de recombinaison

(46, 47).
1.3 Physiopathologie moléculaire de la drépanocytose

1.3.1. La gélification de 'hémoglobine S

L'hémoglobine drépanocytaire est un hétéro-tétramére comportant 2 globines alpha
normales et 1 ou 2 globines béta mutées (Glu7Val). Cette mutation ne modifie ni la structure
tertiaire ni la structure quaternaire de la molécule d’HbS a I'état oxygéné. En revanche, a
I’état désoxygéné, des contacts hydrophobes peuvent s’établir sur des tétrameres d’HbS
adjacents (48-51). Les structures denses désoxygénées entrent en collision, interagissent, et
des contacts hydrophobes s’établissent entre sous-unités B impliquant la valine B7 d’un brin
et un site accepteur hydrophobe sur I'autre brin (Figure 4). Ainsi un polymeére se forme et
s'allonge en fibres hélicoidales qui, groupées, se raidissent et induisent le changement
caractéristique de forme du GR drépanocytaire en forme de faucille (3, 52). Ceci favorise
secondairement la déshydratation des drépanocytes, ce qui aboutit a des altérations
mécaniques et rhéologiques majeures de ces cellules (53, 54). Ce processus nécessite un
certain temps d'amorcage, que |'on appelle "temps de retard" ou « delay time » en anglais,

et qui est inversement proportionnel a la concentration intracellulaire en HbS.
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Figure 4. Interactions conduisant a la formation des fibres de désoxy-HbS
Tiré de (55).

Vu au microscope électronique, le GR drépanocytaire désoxygéné apparait rempli
d'un gel formé par des cristaux allongés longs de 1 a 15 um. Ces cristaux sont constitués par
des polymeres d'HbS. Les longs polymeéres d’HbS s'alignent en fibres qui forment ensuite des
batonnets paralleles. Le polymeére a une structure hélicoidale avec 14 molécules d’"HbS dans

chaque section (56-58).

Le globule rouge, déformé par ces structures fibreuses tubulaires, prend une forme
caractéristique en faucille ou feuille de houx. Ces cristaux allongés vus au microscope

électronique sont représentés par la Figure 5.

Figure 5. Aiguilles de désoxy-HbS en microscopie électronique

1.3.2 Les modifications de la membrane érythrocytaire

Les membranes cellulaires sont principalement constituées d’'une double couche de
phospholipides et de protéines. Les protéines périphériques sont maintenues sur les faces

interne et externe via des liaisons faibles ou encore attachées de maniére covalente a des



acides gras ou a des phospholipides de la bicouche. Ces phospholipides sont répartis de
facon asymétrique entre la couche externe et la couche interne et comprennent
principalement : la sphingomyéline, I'acide phosphatidique (PA), le lysophosphatidyl-
ethanolamine (LPE), la phosphatidylcholine (PC), la phosphatidyl-éthanolamine (PE) et la
lysophosphatidyl-choline (LPC), la phosphatidyl sérine (PS) (Figure 6).

{Dnuter monokryer

Phesphalipid (%)
g

s

Figure 6. La bicouche lipidique du globule rouge drépanocytaire

SM: sphingomyéline; PC: phosphatidylcholine; PE: phosphatidyléthanolamine; PS: phosphatidylsérine;
AV: annexine V. La PS exposée a la surface du globule rouge forme un site de fixation pour le complexe
prothrombinique. Elle est de plus reconnue par les macrophages et interagit avec des protéines telles que
l'annexine V.

La polymérisation de I'HbS altere directement ou indirectement la bicouche lipidique
typique et les protéines de la membrane érythrocytaire, ce qui conduit a une hydratation
cellulaire réduite, a une hémolyse accrue et a des interactions anormales avec d'autres
cellules sanguines, contribuant a I'apoptose précoce des érythrocytes (57, 59-61). L’analyse
par chromatographie liquide haute-performance (CLHP) en phase inverse a mis en évidence
chez le sujet drépanocytaire une déplétion de phosphatidylcholine (PC) contrastant avec une
accumulation d’acide phosphatidique, de sphingomyéline et de lysophosphatides (62). Le
déséquilibre de ces constituants majoritaires explique une partie de la physiopathologie de

la drépanocytose. En effet, les lysophosphatides contribuent fortement a I’hémolyse et aux



troubles hémorhéologiques du sujet drépanocytaire de par leurs propriétés cytolytiques et
leur potentiel pro-coagulant médié par une désorganisation péroxydative de la membrane
érythrocytaire (63). En outre, la phosphatidylsérine (qui est habituellement confinée a la
couche interne de la membrane) est exposée a la surface de I'érythrocyte. Les érythrocytes
circulants exposant leur phosphatidylsérine jouent un réle dans de nombreux événements
physiopathologiques importants: hémolyse accrue, activation endothéliale, interaction

globules blancs et plaquettes et activation des voies de coagulation (64, 65).

La lipido-peroxydation due au stress oxydant apparait comme le principal processus
morbide impliqguant la membrane du globule rouge dans la pathogénie de la maladie
drépanocytaire (66). Outre des pertes lipidiques et une désorganisation structurale et
fonctionnelle de la membrane érythrocytaire, elle attaque les doubles liaisons maloniques
des acides gras polyinsaturés générant ainsi des radicaux libres. Ces acides gras sont ensuite
hydrolysés par les phospholipases (en particulier la phospholipase A2) et relégués dans le
milieu extracellulaire. Les pertes lipidiques résultantes altérent I'asymétrie bi lamellaire de Ia
membrane érythrocytaire, ses propriétés isodynamiques et sa stabilité. Les conséquences de
la lipido-peroxydation se traduisent par une perte de la perméabilité sélective, de la
plasticité de la membrane ainsi que de la morphologie normalement discoide de I’"hématie
mature. Il s’ensuit des altérations des propriétés fonctionnelles membranaires (récepteurs,
enzymes, transporteurs). La perturbation chimique de la barriére cytoplasmique se traduit
qguant a elle par une entrée importante de sodium (3 ions Na*) contre une sortie de deux
ions potassium (K*) de la cellule. l'intrusion concomitante de calcium (Ca?*) stimule les
canaux potassiques Ca®*-dépendants: c’est I'effet Gardos. A coté de cet effet Gardos,
d’autres canaux ioniques membranaires sont dysfonctionnels, tels que les co-transporteurs
érythroides KCC1, KCC3 et KCC4 (67). Ces troubles de I'homéostasie ionique intra-
érythrocytaire entrainent une déshydratation érythrocytaire qui va favoriser |la

polymérisation de I’'hémoglobine S (62) (Figure 7).

Cette lipido-peroxydation va entrainer aussi la formation d’hémichromes qui se
concentrent a l'intérieur de la membrane avec les protéines du cytosquelette, en particulier
la protéine bande 3. Ce processus s'accompagne de la perte d'heme et de la libération d’ions
ferriques Fe3*, contribuant ainsi a I'existence d’un microenvironnement oxydant. De plus, les
IgG anti-bande 3 s'accumulent sur les agrégats de la bande protéique 3, induisant I'érythro-
phagocytose par les macrophages (3). Enfin, tous ces changements de membrane donnent

lieu a la production de microparticules d’érythrocytes (68, 69). Ces microparticules uni-



lamellaires submicroniques sont expulsées de la membrane plasmique sous contrainte
cellulaire vers la membrane et le cytosquelette. Chez les patients drépanocytaires, elles sont
dérivées en grande quantité des érythrocytes (70) mais aussi des plaquettes, des monocytes
et des cellules endothéliales. Ces microparticules possedent des marqueurs de surface
cellulaire, des protéines cytoplasmiques et des microARN dérivés de leur cellule d'origine et
peuvent affecter la coagulation, l'adhérence vasculaire, l'inflammation et la fonction

endothéliale (71, 72).
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Figure 7.  Altérations membranaires au cours de la drépanocytose
Tiré de (73).

1.3.3 Falciformation et déshydratation du globule rouge

L'homéostasie anormale des cations dans les hématies falciformes conduit a la
déshydratation des cellules, ce qui conduit aussi a une augmentation de la concentration et
de la polymérisation de I'HbS. Cette derniére est a I'origine de la falciformation, tout d’abord
réversible en cas de ré-oxygénation. Des épisodes répétés de polymérisation de I'HbS et de
falciformation érythrocytaire dans des conditions de faible pO; et de dépolymérisation dans

des conditions de forte pO; peuvent entrainer de graves altérations de la structure et de la



fonction membranaire et une compartimentation calcique anormale. La déformation de la
membrane et la déshydratation des érythrocytes aboutissent finalement a la formation

d'une cellule falciforme irréversible qui ne peut plus revenir a sa forme (74-76).

Quelle que soit la pression partielle en oxygene (p0.), la faible affinité de HbS pour
I’oxygene favorise une augmentation de la fraction désoxygénée de I'HbS ce qui favorise la
polymérisation de I'HbS et la formation d’érythrocytes falciformes (77). Le 2,3-
bisphosphoglycérate (2,3-BPG) participe également a cette baisse d’affinité. Il s’agit d’un
intermédiaire glycolytique qui est physiologiquement présent a des niveaux tres élevés dans
les érythrocytes falciformes et qui interagit avec les sous-unités des chaines B-globine
désoxygénées (78). Des études ont aussi rapporté que les érythrocytes falciformes
augmentent l'activité de la sphingosine kinase, conduisant a des niveaux élevés de
sphingosine-1-phosphate qui diminuent ['affinité de I’'HbS pour I'oxygene (79). La
sphingosine kinase semble activée par des niveaux accrus d'adénosine plasmatique
(résultant de I'hydrolyse des nucléotides de I'adénosine qui sont libérés des érythrocytes

pendant I'hémolyse) via le récepteur de |I'adénosine érythrocytaire A2b (80, 81).

Le concept de base de la cinétique de la polymérisation de I’'HbS est le mécanisme de
double nucléation. Avant la formation de tout polymeére, il existe une période de latence
(temps de retard) au cours de laquelle les molécules d’HbS désoxygénées forment un petit
noyau, qui est suivi par une croissance et une formation rapide du polymere (82, 83). L'héme
cytoplasmique libre peut augmenter l'attraction des molécules d’HbS et la vitesse de
nucléation et de formation de polymere (84). La vitesse de polymérisation de I'HbS est
corrélée de fagon exponentielle avec la concentration de I’'HbS dans I'érythrocyte et aussi
avec celles d'autres hémoglobines anormales (HbO-Arab, HbD-Punjab) qui participent de
maniére variable aux polymeéres (85). La coexistence d’une a-thalassémie entraine en
revanche une production réduite de sous-unités a-globine ce qui favorise la formation de
tétrameres PBS instables (formés par quatre sous-unités B-globine drépanocytaires)
secondairement protéolysés. La résultante est une plus faible concentration intra-cellulaire

d'HbS, ce qui ralentit en retour le phénomeéne de polymérisation.

1.3.4 Synthese

Les 3 étapes de la physiopathologie de la drépanocytose a savoir la gélification, les

modifications de la membrane et la falciformation du GR sont représentées dans la Figure 8.
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Figure 8. Syntheése de la physiopathologie moléculaire de la drépanocytose
Tiré et modifié de (67). 2, 3-DPG, 2, 3 Diphosphoglycérate; SI1P, sphingosine- 1 -phosphate.

L'homéostasie des cations est anormale dans les érythrocytes falciformes, conduisant
a la déshydratation des cellules. La perte de potassium se produit par l'intermédiaire de la
protéine 4 du canal potassique activé par le calcium (également connu sous le nom de canal
Gardos) et des co-transporteurs K-Cl (86, 87). La polymérisation de I'HbS dépend de
nombreux facteurs, notamment la concentration en HbS, la pression partielle en oxygene
(p0O2), la température, le pH, la concentration en 2,3-BPG et la présence de différentes

molécules d'Hb (53, 82, 88, 89).

Au fur et a mesure que les fibres de polymere s'étendent, elles déforment les
érythrocytes et diminuent leur flexibilité altérant ainsi leurs propriétés rhéologiques, ce qui

peut mener finalement a une vaso-occlusion (90).

1.4 Interactions des globules rouges SS avec I'’endothelium vasculaire

L’'endothélium vasculaire tapisse I'ensemble des vaisseaux de I'organisme et forme
une barriere semi-perméable entre le sang et les tissus adjacents. Il est connu notament
pour son role dans la régulation du tonus vasculaire, 'hémostase et la coagulation (91).
Diverse études ont montré I'importance de cette couche de cellules dans les réponses
physiologiques inflammatoires et face a un corps étranger mais aussi dans le développement

de maladies telles que le diabete, la néphrite glomérulaire et I'athérosclérose (92).

Bien que le dysfonctionnement des globules rouges soit le principal facteur de
développement et de progression de la drépanocytose, d'autres types de cellules (cellules

endothéliales, leucocytes, plaquettes) et protéines plasmatiques, non affectées par la



mutation génétique, sont également des acteurs clés de la physiopathologie de la maladie
(Figure 9) (93-96).

A

Figure 9. Molécules permettant I'adhérence des érythrocytes a I’endothélium vasculaire.
Tiré de (97). RBC, red blood cell; ICAM-4, intercellular adhesion molecule-4, SA, sialic acid; FBN,
fibronectin; TSP, thrombospondin; ULVWF, ultra-large von Willebrand factor; BCAM/Lu, the Lutheran blood
group protein, récepteur des laminines (LAM) contenant les protéines a5, SA, sialic acid; FBN, fibronectin; TSP,

thrombospondin; ULVWF, ultra-large von Willebrand factor, WBC, white blood cell ; ESL-1, E-selectin ligand-1;
PSGL-1, P-selectin glycoprotein ligand-1.



En effet, la falciformation est nécessaire mais pas suffisante a elle seule pour initier
un épisode vaso-occlusif. L'adhésion anormale des GR a I'endothélium vasculaire a attiré
I’attention en tant que facteur déclenchant potentiel de I'obstruction vasculaire dans la
drépanocytose. Ainsi, cette adhérence a fait I'objet de nombreux travaux, souvent difficiles a
comparer, car utilisant des systemes expérimentaux différents (94). Cette nouvelle
perspective était évidente dans deux documents historiques publiés indépendamment et
consécutivement par Hoover et al. et Hebbel et al. (87, 98). Ces deux études ont suggéré que
I'adhésion anormale des GR falciformes a I'endothélium était un facteur contributif potentiel
a la vaso-occlusion dans la drépanocytose. Cette relation était apparemment basée sur
I'adhésion de populations de GR denses (99). En plus des drépanocytes, cette adhérence
implique surtout les réticulocytes immatures, dits «de stress», sortis prématurément de la
moelle chez les malades drépanocytaires, du fait d’une érythropoiese stimulée en
permanence (100). Ainsi ils adherent bien plus a I’endothélium vasculaire que les
érythrocytes, qu’ils soient falciformés ou pas. Cette adhérence se fait directement a
I’endothélium ou indirectement, c’est- a-dire dépendamment des leucocytes adhérents

(101).

Des études ultérieures ont révélé que, dans des conditions de flux de cisaillement,
I'adhérence a I'endothélium de populations de GR falciformes hétérogenes dépendait de
leur déformabilité avec une plus grande prédisposition a I'adhésion pour les GR les plus
déformables. En effet, Kaul et al. ont montré que les GRSS adhérent dans des proportions
différentes : réticulocytes > érythrocytes biconcaves > ISC (pour «irreversibly sickle cell» ou
«érythrocytes irréversiblement falciformés») et USD (pour «unsickable SS discocyte» ou
«discocyte non falciformable») (102). De plus, les réticulocytes sont présents en proportions
défavorables pour les drépanocytaires: SS > SC > HbAA (103). Les principales formes de

globules rouges drépanocytaires sont représentées sur la  Figure  10.



Figure 10. Différentes sortes de GR SS
A) érythrocyte biconcave, B) érythrocyte falciformé, C) USD, D) ISC.

Les globules rouges (GR) drépanocytaires jeunes expriment a leur surface la
glycoprotéine CD36 et l'intégrine a4B1 (94). Cette derniére interagit directement avec
VCAM-1 (Vascular Cell Adhesion Molecule -1) a la surface de I'endothélium activé (104). Le
récepteur CD36 du GR peut interagir indirectement avec une autre molécule de CD36 sur
I'endothélium, par lintermédiaire de la thrombospondine libérée par les plaquettes
activées. L'activité pro-adhésive de I'endothélium s’exprime également sur les leucocytes
par I'intermédiaire d’ICAM-1 et des sélectines et tout particulierement sur les polynucléaires
neutrophiles qui participent alors mécaniquement a I'obstruction du vaisseau. Cette
derniére entraine un ralentissement circulatoire suffisant pour permettre la polymérisation
complete de la désoxy-HbS dans le GR et la falciformation caractéristique de celui-ci. Les
cellules endothéliales circulantes participeraient aussi a ce mécanisme via I'expression de
facteur tissulaire qui crée un contexte pro-coagulant global. Un aspect important a
considérer a ce niveau est I'hétérogénéité des cellules endothéliales. Par exemple, la
protéine CD36 et le facteur de von Willebrandt (VWF) sont tous les deux capables de
promouvoir I'adhérence des globules rouges drépanocytaires a I'endothélium. Mais la
premiére, induite par l'interféron (IFN)-y, n’est exprimée que sur les cellules endothéliales
de la micro-circulation, alors que le second est fixé aux cellules endothéliales des gros

vaisseaux(105).

Les cellules endothéliales expriment aussi des protéines de la superfamille des

immunoglobulines : (i) ICAM-1 (intercellular adhesion molecule 1) qui est faiblement



exprimée de facon constitutive et a laquelle adhérent des leucocytes, et (ii) VCAM-1
(vascular cell adhesion molecule-1) dont I’expression est induite par I'interleukine-1 (IL-1) ou
le TNF (tumor necrosis factor) et qui constitue un mécanisme majeur de liaison avec
I'intégrine a4Pl présente a la surface du réticulocyte drépanocytaire. Elles expriment
également de facon inductible P- et E-sélectine, qui ont la capacité de fixer les polynucléaires

neutrophiles (105).

Les cellules endothéliales sont soumises a un nombre considérable de stimuli et
d’agents modulateurs, susceptibles de modifier leur état pro-adhésif. Différents agents
inflammatoires tels que le TNF, les interleukines (en particulier IL-1) ou des médiateurs de
type prostacyclines, sont souvent élevés chez les patients drépanocytaires, ce qui modifie
I’activation des cellules endothéliales et favorise I'adhérence. Par ailleurs, un exces de
production de thrombine crée un état que lI'on peut qualifier de pro-coagulant. Les
affections intercurrentes, infectieuses ou virales, enclenchent aussi ces stimulations. Il faut
ajouter enfin le rble central de I'’endothélium vasculaire dans la régulation du tonus
vasculaire. En effet, en réponse a des stimuli, I'endothélium vasculaire produit des
substances vasoconstrictrices parmi lesquelles I’endothéline-1 (ET-1) et le platelet activating
factor (PAF) ou a l'inverse des substances vasodilatatrices telles que I'oxyde nitrique (ou
monoxyde d’azote : NO) et la prostacycline (PGI2, lipide de la famille des eicosanoides). La
régulation du tonus vasculaire est assurée, principalement par I'ET-1 et le NO aux effets

antagonistes (106).

1.5 Modulateurs du tonus vasculaire

1.5.1 Endothéline-1 (ET-1)

L’endothéline-1, isolée en 1988 (107), est un puissant vasoconstricteur appartenant a
la famille des endothélines. Il existe deux autres formes, ET-2 et ET-3, produits par deux
autres genes (108). ET-1 est également un stimulant de la prolifération cellulaire, de la
fibrose (109) et de l'inflammation (110). L'expression des génes des endothélines peut étre
stimulée par de nombreux facteurs tels que I'hypoxie, la présence de cytokines pro-
inflammatoires, la thrombine, 'hémoglobine, les facteurs de nécrose tumorale TNFa et TGFf3
et peut étre inhibée par le NO et GMPc (111, 112). Les effets des endothélines sont bien
définis et passent par l'activation de deux types de récepteurs (ETA et ETB) qui ont une
expression cellulaire différente. Le récepteur ETA est exprimé essentiellement dans le

muscle lisse et participe a sa contraction. Le second récepteur ETB est aussi exprimé par le



muscle lisse mais se retrouve également au niveau endothélial. La stimulation de ces deux
récepteurs dans la cellule musculaire lisse produit une contraction qui est dépendante de la
concentration de calcium extracellulaire et active une protéine kinase C. Cette derniéere va
diminuer I'activité de la phosphatase des MLCP (Myosin-Light-Chain Phosphatase) favorisant
I’état phosphorylé de la myosine et donc la contraction. En revanche, le récepteur ETB
présent sur I'endothélium limite la contraction puisque sa stimulation active la NOS
endothéliale et par conséquent produit et libére le NO. Par ailleurs, Rivera et collaborateurs
ont démontré que des globules rouges de souris expriment des récepteurs a ET-1 et que I'ET-
1 active les canaux Gardos dans ces cellules par le biais des récepteurs de type B (ETB) (113).
Ces données ont ensuite été confirmées sur des globules rouges humains (114). Le processus
d’activation des canaux Gardos par ET-1 est PKCl-dépendant. L’autre acteur de cette vaso-

régulation est le monoxyde d’azote.

1.5.2 Monoxyde d’azote (NO)

Le NO est une molécule endogene libérée notamment par les globules rouges, les
cellules endothéliales, les macrophages, les cellules du foie et les neurones. Il est synthétisé
naturellement a partir de I'arginine grace a la NO synthase (NOS) particulierement la NO

synthase endothéliale (eNOSIII).

La production de NO est régulée par des stimuli physiques, comme les contraintes de
cisaillement exercées par le sang sur la paroi artérielle, les substances produites au cours de

I’agrégation plaquettaire et la thrombine.

Dans l'organisme, le monoxyde d'azote remplit plusieurs fonctions. En effet, il agit au
niveau des cellules musculaires lisses et provoque une stimulation de la guanylate cyclase,
enzyme responsable de la synthése de la guanosine monophosphate cyclique (GMPc),
provoquant ainsi une vasodilatation et une augmentation du débit sanguin. Le NO est
également un inhibiteur de I'expression des récepteurs d’adhérence et de la production
d’ET-1 par I'’endothélium vasculaire (111, 115). De plus, le NO participe a la suppression de
I'agrégation plaquettaire (116). Il améliore aussi la déformabilité des globules rouges (117).
Plus récemment, la production de NO au sein du globule rouge par une NOS de type
endothélial a été mise en évidence sans que le lien avec la déformabilité du GR soit bien

établi (118).



Dans la drépanocytose, le métabolisme de ces deux facteurs est perturbés et la vaso-
régulation de I'endothélium est altérée en faveur d’un phénotype vaso-constricteur En effet,

plusieurs études évoquent le réle de I'ET-1 dans la drépanocytose :

v' des altérations du tonus vasculaire, caractérisées par des oscillations
anormales du flux micro-vasculaire ont été observées chez les patients
atteints de drépanocytose (119) ;

v I'adhérence des GR drépanocytaires aux cellules endothéliales in vitro stimule
la transcription du gene de I'ET-1 (106) ;

v le taux plasmatique d’ET-1 est augmenté pendant les crises drépanocytaires
(120) ;

v" Lapouméroulie et collaborateurs ont montré que le traitement des patients
atteints de drépanocytose par I’"hydroxyurée, entraine une diminution du taux
plasmatique d’ET-1 chez les enfants atteints de drépanocytose (121) ;

v' Sabaa et collaborateurs démontrent qu’une inhibition pharmacologique des
récepteurs de I’endothéline peut prévenir le déclenchement des CVO et
I’atteinte des organes dans un modele murin (122).

Ces observations sont a mettre en relation avec la diminution de I'expression du
géne de I'ET-1 observée sur les cellules endothéliales en culture, en présence
d’hydroxyurée (123).

Les études cliniques concernant le NO dans la physiopathologie de la
drépanocytose se sont plutot orientées sur les facteurs plasmatiques dérivés du NO a
savoir les nitrites et les nitrates ainsi que sur les concentrations de L-arginine.

Plusieurs études ont montré une altération de la production et /ou de I'effet de
NO dans la drépanocytose. Les métabolites de NO sont augmentés chez les patients
drépanocytaires (124) ainsi que I'activité des enzymes NOS dans les organes vitaux de
souris transgéniques drépanocytaires (125). D’autre part, ces auteurs ont également
montré que l'adhérence de GR drépanocytaires aux cellules endothéliales in vitro
inhibait la production de NO (125). D’autres travaux ont mis en évidence une diminution
des métabolites de NO et de la L-arginine au cours des manifestations cliniques
douloureuses et pulmonaires de la maladie (126, 127).

Différents facteurs participent a la diminution cette biodisponibilité du NO :

» I’hémolyse intravasculaire, mécanisme majeur de la maladie, en conduisant a

la libération d’arginase. En effet, I'arginase catalyse la réaction suivante :



Arginine + H20 - ornithine + urée.
La L-arginine étant également le substrat des NOS, en la captant, I'arginase
plasmatique diminue la concentration de la L-arginine et diminue de ce fait la
synthese du NO (128) ;

» L’hémolyse chronique qui augmente I'hémoglobine libre dans le plasma. |l
s’ensuit alors une réaction directe entre I'hémoglobine libérée et le
monoxyde d'azote, perturbant ainsi la réponse physiologique vasodilatatrice
médiée par celui-ci. La capture du NO par I'hémoglobine libre aurait ainsi un
role majeur dans les crises douloureuses de la drépanocytose.

» Le stress oxydant résultant d’'un excés de radicaux libres non compensé par
les sytémes antoxydants. La réaction entre le NO et des radicaux libres tels
que l'ion superoxyde O- produit I'anion peroxynitrite (ONOO-) qui donne

deux radicaux :

NCO'+05 . ONOO-
ONOO™ + H'———» NO3 + OH

Cette baisse de la biodisponibilité du NO participe aux dysfonctionnements de
I’endothélium en limitant fortement les dilatations vasculaires nécessaires a
I'ajustement de la pression sanguine et en favorisant les constrictions via la levée de

I'inhibition de I'ET-1.

1.6 Physiopathologie clinique
1.6.1 Modele des sous-phénotypes drépanocytaires

1.6.1.1 Principe

Il existe une grande variabilité phénotypique chez les individus drépanocytaires avec
souvent une distribution géographique spécifique, reflet indirect de variations génétiques
connues ou soupconnées (129). Certaines complications semblent pourtant plus
fréquemment associées entre elles et unies par des biomarqueurs communs, comme un
taux d'Hb particulierement bas avec un taux élevé de réticulocytes ou une activité de lactate

déshydrogénase (LDH) augmentée suggérant une hémolyse plus intense.



Deux sous-phénotypes de la drépanocytose ont ainsi été proposés il y a une dizaine
d’années (Figure 11): (i) un sous-phénotype vaso-occlusif dans lequel les complications telles
gue la crise douloureuse vaso-occlusive, le syndrome thoracique aigu et I'ostéonécrose sont
les manifestations les plus fréquentes, et (ii) un sous-phénotype hémolytique qui se
caractérise plus volontiers par hypertension artérielle pulmonaire, priapisme, ulcére de

jambe, accident vasculaire cérébral et éventuellement asthme (130-132).

Hemoglobin level
Vaso-occlusive pain crisis
Acute chest syndrome

Serum LDH Osteonecrosis

Reticulocyte count

Plasma Hb and arginase

Pulmonary HTN, Priapism, Leg ulcers
Stroke?

Hemalysis-Endothelial Dysfunction

Froliferative Vasculopathy

Figure 11. Modele des sous-phénotypes de la drépanocytose
Tiré de (131).

Néanmoins, il est a noter que quelques auteurs comme Hebbel vont a I'encontre de
ce paradigme qu’ils estiment trop simpliste et ne reflétant pas, loin s’en faut, toute la réalité
expérimentale. Par exemple, il n’est pas possible de distinguer réellement un sous-groupe de
patients drépanocytaires « hyper-hémolytiques » quand on s’intéresse de prés aux taux de

réticulocytes dans les cohortes décrites a ce jour (133).

1.6.1.2 Sous-phénotype visqueux vaso-occlusif

Ce sous-phénotype drépanocytaire serait caractérisé par un hématocrite (Ht)
supérieur a celui observé chez les autres patients. Ceci a pour conséquence une viscosité
sanguine plus élevée, susceptible de favoriser |'apparition de crises vaso-occlusives.
Paradoxalement, une alpha-thalassémie associée, en réduisant la concentration
intracellulaire d'HbS, ralentit I'némolyse des GR et augmente donc I'Ht des patients et la

fréquence des CVO (134-137). Les patients présentant ce sous-phénotype vaso-occlusif



auraient globalement un meilleur pronostic et leurs complications semblent principalement

améliorées par un taux d’"HbF élevé associé (138).

1.6.1.3 Sous-phénotype hémolytique

Ce sous-phénotype serait caractérisé par un Ht inférieur a celui trouvé chez les
individus du sous-phénotype vaso-occlusif avec une élévation du taux de réticulocytes, de
I'activité LDH sérique et de la bilirubinémie ; reflets d’'une anémie hémolytique plus sévere.
Cette hémolyse chronique provoquerait une dysfonction endothéliale via I’'hémoglobine et
I’arginase intra-érythrocytaire libérées dans la circulation. Celles-ci diminueraient la
biodisponibilité du NO par consommation directe et détournement de son substrat. La
diminution du NO entrainerait une vaso-constriction et [Iactivation des cellules

endothéliales, des plaquettes et du processus de coagulation (139).

Les individus de ce groupe auraient un risque élevé d’AVC ischémique, d’HTAP,
d'ulcération des jambes, de calculs biliaires, de priapisme et probablement de néphropathie.
Le sous-phénotype hémolytique est donc considéré comme plus sévere, du fait d’'une morbi-

mortalité accrue, principalement par le risque élevé d’AVC.

1.7. Diagnostic phénotypique de la drépanocytose
1.7.1 Techniques utilisables

1.7.1.1 Principe général

Un bilan biochimique standard de I'hémoglobine est prescrit devant des signes
clinico-biologiques évocateurs comme une anémie (et par extension une paleur, un ictére,
une hépato-splénomégalie, une asthénie ou un essoufflement) et plus rarement une
cyanose ou une polyglobulie (par extension devant des céphalées, des acouphénes ou des
vertiges). Il peut aussi étre effectué en raison de la constatation d’éléments purement
biologiques comme une hémolyse ou une microcytose ou lors d’une enquéte familiale ou du
dépistage systématique chez une personne appartenant a une ethnie dite « a risque »
(Afrique sub-saharienne, Afrique du Nord, Bassin méditerranéen, Antilles, Asie, Moyen-
Orient et Proche-Orient). Enfin, il peut s’agir d’un test de confirmation d’un dépistage

néonatal ou encore d’un contexte anesthésique, anténatal, pré-greffe.



Quelle que soit la forme génétique de drépanocytose, son diagnostic repose toujours
sur l'identification formelle de I’'HbS. Les examens de laboratoire seront le plus souvent les
seuls arguments d’une forme hétérozygote (HbA/HbS), habituellement cliniguement
muette. Dans les SDM, ils permettront de préciser s’il s’agit d’'une forme homozygote
(HbS/HbS) ou d’une hétérozygotie composite associant I'HbS a une B-thalassémie ou a une
autre anomalie de I’hémoglobine (HbD-Punjab, HbC ou HbO-Arab, le plus souvent) et, dans
une certaine mesure, de la ranger dans une catégorie pronostique. Chez les sujets
hétérozygotes symptomatiques, le laboratoire s’appliquera a démontrer la coexistence
d’une autre anomalie de I'’environnement érythrocytaire : mutation additionnelle sur le géne
de I'HbS (comme dans le cas de I'Hb S-Antilles) (36), déficit enzymatique facilitant la

polymérisation de I'HbS ou maladie membranaire facilitant la déshydratation cellulaire.

L'HbS doit étre détectée par au moins deux techniques électrophorétiques et/ou
chromatographiques, un seul test n’étant pas suffisant pour affirmer son existence. Il est
recommandé de confirmer sa présence par des tests fonctionnels (test de solubilité, test de
falciformation) pour différencier I’'HbS des autres variants migrant ou coéluant en méme
temps. Le dosage précis des différentes fractions est alors indispensable pour affiner le

diagnostic.

1.7.1.2 Frottis sanguin

Dans la drépanocytose, I'examen du frottis sanguin révele la présence d'hématies en
forme de "faucille" ou drépanocytes, caractéristiques de la maladie. Les drépanocytes ont
une forme allongée avec les deux extrémités pointues. lls sont donc différents des
ovalocytes ou elliptocytes dont les extrémités sont arrondies (Figure 12). La présence de
corps de Jolly accompagne une atrophie splénique. On peut également retrouver une

érythroblastose, une polychromatophilie et des ponctuations basophiles.




Figure 12. Frottis sanguin d’un sang drépanocytaire

1.7.1.3 Test de falciformation d’Emmel

Ce test repose sur la mise en évidence au laboratoire de la falciformation des
hématies en hypoxie, témoin de la présence d’hémoglobine S. La désoxygénation est
accélérée soit en ajoutant du métabisulfite de Na a 2% au sang du malade, soit en créant
une atmosphére pauvre en oxygene en scellant les bords de la lamelle a la lame a I'aide de
vernis. Si le test est positif, on observe alors au microscope, les hématies qui prennent
progressivement une forme typique en ‘faucille’ ou en banane aux extrémités pointues,

souvent dentelées (Figure 13).

Reésultat negatif

Figure 13. Test de falciformation d’Emmel

Il est recommandé d’examiner plusieurs zones car la falciformation ne s’effectue pas
de facon homogeéne. Il ne faut pas confondre les hématies falciformes avec des hématies
crénelées (échinocytes) qui n‘ont pas les extrémités pointues. Il est capital de bien se
souvenir que méme les hétérozygotes AS sortent positifs a ce test, pas seulement les
patients drépanocytaires. Un taux d’HbS trop faible (< 20 %) peut cependant donner un

résultat faussement négatif.



1.7.1.4 Test de solubilité d’lItano

Le test Itano est également essentiel pour confirmer la présence d’HbS. Il repose sur
le principe que seule I'HbS, réduite par action de I’hydrosulfite de Na, précipite dans une
solution de phosphate de potassium a 2,24 mmol/L (140). C'est une technique manuelle
facile a mettre en ceuvre et rapide (< 10 minutes). Son interprétation est facile a condition
de prendre les précautions suivantes : (i) travailler toujours par comparaison avec un
échantillon témoin négatif (AA) et un échantillon témoin positif (AS) dans chaque série ; (ii)
laver soigneusement le culot globulaire en sérum physiologique, afin d’éliminer tous les

stromas cellulaires (risque de faux positifs).

En présence d’HbS, il se produit immédiatement un trouble net, le tube témoin
devant en revanche rester limpide (Figure 14). Ce test présente les mémes risques de faux

négatifs que le test de falciformation quand le taux d’HbS est trop faible.

TEEE!t‘IIiEE =olubilite

Figure 14. Test de solubilité d’Itano

1.7.1.5 Electrophorése de I’'Hb a pH alcalin

A I’électrophorese a pH alcalin, I’'HbS est caractérisée par une mobilité plus lente que
I’'HbA. Cependant, d’autres mutations ponctuelles de I’"hémoglobine peuvent engendrer un
changement de charge analogue et donc une migration identique a celle de I'HbS. Il faut

donc au moins un autre critére pour pouvoir affirmer la présence d’HbS (Figure 15).
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Figure 15. Electrophoreése sur acétate de cellulose — pH alcalin (8,4 — 8,6)



1.7.1.6 Electrophorése sur agarose a pH acide

L’électrophorése a pH acide (pH = 6) sur support solide (citrate agar ou agarose) est
une technique de seconde intention. Son principal avantage est, qu’en complément de
I’électrophorese a pH alcalin, elle peut séparer I'HbS des mutants « S-like » en
électrophorese a pH alcalin, de méme que I’'HbC et I'HbE (Figure 16).
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Figure 16. Electrophoreése sur citrate d’agar — pH acide (6,0 - 6,2)
Les différentes hémoglobines sont quantifiables par densitométrie optique du tracé
électrophorétique, mais ces méthodes sont trop imprécises pour évaluer les faibles

concentrations des fractions de I’'HbF et de 'HbA2.

1.7.1.7 Focalisation isoélectrique sur gel de polyacrylamide

L'isoélectrofocalisation (IEF) technique électrophorétique mise au point il y a tres
longtemps, a suivi depuis une évolution constante. En IEF, les protéines a analyser migrent
dans un gel contenant des molécules électrolytiques de petite taille appelées ampholytes.
Ces ampholytes ont une bonne capacité tampon et sont conductrices a leur point
isoélectrique (pHi). Soumises a un champ électrique, elles migrent et se fixent a leur pHi
respectif ol leur charge nette est nulle, créant ainsi sur toute la longueur du gel un gradient
de pH. La linéarité et les bornes de ce gradient de pH sont déterminées par la nature et la
diversité des ampholytes incorporés au sein du gel. Les protéines a analyser vont étre
séparées le long de ce gradient de pH de maniere analogue et elles s’arréteront de migrer

guand elles auront atteint leur pHi.

Dans le cas de I’'hémoglobine, cette technique est plus résolutive que les deux
électrophoreses décrites plus haut. Son principal inconvénient est que les HbA;, C et E
migrent a peu pres dans la méme zone (Figure 17). C'est une technique trés coliteuse mais

c’est la méthode de choix pour le diagnostic néonatal de la drépanocytose.



Bart's
9

jas)
>
9]

|l
by

b

b

{1
UL

]
)

P -
- - —

] +
|
=———1— pueg
|
e
|
1
|
|
|
|
ol
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
=l
|
|
|
|
|
|

— —_—

(1)

(10)
S/ B*Thal

| Témoin

(8) (7 [(5) &) (3)
Constant AE AE SS AE
Sp* thal

Spring (6)
AC

1] ;??[ f

s

(2) (1)
AD SS

Figure 17. Focalisation isoélectrique sur gel de polyacrylamide

1.7.1.8 Chromatographie liquide par échange de cations

La chromatographie liquide haute performance (CLHP) par échange de cations sépare
les différentes fractions d’hémoglobines en fonction de la force de leurs interactions
ioniques sur une colonne échangeuse de cations. Les molécules d’hémoglobine chargées
négativement dans le tampon utilisé interagissent avec la colonne chargée positivement.
Suite a linjection d’'un tampon d’électronégativité croissante, les différentes fractions
d’hémoglobines sont éluées au fur et a mesure que la force ionique du tampon devient
supérieure a leur interaction avec la colonne. Les différentes fractions d’hémoglobines sont
ainsi éluées a un temps donné qui leur est caractéristique. Une quantification des différentes
fractions est réalisée par calcul de l'aire sous la courbe par rapport a l'aire totale du
chromatogramme. Pour certaines fractions (HbA;, HbF), une quantification est établie par
rapport a une calibration. Cette technique est automatisée, rapide, reproductible et

quantitative.

Les hémoglobines normalement présentes (HbA, HbA; et HbF), ainsi que les variants
les plus fréquents (S, C, E, O-Arab, D-Punjab et G-Philadelphia) sont reconnus de facon
présomptive tandis que les variants dont le temps de rétention n’est pas répertorié par le
fournisseur sont dits « unknown » (Figure 18). Il faut savoir qu’en CLHP cations, I'HbE et I'Hb

Lepore ne sont pas séparées de I'HbA,.
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Figure 18. Exemples de profils en CLHP cations sur automate Variant Il (Biorad)

1.7.1.9 Electrophorése capillaire

Cette technique, basée sur une séparation électrocinétique, est caractérisée par
I'interface solide-liquide entre la paroi d’'un capillaire en silice et I'électrolyte qui le remplit.
En fonction du pH du tampon, les groupements silanols de la silice s’ionisent, conférant a la
paroi des charges négatives a 'origine d’un flux électro-osmotique plus ou moins important
orienté vers la cathode. Par ailleurs, chaque molécule chargée est caractérisée par sa propre
mobilité électrophorétique, celle-ci étant fonction de la charge, de la taille et forme de la

molécule mais aussi de la viscosité du tampon.

Les molécules d’hémoglobine, chargées négativement au pH utilisé, migrent
néanmoins vers la cathode en raison du flux électro-osmotique. Mais cette migration sera
d’autant plus ‘retardée’ que la charge négative de la molécule sera importante par rapport a
sa taille. Les molécules d‘Hb seront détectées en sortie a la cathode par spectrophotométrie

a 415 nm et une quantification relative des différentes fractions est réalisée.

Un électrophorégramme est alors généré avec les différentes fractions d’Hb «
normales » (HbA, HbF, HbA;) et les fractions «anormales» de variants. Les plus fréquents
sont caractérisés de facon présomptive en fonction de leur position relative dans des zones
spécifiques: HbS, HbC, HbE, HbO-Arab et HbD-Punjab (141) (Figure 19). Cette technique
présente l'avantage d’étre automatisée, rapide, reproductible et quantitative, avec des
tracés simples a interpréter. Son gros avantage par rapport a la CLHP cations est que les

HbA,, E et Lepore sont cette fois séparées.
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Figure 19. Exemples de profils électrophorétiques obtenus sur automate Capillarys 2

1.7.1.10 CLHP en phase inverse des chaines de globine

Une autre technique chromatographique est la CLHP en phase inverse, utilisée pour
la caractérisation des chaines de globines. Dans cette technique, les chaines polypeptidiques
sont séparées en fonction de leur hydrophobicité et non en fonction de leur charge
électrique, ce qui la rend complémentaire par rapport aux deux précédentes (Figure 20). La
CLHP en phase inverse est particulierement intéressante pour la caractérisation des Hb
embryonnaires et foetale et elle contribue a la séparation et a la quantification de variants
rares par l'analyse de leurs chalnes mutantes. Elle n’est pas automatisable et doit étre
montée de A a Z sur chaine CLHP (142, 143). De ce fait, elle reste réservée aux laboratoires

spécialisés dans I'étude de I'Hb.
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Figure 20. CLHP en phase inverse des chaines de globine

1.7.2 Diagnostic néo-natal de la drépanocytose

1.7.2.1 Dans les pays occidentaux

Le dépistage néonatal (DNN) de la drépanocytose permet un diagnostic précoce de
toutes les formes de SDM. Deés les années 1970, des programmes dédiés ont été organisés
aux Etats-Unis. lls se sont généralisés a la fin des années 1980, aprés la publication des
conclusions d’essais cliniques mettant en évidence I'efficacité de la prise en charge précoce
du nouveau-né atteint de SDM (144). L’antibiothérapie prophylactique et la vaccination anti-
pneumococcique réduisaient de maniére significative la mortalité et la morbidité de ces
enfants, par rapport a ceux chez qui la maladie était découverte a l'occasion d’une
complication révélatrice. La mortalité infantile a pu ainsi étre réduite d’un facteur 10 chez

I’enfant drépanocytaire de moins de 5 ans (145).

C'est sur la base de ces expériences et de ces enseignements qu’'un DNN de la
drépanocytose a été envisagé en France. L'importance, ces dernieres décennies des flux
migratoires provenant d’Afrique, d’Asie et du Moyen Orient associés a |I'émergence de
nouvelles générations issues de ces populations et des départements d’outre-mer (DOM)
fait que les SDM ne sont plus rares en France. Réalisé d’emblée de maniere généralisée chez
tous les nouveau-nés dans les départements d’outre-mer (Guadeloupe et Martinique en
1984, Réunion en 1990, Guyane et Mayotte en 1992), le DNN s’est étendu progressivement

en France métropolitaine pour atteindre toutes les régions entre 1995 et 2000 sous |I'égide



de I'Association francaise pour le dépistage et la prévention des handicaps de I'enfant
(AFDPHE). Cette prise en charge a permis la mise en place de mesures préventives chez
I'enfant (vaccinations et antibiothérapie préventive pour éviter les infections) et éducatives
aupres des parents : informations sur les signes cliniques et les complications de cette
maladie génétique, conduites a tenir en cas de fievre ou de crises douloureuses (146, 147).
Cependant, la grande spécificité du DNN de la drépanocytose en France métropolitaine est
gu’il n'est proposé par les sages-femmes qu’aux nouveau-nés dont les parents sont

originaires de pays « a risque » pour la drépanocytose.

Outre les Etats-Unis et la France, le DNN de drépanocytose est aussi systématique au
Brésil, au Royaume-Uni, en Jamaique, aux Pays-Bas, a Bruxelles, a Liége et dans certaines

maternités au Canada.

1.7.2.2 En Afrique

Dans la plupart des pays d’Afrique, ou la drépanocytose est pourtant un probleme
majeur de santé publique, il n’existe pas de programme national systématique permettant
de la combattre. Les structures de base nécessaires pour prendre en charge les patients font
généralement défaut, le DNN systématique de la drépanocytose n’est pas une pratique
courante et le diagnostic de la maladie n’est habituellement posé que lorsque survient une
complication grave. En conséquence, plus de 50 % des enfants atteints de la forme la plus
sévere de la maladie décedent avant I’'age de cing ans, le plus souvent d’une infection ou
d’une anémie grave. Néanmoins, le DNN existe maintenant a Cotonou (Bénin) et au Ghana
(148) et des expériences ponctuelles ont été menées, au Burkina-Faso (149), au Mali (150,
151), au Sénégal et en République démocratique du Congo (152). L'une des difficultés
majeures rencontrées dans ces pays est celle de retrouver tous les bébés dépistés(153). Pour
pallier de telles difficultés, il est indispensable d’assurer une forte sensibilisation de I'opinion
publique, d’éduquer les familles et de trouver des systémes de «rattrapage» lors des séances

de vaccination obligatoire (154).

Les prélevements de sang sont effectués chez les nouveau-nés au 3¢ jour de vie par
prélevement capillaire au talon : les gouttes de sang sont déposées sur un support papier
spécial appelé papier Guthrie. L'hémoglobine est éluée a partir d’'un disque de 3 mm de
diametre prélevé sur une des gouttes de sang séché. La technique de premiére intention est
I'isoélectrofocalisation mais une deuxiéme technique est indispensable pour confirmer la

présence d’HbS. Deux techniques peuvent étre utilisées selon les laboratoires: soit



I’électrophorése sur agar a pH acide, soit la chromatographie liquide haute performance par

échange de cations.

1.8 Diagnostic génotypique de la drépanocytose

1.8.1 Diagnostic différentiel drépanocytose / thalasso-drépanocytose

Le diagnostic biochimique de drépanocytose est habituellement simple et pose rarement
probléme. La génétique ne trouvera son utilité réelle que dans quelques circonstances

précises comme le diagnostic différentiel drépanocytose / thalasso-drépanocytose.
Deux cas peuvent se présenter selon le taux d’HbS :

(i) Présence d’HbS associée a un taux variable d’HbF mais absence d’HbA. Il s’agit
d’un profil en faveur d’'un SDM de type B>/B° ou B°/B° thalassémie. Le diagnostic différentiel
peut se faire facilement par I'étude de I’hémoglobine des parents ou par biologie
moléculaire en cas d’impossibilité d’étude familiale complete. Un séquencage Sanger du
géne HBB répondra alors facilement a la question posée. La distinction entre homozygote
BS/B° et hétérozygote composite B/B° thalassémie ne modifie en rien la prise en charge
médicale des sujets atteints car la pathologie est aussi sévére dans un cas que dans l'autre.
Cependant, cette distinction présente plusieurs intéréts :

- faire connaitre au patient le risque génétique pour sa descendance ;

- caractériser, le cas échéant, le défaut B° thalassémique permet d’anticiper un éventuel
futur diagnostic anté-natal a la fois au niveau technique et au niveau du conseil génétique.
En effet, un couple de parents tous deux B°/B° thalassémie sera un couple a risque a la fois

de drépanocytose et de 3-thalassémie majeure.

(ii) Présence d’HbS et d’HbA avec taux HbS > taux HbA
Ce profil est en faveur d’'un SDM homozygote B%/B> ou hétérozygote composite B>/BC-
thalassémie avec notion de transfusion sanguine. Ce profil est également observé chez les
patients non transfusés atteints d’'un SDM hétérozygote composite B°/B*-thalassémie. Afin
de conclure, il est important de bien se renseigner sur une éventuelle transfusion auprés du
clinicien. La caractérisation moléculaire des SDM de type PB°/B*-thalassémie est
recommandée afin de préciser le défaut B* thalassémique qui peut, en fonction de sa nature,
expliquer une éventuelle modulation de I'expression clinique. Une classification clinique est

ainsi proposée, en fonction du pourcentage d’HbA présent : SDM sévere si HbA présente de



1a5 %, SDM modéré si HbA présente de 6 a 15 %, SDM peu sévere si HbA présente de 16 a
30 % (155).

1.8.2 Confirmation moléculaire des autres SDM composites

En dehors de I'hétérozygotie composite B%/BC, facilement diagnostiquée au bilan
biochimique de I'Hb, I'idéal serait une confirmation moléculaire les SDM composites de type

S/E, S/D-Punjab, S/O-Arab.

1.9 Prise en charge médicale de la drépanocytose

La drépanocytose est caractérisée par trois principales complications que sont les
crises douloureuses, I'anémie hémolytique et ses séquelles et les lésions / défaillances
d'organes. La prévalence de ces complications varie avec I'age, de la petite enfance a I'dge
adulte, comme le montre la Figure 21. Cependant, la douleur, les infections et I'anémie

nécessitant une transfusion sanguine surviennent tout au long de la vie des patients atteints.
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Figure 21. Séquence des complications de la drépanocytose de la naissance a la vie adulte.

La guérison est possible chez certains patients. Le pilier de la prise en charge chez la plupart des patients est
palliatif, la gestion de la douleur étant la plus importante. ACS, acute chest syndrome ; AVN, avascular
necrosis; CVA, cerebrovascular accident. Tiré de (156).

Les soins médicaux globaux dispensés aux patients atteints de drépanocytose dans
les pays développés se sont améliorés de telle sorte que leur espérance de vie a presque
doublé depuis 1951 (156). La prise en charge de la drépanocytose en général et de ses
complications en particulier suit cinqg approches majeures. Celles-ci incluent le traitement
symptomatique, le soutien ou I'accompagnement, la prévention, la gestion avortée et la

thérapie curative (157).



1.9.1 L’'accompagnement dans la prévention comportementale

L'approche consiste a maintenir les exigences essentielles pour une bonne hygiéne de
vie, notamment une alimentation équilibrée, le sommeil, I'"hydratation, éviter I'obésité, le
tabagisme, I'alcool, les drogues illicites. L'hydratation orale devrait étre avec de I’eau et non

des boissons gazeuses.

1.9.2 Le traitement symptomatique

L'objectif de la gestion des symptomes de la maladie est de les atténuer au fur et a

mesure qu'ils se produisent. Cette gestion comprend :

1) la prise en charge de la douleur avec des traitements non pharmacologiques et /
ou pharmacologiques. Ces derniers comprennent les antalgiques opioides, les non-opioides
et les adjuvants. Les opioides utilisés sont généralement a courte durée d'action pour la
douleur aigué et a action prolongée ou a libération prolongée ou prolongée + a courte durée

d'action pour la douleur ;

2) une transfusion de globules rouges pour une anémie sévére, une crise aplasique,
un syndrome thoracique aigu, un accident vasculaire cérébral aigu, une défaillance de
plusieurs organes et pour la prévention des accidents vasculaires cérébraux primaires et
secondaires. La transfusion sanguine peut étre simple ou consister en un échange

transfusionnel selon la nature de la complication clinique ;
3) la supplémentation en acide folique ;
4) des antibiotiques pour la prophylaxie ou le traitement des infections ;

5) pénicllinothérapie quotidienne, et la pratique systématique des dopplers trans-
cranien ;

6) des soutiens psychosociaux au besoin (156).

1.9.3 Le traitement préventif

Ce traitement consiste a prévenir I'apparition de complications de la maladie. Il inclut
la vaccination, I'évitement des situations stressantes, l'induction de Hb F avec I'hydroxyurée

ou d'autres agents, la transfusion pour prévenir la récidive de I'AVC, etc.

Une attention particuliére est portée depuis quelques années a l'induction de HbF
avec I'hydroxyurée (Figure 22). En effet, des niveaux élevés de Hb F ont de nombreux effets

bénéfiques chez les patients atteints de drépanocytose. Platt et al. (158) ont démontré une



corrélation inverse significative entre la fréquence des CVO et les taux d’Hb F supérieurs a
4% ; plus le taux d’Hb F est élevé, plus la maladie est atténuée. L'hémoglobine F interfere
avec la polymérisation de Hb S ; plus le taux d'Hb F est élevé, plus la concentration
intracellulaire de Hb S est faible. Les exceptions a cette regle incluent certains patients avec

un taux élevé d’Hb F et une maladie grave.

Figure 22. Multiples effets bénéfiques de I'hydroxycarbamide

Tiré de (159). (1) Induction de I’HbF ; (2) diminution du nombre réticulocytes et de neutrophiles circulants,
et (3) diminution de leur adhérence a I’endothélium et donc des dommages de ce dernier ; (4) augmentation
de I’hydratation érythrocytaire et réduction de I’hémolyse et de la falciformation ; (5) libération locale de
NO.

Parmi les agents qui augmentent le taux d'Hb F chez I'homme, I'hydroxyurée (HU,
aussi appelée hydroxycarbamide) administrée en monothérapie semble étre la solution
actuelle la moins toxique et la plus efficace (160, 161). De plus, HU est le seul médicament
étudié pour son efficacité dans un essai clinique randomisé, contrélé par placebo, a
relativement grande échelle. Néamoins, d’autres agents tels que la décitabine, le butyrate
d'arginine, l'acide valproique, etc., ont été rapportés comme des molécules pouvant
augmenter les taux de Hb F. (156). Toutefois, le ou les mécanismes moléculaires par lesquels
I’'HU augmente la production de I'Hb F sont inconnus. Les mécanismes possibles
comprennent des perturbations de la cinétique cellulaire et / ou la récupération de la
cytotoxicité, le recrutement de progéniteurs érythroides précoces et le recrutement de
progéniteurs érythroides primitifs qui conduisent a la production de réticulocytes contenant
de I'HbF (réticulocytes F). La thérapie HU a long terme avec la dose maximale tolérée (dose

moyenne 21,3 mg / kg) en ce qui concerne la myélosuppression augmente I'HbF de 15% a



20% (moyenne de 14,9%, intervalle de 1,9% a 26,3%) (162). Dans une étude multicentrique
randomisée, Charache et al. (160) ont rapporté chez des patients atteints de drépanocytose
et présentant au moins trois CVO par an et traités a I'HU, une réduction significative (p
<0,001) de l'incidence des CVO, du syndrome thoracique aigu et des besoins transfusionnels.
L'hydroxyurée est le médicament qui est de plus en plus utilisé notamment en pédiatrie.
(163). I améliore aussi la qualité de vie des patients qui la prennent (164). Dans cette méme
étude, il n’y a pas eu de différence entre les groupes placebo et HU en ce qui concerne
I'incidence des déces, des accidents vasculaires cérébraux ou de la séquestration hépatique.
Bien qu'une augmentation de I'HbF semble étre I'explication évidente et logique des effets
bénéfiques de I'HU, d'autres facteurs interviennent, notamment les modifications du volume
des globules rouges, I'hydratation cellulaire, la membrane cellulaire et un effet direct sur les

cellules endothéliales (156).

En-dehors de [I’hydroxyurée, un grand nombre de modalités thérapeutiques
préventives novatrices pourraient jouer un réle prometteur dans la prise en charge de la
maladie. Il s'agit notamment des molécules anti-adhésion (165), des surfactants (166), de la
lévocarnitine, du zileuton (inhibiteur de la 5-lipoxygénase), les anti-P sélectine
(Crizanluzimab), du thé vert (167, 168) et des extraits de plantes (169). Certains de ces
agents sont utilisés sur une base de recherche. Il existe des rapports anecdotiques de succes
chez quelques patients utilisant certains de ces agents. Cependant, I'efficacité de I'un de ces
agents doit étre prouvée lors d'essais de phase Ill, randomisés, a double insu et contrélés par
placebo. Ces essais détermineront si un médicament donné est sir, efficace et capable
d’améliorer la qualité de vie des patients traités. Singh et Ballas ont récemment passé en
revue environs 38 médicaments testés essayés ou sur le point de I'étre dans plusieurs essais

cliniques pour la prévention des CVO et des complications associées (170).

1.9.4 La gestion avortée

L'objectif principal de cette approche est d'interrompre les crises douloureuses, les
empéchant ainsi de s'aggraver ou de provoquer d'autres complications. Dans ce sens, 'HU y
est parvenu en partie en réduisant la durée d'hospitalisation de deux jours par rapport au
groupe placebo (171). L'oxyde nitrique a été utilisé pour interrompre les crises
douloureuses, mais il s'avere qu’il n’est efficace qu’au service d’urgence mais pas durant

I’"hospitalisation (172, 173).



1.9.5 La thérapie curative

Il existe deux formes de thérapies curatives applicables a la drépanocytose. La
premiere est I'allogreffe de cellules souches hématopoiétiques, qui peut étre actuellement
réalisée dans la drépanocytose. La seconde est la thérapie génique, qui fait I'objet de plus en

plus d’essais cliniques.

En effet, le seul traitement curatif disponible actuellement pour la drépanocytose est
la greffe de cellules souches. En 1998, 70 patients atteints de drépanocytose avaient subi
une transplantation de moélle osseuse dans le monde entier. A la fin du XXe siécle, au moins
100 patients atteints de drépanocytose avaient subi une transplantation dans le monde
entier (174). Malgré le risque tres faible de mortalité par greffe de moelle osseuse a HLA
(~5%), il existerait des facteurs limitants tels que la toxicité a court terme et a long terme ou
le manque de disponibilité de donneurs compatibles (175). Néanmoins, un rapport sur
I'impact de la greffe de moélle osseuse sur les formes symptomatiques de drépanocytose a
montré que la greffe de moélle moelle osseuse allogénique établissait une érythropoiese
normale associée a une croissance accrue et a des résultats stables d'imagerie du systeme
nerveux central et de la fonction pulmonaire (174). Les choses ont changé pour le mieux
depuis 2000 ; certains des obstacles ont été surmontés et davantage de patients attendent
des donneurs compatibles pour la transplantation. La mise au point du typage HLA a haute
résolution, le choix des sources de cellules souches (moelle osseuse, sang périphérique ou
sang de cordon), des conditions moins toxiques, une nouvelle immunosuppression, les
agents, la reconstitution immunitaire facilitée et I'amélioration des soins de soutien ont fait
de la transplantation une option plus viable pour les patients atteints de drépanocytose
(176). En 2010, selon la base de données du Centre international de transplantation de sang
et de moelle osseuse, moins de 500 patients atteints d'anémie falciforme et ayant subi une

transplantation ont été répertoriés (156).

Ainsi, la greffe allogénique de cellules souches hématopoiétiques est actuellement le
seul traitement curatif couramment utilisé de la drépanocytose. Il est efficace chez environ
90% des patients. Malheureusement, les approches conventionnelles de la transplantation
sont associées a des comorbidités, y compris, entre autres complications, l'infertilité,
I'insuffisance gonadique et la maladie chronique du greffon contre I'h6te (GVHD).
L'utilisation de sang de cordon ombilical s'est avérée aussi efficace et peut-étre plus sire que
la greffe de moelle osseuse traditionnelle chez les enfants atteints de drépanocytose.

L'utilisation de schémas thérapeutiques non myéloablatifs induit un chimérisme mixte chez



les greffés, entrainant une diminution des complications de la greffe allogénique de cellules

souches hématopoiétiques chez I'adulte (177).

Bien que la greffe allogénique de moelle osseuse puisse guérir la drépanocytose, son
utilisation généralisée est limitée par certains facteurs précedémment mentionnés. Ainsi, la
thérapie génique est une approche alternative pour parvenir a une guérison de I'anémie
falciforme. En termes simples, la thérapie génique consiste a introduire des genes normaux
dans des cellules anormales, in vitro ou in vivo. Une approche potentielle pour guérir la
drépanocytose consiste a introduire un gene fonctionnel de la globine A dans les cellules
souches hématopoiétiques de la personne atteinte pour remplacer le géne anormal de la S-
globine (178). Il existe plusieurs méthodes pour réaliser une thérapie génique :

- Insertion ciblée du géne transféré dans le locus de globine endogéne par recombinaison
homologue, de sorte que le gene de la globine A transféré soit situé dans I'environnement
chromosomique approprié et exprimé au méme niveau que la globine endogene. Ce serait
I'approche idéale, mais elle n’est pas encore réalisable dans les cellules souches
hématopoiétiques (156) ;

- La chimioplastie ou la réparation génique, qui introduit des oligonucléotides chimériques
composés d’ADN et des résidus d'ARN modifiés dans les cellules souches pour diriger la
correction de la mutation du gene S (179) ;

- Transfert du géne normal de la globine A dans des cellules hématopoiétiques via des

vecteurs rétroviraux modifiés de telle sorte qu'ils ne deviennent pas infectieux.

La troisieme méthode mentionnée ci-dessus a connu ces dernieres années des
progres significatifs. Fondamentalement, cette méthode consiste a un transfert de géne de
cellules souches ou une greffe autologue, dans lequel les propres cellules souches du patient
sont récoltées de la moelle osseuse ou du sang périphérique, génétiguement modifiées et
transplantées chez le patient. La modification génétique implique I'utilisation de vecteurs
portant des genes de la B-globine pour les génes drépanocytaires ou B-thalassémie. Cette
approche a déja été établie chez la souris et a été couronnée de succes dans une étude de
phase | / ll, avec un bénéfice attendu pour les troubles de I’'Hb. Une conversion réussie d'un
patient présentant une B-thalassémie majeure ne dépendant plus de la transfusion sanguine
a été rapportée (180). Un autre patient atteint de drépanocytose a été traité avec l'ajout
d'un gene antifalcémiant de la B-globine induit par le vecteur lentiviral dans des cellules
souches hématopoiétiques autologues (181). Deux études sur une stratégie de

regroupement de séquences de répétitions palindromiques courtes (CRISPR) et de protéines



associées a CRISPR (Cas9) (CRISPR / Cas9) ont donné des résultats prometteurs pour le
traitement des B-hémoglobinopathies. En effet, ces répétitions palindromiques perturbent
une région génomique de 13,6 kb englobant les genes 6 et B-globine et un putatif y-6
silencieux de I'némoglobine foetale (HbF) intergénique. La perturbation du y-6 silencieux de
I'HbF entraine une légére augmentation de I'expression de la y-globine, tandis que la
suppression ou l'inversion d’une région de 13,6 kb entraine une réactivation robuste de la
synthese de HbF dans les érythroblastes adultes, associée a des modifications épigénétiques
et a des modifications des contacts de la chromatine au sein du locus B-globine. Dans les
cellules souches / progénitrices primitives hématopoiétiques dérivées du patient, cibler la
région de 13,6 kb entraine une forte proportion d'expression de la y-globine dans les
érythroblastes, une synthese accrue de I'HbF et une amélioration phénotypique de Ia

drépanocytose (182, 183).

1.10 La drépanocytose au Sénégal
1.10.1 Epidémiologie

Au Sénégal, 1 personne sur 10, sans distinction d'ethnie, d'origine géographique ou
de classe sociale, porte le gene de la drépanocytose. La majorité ne I'a hérité que d'un des
parents et est donc porteuse du trait drépanocytaire (AS). Environ 1700 enfants naissent,
chaque année, avec la drépanocytose au Sénégal (184). Le nombre exact de porteurs du trait
drépanocytaire n’est pas formellement établi, toutefois, I'effectif des patients suivis dans
nos structures de santé est bien connu. Au Centre national de transfusion sanguine (CNTS),
prés de 2.000 adultes sont pris en charge ; au Centre hospitalier National d’Enfants Albert
Royer, plus de 3.000 enfants sont suivis, et a Saint-Louis, prés de 200 malades sont
enregistrés, pour ne citer que ces exemples. Selon le point focal chargé de la lutte contre la
drépanocytose au Sénégal, le Pr lbrahima Diagne, le colt de la prise en charge par
consultation par patient serait de 5000 francs CFA soit 7,62 euros. Les activités de lutte
contre la drépanocytose sont coordonnées par le point focal. C’'est ainsi que sous son
impulsion, un programme national de prise en charge est mis en place. Ce programme
repose essentiellement sur la formation du personnel et la sensibilisation des populations.
Les activités de formation s’adressent a tous les niveaux de la pyramide sanitaire. Un plan
stratégique et un manuel de formation du personnel de santé ont été également été

proposés depuis 2008, suite a des ateliers réunissant des spécialistes. Les activités



d’information, de sensibilation et de communication sont menées par I’Association

sénégalaise de lutte contre la drépanocytose.

Des activités de dépistage réalisées grace au concours de I'équipe du CNTS sur le
terrain a Dakar et dans les régions sont également organisées. Ainsi, 9.167 personnes ont été
dépistées entre 2011 et 2015. Plus récemment, un guide harmonisé de prise en charge de la
drépanocytose a été élaboré au niveau sous régional (Sénégal, Burkina-Fasso, Madagascar,
Mali, Mauritanie et Niger), grace a I'appui de la Direction de la cooppération internationale
de la Principauté de Moonaco qui est un partenaire commun dans la lutte contre cette
maladie. Ce guide destiné au personnel soignant a pour objectif d’harmoniser les pratiques
et d’optimiser la qualié de la prise en charge des patients, en tenant compte du contexte

socio-sanitaire des pays respectifs.
1.10.2. Diagnostic clinique et biologique

1.10.2.1 Circonstances de découverte et diagnostic clinique

Dans notre pays a ressources limitées, on note un retard certain au diagnostic.
Diagne et al. (185), en 1999, soulignaient la rareté du diagnostic précoce des SDM au
Sénégal avec seulement 28% de diagnostic dans la premiere année de vie. Malheureusement
ce retard au diagnostic perdure encore aujourd’hui avec seulement 39,9% de nos patients
diagnostiqués a I’age du nourrisson (185). Ce retard au diagnostic s’explique majoritairement
par I'absence de dépistage néo-natal, les parents namenant leur enfant a I’"hopital qu’au
décours de la premiere complication clinique sérieuse. En effet, d’apres les travaux de Boiro
et al. (186) effectués sur la cohorte pédiatrique de Dakar, les circonstances de découverte
sont dominées a 43% par les CVO sous forme de douleurs ostéo-articulaires et de syndrome
pieds-mains. D’autres circonstances de découverte reviennent aussi, fréquemment : anémie,
ictere et infections a répétition. Les difficultés liées au diagnostic tardif devraient étre
résolues grace a la création des centres de référence, notamment a travers les activités de
dépistage néonatal intégrées dans les activités programmeées et, in fine améliorer la prise en
charge des patients. Une étude pilote sur le dépistage néonatal est en cours

d’expérimentation.

1.10.2.2 Diagnostic biologique

Au Sénégal, du fait de nos réalités socio-économiques et de la prédominance de

I’hémoglobine S du point de vue épidémiologique, I'analyse de premiére intention dans le



diagnostic d’une hémoglobinopathie est le test d’'EMMEL. C'est a la suite des résultats du
test d’'EMMEL qu’une électrophorése de I'Hb (capillaire, a pH alcalin et parfois a pH acide
dans le cadre du diagnostic différentiel des mutants « S-like ») ou une chromatographie
pourra étre demandée. Actuellement, la chromatographie n’est pas vraiment prescrite car
elle n’est pas ou trés peu pratiquée. Mais avec l'acquisition récente d’équipements (don des

Hospices Civils de Lyon), elle pourra étre incluse dans la panoplie de tests réalisés.

L'appareil d’électophoréese capillaire que nous utilisons est le MINICAP FLEX PIERCING
de chez SEBIA (Paris, France) (Figure 23).
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Figure 23. Profil électrophorétique visualisé sur le logiciel Phoresis®

Identification automatique des pics d’HbA, HbA,, HbF, HbS et Hb C et découpage en 15 zones de
migration.

Les résultats obtenus sur Minicap seront ensuite confirmés par une électrophorése a pH
alcalin ou acide. Nous utilisons le type Helena SAS1-plus® de Helena Biosciences Europe

(Gateshead, Royaume-Uni). (Figure 24).

Figure 24. Exemple d’un gel a pH alcalin obtenu aprés migration sur Helena SAS-1 plus



En vue du dépistage néonatal de la drépanocytose, notre centre s’est procuré un
appareil de focalisation iso-électrique (Figure 25) qui n’est pour le moment pas utilisé car ce

projet est en voie de finalisation.

Figure 25. Appareil d’'isoélectrofocalisation de 'USAD

1.10.3 Suivi et évolution clinique

Le suivi des patients est régulier et se fait tous les 3 a 6 mois selon I'age avec un
examen clinique et paraclinique. Ce suivi clinique comprend une ouverture de dossier avec
des informations générales sur la maladie (définition, mode de transmission, manifestations
cliniques, intérét de la prise en charge, prévention, risque de complication). Pour les
mesures préventives en dehors de I'hygiene, les enfants sont mis sous penicillino-
prophylaxie avec mise a jour de leur carnet de vaccination. Le suivi paraclinique inclut les
examens biologiques et d’imagerie médicale Cette prise en charge est importante pour
prévenir les principales complications de la drépanocytose : AVC, lithiase biliaire,
ostéonécrose, ulceres de jambe et priapisme. Malgré I'existence de I'unité de soins qui a
nettement amélioré la prise en charge globale de la maladie, certains facteurs limitants

persistent :
- I'insuffisance des moyens financiers pour la prise en charge des patients démunis ;

- I'absence de doppler transcranien (DTC) pour le dépistage des risques d’accidents

vasculaires cérébraux ;
- I'absence d’échange transfusionnel ;

- I'absence de programme national de lutte contre la drépanocytose.



Avec les progrées notés dans la prise en charge de la drépanocytose et I'amélioration
de la qualité de vie des patients, I'espérance de vie est nettement prolongée pour ces
patients. Lorsque l’enfant atteint I'adolescence, il est transféré au centre national de
transfusion sanguine (CNTS) ou se poursuit la prise en charge pour les adultes. ». Pour
I'instant, il n’existe pas de programmes de transition enfants-adultes au Sénégal ; I'enfant
est transféré juste avec le résumé de son dossier médical. Contrairement aux enfants chez
qui les complications les plus fréquentes sont les AVC, la maladie se complique le plus
souvent chez les adultes en ostéonécrose du fait de son caractére évolutif. Le syndrome
thoracique aigu (STA) et les ulcéres de jambe sont aussi fréquemment rencontrés chez les

adultes.

Depuis quelgues années, le Sénégal, pour poursuivre sur la lancée de I'amélioration
continue et en vue d’assurer aux patients une prise en charge globale efficiente, s'est inscrit
dans une dynamique de promotion des centres de référence pour le diagnostic précoce.
C'est ainsi qu’en décembre 2015 le premier Centre de Recherche et de Prise en charge
Ambulatoire de la Drépanocytose (CERPAD) a été créé. Il s’agit d’une infrastructure de 'UFR
des Sciences de la santé de I'Université Gaston Berger de Saint-Louis, dont le financement a
été octroyé par la Fondation Pierre Fabre en 2011. Le CERPAD comporte un laboratoire
permettant le diagnostic néonatal de la drépanocytose et d’autres maladies de
I’'hémoglobine et des espaces de soins ambulatoires (consultations, vaccinations,
hospitalisation de jour) en vue d’assurer le suivi des enfants. Il dispose également d’'un

personnel qualifié permettant de mener a bien ces activités.

Apres le CERPAD, un autre centre a vu le jour a Dakar au niveau du Centre hospitalier
national d’enfants Albert Royer. Il s’agit de I'unité de soins ambulatoire dédiée aux enfants
et adolescents drépanocytaires (USAD), qui a été financée par 1’état du Sénégal, en
partenariat avec le Gouvernement Princier de Monaco, a travers la Direction de la
Coopération Internationale (DCI). Ce centre est venu ainsi enrichir le dispositif de lutte
contre cette maladie qui occupe la 42™¢ place de consultation & I’hépital d’enfants Albert
Royer et la 3°™¢ en hospitalisation. Initié en 2010, le processus de construction de cette unité
s’est poursuivi et son inauguration a eu lieu en 2017 lors de la journée africaine de lutte
contre la drépanocytose célébrée le 10 mai de chaque année. Cette unité est dotée de 5
chambres d’hopital du jour, des salles de soins, d’une salle réservée aux examens médicaux,

d’un laboratoire avec plusieurs salles destinées a la réalisation des analyses biologiques et



moléculaires. Elle permettra également d’accueillir 15 patients en hdpital du jour et de

traiter environ une centaine de personnes par jour.

L'objectif général de ces deux centres est de contribuer a la lutte contre la
drépanocytose au Sénégal, principalement par la recherche-action, accessoirement par la
recherche fondamentale. Les objectifs spécifiques immédiats sont relatifs a I'amélioration du
circuit de soins, une rapidité de prise en charge, une limitation des transferts interservices et
la mise en place du dépistage néonatal. Ce dépistage néonatal consiste a rechercher
systématiquement la drépanocytose chez les nouveau-nés dans les maternités des deux
villes (Dakar et Saint-Louis), a prendre en charge les enfants dépistés, les malades comme les
porteurs du trait, Les nouveau-nés dépistés sont au besoin, référés au service de pédiatrie
du Centre hospitalier universitaire de Saint-Louis ou a I’hdpital d’enfants Albert Royer. Ces
activités englobent aussi I'analyse des données épidémiologiques, cliniques et socio-
anthropologiques recueillies en collaboration avec d’autres équipes de recherche humaines,
la suggestion d’un modele de dépistage néonatal et de prise en charge précoce de la maladie

drépanocytaire adapté au systéme de santé publique.

1.10.4 Recherche

La drépanocytose est a I'origine d’une intense activité de recherche au Sénégal. Cette
recherche était initialement axée sur les aspects épidémiologiques et cliniques dont les
résultats ont permis aux équipes d’apporter leur contribution a une meilleure connaissance
de la maladie. Plusieurs études ont été réalisées selon ce contexte, parmi lesquelles celles
consacrées a la prise en charge des patients (187), aux aspects épidémiologiques et évolutifs

(186, 188), ou encore celles relatives aux complications (189-191)

Hormis la recherche clinique, divers travaux portant sur I'effet de certaines plantes
ont été menés. C'est ainsi que des plantes médicinales de la pharmacopée traditionnelle,
telles que Leptadenia hastata (extraits de racines) et Maytenus senegalensis (poudre de
racines) ont fait I'objet d’études in vitro en vue d’apprécier leur effet anti-falcémiant sur les
globules rouges drépanocytaires (192, 193). Ces plantes de la pharmacopée traditionnelle

sont utilisées par les tradi-praticiens dans le traitement de la drépanocytose.

Les activités de recherche se sont également poursuivies au plan biologique et
certaines d’entre elles étaient orientées vers les aspects biochimiques de la maladie. Des
études visant a évaluer la fréquence de la carence en fer au cours de la drépanocytose

(I'association drépanocytose carence martiale étant relativement fréquente en zone



tropicale) ont ainsi été réalisées (194). Des équipes se sont intéressées aux anomalies
cytolytiques biomembranaires liées a la lipidoperoxydation, I'accumulation de Ia
lysophosphatidyl-choline, prédisposant les globules rouges drépanocytaires aux
phénomeénes d'hémolyse (195). La prévalence des anticorps anti-phospholipides a aussi été
déterminée chez les patients drépanocytaires, eu égard a [l'implication de ces
immunoglobulines dans la pathogénie de la maladie (196), de méme que le polymorphisme
du phénotype de I'haptoglobine a été analysé comme facteur prédictif de survenue

d’anémie sévere au cours de la drépanocytose (197).

Les travaux ont, en outre, porté sur la détermination du profil lipidique classique
(198) et celle des LDL-oxydées de sujets drépanocytaires (199), dans le but de mesurer le
risque athérogéne associé a I'affection, risque longtemps considéré comme faible du fait de

la diminution de la cholestérolémie totale notée en période de crise.

Des travaux de recherche initiés en collaboration avec des équipes européennes
(francaises en particulier) ont également contribué a une meilleure connaissance de la

drépanocytose (200-202).

Malgré les nombreux travaux sur la maladie drépanocytaire au Sénégal, le volet

génétique reste encore un terrain vierge.

Chapitre 2: Les modulateurs génétiques de Ia

drépanocytose

2.1 Genes modificateurs de la drépanocytose déja validés
2.1.1. Les ‘Quantitative Trait Loci’ (QTLs) de 'HbF

2.1.1.1 L'HbF dans la drépanocytose

Le role bénéfique de I'HbF a été initialement observé chez les nouveaux-nés et les
nourrissons atteints de drépanocytose. Physiologiquement le taux d’HbF subit une
décroissance progressive pour se stabiliser définitivement a I’dge de 5 ans au plus tard. Chez
I’adulte sain, le taux d’HbF définitif est normalement inférieur a 1% mais il peut étre
beaucoup plus important en cas de persistance héréditaire de I’'HbF (PHHF) d’origine
délétionnelle ou mutationnelle. On a observé que les patients drépanocytaires ayant une

PHHF délétionnelle (génotype de type S/PHHF) sont indemnes de toute manifestation



clinique et hématologique de la maladie avec un taux d’"HbF pouvant aller jusqu’a 40% (203,

204).

Le taux d’HbF est I'un des facteurs les plus importants pour le pronostic de la
drépanocytose. Des qu’il dépasse 10%, il suffit a bloquer I’élongation de la polymérisation de
I'HbS en s’intercalant entre les fibres de polyméres en formation. En effet, la chaine y
(comme la chaine B normale) porte en position 7 un acide glutamique dont la chaine latérale
chargée négativement est hydrophile: I'HbF ne participe donc pas a la formation du
polymére. Mieux, les hétéro-tétraméres (o2B%) formés entre HbS et HbF peuvent

s’intercaler dans le polymére et en interrompre la croissance (Figure 26).

Des faisceaux d’arguments montrent qu’un taux d’HbF méme légerement élevé
exerce un effet atténuateur sur la sévérité de la drépanocytose. Les sujets drépanocytaires
de certaines ethnies (Arabie Saoudite, Inde) ayant un taux relativement élevé d"HbF ont des
maladies moins séveres (205). L’apparition de complications spécifiques telles que le
syndrome pied-main, le STA ou les CVO est contemporaine de la cinétique de décroissance
du taux d’HbF dans les premiers mois de vie. Chez |'enfant, il existe des relations tres
significatives entre un taux bas d'HbF et la survenue des épisodes vaso-occlusifs (158). A
I'inverse, I'augmentation du taux d’HbF diminue la morbidité et la mortalité des patients

drépanocytaires (206).

HbS polymer
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Figure 26. Processus d’interruption de la polymérisation de I’HbS par I’"HbF.
Tiré de (207).



Les résultats des GWAS (genome wide association studies) menées depuis les années
2000, montrent qu’une fraction significative (20 a 50%) de la variation du taux d’"HbF chez le
patient drépanocytaire est due a seulement trois loci (208):
- le promoteur du géne de la béta-globine ;
- I'espace inter-génique entre les genes HBS1L et MYB, baptisé HMIP ;
- intron 2 du géne BCL11A.

Le mécanisme d’action des SNP impliqués sur ces loci, situés dans des régions non
codantes du génome, n’est pas encore totalement explicité. Combinés entre eux, ils se
révelent plus fortement corrélés a I’'HbF que séparément. D’autres SNP semblent également
associés, de fagon plus rare, aux variations de I’'HbF (209) : par exemple au niveau des genes

TOX ou OR (récepteurs olfactifs), ou du promoteur du géne SAR1.

2.1.1.2 Polymorphisme ®y-Xmnl et haplotypes B-globine

Il a été remarqué depuis longtemps que les différents haplotypes 3° sont des facteurs
pronostiques de la maladie. Ils sont en relation avec I'expression phénotypique et la sévérité
de la drépanocytose, selon le taux d’HbF résiduel des patients. Le taux d’HbF chez les
patients porteurs des haplotypes les plus communs varie dans ce sens : Bantou < Bénin <
Sénégal < Arabo-Indien (138). Cependant, au sein de chaque groupe d'haplotypes, la gamme
des niveaux d’HbF est trés large, sans parler des combinaisons d’haplotypes pour les patients
qui ne sont pas homozygotes pour le méme haplotype °. Ces résultats sont corroborés par
ceux de Nagel et collaborateurs (210, 211). En effet, ces auteurs ont rapporté que les
patients homozygote SS avec I’haplotype Sénégal ou Arabo-Indien ont les taux d'HbF les plus
élevés et les phénotypes les moins séveres, tandis que les patients de I’'haplotype Bantu
présentent les taux d'HbF les plus faibles et I'évolution clinique la plus sévere. Ces résultats
ont récemment été confirmés par Bernaudin et collaborateurs (212). En effet, ces auteurs
ont rapporté que le taux d’HbF était plus faible chez les patients avec I’haplotype Bantou/

République centrafricaine (CAR) et positivement avec les haplotypes Bénin et Sénégal.

L’explication moléculaire de ces différences de taux d’HbF se situe au niveau du
polymorphisme Xmnl ou rs7482144. Les haplotypes Arabo-Indien et Sénégal contiennent le
SNP dit Xmnl1 et sont associés a des complications moins séveres, a la différence de
I’haplotype Bantou ou Benin. Le polymorphisme Xmnl ou rs7482144 est dO a une
substitution dans le promoteur proximal du gene de la gamma-globine HBG2 (11p15) ou une

thymine remplace une cytosine en position -158 (Figure 27). Il doit son nom a I’endonucléase



de restriction Xmn1 qui reconnait la mutation dans la séquence -157 a -166 du promoteur et
qui a été utilisée lors de sa découverte (213). Xmnl est probablement un facteur cis-
régulateur mais son mécanisme d’action direct n’est pas clairement établi. Il pourrait ainsi
étre seulement en déséquilibre de liaison avec la ‘vraie’ mutation causale (214). Les patients
drépanocytaires porteurs de ce SNP voient leur taux d’HbF multiplié par 3 a 11 (215). Xmn1
est également associé a des taux de réticulocytes et d’hémoglobine totale plus élevés et il a
été clairement associé au taux d’HbF dans des cohortes américaines (nord et sud), africaines,

asiatiques et européennes de patients non drépanocytaires (216).
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Figure 27. Localisation chromosomique Polymorphisme y-Xmnl, rs7482144.
Tiré de (217).

2.1.1.3 Gene BCL11A

Le géne BCL11A, situé en position 2pl16, code une protéine qui est un répresseur
transcriptionnel en forme de doigt de zinc impliqué dans I'érythropoiése. Il contient des SNP
influant sur le taux d’HbF dans une séquence de 14 Kilobases (Kb) située dans son second
intron (163) (Figure 28). Dans les GWAS, le marqueur le plus déterminant du taux d’HbF est
le SNP rs4671393. Les polymorphismes rs10189857 et rs11886868 sont également associés

de facon indépendante et forte a I’'HbF dans certaines études (218, 219).



Chromosome 2

5 (rEmImE

v \——‘\/ij
60,717 kb 60,725 kb
3 —_— =
+ 62 DHS + 58 DHS + 55 DHS
151427407 G>T D 6706648 C> rs7606173 G>C

E. rs6738440 A>G

Figure 28. Localisation chromosomique du géne BCL11A. (220)

La protéine BCL11A, a l'aide de différents partenaires, participe a l'inhibition
progressive de I'expression des génes y-globines via un complexe de répression qui se lie sur
plusieurs sites sur le cluster 3-globine : HS3 dans le LCR (locus control region), la région entre
les genes gamma et delta, et le promoteur du géne HBG (Figure 29). BCL11A interagit avec le
complexe de remodelage NuRD, les facteurs de transcription érythroides GATA-1 et FOG-1.
Via ces interactions, la protéine BCL11A est impliquée dans la commutation gamma vers

beta globine (221).
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Figure 29. Role de BCL11A dans I'expression séquentielle des génes de globine.

Tiré de (222).



Les SNPs cités plus haut, qui sont pour la plupart en fort déséquilibre de liaison entre
eux, entrainent une diminution d’expression de la protéine BCL11A, ce qui a pour
conséquence une répression moindre de I’expression des genes gamma-globine. lls
semblent étre responsables pour 15 a 18% de la variation du taux d’HbF (223). Ils ont
également été associés a une augmentation de I’'hémoglobine et des leucocytes et a une
diminution des plaquettes (224). Cette association est retrouvée dans des populations

asiatiques, africaines, afro-américaines et européennes (224, 225).

2.1.1.4 Espace inter-génique HBS1L-MYB (HMIP)

La région inter-génique HBS1L-MYB est située sur le chromosome 6q23 et s’étale sur
126 Kb (226). Les polymorphismes responsables des variations de I’"HbF sont répartis en trois
blocs dans cette zone inter-génique non codante : HMIP 1, 2 et 3 Figure 30. Le bloc 2, long
de 24 kb, contient les SNPs les plus fortement associés aux variations de I'HbF dont le

principal représentant est rs9399137 (216).
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Figure 30. Organisation de la région inter-génique HBS1L-MYB
Tiré de (226). Les blocs contenant les SNP associés au niveau d’HbF sont HMIP 1, 2 et 3.

Le géne HBS1L appartient a la famille des « GTP binding protein » qui s’expriment
principalement dans le cceur et dans les muscles squelettiques, mais aussi dans les
progéniteurs érythroides (227). Le géne MYB est un oncogéne de la famille des facteurs de
transcription myéloblastiques. Il agit également sur I’érythropoiése, en controlant la balance
différenciation / prolifération. Pour cela, la protéine MYB fonctionne comme un régulateur
de transcription : surexprimée, elle inhibe I'expression des genes gamma-globines (HBG1 et
HBG2) tandis qu’en faible quantité, elle est associée a une diminution de la prolifération et a

une accélération de la différenciation érythroide. (227). La protéine MYB semble également



activer |'expression de génes réprimant I'expression des genes gamma-globines (comme

BCL11A) (227).

L'intervalle HBS1L-MYB contient des éléments ou peuvent se lier des facteurs de
transcription érythroides qui interviennent dans la régulation de I'expression du gene MYB.
Une délétion de 3 bases (rs66650371) située dans HMIP2 affecte la liaison de quatre de ces
facteurs de transcription (GATA1, LDB1, TAL1 et KFL1) réduisant de fait I'activation du
promoteur du gene MYB. Sa présence entraine donc une accélération de la différenciation
des érythrocytes et au final une augmentation du taux d’HbF. Cette micro-délétion est en
tres fort déséquilibre de liaison avec le SNP rs9399137 et elle représente a priori le facteur

causal de 'augmentation associée d’HbF (228, 229).

Ces trois QTLs (Xmnl/, HMIP et BCL11A) permettent d’expliquer 10 a 50% de la
variation des taux d'HbF aussi bien chez I'adulte sain que chez le patient atteint de
drépanocytose ou de B-thalassémie (229, 230). La variation restante est probablement
due a de nombreux loci avec des effets relativement faibles et / ou a des variants rares
ayant des effets quantitatifs significatifs sur I'expression du gene de la y-globine qui sont

généralement absents des études de population GWAS (231).

2.1.1.5 Corrélation QTLs HbF et clinique de la drépanocytose

Bien que plusieurs études d'association a I'échelle du génome aient démontré
I'influence des loci Xmnl, BCL11A et HMIP sur les taux d'HbF (216, 232, 233), seules trois
études ont porté sur leurs effets directs sur la sévérité clinique de la maladie. En effet,
Muszlak et al. ont montré que le SNP BCL11A rs4671393 était associé a un taux
d'hospitalisation plus faible dans une cohorte de 82 enfants atteints d'anémie falciforme de
Mayotte (234). Au Brésil (205 patients drépanocytaires agés de 12 a 68 ans), Leonardo a
démontré que les patients sans allele mineur HMIP ou BCL11A avaient une évolution
clinique plus sévere (priapisme, vitesse de régurgitation tricuspidienne élevée, ulcéres de
jambe, ostéonécrose et accident vasculaire cérébral manifeste)(230). Enfin, Wonkam et al.
ont rapporté que deux SNPS sur BCL11A (rs11886868 et rs4671393) et deux autres sur HMIP
(rs28384513 et rs9494142) étaient associées a un taux d'hospitalisation plus faible pour les
événements douloureux dans une cohorte camerounaise (235). En ce qui concerne les
parameétres biologiques, les QTLs de I’"HbF favorisaient une diminution des taux de CRP et du
nombre de leucocytes dans la drépanocytose (233, 236). Dans toutes ces études, ces

associations n'ont pas été testées en fonction du génotype alpha-globine et ['effet



supplémentaire du polymorphisme Xmnl n'a pu étre pris en compte puisque presque tous
les patients avaient des haplotypes B° de type Bénin, Bantu ou Cameroun. De plus, I'effet

confondant de HU ne pouvait étre exclu dans ces études.

2.1.2 Génotype alpha-globine

De nombreux travaux ont montré que les patients drépanocytaires porteurs d’une
alpha-thalassémie avaient un meilleur pronostic clinique de fagcon générale. En effet, le
défaut de synthese d’alpha-globine diminue la concentration d’hémoglobine S intra-
érythrocytaire et donc la polymérisation de I'HbS, la falciformation érythrocytaire et
I’hnémolyse (131, 237, 238). Chez les patients drépanocytaires alpha-thalassémiques, la
concentration sanguine en hémoglobine est plus élevée, les érythrocytes sont moins denses
et plus déformables et les taux de réticulocytes sont abaissés (212, 239). Cliniquement, ces
patients sont moins sujets aux complications vasculaires (131, 240) telles que les
vasculopathies cérébrales (241-243), la cholélithiase (244, 245) ainsi que les ulcéres de
jambe, le syndrome thoracique aigu (SCA) et la néphropathie chronique (246-248). En
revanche, d’autres études montrent que la majoration de la viscosité sanguine induite par
I'alpha-thalassémie favoriserait la survenue de complications vaso-occlusives et
d’ostéonécrose (131, 235, 249, 250) (Tableau 1).

Tableaul. Effet d'une alpha-thalassémie sur certaines complications cliniques de la

drépanocytose.
Tiré de (251).
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Effect of a-thalessenia

Reference

Surval

Painful episodes

Suroke

Chtennecnosis

Acute chest syndrome

Proliferative retinopathy
Hean

Chiobelidhiasis

Leg ulcer

Splenic funtion
Growth and development
Menarche

Priagism

Splenic sequestration
Hb¥

Albaminria

Probably lirtke effect

Protective in HBSC® Permissvet
or litle effect in HBSS
Protective

Permissive in HbS5] protective
in HhSC
Unrelated or protective

Unrelated or mid protection
Cardiopraective
Protective
Protective
Protective
Unrelaed
Unrelated

Mild protection
Permissive
Probably Litle effect
Protective
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The cffects of a-thalasssemia may differ in sickle cell anaemia and HbSC discase and data on other genotypes of sickle cell discase are very fow.
Heterogeneity among populations of paticnts with sickle cell anacmia, in the ages of the patients studied and in the pumbers of patients in cach study
sometimes make firm concluuons difficult.
*Protective denotes a redwction in the incidence or prevalence of a phenotype with a-thalassemia

fPermissive denotes an increased incidence or prevalence of a phenotype when a-thalassacmia is present.
THbSS-homorygosity for the HbS gene.

Au final, I'alpha-thalassémie agirait comme un facteur modulateur plutot que protecteur

réel de la drépanocytose puisque qu’elle orienterait davantage vers le sous-phénotype vaso-

occlusif au détriment du sous-phénotype hémolytique (Figure 31).

Occlusion

Viscosité et vaso-occlusion

Degré d’hémolyse faible

Figure 31. Influence de I'alpha-thalassémie dans les sous-phénotypes de drépanocytose.

Adapté de (131).




2.1.3 Le déficit en G6PD

2.1.3.1 Une association longtemps controversée avec la vasculopathie

cérébrale

Le déficit en Glucose 6 Phosphate Déshydrogénase (G6PD), comme la drépanocytose,
est une anomalie génétique du globule rouge responsable d'anémie hémolytique. Elle est
portée par un chromosome différent et donc transmise de facon indépendante. Cependant,
ces deux pathologies peuvent se trouver associées. On observe une plus grande prévalence
du déficit en G6PD chez les patients drépanocytaires par rapport a la population générale,
notamment dans les régions de forte endémie palustre (252). L'impact de la déficience en
G6PD sur l'expression clinique et biologique de la maladie a été longtemps controversé
depuis la publication princeps de Bernaudin et al. associant déficit en G6PD et vasculopathie
cérébrale (253). En effet, d’autres études réalisées dans la foulée ont confirmé cette
association (243, 254, 255) tandis que d’autres équipes ne la retrouvaient pas (256, 257). Ces
différences s’expliquent probablement par des aspects méthodologiques puisque les
résultats des études d’association phénotype-génotype dépendent des critéres cliniques
étudiés et des seuils retenus, le plus souvent variables d’une étude a I'autre. Parallelement,
Benkerrou et al. ont mis en évidence une anémie chez les nouveau-nés déficitaires en G6PD,
anémie qui s’estompe ensuite probablement parce que le déclin de I'HbF entraine une
majoration de ’lhémolyse et donc du nombre de jeunes érythrocytes avec une activité de la

G6PD efficace (258).

2.1.3.2 Quel mécanisme physiopathologique ?

La G6PD, premiere enzyme de la voie des pentoses phosphates, est la principale
source intracellulaire de NADPH et a longtemps été considérée comme une enzyme anti-
oxydante dans les érythrocytes (259). La G6PD a un ré6le similaire sur les cellules vasculaires
qui sont caractérisées par une production accrue d'espéces réactives de |'oxygene (EROS)
(260). Le NADPH est en effet utilisé comme cofacteur de la NO synthase endothéliale (eNQOS)
pour générer du NO (261). L'activité G6PD neuronale s'est également révélée étre
protectrice dans des modeéles murins de maladie de Parkinson (262) et de lésion ischémique
aigué (263), tous deux médiés au moins en partie par la génération de radicaux oxygéne. Le
déficit en G6PD pourrait enfin contribuer aux maladies cardio-vasculaires et diabétiques qui

présentent des similitudes histo-pathologiques avec la vasculopathie cérébrale du



drépanocytaire (260). Inversement, le déficit en G6PD peut atténuer la maladie vasculaire

proliférative en diminuant la réponse vasculaire a I'angiotensine (255).

Etant donné que la drépanocytose est également associée a une augmentation de la
production de ROS et a un dysmétabolisme du NO (264, 265), il serait logique de supposer
que les complications de la maladie d’origine vasculaire (telles que la vasculopathie

cérébrale) pourraient étre aggravées par un déficit en G6PD (Figure 32).
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Figure 32. Mécanismes physiopathologiques de la vasculopathie cérébrale drépanocytaire.
Tiré de (266).
Mais ceci reste une hypothese car, autant le déficit en G6PD a été associé a une
augmentation du SO systémique dans la population générale, autant le corollaire n’a encore

jamais été démontré chez les patients drépanocytaires.

2.1.4 Legene UGT1A1

La bilirubine, qui résulte de I’hémolyse physiologique chez tout individu, passe du
sang vers le foie ou elle est conjuguée a des acides glucuroniques en bilirubine conjuguée
(ou directe) grace a l'action de I'enzyme UGT1Al (Uridine diphosphate-glucoronosyl
transférase 1A1) exprimée par les hépatocytes. Cette réaction de conjugaison permet a la
bilirubine libre, hydrophobe, d’acquérir un caractére hydrophile indispensable a son

élimination via la bile dans les voies intestinales (267).

Comme nous l'avons déja mentionné, I'hémolyse chronique est une des
caractéristiques principales de la maladie drépanocytaire. L'excés de bilirubine libre induit
une surcharge du systeme de conjugaison hépatique. Ainsi, une partie de la bilirubine non

conjuguée passe dans les voies biliaires ou elle précipite. Cette bilirubine précipitée est a



I’origine des calculs vésiculaires. L’autre partie de la bilirubine non conjuguée repasse dans le

sang, générant une hyperbilirubinémie indirecte chez les malades.

Une proportion importante de patients atteints de drépanocytose est donc
prédisposée a la lithiase biliaire (268). Il a été démontré que plusieurs facteurs génétiques et
hématologiques modulaient I'apparition de la lithiase biliaire chez les patients
drépanocytaires. Le plus important est le polymorphisme de répétition du dinucléotide (TA)s-
s dans la boité TATA du promoteur du gene UGT1A1. De nombreuses études ont démontré
que les génotypes (TA)7/(TA)7, (TA)7/(TA)s et (TA)s/(TA)s augmentaient le risque de lithiase
chez les enfants et adultes drépanocytaire (244, 269-273). Récemment, notre équipe a
montré que la présence d’une alpha-thalassémie associée (surtout a I’état homozygote)
diminuait le risque de lithiase biliaire chez le patient drépanocytaire, indépendamment du

génotype UGT1A1 (245).

2.1.5 Autres génes modificateurs

De nombreuses études, plus ou moins bien conduites et non systématiquement
validées sur des cohortes de confirmation indépendantes, ont analysé I'effet de variants de
différents genes candidats sur le risque de survenue de certaines complications chez les
drépanocytaires. Ces études concernaient entre autres les genes codants pour les protéines
impliquées dans la régulation de la pression artérielle, la réponse immunitaire, les

mécanismes pro-adhésifs, les mécanismes pro-inflammatoires et le métabolisme lipidique.

Ainsi, des auteurs ont rapporté que le polymorphisme APOL1 G1, facteur de risque
identifié pour l'insuffisance rénale non diabétique, était associé a une albuminurie. Grace au
séquencage d'exomes entiers, ces auteurs ont permis de découvrir également, plusieurs
nouveaux variants conservant leur importance dans les cohortes de validation, notamment
les polymorphismes de ZFHX4 affectant les numérations leucocytaire et neutrophile, ainsi
qgue les variants AGGF1, CYP4B1, CUBN, TOR2A, PKD1L2 et CD163 affectant le débit de
filtration glomérulaire dans la drépanocytose (274, 275). Certains polymorphismes des génes
de IL-1B (-511C> T et + 3954C> T) et IL-6 (-597G> A et -174G> C) ont montré leur influence
sur certains parametres cliniques et biologiques de la maladie. En effet, IL-1B + 3954C> T SNP
serait associé a un risque accru d'ostéonécrose, a une pression artérielle pulmonaire élevée
et a un nombre de réticulocytes absolu plus bas, tandis que IL-6-597G> A serait associé a un
risque plus élevé de rétinopathie et d'ulcere de jambe (276). Sebastiani et al. ont mené en

2010 une GWAS sur 1265 patients drépanocytaires en prenant comme critére global de



sévérité le risque de mortalité a 5 ans calculé a l'aide de leur modele présenté plus haut
(277). Trois genes principaux ont été identifiés comme des modificateurs potentiels de la
sévérité globale de la drépanocytose : KCNK6 qui code une protéine d'un canal potassique,
TNKS qui code I'enzyme tankyrase 1 (régulateur potentiel de la longueur des télomeéres) et

HK2 qui code une enzyme du métabolisme du glucose.



Chapitre 3: Le stress oxydant, acteur majeur de |la

drépanocytose

3.1 Généralités sur le stress oxydant

3.1.1. Définition du stress oxydant et des espéces réactives de I'oxygene

Apreés la découverte des radicaux libres dans les systéemes biologiques il y a un peu
plus de 60 ans (278), Harman et al. évoquent pour la premiére fois en 1956 I'"hypothése
selon laquelle I'accumulation des dommages moléculaires et cellulaires causés par des
radicaux libres centrés sur I'oxygéne serait responsable des phénomenes du vieillissement
(279). Ces radicaux libres sont par définition des especes chimiques possédant un électron
célibataire sur leur couche périphérique, ce qui leur confere un fort degré de réactivité. Ils
ont été longtemps considérés comme nuisibles, responsables de potentiels dommages a
I’ADN, aux protéines et aux lipides. Cependant, la description de la production d’anions
superoxydes (02*) par les cellules phagocytaires dans la lutte contre les pathogénes, celle du
role biologique du NO ainsi que la découverte des enzymes productrices qui leur sont
associées soulignent également le réle physiologique de ces ROS. Néamoins, le stress

oxydant résulte du déséquilibre entre oxydants et anti-oxydants, est toujours délétere.

Le paradoxe des ROS est en effet qu’elles constituent des produits potentiellement
toxiques du métabolisme mais sont en méme temps des molécules essentielles a
I’'homéostasie cellulaire. Cette double potentialité peut étre expliquée, au moins en partie,
par le fait que les réponses cellulaires varient de maniére tres sensible et tres différente en
fonction de la nature chimique du ROS, de son niveau de production (effet dose-dépendant)
ou encore du site producteur. Une production modérée et contrélée des ROS peut entrainer
une oxydation réversible des molécules environnantes : les ROS agissent alors en véritables
seconds messagers. A l'inverse, une surproduction de ROS ou un déficit des systéemes de
défense entraine l'apparition d’un stress qui provoque I|'oxydation non spécifique et
irréversible de molécules biologiques, conduisant a une perte de leur fonction (280). De
nombreuses molécules sont susceptibles d’étre attaquées ou modifiées par les ROS. Les
acides aminés et les protéines sont les premieres cibles. On a estimé que 50% a 70% des ROS
produites par une cellule peuvent étre piégées par les protéines (281). Les acides gras
polyinsaturés, comme I'acide linoléique et I'acide arachidonique, présents notamment dans

les membranes plasmiques, sont également une cible majeure de I'attaque radicalaire. Leur



oxydation par les ROS, appelée peroxydation lipidique, conduit a la formation de tres
nombreux produits primaires (les hydroperoxydes) et secondaires (les aldéhydes) dont les

activités biologiques sont multiples (282).

Le stress oxydant (SO) est un état résultant d’'un déséquilibre entre la production des
especes réactives de l'oxygene et les capacités anti-oxydantes de l'organisme (enzymes
antioxydantes et systemes antioxydants non enzymatiques) (283, 284) (Figure 33). Cet état
est observé physiologiquement au cours du vieillissement et il accompagne également de
nombreuses pathologies (athérosclérose, diabéte, maladies neurodégénératives,
drépanocytose...). Il se traduit par I'accumulation de produits d’oxydation des biomolécules
(lipides, protéines, acides nucléiques) au niveau plasmatique et au niveau cellulaire, ce qui

permet de |’évaluer de facon indirecte via la quantification de ces produits d’oxydation.

Balance oxydative

Potentiel antioxydant Radicaux libres et ROS
endogenes (respiration,
systeme immunitaire...) ou
exogénes (UV, radiations
ionisantes, metaux...)

de 'organisme

Stress Oxydatif

Enzymatique (superoxyde dismutase, glutathion peroxydase,
catalase...) ou non (acide ascorbique, vitamine E, flavonoides,
Polyphénols...)

Figure 33. Représentation schématique de la théorie du stress oxydant.

Comme leur nom Vl'indique, les ROS proviennent de I'‘oxygéne qui existe
naturellement comme une molécule de dioxygene stable ou tous les électrons sont appariés
2 a 2 sur la couche périphérique. L’ajout d’un électron non apparié rend la molécule
d’oxygéne instable et conduit a la formation de I'anion superoxyde (principale forme
radicalaire de ROS), avec le radical hydroxyle OH* (qui dérive de I’anion hydroxyle OH). Ces

especes radicalaires proviennent surtout de la chaine respiratoire mais pas uniquement. |



peut y avoir des ROS non radicalaires, mais tous les radicaux libres sont des ROS et ces
especes sont plus réactives et oxydantes que I'oxygéne moléculaire (285). Selon le méme

principe, il existe aussi des espéeces réactives de I'azote (Figure 34).
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Figure 34. Les Especes Réactives de I'Oxygene
Ces especes sont :I’anion superoxyde (O,*), le peroxyde d’hydrogeéne (H»O:) et les radicaux peroxyles
(OH®).Les enzymes anti-oxydantes telles que la superoxyde dismutase (SOD), la catalase (CAT) et la
gluthathion-peroxydase (GPx) permettent de réguler les ROS.

3.1.2 Mécanismes de formation des ROS

Lors des phénomeénes d’hypoxie-reperfusion, l'arrét du flux sanguin vers les tissus
provoque un environnement ischémique ou hypoxique. Les ROS peuvent étre générés
pendant I'hypoxie dans les mitochondries et dans les tissus, ainsi que pendant la phase de
reperfusion qui suit. Cette phase peut provoquer une lésion de reperfusion, se référant aux
dommages causés au vaisseau et au tissu lorsque I'oxygéne est réintroduit dans les tissus,
conduisant a une augmentation de la concentration des espéces radicalaires (286). Dans des
conditions physiologiques, la production de ROS est faible et les systéemes antioxydants
endogenes suffisent pour maintenir I'équilibre entre la production et I'élimination d’02°,
empéchant ainsi la dégradation de NO. Dans les états pathologiques dans lesquels la
production de ROS est augmentée ou la capacité antioxydante du vaisseau est diminuée, NO
est transformé en ONOO-, entrainant une inhibition de la relaxation dépendante de

I’endothélium (287) (Figure 35).
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Figure 35. La production de ROS et ses conséquences lors de I'hypoxie/ reperfusion.

Tiré de (286). Dans les conditions physiologiques, eNOS forme du NO et de la citruline a partir de la L-
arginine. NO directectement ou en inhibant la libération d’ET-1, favorise la vasorelaxation. Dans les
épisodes d’hypoxie/reperfusion, il existe un déséqulibre entre NO et la formation d’0,*". Les enzymes
contribuant a l'augmentation de la production de O,°" comprennent la chaine de transport d'¢lectrons
mitochondriaux, la NAD (P) H oxydase, la xanthine oxydase (XO) et 'eNOS. L'excés d’0,°*" se traduit par
une inactivation de NO et par la formation de peroxinitrite (ONOO") et, par conséquent, une diminution de
la vasorelaxation dépendante de I'endothélium et éventuellement une vasocontriction. ONOO" est également
un puissant oxydant, il intervient dans la peroxydation des lipides et le découplage de I'eNOS. L O,°* peut
étre décomposé en H,O; (spontanément ou par CuZnSOD). En présence d'ions métalliques, H,O, peut étre
métabolisé en radical hydroxyle. L-Arg, L-arginine ; H2B, dihydrobioptérine ; H4B, tétrahydrobioptérine ;
XD, xanthine déshydrogénase ; SOD, superoxyde dismutase.

La mitochondrie représente le site majeur de production cellulaire de ROS : dans les
cellules non phagocytaires, 49 a 80 % des anions superoxydes proviennent du
fonctionnement de la chaine respiratoire. Ces ROS mitochondriales, dont la production est
dépendante du fonctionnement de la chaine respiratoire, sont spécifiquement considérées
comme des senseurs de l’environnement, permettant aux cellules de s’adapter a ses
fluctuations. La production de ROS mitochondriales est intrinseque au fonctionnement de la
chaine respiratoire. En effet, les voies métaboliques associées aux différents nutriments
convergent vers |'acétylCoA, dont la prise en charge par le cycle de Krebs libére de I'énergie

sous forme d’équivalents réduits, NADH, H+ et FADH,, donneurs d’électrons a la chaine



respiratoire. Les électrons sont transférés le long de la chaine respiratoire au cours de
réactions d’oxydoréduction jusqu’a I'accepteur final, I'oxygéne, qui est réduit completement
en H;0. L’énergie ainsi libérée (sous forme d’un gradient de protons de part et d’autre de la
membrane interne) est alors utilisée par I’ATP synthétase pour synthétiser I’ATP : ce sont les

oxydations phosphorylantes (288).

Dans ces conditions, le fonctionnement de I’ATP synthétase est couplé a celui de la
chaine respiratoire. Une proportion significative de I'oxygene (2 % a 6 %) échappe a la
réduction compléte en H,O et subit une réduction mono-électronique au niveau des
complexes | et Il de la chaine respiratoire (289), pour donner naissance a lI'ion superoxyde
(02*) : cette production est absolument indissociable du processus respiratoire. Plusieurs
systémes anti-oxydants mitochondriaux, localisés en différents sites, prennent en charge
0. et ses dérivés (Figure 36). Lorsque le fonctionnement de la chaine respiratoire est
normal et que le potentiel de membrane est faible, la production d’0O2° par les complexes |
et lll s’effectue au cours du transfert des électrons du complexe | au cycle des quinones
(forward electron transfer). Au niveau du complexe lll, c’est le coenzyme Q, sous sa forme
ubisemiquinone QH., qui est responsable de la production d’0;*. Lorsque le potentiel de
membrane est élevé (en I'absence d’ADP) et lorsque du FADH; est utilisé par le complexe II,
il y a production d’0O;*au sein du complexe | via le flux inverse (reverse electron transfer)

(290).

Le radical hydroxyle peut également oxyder les protéines ou I’ADN (mitochondrial et
nucléaire), et induire la peroxydation lipidique (elle-méme limitée par des piégeurs de
radicaux libres, de nature lipophile, tels que la vitamine E ou le coenzyme Q). Il est important
de souligner ici la dualité d’action du coenzyme Q : piégeur de radicaux libres, sous forme
réduite, dans les membranes biologiques, il est la source essentielle d’O,*dans la chaine

respiratoire
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Figure 36. Production mitochondriale et prise en charge de I’anion superoxyde

Au cours du transfert des électrons dans des conditions physiologiques, il peut y avoir des fuites d’électrons
et production d’anion superoxyde (O,*") par le complexe I et le coenzyme Q. O»*" est métabolisé par la
superoxyde dismutase (SOD2,) en peroxyde d’hydrogeéne (H»0>). Celui-ci peut étre décomposé en H,O par
le glutathion peroxydase (GPx1), en présence de glutathion réduit (GSH), se transformer en radical
hydroxyle (. OH) par la réaction de Fenton, en présence de Fe2*, ou encore diffuser dans le cytoplasme et
modifier  D’activit¢ ~ des  protéines  cytoplasmiques ou  nucléaires en les  oxydant.
(280).

Les cellules phagocytaires sont une autre source importante de ROS. Elles libérent
des produits toxiques, qui incluent le monoxyde d’azote (NO®), le peroxyde d’hydrogéne
(H202) et I'anion superoxyde (02°*). (291). Il en est de méme pour |'apoptose qui est un
processus de mort cellulaire programmée. Le systéeme microsomal mono-oxygénase
cytochrome P450-dépendant (MMO) est l'une des principales sources de ROS dans le

réticulum endoplasmique, notamment de H,0; (292, 293).

La plupart des cellules sont capables de produire des radicaux superoxydes O,°* via
une activité des enzymes spécifiques de type cellulaire. Il s’agit entre autres, de la NADPH
oxydase membranaire (NOX), la myéloperoxydase (MPO) et la NO synthase (NOS). La NOX et
la NOS des phagocytes, ont un réle majeur dans I'inflammation et dans I'immunité innée. La
MPO des neutrophiles a un role majeur dans les défenses et l'inflammation. Ces ROS
produites par ces enzymes sont donc détruites par un systéme antioxydant qui comprend
des enzymes telles que la catalase, la gluathion peroxydase (GPx) ou la superoxyde

dismutase (SOD) (Figure 37).
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Figure 37. Enzymes impliquées dans la génération et I'inactivation des ROS

(294).A) La surproduction d'espéces réactives de I'oxygéne entraine un stress oxydatif. (B) O réagit
avec un électron altéré pour former un superoxyde. De nombreuses études impliquent des NADPH oxydases,
de la xanthine oxydase, des eNOS non couplés et la « fuite » d'oxygéne activé des mitochondries au cours de la
respiration oxydative en tant que sources importantes d’anion superoxyde superoxyde (Oz ). L’anion
superoxyde peut étre converti en peroxyde d'hydrogene par I'enzyme la superoxyde dismutase. Le peroxyde
d'hydrogéne peut subir une conversion spontanée en hydroxyle radical (I'état de réduction de trois électrons
de I'oxygéne moléculaire) par la réaction de Fenton. Les radicaux hydroxyles sont extrémement réactifs et
attaquent la plupart des composants cellulaires. (C) Le peroxyde d'hydrogéne peut également étre détoxifié
par le glutathion peroxydase, la catalase ou la thiorédoxine peroxydase en eau et en oxygéne. L'enzyme
myéloperoxydase peut utiliser le peroxyde d'hydrogene pour oxyder le chlorure (Cl) en acide hypochloreux
(HCOL®, un agent fortement oxydant, qui peut chlorer et, de ce fait, inactiver diverses biomolécules,
notamment les lipoprotéines et le substrat du eNOS, L-arginine. La myéloperoxydase peut aussi oxyder I'oxyde
nitrique en nitrite dans le systeme vasculaire. CI-, chlorure ; €7, électron non apparié ; eNOS, oxyde nitrique
synthase endothéliale ; Fe?*ion ferreux ; Fe®*, ion ferrique ; GSH, glutathion monomeére ; GSSG, le disulfure de
glutathion ; HOCI, acide hypochloreux ; H20, eau ; H202, peroxyde d’hydrogéne ; Oz, oxygéne moléculaire ; 0?"
-, anion superoxyde ; OH -, radical hydroxyle ; Trx, thiorédoxine.

3.1.2.1 Systéme Xanthine oxydo-réductase

L’'enzyme cytosoliqgue xanthine oxydo-réductase est interconvertible en xanthine
oxydase (XO) ou xanthine déshydrogénase (XDH) (295). Cette enzyme intervient dans le
métabolisme de l'acide urique a partir de I’hypoxanthine et de la xanthine. Suivant les
conditions d’oxygénation, I'une ou l'autre des formes métabolisera la réaction. Ainsi, en
conditions ischémiques, I’ATP est catabolisée en ADP, AMP puis hypoxanthine, qui est alors
pris en charge par la XDH utilisant le NADP* comme cofacteur pour former du NADPH et de
la xanthine. Cette derniere est ensuite transformée en acide urique par la XDH + NADP*. Des

lors que l'oxygénation redevient suffisante (= reperfusion), c’est la XO qui métabolise



I’hypoxanthine et la xanthine en utilisant comme cofacteur 1’02 pour former de l'acide
urique et de I’O, (Figure 38) (285). La XO constitue alors un fournisseur non négligeable de

ROS lors de la phase de reperfusion (296).

ATP Ischémie MI'P reperfusion
Hypoxantine Hypoxantine
NADPH. H* 0,
NADP*
Xantine Xantine

—— NADPH,H* 0y

NADP* T
Acide Urigue Acide Urique

Figure 38. Effet de I'ischémie-reperfusion sur le systéme xanthine oxydoréductase

Dans un environnement pauvre en oxygeéne, I’hypoxanthine est transformée en acide urique grace a la
xanthine déshydrogénase et le cofacteur NADPH. Au moment de la reperfusion, c’est la xanthine oxydase
qui, en consommant de 1’02, forme de I’acide urique et de I’anion superoxyde O2- a partir d’hypoxanthine.

Dans des conditions hypoxiques, comme on les voit dans la drépanocytose,
I'adénosine triphosphate (ATP) est consommée en adénosine diphosphate et en adénosine
monophosphate. Si I'apport d'oxygene continue de diminuer, I'adénosine monophosphate
est catabolisée, entrainant I'accumulation d'hypoxanthine et de xanthine dans le tissu (286,

297, 298).

3.1.2.2 Systémes NADPH oxydase

En paralléle de la production de ROS par le complexe enzymatique mitochondrial de
la chaine respiratoire, la plupart des cellules sont capables de produire des radicaux
superoxydes O2° via une activité NAD(P) H oxydase membranaire (NOX). Les NOX sont des
enzymes qui catalysent la réduction mono-électronique de 1’0, en utilisant le NADPH ou le

NADH comme donneur d’électrons (299) avec génération de radicaux superoxydes.
NAD(P)H + 20 = NAD(P)* + H" + 20,"

Les NOX sont classées en trois groupes qui se distinguent par la présence de

domaines additionnels, en plus de la sous-unité catalytique NADPH oxydase. Le premier



groupe comprend les NOX1 a 4 qui possédent uniqguement la sous-unité catalytique (300). La
NOX5 possede un domaine calmodulin-like additionnel (301). Le troisieme groupe comprend
les Dual oxydases ou DUOX, nommées ainsi car en plus de la sous-unité NADPH oxydase,
d’'un domaine calmodulin-like, il existe un domaine homologue aux peroxydases a heme

comme les myélopéroxydases et les lactopéroxydases.

Les NOX ont été initialement étudiées dans les cellules phagocytaires ou elles jouent
un role primordial dans la défense contre les pathogénes, mais elles existent également dans
toutes les autres cellules non phagocytaires ou elles participent a la signalisation cellulaire.
Le NADPH est alors utilisé comme donneur d’électrons pour réduire 'Oz en 02° qui sera
ensuite rapidement dismuté en H,0,. Mais ce dernier, faiblement microbicide, sera a son
tour transformé en anions hypochlorite (CIO"), composé halogéné extrémement toxique
pour les agents microbiens, par 'enzyme myéloperoxydase (MPO) (302). Ainsi, dans des
conditions pro-inflammatoires, la quantité de phagocytes activés augmente et la production

de ROS médiée par la NAPDH oxydase est exacerbée (303).

D’autres sources ou modes de génération exogene des ROS existent de par les
interactions avec leur milieu environnant. Par exemple, l'ingestion ou linhalation de
toxiques, de produits oxydés ou oxydants (304, 305), ou encore les radiations (306, 307) sont

autant de situations pouvant produire un stress oxydant.

3.1.2.3 Myéloperoxydase

La MPO est une peroxydase héminique qui catalyse la réaction suivante :
H,0, +CI'+H _, HOCI+H0

L'acide hypochloreux (HOCI) produit par la MPO a partir du peroxyde d’hydrogéne
(H203) est un oxydant fort, bactéricide et pouvant agir sur de nombreuses molécules (308).
L'enzyme est présente en concentrations importantes dans les granules primaires des
cellules polynucléaires neutrophiles (PNNs) (309). Elle est largement utilisée comme un
marqueur biochimique pour linfiltration des neutrophiles dans la muqueuse gastrique

blessée (310).

Une élévation de la myélopéroxydase (MPO) est le reflet d’une intense activation
leucocytaire et par conséquent la preuve indirecte que des ROS ont été produits dans des
situations pathologiques. La MPO est un facteur prédictif de risque cardio-vasculaire, elle

reflete I'activation trés précoce des neutrophiles au niveau de la plague d’athérosclérose.



Elle est aussi un marqueur de I'inflammation et son dosage est a mettre en paralléle avec la
CRP ultra-sensible. En effet, des études ont montré que la MPO serait un marqueur potentiel
de I'athérosclérose. Les individus déficitaires en MPO présenteraient moins de maladies
cardiovasculaires alors qu’une élévation des taux de MPO serait associée avec un risque plus
élevé de maladie coronarienne. Une MPO > 350 pg/ L permettrait d’identifier les personnes

a risque d’infarctus du myocarde dans une période de 1 a 6 mois avant I'attaque (311).

Les ROS causent de séveres dommages a I'ensemble de la cellule en affectant I’ADN,
les lipides avec la formation de malonydialdéhyde (MDA) et les protéines avec la formation
de produits avancés d’oxydation des protéines, AOPP (Advanced Oxidation Protein

Products).

v" Produits d'oxydation avancée des protéines (AOPP ou Advanced Oxidation
Protein end Products)

Les produits finaux d’oxydation avancée des protéines (AOPP) sont des marqueurs de
I'oxydation des protéines et des dommages oxydatifs. Les protéines peuvent subir une
oxydation de leurs acides aminés les plus sensibles a I'oxydation, comme la cystéine, le
tryptophane, la valine, la phénylalanine et la méthionine. Les protéines subissent aussi une
glycosylation non covalente par une attaque radicalaire du glucose ou de I'ascorbate en
présence de métaux de transition (312). Ces sous-produits sont plus stables que les lipides
peroxydés mais restent de bons indicateurs du statut oxydant général (313). L'acide
hypochloreux produit par les phagocytes peut également réagir avec les résidus tyrosine des
protéines pour former au final des AOPP. Des concentrations d’AOPP plasmatiques élevées

sont associées a un grand nombre de désordres pathologiques (314-317).
v" Malonyldialdéhyde (MDA)

Les acides gras polyinsaturés sont les plus susceptibles d’étre peroxydés. En présence
d’OH*, I'atome d’hydrogene se détache facilement des doubles liaisons dont sont riches les
acides gras polyinsaturés qui deviennent alors des radicaux peroxyles (ROO®) (318). Une fois
formés, ces ROO® peuvent étre réarrangés, aprés une réaction de cyclisation, en
endoperoxydes dont les produits finaux particulierement toxiques sont le malonedialdéhyde
(MDA) et le 4-hydroxy-2-nonenal (4-HNE). Le MDA peut altérer la stabilité de I'HbA et
présente des effets mutagenes et carcinogenes tandis que le 4-HNE est hautement

cytotoxique et joue le réle de second messager des ROS dans la signalisation cellulaire (319).



De par leur pertinence dans I’évaluation de I’état oxydant, ils sont tous deux fréquemment

utilisés comme biomarqueurs par la communauté de recherche biomédicale.

v Dommage de I’ADN
Il existe au sein de la cellule, deux « types » d’ADN: I’ADN nucléaire et 'ADN
mitochondrial. Ce dernier est la cible privilégiée des oxydations par les ROS du fait de son
potentiel de séparation plus faible que celui de I’ADN nucléaire et de sa proximité directe de
I’'une des principales sources cellulaires : la chaine respiratopire mitochondriale.
En effet, le génome mitochondrial présente une suceptibilité au stress oxydant qui est
10 fois supérieure a celle du génome nucléaire (320). Les mécanismes explicatifs proposés
sont : 1°) I'absence d’histones protectrices autour de I’ADN mitochondrial, 2°) sa localisation
proche de la membrane interne, 3°) des mécanismes de réparations frustres, 4°) une
structure circulaire sans introns augmentant statistiquement le risque de mutations
pathogénes (321, 322).
Selon Granjean (323), les altérations de I’ADN sont essentiellement causées par le
radical hydroxyle HO® et sont de différents types :
= modification de base azotée, en particulier la guanine qui peut étre
transformée en 8-hydroxy-2’-deoxyguanine ou encore la thymine en thymine
glycol. Cela entraine un non appariement, ou encore un blocage de la
réplication de I’ADN,
= destruction de la liaison entre la base et le désoxyribose, a I'origine d’un site
dépourvu de base qui s’avére étre non fonctionnel,
= destruction du désoxyribose, responsable d’une cassure de brin létale pour la
cellule,

= formation de pontages avec les protéines ou avec des dérivés d’oxydation
lipidique (tel que le MDA).

3.1.3 Les principaux systéemes anti-oxydants

En condition physiologique, le pouvoir oxydant des ROS est contrebalancé par de
nombreux antioxydants enzymatiques et non-enzymatiques. Cet état d’équilibre permet a
I'organisme d’assurer une défense antiinfectieuse efficace (324) et de contribuer a la
transduction de signaux intracellulaires (325). Les défenses antioxydantes permettent de
prévenir la génération de ROS, d’inactiver ceux-ci ou encore de limiter leurs effets délétéres

(326).



Comme nous I'avions mentionné plus haut, le maintien de I'intégrité et de I'efficience
de la chaine de transferts des électrons dans la mitochondrie permet de limiter au maximum
les fuites électroniques conduisant a la formation de ROS. De plus, de nombreuses
molécules, a savoir la ferritine, la transferrine, la céruloplasmine, I'albumine, la lactoferrine
et bien d’autres, permettent de chélater les métaux de transition impliqués dans la
formation de radicaux hydroxyles lors des réactions de HaberWeis et Fenton (327). Elles sont

réparties dans I'organisme et permettent de diminuer la production de ROS (328).

Plusieurs enzymes sont également impliquées dans la défense antioxydante. Les trois
enzymes antioxydantes majeures sont la superoxyde dismutase (SOD), la catalase (CAT) et la
glutathion peroxydase (GPx). Aussi bien I'activité que I'expression des genes codants pour

ces enzymes peuvent étre augmentées lors d’un stress oxydant (329) (Figure 39).

L’expression des genes antioxydants est assurée par des facteurs de transcription
comme le « nuclear factor (erythroid-derived 2)-like 2 » (Nrf2). Le facteur de transcription

Nrf2 est exprimé dans plusieurs types tissulaires et cellulaires.

Plusieurs mécanismes ont été proposés pour I'activation, par le stress oxydant, de la
voie Nfr2- Keapl (Kelch-like ECH-associating protein 1) ayant pour résultat la suractivation
des génes antioxydants via la séquence ERA « élément de réponse antioxydante », une
région qui contréle I'expression basale et inductible des genes antioxydants (330-332)
(Figure 40). Le pouvoir antioxydant du Nrf2 provient de sa capacité a induire I'expression de
génes antioxydants lorsqu’il se lie sur la séquence ERA. Parmi ces genes, il y a NQO1
(NAD(P)H : quinone oxydoréductase 1), GST Ya (Glutathion S transférase Ya) et HO-1 (Heme

oxygénase) (330).
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Figure 39. Systémes antioxydants dans une cellule endothéliale

En rouge, les agents pro-oxydants. En vert, les enzymes antioxydantes. Lors de 1’hémolyse, ’hémoglobine
se dissocie et libére ses noyaux hémes qui s’intercalent dans la membrane plasmique. L héme est hautement
réactif et génére un stress oxydant qui est détecté par Keapl, protéine redox-sensitive séquestrant Nrf2 a
I’état basal. La protéine Keapl change alors de conformation, le complexe Keapl-Nrf2 n’est plus reconnu
par le protéasome. Les protéines Keapl sont saturées en Nrf2 et les Nrf2 néosynthétisés se retrouvent libres
dans le cytosol, puis transloquent dans le noyau ou ils se fixent au niveau des ARE situés dans la région
promotrice des génes de la plupart des enzymes antioxydantes. Ces enzymes fonctionnent de fagon
synergique et complémentaire pour lutter efficacement contre 1’excés d’agents pro-oxydants et limiter ainsi
les dommages cellulaires. Fe3+ : ion ferrique ; Fe2+ : ion ferreux ; CO : Monoxyde de carbone ; HO-1 :
Héme oxygénase-1 ; y-GCL : y-glutamyl cystéine ligase ; LOO: Acide gras (AG) péroxydé ; LOOH : AG
réduit ; Vit E : Vitamine E réactive ; Vit C : Vitamine C réactive ; GPx : Glutathion peroxydase ; GSH :
Glutathion réduit ; GSSG : Glutathion oxydé ; G6PD : Glucose 6-phosphate déshydrogénase ; GSR :
Glutathion réductase ; Keapl : Kelch-like ECH-associated protein-1 ; Nrf2 : Nuclear factor erythroid-
related factor-2 ; ARE : Antioxidant response element ; O2-- : anion superoxyde ; ONOO- : péroxynitrite ;
H202 : peroxyde d’hydrogene ; Prx : Péroxyredoxine ; TRx-H2 : Thioredoxine réduit ; TRx : Thioredoxine
oxydé ; TR : Thioredoxine réductase ; CoQ : Coenzyme Q ; CoQH : radical Coenzyme Q réduit ; CoQH2 :
Coenzyme Q réduit.(333).

Parmi les cibles du Nrf2, certaines sont impliquées dans le métabolisme du glutathion
(GSH). La synthése du GSH dépend des niveaux de cystéine disponibles et de I'activité de
I’enzyme responsable de sa synthése c'est-a-dire la glutamate-cystéine ligase. Un échangeur
permet I'entrée de cystéine dans la cellule, en échange de la sortie d’un glutamate. Il s’agit
du systéme x(-) (c), dont I’expression génique est régulée par I'activation de Nrf2 (334). De
plus, I'expression génique des deux sous-unités de I'enzyme glutamate-cystéine ligase est

modulée par le Nrf2 (335). L'enzyme glutathion synthétase contient également des sites ERA



au niveau de son promoteur, ce qui indique que son expression pourrait étre modulée par le
Nrf2 (336). L'enzyme glutathion peroxydase (GPx) est aussi une cible de Nrf2 puisque dans
les cellules Caco-2, I'expression génique de la GPx est induite par la surexpression de Nrf2 et
renversée par la surexpression de son inhibiteur Keap-1 (337). Dans des cellules épithéliales
pulmonaires, I'invalidation de Keap-1 augmente I'expression génique de la GPx, alors qu’elle
est diminuée par l'invalidation du Nrf2 (338). L'enzyme glutathion réductase (GR) est
également modulée par le Nrf2. En effet, les cellules pulmonaires de souris Nrf2-/-, exposées

a de la fumée de cigarette, ont une expression réduite de la GR (339).

Nrf2 pourrait aussi étre impliqué dans la régulation de I'expression des SODs et de la
catalase (340). En effet, une étude clinique a démontré que I'administration de Prostandim,
un activateur du Nrf2, induit une augmentation de 30% de la SOD et 54% de la catalase

(341).
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Figure 40. Activation des génes antioxydants par le stress oxydant activant Nrf2

Le stress oxydant favorise 1'expression des génes antioxydants en activant le Nrf2 (nuclear factor erythroid-
derived 2-like 2). A I’état basal, le niveau de Nrf2 libre est trés faible car il forme un complexe avec Keapl
et la ligase E3 CUL3-Rbx-1 conduisant a sa dégradation par le protéasome. En situation de stress oxydant,
le niveau de Nrf2 libre augmente car il est dissocié de Keapl. Les molécules Nrf2 entreront ensuite dans le
noyau, liront I'¢lément cis du ARE et stimuleront I'expression des genes cibles du Nrf2. ARE : élément de
réponse antioxydant; CUL3 : Cullin 3; E3: ubiquitine ligase; Keapl : Kelch-like ECH-associated protein 1;
Rbx-1 : RING box protein 1.

3.1.3.1 Superoxyde dismutase
Ces métalloprotéines, qui représentent une des premieres lignes de défense contre le

stress oxydant, assurent I'élimination de I’anion superoxyde 0O2°* par une réaction de

dismutation, en le transformant en peroxyde d’hydrogéne et en oxygene (Figure 41). Le



peroxyde d’hydrogéne formé (H,02) est pris en charge par les catalases (présentes en
particulier dans les hématies et les peroxysomes hépatiques) et les glutathion peroxydases a
sélénium. Chez 'homme, 3 isoenzymes sont décrites : la Cu/Zn-SOD1 cytosolique, la Mn-
SOD2 mitochondriale et la Cu/Zn-SOD3, qui different par la localisation chromosomique du
géne, leur contenu métallique, leur structure quaternaire et leur localisation cellulaire. La
SOD3 est sécrétée par les cellules musculaires lisses et constitue le systéme antioxydant
majeur de la paroi artérielle, son expression et sa sécrétion sont augmentées par les facteurs
vasoactifs (histamine, endothéline 1, angiotensine Il) et diminuées par ’lhomocystéine (342).
SOD1 et SOD3 sont des diméres, I'une est une enzyme cytosolique et I'autre est une enzyme
extracellulaire. Ces deux formes sont retrouvées aussi bien chez les eucaryotes que chez les
bactéries. L'ion cuivre est essentiel dans la réaction de dismutation tandis que I'ion zinc est

nécessaire au maintien de la structure protéique (343).
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Figure 41. Fonction de la SOD2 mitochondriale

Tiré de (344). SOD2 est localisée dans la matrice mitochondriale pour catalyser la dismutation de O2™ en
H202. H202 est encore métabolisé par la catalase (CAT) dans les peroxysomes ou par le systéme
glutathion peroxydase (GPX), peroxiredoxin (PRDX) / thiorédoxine (TXN), dont les isoformes se trouvent
dans les mitochondries et le cytosol. 02~ et H202 peuvent réagir pour former d'autres oxydants, tels que le
peroxynitrite (ONOO-) ou le radical hydroxyle (HO ¢). En fonction de la réactivit¢ ou de la quantité
d'oxydant, l'oxydation subséquente des macromolécules peut conduire & des degrés variables de résultats
cellulaires, y compris des changements dans la signalisation redox (par exemple oxydation et inactivation
de la phosphatase) ou irréversibles (dommages a I'ADN).

3.1.3.2 Catalase

La catalase ou CAT est une enzyme tétramérique contenant un groupe heme qui
catalyse la décomposition du H;0, en H,O et O,. Son action a été découverte au début du
19eme siécle par un francgais (345). La réaction catalysée par cette enzyme consiste en une

dismutation du peroxyde d’hydrogene :



Catalase-Fe*" + H,O, — compose I + H,O
Composé I+ H»02 — catalase-Fe*™ + H20 + O2

Bilan: 2 H-O»— 2 H.O0 + Oy

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’hydrogene. La dissociation des sous-unités résulte en une perte de l'activité

catalase (346).

Elle est ubiquitaire, présente en faible concentration dans de nombreux organes tels
qgue le cerveau, coeur et muscle squelettique mais fortement concentrée dans le foie et les
érythrocytes. Dans toutes les cellules de mammiferes, a I'exception des érythrocytes,
I'activité de la catalase est localisée presque exclusivement dans les peroxysomes (riches en
oxydases) (347). Chez 'homme, des individus atteints d’acatalasémie, une affection bénigne
héréditaire se caractérisant par une déficience en catalase, semblent étre asymptomatiques
(348). Des études sur des modeéles animaux ont montré que la catalase pouvait étre induite
par diverses cytokines en condition d’hyperoxie et par certains oxydants in vitro (349-351).
Mais des résultats contradictoires ont été rapportés (352). De plus, il a été montré que la
catalase pouvait prévenir les dommages a I’ADN produit par l'ozone (353). Une
surexpression de la catalase a montré des effets protecteurs dans le systéeme
cardiovasculaire en inhibant I’hypertrophie aortique induite par I’Angll (354) et en retardant

le développement de I'athérosclérose (355).

De hauts niveaux de H,0; intracellulaires entrainent une activation préférentielle de
la catalase tandis que de plus faibles niveaux seraient préférentiellement pris en charge par

la GPX. Ces mécanismes redondants deviennent ainsi complémentaires (356).

3.1.3.3 Les Gluathion peoxydases (GPx)

Les GPx font partie d’un systeme complet qui joue un role central dans le mécanisme
d’élimination du H,0;. Ce systeme prend aussi en charge des lipides peroxydés. La GPx est
I'enzyme clef du systéme et nécessite la présence de glutathion réduit (GSH) comme
donneur d’électron. Le glutathion disulfite (GSSG) ainsi produit est a nouveau réduit par la

glutathion réductase (GR) qui utilise le NADPH comme donneur d’électron. Le rapport



GSH/GSSG est un index de I'état d’oxydation dans la cellule (346, 357). La GPx est capable de
détoxifier d’autres hydroperoxydes résultant de I'oxydation du cholestérol ou des acides
gras en couplant la réduction de I'hydroperoxyde avec I'oxydation d’un substrat réducteur
comme le glutathion, le cytochrome c (cytochrome c peroxydases), le NADH (NADH

peroxydases) (357).

D’autres enzymes comme la glutathion transférase, les thiorédoxines réductases ou
les thiorédoxines peroxydases et I’heme oxydase présentent également une activité anti-

oxydante relativement importante.
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Figure 42. Mécanismes de défense anti-oxydant

Il existe plusieurs isoformes de GPx contenant du sélénium (358, 359), la GPx
cytosolique et mitochondriale, présente dans la plupart des tissus ; ii) la GPx phospholipide-
hydroperoxyde (HPGPx) se trouve dans le cytosol et peut directement réduire les
phospholipides hydroperoxydes, et les hydroperoxydes de cholestérol ; iii) et enfin la GPx
extracellulaire. A la différence de la GPx qui n'est capable de réduire les peroxydes
membranaires qu'aprés action de la phospholipase A2, et qui n'agit que sur les acides gras
hydroperoxydés, la HPGPx réduit directement les hydroperoxydes du cholestérol, des
cholestéryl-esters, et des phospholipides présents dans des membranes oxydées ou des

lipoprotéines oxydées.



3.1.3.4 Systémes anti-oxydants non enzymatiques

Bien qu’une grande variété d’anti-oxydants non-enzymatiques existe, la quantité
produite de fagon endogéne n’est pas suffisante pour protéger les cellules des attaques
oxydantes et nécessite d’étre complétée par I'alimentation (318). Dans cette catégorie
d’anti-oxydants nous retrouvons des oligoéléments, le glutathion réduit (GSH), I'ubiquinone,

le cytochrome c et les vitamines E et C.

v' Oligoéléments
Le cuivre (Cu), le zinc (Zn), le manganese (Mn), le sélénium (Se) et le fer (Fe) sont des métaux

essentiels dans la défense contre le stress oxydant. Toutes les enzymes antioxydantes
requierent un cofacteur pour maintenir leur activité catalytique. Ainsi, la SOD
mitochondriale a besoin de manganése, la SOD cytosolique de cuivre et de zinc, la catalase
de fer et la GPx de sélénium. Cependant, certains oligoéléments, notamment le fer, lorsqu'ils
sont en exces dans l'organisme et sous leur forme réduite, peuvent avoir une action pro-
oxydante (réaction de Fenton, d'Haber-Weiss).
v Glutathion
Le glutathion réduit (GSH) participe a la dismutation du peroxyde d'hydrogéne et/ou des
peroxydes organiques grace a la réaction catalysée par la glutathion peroxydase (GPx). Il
peut aussi réduire les radicaux formés par I'oxydation des vitamines E et C, baissant ainsi les
niveaux de peroxydation lipidique (318, 360, 361). Le rapport glutathion réduit/glutathion
oxydé (GSH/GSSG) est souvent utilisé comme un marqueur du stress oxydant car, plus le flux
d'H;0; est important, plus le glutathion réduit est consommé et le glutathion oxydé
augmenté (362).
v Ubiquinones, cytochrome c

Les ubiquinones, sous leur forme semi-radicalaire, jouent un réle fondamental dans la
production de ROS. Inversement, il a pu étre défini que la forme "ubiquinol" agissait comme
antioxydant (360). L'ubiquinol protege les membranes de la peroxydation lipidique par une
diminution de la formation et de la propagation de radicaux peroxyle. L'ubiquinone est
également impliquée dans la régénération de la vitamine E ce qui amplifie son role

protecteur contre les ROS (361).

Le cytochrome c présent dans I'espace inter-membranaire a un role de détoxification

en captant I'électron libre du radical superoxyde produit au niveau de la chaine respiratoire.



Ainsi réduit, il cede cet électron au complexe IV formant du cytochrome c oxydé et de I'H,0

(363).

v’ Vitamine E et vitamine C
Les vitamines E (a-tocophérol) et C (acide ascorbique) semblent étre des plus importants
dans la lutte contre le stress oxydant. La vitamine E étant liposoluble, elle se fixe aux
membranes et peut ainsi séquestrer les radicaux libres empéchant la propagation des
réactions de peroxydation lipidique (318, 361, 364).

La vitamine C, hydrosoluble, se trouve dans le cytosol et dans le fluide extracellulaire
; elle peut capter directement I’O2* et I'OH". Elle peut aussi réduire le radical a-tocophérol
et ainsi permettre une meilleure efficacité de la vitamine E (361, 364).

Des métaux jouent également des roles non négligebles dans la défense anti-
oxydante. Ainsi, le cuivre (Cu), le zinc (Zn), le manganése (Mn) et dans certains micro-
organismes le nickel (Ni), jouent un réle important en tant que catalyseur de la SOD (365).
De la méme facon, le sélénium (Se) est I’élément catalyseur de la GPx. Un déséquilibre entre
oligo-éléments, par exemple un exceés de cuivre par rapport au zinc, peut également
favoriser I'apparition d’un stress oxydant (366, 367). Etant donné que les oligo- éléments
interviennent également dans la régulation du systéme immunitaire, leur réle a été
investigué en médecine humaine (368, 369)

Plusieurs autres groupes de molécules hydrophiles et lipophiles participent a la
défense antioxydante, ce sont les antioxydants hydrophiles et lipophiles. Les tocophérols, les
rétinoides, les flavonoides, I'ubiquinol, la bilirubine ainsi que la mélatonine font partie des
antioxydants lipophiles, spécialisés dans la protection des lipides et dans l'interruption des
réactions en chaine lors de la peroxydation lipidique. A c6té du glutathion, I’acide urique, la
vitamine C, les dérivés thiol, les protéoglycanes et I'acide hyaluronique font quant a eux
partie des antioxydants hydrophiles, capables de protéger de I'oxydation tant les lipides, les

protides, que I’ADN.

3.2 Stress oxydant et drépanocytose

3.2.1 Role du stress oxydant dans le cercle vicieux drépanocytaire

Le cercle vicieux drépanocytaire inclut des complications pathologiques « néfastes »
telles que la falciformation, I'hémolyse, l'inflammation, les CVO et les épisodes

d’hypoxie/reperfusion a I'origine d’une altération de la balance pro oxydants / antioxydants



via une augmentation de la production de ROS ou une diminution des défenses

antioxydantes (370) (Figure 43).

Scavenging du
NO

Hémolyse ;
Héme libre reperfusion

Auto-oxydation elibinias Inflammation
— de (leucocytes

I’lhémoglobine activés)

STRESS OXYDANT DANS LA DREPANOCYTOSE
& 9
—_ 1]
l 5= ¢ | s
= O =
L1 I 7 e
2 = [=]
3% 2
<< € O @
w - C
-Lesions S
vasculaires ©
-Remaniement B
vasculaire =
-Néo-angiogenése
- Régulation du
/ flux sanguin \

diminuée

Figure 43. Sources et role physiopathologique du stress oxydant dans la drépanocytose (371).

La production de stress oxydant dans la drépanocytose est multifactorielle et peut

s’expliquer par :

I’'hémolyse accrue conduisant a une augmentation de I’heme libre fortement
impliquée dans la production de ROS ;

I’auto-oxydation de I’hémoglobine S qui engendre une production de ROS 1,7
fois supérieure a celle de 'Hb A ;

I"augmentation de l'ischémie-reperfusion, exacerbée par I'adhésion cellulaire
a I'endothélium, qui va stimuler la production de ROS via notamment la
xanthine oxydase ;

le contexte inflammatoire bien caractérisé dans la maladie drépanocytaire. Il
est encore aujourd’hui difficile de dire si I’état pro-inflammatoire chronique
retrouvé dans la drépanocytose contribue a I'exacerbation du stress oxydant
dans la pathologie ou inversement. De plus en plus d’études démontrent une

relation plutdt bidirectionnelle entre inflammation et stress oxydant.




Les espéces réactives produites au cours du stress oxydant sont impliquées dans la
falciformation des globules rouges, I'adhérence cellulaire a I’endothélium, la modulation
du tonus vasculaire et I'inflammation, a I'origine des crises vaso-occlusives douloureuses

et des lésions organiques.

Plusieurs études ont rapporté au repos chez les patients drépanocytaires une
augmentation de la peroxydation lipidique (372-378) et de I'oxydation des protéines (375,
379, 380) aux niveaux plasmatiques, érythrocytaires et sériques. Parallélement, bien que les
résultats concernant I’état des défenses antioxydantes divergent selon les études (375, 381,
382), ces patients présentent dans certains cas une capacité antioxydante significativement
plus faible qui serait a I'origine d’un stress oxydant amplifié (373, 381, 383-386). Des études
ont montré une diminution significative du niveau de base de NO sérique chez les sujets
homozygotes (HbSS) par rapport aux témoins (387, 388) indiquant que les patients
drépanocytaires ont des niveaux plus faibles de NO et une capacité anti-oxydante totale

(CAT) plus faible par rapport aux contréles sains normaux.

Cette augmentation du stress oxydant perpétuerait en retour le cercle vicieux de la
drépanocytose. Des études ont montré des relations entre les marqueurs du stress oxydatif
et certaines complications de la drépanocytose. En effet, Morris et collaborateurs (385), ont
rapporté une diminution des taux de glutathion et de glutamine chez des patients atteints
de drépanocytose et présentant une hypertension artérielle pulmonaire. De plus, Klings et
collaborateurs (389) ont rapporté que les ROS pouvaient jouer un role important dans la

dysfonction vasculaire observée au cours du syndrome thoracique aigu et des CVO.

Des études ont montré une corrélation positive entre des marqueurs hémolytiques
tels que la bilirubine et des concentrations plasmatiques d'AOPP chez des patients atteints
de drépanocytose (390). Ceci, suggererait que le stress oxydatif élevé est probablement en
partie lié a une augmentation de I'hémolyse. De plus, une corrélation entre les
concentrations d’AOPP et nitrotyrosine suggére un role du stress oxydant dans la diminution
de la biodisponibilité du NO chez les enfants drépanocytaires homozygotes (391). Dans
I’étude de Renoux et al. (250), une diminution des concentrations d’AOPP était retrouvée
chez des patients alpha-thalassémiques. L'alpha-thalassémie diminue légeérement la
concentration de I'HbS intra-érythrocytaire (47,48) réduisant les événements

d'ischémie/reperfusion qui augmentent la production de ROS (16, 17,43).



Des concentrations plasmatiques de MDA significativement élevées ont été
retrouvées dans plusieurs études portant sur des populations drépanocytaires (381, 392,
393). L'accumulation de MDA perturbe I'organisation des phospholipides dans la bicouche
membranaire des érythrocytes humains. L'oxydation des phospholipides dans les
membranes de plasma et d'organelles internes (par exemple les mitochondries) endommage
leur fonction (390). Les dommages membranaires sont considérés comme un facteur

important contribuant a la falciformation irréversible (394, 395).

3.2.2 Les sources du stress oxydant dans la drépanocytose

3.2.2.1 "auto-oxydation de I’'HbS

Bien que ce phénoméne soit retrouvé a la fois pour I’'HbA et I’'HbS, des études ont
montré que cette derniére avait la capacité de s’auto-oxyder 1,7 fois plus vite que I’'HbA
(396). En effet, a l'inverse de I'HbA, I'Hb S se retrouve rapidement submergée par la
production continuelle d’0;* puis par sa dismutation en H;O, qui peut aboutir a la
production de radical hydroxyle. Par ailleurs, la méthémoglobine, en I'absence de réduction
du fer par la méthémoglobine réductase, va se dénaturer en hémichromes. Ces
hémichromes, retrouvés dans la membrane érythrocytaire des GR drépanocytaires (397),

vont favoriser I'oxydation des constituants membranaires des globules rouges (Figure 44).
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Figure 44. Réactions associées a |I’auto-oxydation de la désoxy-hémoglobine.
Tiré de (398).

A cause de I'némolyse intravasculaire constante, des concentrations élevées
d’hémoglobine libre (399) et d’héme plasmatique sont retrouvées observées chez les
patients drépanocytaires a I'état de base (400). En inactivant le NO, I’'hémoglobine libre
réduit sa biodisponibilité, limitant ainsi son action vasodilatatrice, anti-thrombotique et anti-
inflammatoire (400, 401). L’héme hydrophobe libéré dans le plasma s'intercale rapidement
dans la membrane plasmique des cellules endothéliales. A ce stade, I’'heme libéere son fer
(402) qui va induire l'activation des cellules endothéliales et des dommages liés a la

libération non enzymatique de ROS (403).

3.2.2.2 Systéme Xanthine oxydo-réductase

Une diminution de I'activité XO chez des patients atteints de drépanocytose a été
rapportée (404). Cette diminution est due au fait que XO catalyse la génération du radical
superoxyde a partir de I'hypoxanthine [6] et peut ainsi entrainer une légére réduction de
I"activité de XO chez les sujets HbSS entrainant ainsi une légére réduction de H,0,. De plus,
la diminution observée de I'activité sérique de XO chez ces patients atteints de
drépanocytose, a été confirmée par la mesure des taux sériques de purine par HPLC. Les

résultats suggérent que la concentration d'hypoxanthine est élevée alors que celles de



xanthine et d'acide urique sont significativement diminuées dans le milieu extracellulaire par

rapport au groupe témoin (404).

Une étude d'Osarogiagbon et al. (297) sur des souris drépanocytaires ayant subi une
Iésion par ischémie-reperfusion ont montré que celles soumises a des conditions hypoxiques
présentaient une activité XO plus élevée par rapport aux souris témoins dans les conditions
ambiantes. Selon ces auteurs, cette augmentation de XO générée par I'hypoxie peut
conduire a la production d'0;°®, capables de générer des radicaux libres, tels qu'observés par

I'augmentation de I'excrétion d'éthane et de OH, deux marqueurs du stress oxydatif.

3.2.2.3 Systéme NADPH oxydase

Une étude a montré qu'une partie significative de la production de ROS dans les
cellules drépanocytaires était médiée enzymatiquement par la NADPH oxydase. Celle-ci est
contrdlée par la protéine kinase C et la signalisation intracellulaire Ca?* dépendante dans les
GR drépanocytaires (405). D’autres études ont suggéré que les superoxydes dérivés de la
NADPH-oxydase des cellules endothéliales et du fer catalytiquement actif contribuent aux

réponses pro-inflammatoires et pro-thrombogeénes associées a la drépanocytose (406, 407).

3.2.2.4 Myéloperoxydase (MPO)

Des activités circulantes plus élevées de MPO ont été rapportées chez des patients
atteints de drépanocytose comparés aux témoins (404). Les polynucléaires neutrophiles sont
bien connus pour jouer un réle important dans l'inflammation de I'anémie falciforme (383,
404). Les leucocytes activés libérent de la MPO, qui pénetre ensuite dans la paroi vasculaire,
augmente l'inflammation et génére des oxydants (383). Une étude sur I'effet du N-acétyl-
lysyltyrosylcystéine-amide a montré que celui-ci était un inhibiteur non toxique efficace de
I'activité MPO (408) qui diminue le stress oxydatif dépendant de la MPO en ce qui concerne
la peroxydation des lipides plasmatiques et I'oxydation des tissus vasculaires, améliore la
fonction vasculaire et diminue les lésions oxydatives chez les patients atteints de
drépanocytose. Par conséquent, ces auteurs ont suggéré que cet inhibiteur pourrait étre un
nouvel outil qui peut étre utile non seulement pour mieux comprendre les mécanismes par
lesquels la MPO augmente le stress oxydatif et altére la fonction vasculaire dans la
drépanocytose, mais aussi comme traitement possible pour prévenir les inflammations et les

lésions dépendantes de la MPO (408).



3.2.2.5 Autres sources

L'homocystéine, un acide aminé soufré qui est produit pendant le métabolisme de la
méthionine, peut produire des espéces réactives de I'oxygene par auto-oxydation au cours
de la drépanocytose (383). Bien qu'aucun lien clair avec la drépanocytose n'ait été
démontré, |'hyperhomocystéinémie est associée a un risque accru de maladie
cérébrovasculaire chez les patients atteints de drépanocytose (409), suggérant une
propension accrue aux maladies vasculaires. De plus, les concnetrations sériques de
cofacteurs clés dans le métabolisme de I'homocystéine (c.-a-d. le folate et les vitamines B12
et B6) sont diminués chez les patients atteints d'anémie falciforme, ce qui suggere qu'ils sont
plus sujets a I'hyperhomocystéinémie (389). L’hyperhomocystéinémie pourrait également
augmenter la production de ROS via un mécanisme impliquant la production de diméthyl-
arginine asymétrique qui entre en compétition avec la L-arginine, substrat de I|'oxyde
nitrique synthase (NOS). En absence de L-arginine, précurseur du NO, la NOS endothéliale

(eNOS) se met a produire des ROS au détriment de la production de NO (406).

3.3 Les systemes de défense anti-oxydants dans la drépanocytose
3.3.1 Systemes anti-oxydants enzymatiques

3.3.1.1 Généralités

Comme dans beaucoup de pathologies, la protéine Nrf2 jouerait un réle dans la
physiopathologie de la drépanocytose. En effet, I'expression de Nrf2 serait réduite chez les
patients drépanocytaires via une augmentation du taux de miR-144 érythrocytaire, un
microARN inhibiteur de Nrf2 notamment en présence de stress oxydant (410). Ainsi, un
déréglement de I'axe régulateur miR-144 — Nrf2 pourrait ainsi conduire a une tolérance au
stress oxydant plus faible chez des patients drépanocytaires. D’autre part, Ferreira et al.
(411) ont montré que [I'HbS induisait I'expression de HO-1 dans les cellules
hématopoiétiques via un mécanisme qui implique la dégradation de KEAP1 suivie de
I'activation consécutive du facteur de transcription Nrf2. D’ailleurs, le traitement de souris
drépanocytaires avec de I’héme augmente I'expression de HO-1, inhibe la stase vasculaire,
les interactions leucocytes-endothélium et I'expression de NF-kb, VCAM-1 et ICAM-1 en

réponse a un stress d’ischémie/reperfusion(412).

Ainsi, il semble que durant des épisodes hémolytiques aigus, les patients

drépanocytaires augmentent ’'HO-1 pour faire face au stress lié a la libération de I’'heme et



au stress oxydant (413). Cette adaptation permet le catabolisme de I’héme toxique par HO-1
et la formation de CO (un vasodilatateur anti inflammatoire), de biliverdine (un antioxydant)
et de ferritine (un agent chélateur de fer) (412, 414). De maniére similaire, Gosh et al (415)
ont mis en évidence in vivo et in vitro que HO-1 et NQO1 était induites dans le rein, les
poumons et le foie de modeéles murins drépanocytaires séveres et dans des cellules
endothéliales pulmonaires de patients drépanocytaires traités avec de I’héme. Néanmoins,
ces auteurs ne se sont pas intéressés au facteur de transcription Nrf2 dans cette étude
(Figure 45).
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Figure 45. Role supposé de Nrf2 suite a un stress d’ischémie/reperfusion drépanocytaire

Tiré de (416). (1) L’augmentation des phénoménes d’ischémie/reperfusion a I’origine d’une élévation du
stress oxydant pourrait conduire a la dissociation du complexe Nrf2/Keapl et la translocation nucléaire de
Nrf2 chez les patients drépanocytaires. Une fois dans le noyau, Nrf2 hétérodimérise avec une protéine Maf,
le rendant ainsi actif, puis se lie a un site de reconnaissance ARE (¢lément de réponse antioxydant) situé sur
des régions promotrices de génes clés impliqués dans la réponse au stress oxydant. Coordonnant ainsi
I’expression d’enzymes antioxydantes telles que la superoxyde dismutase (SOD), catalase (CAT),
glutathion peroxydase (GPX), glucose 6 phosphate déshydrogénase (G6PD), aldéhyde déshydrogénase,
héme oxygénase (HO-1), NADPH-quinone oxydoréductase 1. (2) Ces enzymes antioxydantes et
détoxifiantes pourraient ainsi réguler la balance pro oxydant /antioxydant et diminuer le stress oxydant,
parameétre clé du cercle vicieux drépanocytaire. Ce qui souléve la question suivante : Est-ce que la
régulation du statut redox médié par Nrf2 pourrait réduire I’hémolyse, les altérations hémorhéologiques,
I’altération de la biodisponibilit¢ du NO, I’inflammation, 1’activation endothéliale et ainsi constituer une
voie thérapeutique potentielle dans la limitation des crises vaso occlusives (4) et des phénomenes
d’ischémie/reperfusion associés (5) chez les patients drépanocytaires.



L'implication de Nrf2 dans l'induction de la synthese d’HbF a été récemment
proposée comme voie thérapeutique potentielle dans la drépanocytose (417, 418). Par
ailleurs, dans le cytoplasme, Nrf2 est lié a KEAP1 qui prévient sa translocation nucléaire en
favorisant sa dégradation par un protéasome. Aussi, in vitro, le traitement de cellules BFU-
E1l, générées a partir de cellules mononucléaires sanguines périphériques de patients
drépanocytaires, avec un inhibiteur protéasomal de Nrf2 conduit a une augmentation de
I'activité de Nrf2 avec une augmentation concomitante de I'expression des genes de réponse
antioxydante tel que NQO1 et du statut antioxydant cellulaire (418). Plus précisément, ces
auteurs montrent que c’est I'induction de ROS issues de l'inhibition protéasomale et non

cette inhibition directement qui est a I'origine de I'activation de Nrf2 (418).

3.3.1.2 Les superoxyde dismutases (SOD)

Certaines études antérieures ont démontré que les activités de la SOD, de la capacité
totale antioxydante et de la peroxydase étaient réduites (419-421), tandis que d'autres
indiquaient que les activités de la SOD et de la peroxydase étaient augmentées (374, 375,

392, 405) dans les érythrocytes de patients atteints de drépanocytose.

En effet, beaucoup d’équipes ont travaillé sur I'activité enzymatique de la SOD dans
la drépanocytose. Gizi et al. (374) ont décrit une augmentation de I'activité de la SOD dans
les érythrocytes de patients atteints de drépanocytose par rapport a des sujets sains (1628.8
+ 384.5 U/gHb pour les témoins vs 1821.8 + 435.4 U/gHb pour les patients ; p = 0.05) et ils
ont émis I'hypothese que cette augmentation reflétait la tentative de défense des GR
drépanocytaires contre le stress oxydant. Ces résultats sont en accord avec les observations
historiques de Das et Nair (381). En effet, ces auteurs ayant travaillé sur des érythrocytes
normaux et falciformes, ont également rapporté une activité SOD plus élevée dans les
cellules drépanocytaires (5,000+93.9 unités/g d’Hb) que dans les cellules normales (2950+
144 unités /g d’Hb), corroborant ainsi I’hypothése de Gizi et al. (374). Une étude de Schacter
et al. a également démontré que les patients drépanocytaires cliniquement les plus séveres
présentaient une réduction de I'activité SOD par rapport aux patients moins sévéeres, bien

gue la quantité de protéine soit comparables dans les deux groupes (420).

En revanche, d’autres études ont rapporté des résultats contradictoires concernant
I'activité de cette enzyme antioxydante dans les érythrocytes de patients atteints de
drépanocytose. En effet, Alsultan et al. (372) ont observé une activité SOD significativement

diminuée chez des sujets homozygotes SS par rapport a des sujets sains. Al-Naama et



collaborateurs abondent également dans le méme sens en observant une baisse de I'activité
SOD dans les érythrocytes de patients SS par rapport a des témoins (422). Cette baisse
d’activité pourrait étre attribuée a la production élevée de ROS chez ces patients surtout lors

de la falciformation.

De plus, des niveaux réduits de I'activité de la SOD sérique ont été observés chez les
patients drépanocytaires transfusés par rapport aux patients drépanocytaires non transfusés
(423) ; un des mécanismes suggérés est que la surcharge en fer engendrée par la transfusion
pourrait conduire a une augmentation de l'activit¢ des ROS sur les composants
membranaires, contribuant aux complications hémolytiques et vaso-occlusives (424, 425).
L'exces de fer transfusionnel provoquerait I'accumulation de fer plasmatique labile, la forme
pathologique du fer non lié a la transferrine. Ce fer plasmatique labile est rapidement
absorbé par les cellules, ce qui conduirait a une augmentation du pool de fer labile et a la

génération de ROS.

3.3.1.3 Catalase

Les travaux de Lamia et a/ montrent une activité réduite de la catalase dans les
érythrocytes de patients atteints de drépanocytose comparés a des témoins (218 + 30.3 k/g
Hb pour les patients vs 275 + 37.7 3 k/g Hb pour les témons ; p<0.001) (422). Ces résultats sont
corroborés par ceux de Vicky et al.(426) qui ont également travaillé sur les érythrocytes de
patients drépanocytaires et de sujets AA. A ces travaux, s’ajoutent ceux de Mockesch et
al.(391) et Biswal S et al. (427) qui ont travaillé respectivement sur les érythrocytes et le
plasma de patients atteints de drépanocytose comparés a des témoins. Leurs résultats
étaient superposables aux deux autres précédemment cités. La diminution de la catalase
pourrait s’expliquer par son utisation pour lutter contre cette surpoduction de ROS chez les

patients atteints de drépanocytaires.

En revanche, Castilhos et al. (404) ont obtenu des résultats contradictoires. Ces
auteurs ont effectivement observé une augmentation significative (2,3 fois supérieure) de
I'activité de la catalase dans du sang total de patients atteints de drépanocytose en phase
stationnaire comparés a des témoins sains. Hermann et al. ont (428) aussi observé une
augmentation de l'activité de la catalase dans les érythrocytes de patients homozygotes SS
comparés a des témoins mais sans que cette augmentation ne soit significative. Selon ces
auteurs, I'augmentation de la catalase pourrait étre un signal de défense pour capter le

maximum d’H-0,.



3.3.1.4 Les glutathions peroxydase (GPx)

Les travaux de Gizi et al. démontrent une augmentation de I'activité de la glutathion
peroxydase dans les érythrocytes de patients atteints de drépanocytose (44.1+ 11.3 U/gHb)
comparés aux sujets controles AA (30.0+ 4.9 U/gHb ; p = 0.001) tandis qu’aucune différence
relative au taux de glutathion réductase n’était pas observée entre les deux groupes (374).
Ces résultats sont discordants de ceux obtenus par Cho et al. qui démontrent une diminution
d’activité de 33% de la glutathion peroxydase 1 chez les patients drépanocytaires comparés
a des sujets controles, corrélée a ’hémolyse observée chez ces patients. Cependant, ils
observent chez les patients bénéficiant d’un traitement a I’"hydroxyurée une augmentation
de 90% de I'activité de la glutathion peroxydase 1 comparée a celle des patients ne recevant
pas d’hydroxyurée (429). De plus, Alsultan et al. (372) ont observé une activité de GPx
érythrocytaire significativement inférieure chez les patients drépanocytaires (48.50 + 6.2 U/g
d’Hb) comparés a des témoins AA (176.30 + 12.71 U/g d’Hb). La baisse d’activité de cette
enzyme peut étre attribuée a la production élevée de ROS chez ces patients qui peut

détruire les enzymes antioxydantes.

3.3.2 Systemes anti-oxydants non enzymatiques

Dans une étude récente, les concentrations plasmatiques en manganése, et en cuivre
ne différaient pas entre les enfants atteints de drépanocytose a |'état stationnaire et des
enfants de AA (430), alors que les concentrations en fer, en sélénium et en zinc étaient
significativement inférieures chez les enfants atteints de drépanocytose comparés a des
témoins (431). Le zinc a une action antioxydante par inhibition de la peroxydation lipidique
dans les globules rouges et sa carence a été associée au risque d'augmenter la crise vaso-
occlusive grave chez I'enfant SS (432). Le sélénium joue un réle important dans la prévention
de la modification oxydative des lipides, la réduction de l'inflammation et la prévention de

I'agrégation plaquettaire (433).

3.3.2.1 Glutathion

Gizi et al. observent une diminution du glutathion total ainsi qu’une réduction du
glutathion réduit chez des patients atteints de drépanocytose comparés a des sujets sains
(374). Cette diminution du glutathion est en accord avec |'étude d’Amer et al., 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 (434) Castilhos et al. (404)
confirment ces résultats en trouvant également une réduction du glutathion réduit dans les
érythrocytes des patients atteints de drépanocytose. Le glutathion réduit réagit avec les ROS

et contribue a ’lhoméostasie redox de la cellule.

3.3.2.2 Ubiquinones, cytochrome ¢

Niklowitz et al. (435) ont rapporté des concentrations normales ou réduites
d’ubiquinone plasmatique chez des patients atteints de drépanocytose avec un net décalage
de I’état rédox en faveur de la partie oxydée de 'ubiquinone plasmatique. Le changement en
faveur de la partie oxydée d’ubiquinone peut étre considéré comme un signal pour un stress

oxydatif accru.

3.3.2.3 Vitamine E et vitamine C

Gizi et al. ont observé une diminution de la concentration plasmatique des vitamines
C et E chez les patients drépanocytaires comparés aux sujets contrbles (374). Il convient
aussi de noter que les patients atteints de drépanocytose présentent une réduction
d'environ 40% des taux plasmatiques de carotene et une réduction de 30% des taux de
vitamine E (436, 437). En outre, il existe une corrélation inverse entre les taux de vitamine E
et le pourcentage de globules rouges irréversibles (Ndombi 10 1990). Bien qu'il semble que
la déplétion en vitamine E puisse jouer un réle dans le développement de la vaso-occlusion,
I'effet de la supplémentation en vitamine E n'est pas clair. Dans deux petites études
prospectives évaluant l'effet de la supplémentation en vitamine E chez des patients
souffrant d'anémie falciforme (438), il y avait une diminution du nombre de cellules
falciformées irréversibles, mais cela n'était pas corrélé a une réduction du nombre de CVO.
La mesure des niveaux d'acide ascorbique dans la drépanocytose a produit des résultats
contradictoires : plusieurs études (389, 439-441) ont démontré des concentrations réduites
dans le plasma et les globules blancs chez les patients atteints de drépanocytose, mais
d'autres n'ont trouvé aucune différence significative. Cette disparité peut refléter des
différences dans les populations étudiées, mais rend moins probable que la vitamine C

représente un antioxydant important dans cette population.



3.4 Les genes impliqués dans le stress oxydant

Les polymorphismes des genes impliqués dans le stress oxydant pourraient
partiellement expliquer la grande variété clinique inter-individuelle de beaucoup de
maladies telles que la drépanocytose. Dans notre étude, nous avons ciblé 4 genes codant des
enzymes du SO dont certains polymorphismes pourraient étre corrélés a la clinique de la

drépanocytose. Il s’agit de SOD (rs4880), MPO (rs2333227), XO (rs207454) et NFE2L2
(rs35652124).

3.4.1 Geéne de la myélopéroxydase

3.4.1.1 Description du gene et de la protéine

Le gene MPO se trouve au niveau du bras long du chromosome 17 en position 22

(17922). Il comprend 12 exons pour une taille totale de 11,08 Kb (Figure 46).
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Figure 46. Caractéristiques moléculaires du géne MPO

Tiré de (http://genatlas.medecine.univ-paris5.fr/)

L'ARNm de 3215 pb permet la traduction de la protéine MPO qui comprend 745
acides aminés. Cette expression se fait au niveau de plusieurs organes tels que le pharynx, le

cerveau mais aussi dans de nombreux autres tissus et cellules (Tableau 2).



Tableau 2.  Expression de la MPO au sein de différents organes, tissus et cellules

Tiré de http://genatlas.medecine.univ-paris5.fr/.

expressed in (based on citations)
Organ | Organ
(0] o] R
System B B3N ievel |level |Level |Pubmed Species | Stage ne
level 1 |level 2 a symbol
| Digestive pharynx
Nervous brain
male Homo
R ducti tat
eproductive system prostate publfed sapiens
Visual eye
Tissue | Tissue Rna
System Tissue |[level |level |Level|Pubmed |Species|Stage
i symbol
tissue 1 2
Blood / bone
Hematopoietic|marrow
System Cell Pubmed | Species |Stage fna
symbol
Hemo
Blood/Hematopoieti throcyt
ood/Hematopoietic|erythrocyte PublMed sapiens
cells Blood/Hematopoieticmonocyte
Hemo
Blood/Hematopoieti trophil
ood/Hematopoietic|neutrophi PublMed sapiens
Lymphoid/Immune |macrophage
Homo
R ducti ithelial cell
eproductive epithelial ce Publfed sapiens

L'enzyme mature humaine est un homodimeére symétrique de 745 acides aminés,
formé de 2 hémi-enzymes, chacune a 2 sous-unités reliées par un pont disulfure (une chaine
légére de 15 kDA et une chaine lourde de 59 a 64 kDa produite par excision de 6 acides
aminés a partir du précurseur commun)(442) . La protéine est glyquée, ce qui explique les
variations de son poids moléculaire (120 a 150 KDa). Elle possede un pic d'absorption
caractéristique a 430 nm d{ a sa structure héminique (pic de Soret). Son site actif est localisé
a la base d'une poche hydrophobe, étroite et profonde, qui ne permet |'accés qu'aux

substrats de faible poids moléculaire (443).



Figure 47. Structure biochimique de la protéine MPO

3.4.1.2 Polymorphismes génétiques

Plusieurs études ont rapporté que certains polymorphismes du géne MPO seraient
impliqués dans beaucoup de pathologies et syndromes tels que les cancers, I'athérosclérose
(444) I'inflammation, le diabete, etc. Toutes ces pathologies ont comme point commun le
stress oxydant ou la protéine MPO joue un réle majeur. En effet, le gene MPO peut entrainer
un déséquilibre oxydant / antioxydant, et contribuer de maniére significative au

développement et a la progression des complications vasculaires liées au diabéte (445).

Le polymorphisme du géne MPO le plus étudié et qui serait impliqué dans plusieurs
pathologies est le polymorphisme rs2333227 qui correspond a une mutation d’une Guanine
(G) par une Adénine (A) en position 463 de la région promotrice du géne (-463G>A). Ce SNP
a été associé a une réduction drastique (25 fois) de la transcription de la protéine dans des
cellules de leucémie myéloide aigué (446, 447). Ce polymorphisme a également été associé a
une susceptibilité accrue au développement de divers cancers: cancer du poumon (448,
449), cancer de la prostate (dans une population américaine) (450, 451) et cancer colorectal
(452). Par contre il serait protecteur contre d’autres cancers tels que celui du col de I'utérus
(453, 454) et il ne contribuerait pas a la survenue du carcinome naso-pharyngien dans une
population chinoise Han du sud de la Chine (455). En dehors des cancers, le polymorphisme

rs2333227 du gene MPO pourrait étre considéré comme un marqueur de stratification du



risque d’événements cardiovasculaires indésirables chez les patients souffrant de maladie
artérielle périphérique, sans en étre pour autant un facteur de risque indépendant (456). Il a
été aussi rapporté un effet protecteur de ce polymorphisme de I'hypertension artérielle
(457). En revanche, ce polymorphisme semble étre un facteur favorisant de la maladie
d’Alzheimer dans une poulation chinoise (458). Il serait aussi un facteur de risque du planus
de Lichen, une maladie inflammatoire touchant la peau, la muqueuse de la bouche et plus

rarement, |'cesophage et les conjonctives (459).

Des études récentes ont porté sur un autre polymorphisme de MPO qui est le SNP
rs2107545. Ce polymorphisme contribuerait a une sensibilité accrue a la formation de la
plaque carotidienne chez les patients atteints de diabéte de type 2 (445). De plus, le SNP
rs2107545 du gene MPO peut étre utilisé comme biomarqueur pour la susceptibilité et le

pronostic des patients ayant subi un AVC ischémique (445).

3.4.2 Genes des superoxydes dismutases

3.4.2.1 Description du gene et de la protéine

Dans la classification internationale, les SOD appartiennent au groupe des
oxydoréductases (EC1.15.1.1). Elles sont présentes dans toutes les cellules de mammiferes.
On en distingue 3 : la SOD Cu/Zn intracellulaire, la SOD Cu/Zn extracellulaire et la MnSOD,

cette derniere étant la plus importante pour le stress-oxydant.

L’activité de la SOD Cu/Zn intracellulaire (géne SOD1) représente 80% de I'activité
SOD totale d’une cellule. C’est une protéine dimérique d’environ 32 kDa dont chaque unité
posséde un site catalytique actif contenant un atome de cuivre et un atome de zinc (460).
Seul le cuivre sous forme Cu?* participe a I'activité catalytique de I'enzyme, le zinc assurant
sa stabilité (461). L’expression de la SOD Cu/Zn intracellulaire est plutot constitutive dans les
cellules humaines. Elle est codée chez ’'homme par un géne situé sur le chromosome 21
(région 21922) qui possede dans sa région promotrice des boites TATA et CCAAT ainsi que
des éléments de réponse de différents facteurs de transcription (462). Ce géne peut étre

inductible par divers facteurs ; notamment par Nrf2 (463-466).

La SOD Cu/Zn extracellulaire (géne SOD3) est glycosylée et sécrétée dans I'espace
extracellulaire (467). Cette enzyme tétramérique (135 KDa) posséde des sous-unités liées de

facon non covalente et possédant chacune un atome de cuivre et un atome de zinc. Le géne



SOD3 est situé sur le chromosome 4 (4p-g21) chez ’lhomme ; sa région promotrice posséde
des séquences régulatrices dont celles correspondant a la réponse antioxydante ou ARE pour

« Antioxidant Response Element » (462, 466).

L'activité de la MnSOD (gene SOD2) représente 20% de I'activité totale cellulaire et
peut étre inhibée par H,0, et par les péroxynitrites (468). A l'inverse de la MnSOD des
procaryotes qui est dimérique, celle des mammiferes est homo-tétramérique avec une
masse moléculaire de 80 KDa et 222 acides aminés (469). Chaque sous-unité d’environ 21 a
23 KDa, contient dans son site catalytique un atome de Mn sous la forme Mn3*. La MnSOD
est localisée strictement dans la mitochondrie. La structure primaire de chaque sous-unité
posseéde une séquence d’adressage du coté NH; terminal, qui assure le transport de la
protéine nouvellement synthétisée dans la matrice mitochondriale. Une fois transportée
dans la mitochondrie, le peptide signal est finalement clivé par une peptidase de la matrice
mitochondriale et les 4 sous-unités s’associent alors pour donner naissance a I’enzyme active

(470) (Figure 48).

Figure 48. Structure cristalline humaine de MnSOD

Tiré de (471). (A) La structure MnSOD homotétramere, contenant deux faisceaux symétriques a quatre
hélices et quatre domaines a / B C-terminaux, est représentée avec les quatre chailnes polypeptidiques
distinctes colorées en cyan, bleu, vert et jaune et les ions de manganése du site actif décrits comme des
sphéres magenta. (B) site actif MnSOD et schéma de liaison hydrogéne. Les chaines latérales des résidus de
sites actifs His26, His74, His163 et Asp159 lient I'ion Mn, conjointement avec une molécule de solvant. Un
réseau de liaison a l'hydrogene, représenté¢ dans des sphéres orange, est observé dans le site actif de
MnSOD, s'étendant a partir du solvant li¢ au métal. Le solvant forme une liaison hydrogéne avec Gln143 et
le réseau se poursuit avec une liaison hydrogene a Tyr34. Une molécule d'eau conservée assure ensuite la
médiation de la liaison hydrogeéne entre Tyr34 et His30, et His30 forme également une liaison hydrogene
avec Tyr166 provenant d'une sous-unité adjacente.

La MnSOD mitochondriale est codée par le gene SOD2 sur le bras court du

chromosome 6 (6g25) (472). Il présente une taille de 14.21 Kb et est constitué de 5 exons

(Figure 49). La région proximale du promoteur de ce géne posséde une région riche en



éléments GC (de —189 a —86 pb du site d’initiation de la transcription), mais pas de boites

TATA ou CAAT (473). En dehors de cette région proximale, le promoteur comporte des

éléments de réponse pour différents facteurs de transcription, dont certains sont

caractérisés et d’autres restent potentiels (473). ARNm permet la traduction de la protéine

SOD2 qui comprend 222 acides aminés. Ce géne est exprimé dans plusieurs organes tels que

la bouche et I'os. (Tableau 3).
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Figure 49. Caractéristiques moléculaires du géne SOD2

Tiré de (http://genatlas.medecine.univ-paris5.fr/)




Tableau 3. Expression du géne SOD2 au sein de différents organes, tissus et cellules

Tiré de http://genatlas.medecine.univ-paris5.fr/.

Type ubiquitous
axpressed in (based on citations)
Organ | Organ
O O R
System e B3N evel |level |Level |Pubmed Species | Stage e
level 1 level 2 symbal
3 4
Digestive mouth highly
organ(s) |Nervous brain
Reproductive male prostate
system
. respiratory ,
R t trach highl
espiratory | rachea ighly
Tissue | Tissue Rna
. System Tissue |level |level |Level Pubmed | Species | Stage
tissue symbol
1 2
Connective bone predominantly

3.4.2.2 Polymorphismes génétiques

Certains polymorphismes du gene SOD (surtout 2 et 3) seraient impliqués en partie
dans certaines maladies neurodégénératives telles que la sclérose latérale amyotrophique
(474-480), la maladie d’Alzheimer (481-483), de Parkinson (484-486) ou méme dans le

diabéte (487) ou le cancer (488).

Plusieurs SNPs ont ainsi été impliqués dans le développement de différents cancers,
mais le plus fréquemment étudié chez ’homme reste le polymorphisme rs4880 (Alal6Val)
du géne SOD2 qui a fait I'objet de plus de 80 études (489). En effet, le génotype muté serait
associé a un risque accru de cancer du sein avec un potentiel métastatique élevé (490, 491).
Ce polymorphisme, lorsqu’il est associé a certains autres du géne GSTT1 codant la glutathion
S-transférase théta 1, semble aussi jouer un réle important dans la modulation du risque du
cancer de la vessie chez les fumeurs d’aprés une étude réalisée en Colombie-Britannique
(492). Les autres cancers ou le polymorphisme rs4880 de SOD2 pourrait étre impliqués sont :
- le carcinome hépatocellulaire dans une étude réalisée en Chine (493) et dans une autre en
France en association avec le polymorphisme rs2333227 (-G463A) de MPO (494) ;

- le cancer de la prostate (495, 496) ;
- le cancer du poumon (497) en Turquie et aux Etats-Unis (498) ;
- le cancer du pancréas en association avec le polymorphisme rs2333227 (-G463A) de MPO

(499) ;



- certains syndromes myéloprolifératifs (polycythémia vera, thrombocytémie essentielle et

myélofibrose primaire) (500).

Cependant, d’autres auteurs ont observé des résultats différents de ceux rapportés
ci-dessus. En effet, le role de rs4880 dans le cancer de la prostate relaté dans le paragraphe
précédent ne corrobore pas I'étude de Liwei et al. qui n‘ont trouvé aucune association
significative entre les polymorphismes Ala9Val et Alal6Val de MnSOD et la susceptibilité au
cancer de la prostate (501). De méme, I'étude de Zejnilovic et al. (497), ainsi que celle de
Choi JY et al. ne retrouvent pas le risque de cancer du poumon induit par ce SNP dans une
population d’hommes fumeurs ou exposés a l'amiante (502). Par ailleurs, I'étude de
Mohelnikova-Duchonova et al. n’a pas rapporté une association significative entre rs4880 et
le cancer du pancréas (503). Enfin, d’autres auteurs n’ont pas retrouvé un lien entre le

polymorphisme Alal6Val et la leucémie myéloide aigué (504) ou chronique (505).

D’autres polymorphismes du gene SOD2 ont fait I'objet de publications, mais pas
autant que le SNP rs4880. Parmi ces polymorphismes, nous avons les SNPs rs278339 et
rs5746136 qui seraient associés au risque du cancer gastrique (506) mais aussi d’une
dépendance élevée a I’héroine sans augmentation du niveau d’expression de SOD2 chez des

personnes consommant de I'"héroine (507).

3.4.3 Gene de la xanthine oxydo-réductase

3.4.3.1 Description du gene et de la protéine

La xanthine oxydase (XO) est une molybdoflavoenzyme qui a été identifiée par
Schardinger en 1902 (508) et qui est membre de la famille des molybdoenzymes qui
comprend également I'aldéhyde oxydase (AO) et la sulfite oxydase (SO). La xanthine oxydase
(XO) (EC 1.1.3.22) et la xanthine déshydrogénase (XDH) (EC 1.1.1.204) sont les formes inter-

convertibles de la xanthine oxydoréductase (XOR).

La XOR est une enzyme homodimére composée de deux sous-unités identiques,
chacune est de poids moléculaire d'environ 145 KDa (509-511). Chaque sous unité est
organisée en trois domaines, chacun étant associé a un cofacteur spécifique : le domaine N-

terminal de 20 kDa (510-513) (Figure 50).
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Figure 50. Structure de I’enzyme xanthine oxydoréductase

Tiré de (514) A: Structure cristalline de I’homodimeére de la XOR bovine; les domaines identiques des deux
sous unités sont représentés par les mémes couleurs (claire pour le monomere a gauche, et plus foncées pour
celui a droite): en rouge le domaine du Fe2 / S2, en vert le domaine du FAD et en bleu le domaine Mo (515)
B: Les trois domaines des sous unités de la XOR, leurs tailles et leurs cofacteurs associés (515). C:
Structure secondaire de la XOR, le fleches indiquent les sites de protéolyse par la trypsine(516) et les
étoiles indiquent les résidus cystéines modifiés lors de la conversion réversible de la XOR (Cys 535, Cys
992) (517).

Le gene XDH codant pour la XOR humaine est long de plus de 60 kb, comprend 36
exons (518) et se trouve sur le bras court du chromosome 2 (2p22) (518, 519). Le transcrit
d'ARNm contient un cadre de lecture ouvert de 3999 pb codant pour 1333 acides aminés

(518, 519) (Figure 51).
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Figure 51. Caractéristiques moléculaires du gene XDH

Tiré de (http://genatlas.medecine.univ-paris5.fr/)

L'organisation intron-exon est presque identique entre les génes XOR et AO (520) et
leurs séquences d'acides aminés sont homologues a 50% (521). Leur similitude dans la
structure primaire s'étend a leur structure tertiaire, car elles partagent les mémes cofacteurs
ainsi que plusieurs des mémes substrats (520). Les genes codant pour AO et XOR sont
étroitement espacés sur le chromosome 2 (520), suggérant qu'ils proviennent d'un gene
ancestral via la duplication en tandem. Le réle fonctionnel de I'AO demeure inconnu, mais il
est susceptible d'étre différent de celui du XOR car il ne possede pas d'activité de

déshydrogénase (522).

La distribution cellulaire de XO a été mise en évidence en 1981 par Jarasch et coll.
(523) chez les bovins pour lesquels ils ont montré la présence de cette enzyme, en particulier
dans I'endothélium capillaire des cellules mammaires (523). Parallelement, chez 'lhomme,
cette enzyme a été retrouvée dans les cellules du tractus digestif et dans le foie (524) mais
aussi des glandes mammaires (525). Des études microscopiques des cellules endothéliales
humaines ont confirmé non seulement la présence de XO dans le cytoplasme sous forme de
vésicules (526) mais également dans la surface des cellules membranaires de maniére

asymétrique (527) (Tableau 4).



Tableau 4. Expression du géne XDH au sein de différents organes, tissus et cellules.

Tiré http://genatlas.medecine.univ-paris5.fr/.

Type restricted
expressed in {based on citations)
Organ | Organ
Organ Rna
System Organ level 1 = level |level [Level|Pubmed |Species|Stage
level 2 symbol
3 !
I
Digestive |intestine .argel colon
intestine
organ(s) '
intestine .sma )
intestine
liver
Endocrine |neuroendocrine|pituitary
Respiratory|respiratory tract|/larynx
. Rna
System Cell Pubmed | Species | Stage
cells symbol
Digestive hepatocyte

3.4.3.2 Polymorphismes génétiques

La xanthine oxydase est une des principales sources de radicaux libres (528). Elle est
impliquée dans plusieurs pathologies telles que le diabete (529, 530), les problémes
cardiovasculaires, l'ischémie-reperfusion (531), la goutte (532) et I'athérosclérose (533).
L'inhibition de cette enzyme est une approche thérapeutique tres utilisée dans le traitement
ou la prévention de plusieurs de ces maladies. Presque tous les auteurs qui ont montré une
implication de la xanthine-oxydase dans ces différentes pathologies ont travaillé sur la
protéine (via son activité enzymatique) et non sur les polymorphismes génétiques du gene

XDH.

Néanmoins, une étude faite au sein d’'une population espagnole a rapporté que
différents polymorphismes dans les genes de la voie oxydante (dont rs207454 sur le gene
XDH) pouvaient affecter la susceptibilité au cancer du sein (534). A I'inverse, d’autres études
ont observé une association entre ce polymorphisme XDH et la survie chez les femmes
atteintes de cancer du sein (535) mais aussi chez des patients atteints de cancer gastrique
(536). D’autres auteurs ont associé certains polymorphismes de XDH (rs1042039, rs1054889
et rs2073316) a I'hypertension artérielle dans la population rurale chinoise de Han (537). De
plus, une étude japonaise a suggéré que des variations génétiques de XDH, a savoir trois
mutations faux-sens (G172R, A932T, N1109T) et huit SNP communs (11488C> G, 37387A> G,
44408A> G, 46774G> A, 47686C> T, 49245A> T, 66292C> G et 69901A> C) contribuaient en

partie a |'hypertension artérielle et a ses complications, y compris I'athérosclérose et



I'insuffisance rénale chronique (538). L’association entre I'exposition au plomb, le
polymorphisme rs7574920 de XDH et le risque de tumeurs cérébrales adultes a également

été observée par Bhatti P et al. (539).

3.4.4. Géne NFE2L2

3.4.4.1 Description du gene et de la protéine

En 1994, Moi et al. ont découvert la protéine Nrf2 (ou Nuclear Factor Erythroid 2
Related Factor 2) en recherchant des séquences polypeptidiques présentant une affinité
avec la séquence NFE2/API1 située dans le promoteur du géne de la B-globine (540). Elle est
composée de 605 acides aminés chez 'Homme, possede une région basique leucine zipper
(bZIP) dans son domaine C-terminal est divisé en six domaines fonctionnels appelés Neh

(Nrf2 ECH homology) (Figure 52) (541).
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Figure 52. Structure et domaines fonctionnels de la protéine Nrf2

bZIP: domaine leucine zipper basique; Neh: Nrf2-ECH homology; NLS: nuclear localization signal; NES:
nuclear export signal (541).

La protéine Nrf2 est exprimée de facon ubiquitaire : elle est présente dans de
nombreux organes détoxifiants comme le foie et les reins ainsi que dans la peau, les

poumons, le tube digestif et les muscles (Tableau 5)



Tableau 5.  Expression du géne NFE2L2 au sein de différents organes, tissus et cellules.

Tiré de http://genatlas.medecine.univ-paris5.fr/.

Organ | Organ | Organ | Organ
. Rna
System level |level [level [level |Level|Pubmed |Species |Stage
symbol
1 2 3 4
organ(s) |Digestive |liver highly
Homo
Respiratory|l lveoli highl
espiratory(lung |alveoli ighly| PublfQed sapiens
Urinary kidney highly
Tissue Tissue Rna
. System  |Tissue level |Level|Pubmed |Species |Stage
tissue level 1 - symbol
Muscular |striatum|skeletal
. Rna
System Cell Pubmed | Species Stage
symbaol
Blood/Hematopoietic|neutrophil PublMed HmTIO
sapiens
cells
Homo
L hoid/I h
ymphoid/lmmune |macrophage Publed saplens
alveolar Homo
Respirat
espirstory macrophage Publed sapiens

Environ 250 genes voient leur synthése régulée par le facteur Nrf2 (542). lls sont
directement et indirectement impliqués dans une gamme de fonctions biologiques allant de
la cyto-protection dans des conditions de stress a des voies métaboliques entrainant la

production de NADPH et d'ATP (543, 544).

En-dehors de la drépanocytose, la réponse au SO utilisant la voie de signalisation Nrf2
est impliquée dans la protection contre le vieillissement, la neuro-dégénérescence, la
carcinogenese, I'hépatotoxicité, les maladies cardiovasculaires et les maladies respiratoires
comme la bronchopneumopathie chronique obstructive (BPCO) et I'emphyséme, I'asthme, la
fibrose et les agressions pulmonaires aigués (545). Nrf2 aurait également un rodle
cytoprotecteur dans le systeme de défense cellulaire (546, 547) avec de nombreux effets

bénéfiques, du moins en théorie, dans le cancer.

En effet, il n'est pas clair que Nrf2 est un suppresseur de tumeur ou a un caractére
oncogénique (543, 548). L'activation de Nrf2 entraine une régulation a la hausse des génes

impliqués dans le métabolisme des médicaments et déclenche par conséquent une



résistance aux chimiothérapies. Une suractivation induit également une reprogrammation

métabolique vers des voies anabolisantes paralleles a la glycolyse favorisant la croissance

tumorale (549).
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Figure 53. Role de NRF2 dans le cancer

Tiré de (550). Le coté gauche de la figure énumeére certaines des preuves principales soutenant le role
suppresseur de tumeur de NRF2; le c6té droit de la figure résume les preuves a l'appui du réle oncogene de
NRF2. La figure bi-frontale représente Janus, le dieu romain a deux visages.

Le géne codant la protéine Nrf2 s’appelle NFE2L2. |l est localisé au niveau du bras
court du chromosome 2 (2g31.2) et a une taille d'environ 34,8 kb avec 5 exons et 4 introns
(Figure 54). Sa région promotrice contient deux séquences ARE/EpRE (élément antioxydant
ou élément de réponse électrophile) a -492 pb et -754 pb a travers lesquelles elle est induite
par Nrf2 (auto-induction). Sa région régulatrice contient trois séquences XRE (élément de
réponse xénobiotique) a -712 pb, +755 pb et +850 pb. Les séquences ARE et XRE sont
impliquées dans la régulation positive inductible de la transcription des génes. Une région
kB2 pour la liaison de NF-KB a été détectée a +270 pb, des stimuli pro-inflammatoires

pouvant induire la transcription via cet élément. Enfin, cing séquences CpG dans la région



promotrice permettent I'hyperméthylation et la répression de |'expression génique (543,

551).
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Figure 54. Localisation chromosomique du géne NFE2L2

Tiré de (http://genatlas.medecine.univ-paris5.fr/.)

3.4.4.2 Polymorphismes génétiques

Sur le plan génotypique, certains polymorphismes du gene NFE2L2 confirment le réle
de Nrf2 dans les cancers tels que les tumeurs de la téte et du cou, de la vessie, du
colorectum et du poumon (552-554). En effet, un polymorphisme du géne serait
significativement associé a la mortalité globale chez des femmes ménopausées atteintes de
cancer du sein (555). Une association significative a été notée entre le SNP rs6721961 dans
le promoteur NFE2L2 et les effets tardifs de la radiothérapie chez les Afro-Américains, mais
pas chez les caucasiens (556). Ce SNP se traduit par une expression réduite de Nrf2. Par
contre, une autre étude n’a pas retrouvé de corrélation entre certains SNP du géne NFE2L2
et la toxicité de la radiothérapie chez des femmes atteintes de cancer du sein (557). En outre
ce SNP serait associé au syndrome myélodysplasique et la leucémie myéloide aigué qui ont
comme caractéristiques communes un stress oxydatif élevé avec déficit de réparation et

méthylation aberrante de I'ADN (558).

Une étude portant sur 11 SNPs du géne NFE2L2 dont trois (rs35652124, rs6706649,

rs6721961) dans la région promotrice a révélé qu’un haplotype constitué par les SNPs de la



région promotrice était associé a une efficacité accrue dans la réponse de Keap1l-Nrf2-ARE
au stress oxydatif dans un contexte de maladie de Parkinson (559). Le génotypage de six
SNPs du géne NFE2L2 (rs2364723, rs13001694, rs10497511, rs1806649, rs1962142 et
rs6726395) a montré que ces polymorphismes n'étaient pas associés au risque de diabéte de
type 1, mais étaient significativement associés a ses complications (560). De plus, seul le SNP
rs2364723 réduisait de maniére significative les taux sériques de HMOX1 chez les patients
atteints de diabéte de type 1 portant I'alléle muté a I’état homozygote (GG), par rapport aux

patients hétérozygotes (CG) et sauvages (CC) (560).
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Chapitre 1: Concepts méthodologiques des études de

corrélation phénotype-génotype

1.1 Stratégie ‘genes-candidats’ et études pangénomiques

La recherche et la caractérisation des déterminants génétiques impliqués dans les
maladies génétiques "complexes" ont été initiées dans la décennie 1990 par des travaux qui
ont concerné, entre autres, le diabéte de type 2. Compte tenu de la multiplicité des loci
potentiellement impliqués, les méthodes employées dans les maladies monogéniques ont
d( étre adaptées a I'étude de I'hérédité polygénique. On retiendra de cette époque deux
méthodes majeures : la stratégie gene candidat et I'étude d'association pangénomique,

GWAS (genome-wide association study).
1.1.1 Principe et avantages / inconvénients de chaque stratégie

1.1.1.1 Stratégie ‘génes-candidats’

Cette stratégie consiste a rechercher et a analyser les variants génétiques dans des
geénes dont la fonction pourrait jouer un réle dans la pathologie en question. Elle repose sur
une bonne connaissance de la physiologie et de la fonction du géne mis en examen et de ses
interactions avec les autres partenaires impliqués dans la méme voie métabolique qui
pourrait étre incriminée dans la pathologie. Le gene peut étre candidat parce qu’il est situé
sur une région particuliere d’'un chromosome impliqué dans la maladie, ou parce que son

produit protéique est suspecté d’étre la cause de la maladie.

Puisque dans une maladie complexe chaque variant génétique ne possede qu'un
effet minime sur la variation du trait phénotypique et donc sur la survenue ou non de la
maladie, cette stratégie nécessite une approche épidémio-génétique sur des groupes
importants de patients atteints et de sujets témoins indemnes de la maladie (études cas-

témoins).

La question posée étant « le variant génétique est-il plus fréquent chez les sujets
présentant la maladie que chez les témoins ? », la réponse ne peut étre objectivée que par
un test statistique de comparaison de fréquences au risque 5%, typiquement un test du chi2.
Si la réponse est oui, on est en droit de conclure (au risque de 5% de se tromper) que le
variant en question est I'un des déterminants génétiques de la maladie, ou bien qu’il est en

déséquilibre de liaison génétique avec |'un des déterminants génétiques de la maladie.



N'ayant aucune information objective et biologique quant au retentissement du
variant génétique sur la fonction du gene et sur la maladie, nous ne pouvons a ce stade que
constater qu'il existe une association significative au sens statistique entre la présence du
variant génétique et la présence de la maladie. C'est pourquoi ces analyses sont appelées

des analyses d'association.

Ces approches gene candidat, qui ont mis en évidence de nombreux variants
génétiques impliqués dans des maladies génétiques complexes, présentent le défaut de ne
pouvoir cibler et analyser que les génes connus dont la fonction est évidemment connue et

qui présentent un rapport a priori évident avec la pathologie.

1.1.1.2 Approche GWAS “Genome Wide Association Study”

Le développement des technologies de séquencage et de génotypage a haut débit a
partir des années 2000, basées sur les "puces a ADN" (DNA chips) a ouvert la voie a
I'obtention rapide d'un tres grand nombre de génotypes. Il est alors devenu envisageable de

génotyper un grand nombre de marqueurs génétiques chez un grand nombre de sujets.

Cette opportunité technologique a ouvert la voie aux GWAS qui se résument a
I’étude d'association a trés grande échelle : autant d'analyses d'association cas-témoin que
de variants génétiques analysés. En effet la méthode consiste a génotyper un maximum de
marqueurs génétiques (de 300 000 a 1 000 000 selon le type de puce a ADN) chez un grand
nombre de sujets atteints de la maladie génétique complexe et un grand nombre de sujets

témoins.

La méthode GWAS consiste en des études d'association entre un alléle donné d'un
SNP et le phénotype "malade" ou "non malade." La méthode GWAS repose donc sur le
déséquilibre de liaison génétique qui existe au sein du génome humain entre un alléle d'un
marqueur génétique (SNP) et, a moins que le marqueur testé ne soit directement causal, un
variant génétique potentiellement impliqué dans la maladie. Le variant étudié constitue une

partie du déterminisme génétique de la maladie complexe.

Un des points forts de la méthode est qu'elle permet de cribler le génome avec une
haute densité de marqueurs : en effet, pour une puce ADN 550K (qui génotype 550 000

SNPs), la densité moyenne est de 1 marqueur SNP toutes les 60 kb.

La méthode GWAS pourrait sembler "la" méthode définitive susceptible de repérer

tous les déterminants génétiques d'une maladie, compte tenu de sa haute densité de



couverture du génome. Néanmoins la méthode souffre d'un certain nombre de limites.
Comme elle se résume a une succession d'études d'association cas-témoin, |'association d'un
SNP avec la maladie est testée comme habituellement, au risque statistique 5% (0,05). Une
association sera réputée significative quand il n'y a que 5% de chance que cette affirmation
soit fausse (ce qui somme toute laisse 95% de chance d'avoir raison), c’est le risque d’erreur
de type |. En d'autres termes il y a 5% de chance que |'association soit trouvée positive par
hasard. Ce qui implique que si le génotypage de quelques genes se fait en géne-candidat, la
probabilité de trouver une association ‘par hasard’ est faible. En revanche, le génotypage en
GWS de 10000 genes, va impliger fatalement qu’on retrouve quelques associations
stastistiques uniquement par le fait du hasard. En d’autres termes, des études de réplication

sont encore plus indispensables en GWAS.

Concernant les études réalisées durant cette thése, nous avons privilégié la stratégie

génes-candidats.

1.1.2 Notion de déséquilibre de liaison

Les études d'association sont fondées sur le principe du déséquilibre de liaison (DL).
On définit le déséquilibre de liaison comme une association non aléatoire entre les alléles de
deux loci localisés sur le méme chromosome. Plus deux loci sont proches I'un de |'autre,
moins leurs alléles ont de chance d'étre transmis de facon indépendante. Alors, on dit d'eux
gu'ils sont en déséquilibre de liaison. Le concept de déséquilibre de liaison est trés utile pour
la recherche en génétique. Ceci s'explique par le fait que, si on trouve une association entre
un marqueur et une maladie, cela suggéere qu'il existe un déséquilibre de liaison entre eux,
en d'autres mots que le locus marqueur et le locus de la maladie sont liés. On devine alors
gue le marqueur est situé a proximité du locus de la maladie, ce qui facilite alors
I'identification du géne. L'un des avantages de connaitre le déséquilibre de liaison des SNP
dans une région donnée, réside dans le fait qu’il permet de sélectionner un groupe de SNP
pour capturer la variabilité génétique de la région ciblée réduisant ainsi le nombre de SNP a

génotyper (561). Cette méthode de sélection est appelée en anglais «tagging».

Les SNP ainsi sélectionnés sont appelés des SNP marqueurs ou «tagSNPs». Le
«tagging» permet d’éviter la redondance et limite ainsi les colts du génotypage. Ainsi dans
les études d’association, les SNPs étudiés sont des ‘tag SNP’ c’est-a-dire qu’ils ne sont pas
responsables directement de la variabilité génétique mais qu’ils seraient en fort déséquilibre

de liaison avec le SNP responsable.



1.2 Démarches théoriques dans le choix des SNPs a tester en géne-candidat

1.2.1 Fréquence allélique dans la population considérée

L'évaluation de la fréquence d’un polymorphisme dans une population est
importante pour évaluer son pouvoir pathogéne potentiel et surtout la puissance statistique
de notre étude. Sans rentrer dans le détail des calculs statistiques, on comprend bien qu’un
SNP trés rare nécessitera d’avoir une cohorte de taille extrémement importante pour avoir
un minimum de ‘cas’, c’est-a-dire des patients porteurs a la fois du SNP et du caractere
phénotypique étudié. Pour une cohorte de 300 patients, une fréquence allélique (FA) d’au
moins 20% est souhaitable afin d’avoir environ au moins une soixantaine de patients

hétérozygotes pour la mutation considérée.

Cette évaluation a priori de la FA du SNP considéré dans une population est possible grace
aux bases de données issues du séquencage a haut débit (SHD), dont I'accessibilité a permis
le séquencage de plus en plus d’individus de populations tres diverses ces derniéres années.
On citera principalement : le projet «1000 Genomes», la base ESP (Exome Sequencing
Project) qui comprend actuellement les exomes de 6502 individus., la base ExAC (Exome
Aggregation Consortium) regroupant les exomes de 60 706 individus issus de 14 cohortes de
patients de 6 groupes de populations. La base gnomAD (Genome Aggregation Database), qui
correspond a une évolution d’EXAC, compile actuellement 123.136 exomes et 15.946
génomes. Elle regroupe les données d’EXAC et d’autres projets de séquencgage tels que 1000
Genomes et HapMap. La base dbSNP est a I'origine une base de polymorphismes de type
SNP mais aujourd’hui elle référence également les variations selon leur degré de
pathogénicité. Ces différentes bases de données sont regroupées dans le Tableau 6 selon
qu’il s’agit d’'une base de données des populations, spécifique d’'une maladie ou bien une

base de séquences



Tableau 6.
Tiré de (562).

Bases de données de populations, de maladies et séquences

Population databases
Exome Aggregation Consortium
http://exac. broadinstitute .org/

Exome Variant Server
http://evs.gs.washington.eduw/EVS
1000 Genomes Project
http//browser.1000genomes.org

dbSNP
http:/Avww.ncbi.nlm.nih.gov/snp
dbVar
http/Aswww.nebi.nim.nih.gov/dbvar
Disease databases

ClinVar
http:/fwww.nebi.nim.nih.gov/clinvar
OMIM

http/fiwww.omim.org

Human Gene Mutation Database
http/Awww.hgmd.org
Locus/disease/ethnic/other-specific databases
Human Genome Variation Society

http /A hgvs.org/dblist/dblist. htmi
Leiden Open Variation Database
http/Aaww. lovd.nl

DECIPHER

hup//decipher sanger.ac.uk

sequence databases

NCBI Genome
hitp/Awww,ncbi.nlm.nih.gov/genome
RefSeqGene
http:/Avww.ncbi.nlm.nih.gov/refseg/rsg
Locus Reference Genomic (LRG)
http/Awvww.lrg-sequence.org
MitoMap

http/iwww.mitomap.org/MITOMAP/
HumanMitoSeq

Database of variants found during exome sequencing of 61,486 unrelated individuals sequenced as
part of various disease-specific and population genetic studies. Pediatric disease subjects as well as
related individuals were excluded.

Database of variants found during exome sequencing of several large cohorts of individuals of
European and African American ancestry. Includes coverage data to inform the absence of variation.

Database of variants found during low-coverage and high-coverage genomic and targeted
sequencing from 26 populations, Provides more diversity compared to the Exome Variant Server but
abso contains lower-quality data, and some cohorts contain related individuals.

Database of short genetic variations (typically s50bp) submitted from many sources. May lack details
of the originating study and may contain pathogenic variants.

Database of structural variation (typically >50bp) submitted from many sources.
Database of assertions about the clinical significance and phenotype relationship of human vanations
Database of human genes and genetic conditions that also contains a representative sampling of

disease-associated genetic variants.

Database of variant annotations published in the literature. Requires fee-based subscription to access
much of the content.

The Human Genome Variation Society site developed a list of thousands of databases that provide
variant annotations on specific subsets of humnan variation. A large percentage of databases are built
in the Leiden Open Variation Database system.

A molecular cytogenetic database for clinicians and researchers linking genomic microarray data with
phenotype using the Ensembl genome browser.

Source of full human genome reference sequences.

Medically relevant gene reference sequence resource.

Revised Cambridge reference sequence for human mitochondrial DNA.

Ces différentes bases de données vont permettre de filtrer les variants selon leur

fréquence dans la population générale. On considére qu’un variant est un polymorphisme

lorsque sa fréquence dans la population générale est supérieure a 1%. Cependant les

informations issues de ces bases de données doivent étre utilisées avec prudence. Ces bases

ne contiennent pas que des variants bénins et les cohortes peuvent contenir des individus

présentant diverses pathologies de I'adulte, seuls les phénotypes pédiatriques séveres étant

éliminés. Les filtres utilisés avec ces bases de données ne sont donc pas parfaits et peuvent

éliminer des variants pathogeénes qu’ils considérent comme bénins (faux négatifs).




1.2.2 Evaluation du pouvoir pathogene présomptif

1.2.2.1 Principe général

L’American College of Medical Genetics and Genomics (ACMG) rappelle dans ses
recommandations de 2015 de ne plus utiliser les termes « mutation » ou « polymorphisme »
mais seulement le terme « variant » qui sera interprété selon le niveau de pathogénicité
(562). Un variant est donc une modification par rapport a la séquence de référence et les

variants sont répartis en cing classes différentes, allant de « pathogéne » a « bénin ».

Dans I'étude d’'une maladie génétique selon la stratégie « gene-candidat », nous
pouvons avoir plusieurs variants de FA comparable localisés sur le gene considéré et la
logique est évidemment de choisir de préférence celui ou ceux situés dans les exons et
entrainant un changement d’acide-aminé. Ce sont ces derniers qui ont le plus de chance
d’entrainer une perte de fonction ou une diminution de synthése partielle de la protéine. Les
SNPs introniques ne peuvent en théorie jouer que sur le degré de synthese de la protéine,
soit par une diminution de la fixation des facteurs de transcription au niveau du promoteur,

soit par des anomalies d’épissage.

1.2.3.2 Variants affectant I'épissage

Une majorité des mutations d’épissage causant des maladies chez 'homme touche
les deux dinucléotides conservés GT et AG localisés respectivement dans les sites donneurs
et accepteurs (563). Ces deux dinucléotides sont essentiels dans la définition de I'exon par le
splicéosome mais des mutations affectant d’autres positions des sites d’épissage 5’ et 3’,
introniques ou exoniques, peuvent également causer un épissage aberrant conduisant a un
saut d’exon, une activation d’un site cryptique d’épissage ou une rétention d’intron. En
dehors de ces sites, des mutations peuvent également affecter le point de branchement, ou
créer/activer des sites cryptiques d’épissage aboutissant a un épissage partiel de I'exon.
Dans ce cas I'exon sera plus court ou plus long, selon que le site cryptique activé par la

mutation est exonique ou intronique (Figure 55).
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Figure 55. Mutations affectant I'épissage

(A) Epissage normal. (B) Mutation d’un site consensus d’épissage, un saut d’exon est observé la plupart du
temps. (C) Mutation intronique entrainant I’activation d’un site cryptique d’épissage. Un exon cryptique est
alors retenu lors de 1’épissage. (D) Mutation intronique créant un nouveau site consensus d’épissage
conduisant a la rétention d’une séquence intronique. (E) Mutation exonique créant un nouveau site
consensus d’épissage a I’excision d’une partie de 1’exon. (F) Mutation exonique affectant un ESE (exonic
splicing enhancers), un saut d’exon est observé la plupart du temps Tiré de (564).

1.2.3.3 Variations faux-sens

Les mutations faux-sens sont responsables d’un changement d’acide aminé. Elles
peuvent affecter la stabilité, 'adressage intracellulaire, la maturation de la protéine, son
assemblage dans une structure multimérique, les sites importants pour |'activité
enzymatique, les interactions fonctionnelles avec des ligands et d’autres protéines.
Lorsqu’un changement faux-sens est survenu, il est souvent difficile de distinguer une
mutation pathogene d’une simple variation nucléotidique, sans effet fonctionnel, mais qui
serait rare dans la population étudiée. L'absence de changement d’acide aminé laisserait
supposer une absence de conséquence fonctionnelle. Cependant, pour une minorité de
mutations synonymes, un effet délétére a pu étre montré avec une altération de I'épissage

dans la majorité des cas (Cf. paragraphe précédent) (565).



1.2.3.4 Variations affectant la régulation de la transcription

Une mutation délétére localisée dans le promoteur d’'un géne peut, par plusieurs
mécanismes, affecter I'expression de ce géne. Tout type de mutations peut étre rencontré et
de nombreux exemples sont décrits en pathologie humaine (566). En dehors des régions
promotrices, les mutations peuvent altérer d’autres éléments pouvant se trouver a des
centaines voire des milliers de paires de bases du gene. Ces séquences régulatrices de
courtes tailles peuvent fixer des facteurs de transcription entrainant I'activation (enhancers)

ou l'inhibition (silencers) de la transcription (567).

L'expression d’un gene peut également étre altérée par le changement de son
environnement chromatinien habituel. Cet effet de position peut étre la conséquence de
remaniements tels que des translocations, délétions, insertions ou inversions (568) ou de la
délétion du LCR (pour Locus Control Region) (569). Enfin, des variations de genes codant des
facteurs de transcription peuvent également étre la cause d’anomalies de la transcription

(570).

1.3 Application aux SNPs de notre étude

1.3.1 Géne MPO -rs2333227

Tres peu d’études ont porté sur les polymorphismes du gene MPO chez des patients
drépanocytaires. La principale a suggéré que le polymorphisme rs2333227 (G-463A) du géne
MPO pouvait étre un modulateur génétique important de la susceptibilité aux infections des
patients drépanocytaires (571). Neuf ans plus tard, Barbosa et al. ont montré que
I’hnomozygotie AA pour ce SNP serait corrélée positivement au nombre d’hospitalisations et a
la splénectomie (572). Enfin, tout récemment, une étude a rapporté que les génotypes GA
ou AA de ce SNP seraient associés a un faible taux de cholestérol total et de LDL-Cholestérol
chez les patients drépanocytaires sous HU (573). Ces mémes auteurs ont également observé
gue les patients GA ou AA sous HU avaient des taux d’acide urique plus bas que ceux qui

n’en prenaient pas.

Pour I'étude des polymorphismes du gene MPO, nous avons donc choisi le
polymorphisme rs2333227 cité plus haut. Cette mutation dont la nomenclature HGVS est
NM_000250.1(MPO) : c.-643G>A est située dans la région promotrice du gene. Il s’agit d’une

mutation ou une cytosine ou guanine est remplacée par une thymine ou adénine, selon que



I’on se situe sur le brin sens ou anti-sens (Figure 56) et qui entrainerait d’apres la littérature

une diminution de I'activité enzymatique de la protéine (446).
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Figure 56. Geéne MPO avec la mutation NM_000250.1(MPO):c.-643G>A (rs2333227)

Un élément trés important qui a aussi motivé le choix de ce polymorphisme a été sa

fréquence allélique au sein de la population africaine qui est de 0.36 (Figure 57).

dbSNP Report - (32333227

Source Ensembl w31 [ dbSMNP 150
Validation 10005, Cited,Freq

Alleles CiT

Ancestral allele c

Strand +

Clinical Significance
MAFMinorAlleleCountT = 0.225/1128

dbSHP frequencies

Alleles Genotypes
s5# Population Location hrrple C|T CiC T T
SiZe
1000GENOMES:phasel frequencies
Population Allele: frequency {count) Genotype:frequency|count)

ALL C: 0.775 (3380) | T: 0.225 (1128) GiC: 0.615(1538) C/T:0.320 (302) T/T- 0.085 (163)
AFR C:0.635(838) T:0.365(483) CiC:0.415(274) C/T-0.440(281) TIT: 0.145 (35)
ACE | C:0688{132) | T:0.312(60) CiC-0.450(45)  C/T: 0433 (42) | T/T-0.084 (2)
ASW | C:D.548(79) | T-0.352(43) CiC:0475(28) C/T-0.344(21) | TT-0.18D {11)
Iﬁ C:0.558 (110) | T:0.444 (B3)  CiC:0.313(31)  C/T-0.485 (48) | TT: 0.202 (20)
GWD | C:0.642 (145) | T: 0.358 (B1) CiC: 0.407 {48) CIT- D489 (53) | T/T-0.124 (14)

Figure 57.

Fréquence allélique du polymorphisme rs2333227 dans la population africaine.



1.3.2 Géne SOD2 - rs4880

Malgré les nombreux travaux portant sur 'enzyme SOD2 dans la drépanocytose, seul
un article portant sur I'étude du gene SOD2 dans la drépanocytose aurait été publié a ce
jour. Dans cette étude, Farias et collaborateurs (574) ont examiné ['association du
polymorphisme rs4880 (Vall6Ala) de SOD2 et de |'activité superoxyde dismutase (SOD) avec
la crise vaso-occlusive et la séquestration splénique aigué chez des enfants atteints de

drépanocytose. Les résultats obtenus ont suggéré que le polymorphisme rs4880 de SOD2

(associé a une faible activité de la SOD) pourrait étre un facteur de susceptibilité a la

survenue de ces deux complications cliniques de la drépanocytose.

Notre recherche bibliographique n’ayant a priori retrouvé que ce polymorphisme de

SOD2 étudié dans la drépanocytose, nous I’avons choisi pour notre population d’étude.

s'agit d’une mutation située dans

NM_001024465.2(SOD2) :

'exon 2 et dont

la nomenclature HGVS est

c.47T>C. Ce polymorphisme correspond a une mutation d’une

thymine ou une adénine par une cytosine ou une guanine selon que I'on se trouve sur le brin

sens ou anti-sens (Figure 58).
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Figure 58. Geéne SOD2 avec la mutation NM_001024465.2(SOD2):c.47T>C (rs4880)

Cette mutation n’affecte pas I'épissage et présente une fréquence allélique de 0.42

au sein de la population africaine (Figure 59).



dbSNP Report - 4880

Source [Ensembl vB7 [ dbSNP 147

Validation 1000G Ciled, ESP.ExAC Freq Hapmap, Phenoiype or Disease
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Sie
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YRI| A:0557 (123)  G:0403(87) | AMC03ET (330 AG04TZI51) GAG:0.16T (18)

Figure 59. Fréquence allélique polymorphisme rs4880 dans la poulation africaine.

1.3.3 Géene XDH - rs207454

Plusieurs études ont porté sur le gene XDH dans des pathologies autres que la
drépanocytose (cf chapitre ‘Effets du géne-contexte hors drépanocytose du gene XOR’). A
notre connaissance, il n’existe pas encore de travaux sur I’étude du géne ou de ses variants
dans la drépanocytose. La majorité des travaux portant sur le gene XOR, ont étudié le variant
rs207454 et il a été démontré que ce variant a des effets significatifs dans plusieurs
pathologies donc susceptibles d’avoir un impact dans la drépanocytose. Par conséquent,

nous I"avons choisi pour I'étudier dans notre travail.

Cette  variation de séquence, dont la nomenclature HGVS est
NM_000379.3(XDH):c.3352-30A>C, est une mutation intronique d’une adénine par une

cytosine (Figure 60).
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Figure 60. Geéne XDH avec la mutation NM_000379.3(XDH):c.3352-30A>C (rs207454)

Sa fréquence allélique au sein de la population africaine est assez élevée (0.37). Elle

entrainerait une diminution du niveau d’expression de ’ARNm (536) (Figure 61).

dbSNP Report - 3207454

Source Ensembl vd1 / dbSNP 150
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Alleles TiG
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Clinical Significance

MAFMinorAlleleCount G = 0.127/285

dbSHNP frequencies
Alleles Genotypes
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1836251254 | ExAc_Aggregated Populations | Mot Specified 121408 | 0.120 | D.2B0

1000GENOMES: phasel frequencies

Population Allele: frequency (count) Genotype:frequency{count)
ALL G: 0.197 (885) T:0.802 (4023) G/G: 0.054 (134) GIT:0.286 (F17) TIT: D.GA0 (1653)
AFR G:0.371(491) T:-0.828 (831) G/G: 0141 (83) GT: 0481 (305) TIT 0398 (283)
ACB | G:0.307 (59) T-0.893(133) GiG: 0083 (8) GiT: 0.448 (43) TIT: D483 (45)
ASW | G:0.252(43) T:0.848(70) GiG: 0,164 (10) GT:0.377(23) TIT: 0450 (28)
ESN | G:0.470(83) T:-0.530(105) GiG:0222(22) GIT:0405(48) TIT:0.233(28)
GWD | G:0.354 (B0} T-0.845 (146) G/G:0.108 (12) GIT:0.486 (58) T/T:0.393 (45)
LWK | G:0.254 (F0) T-0.846(128) G/G:0.111(11) GT:0485(48) TIT: 0404 (4D)
MSL | 3:0.316 (54) T-0.882(118) GiG: 0.108 (9) GIT: 0.424 (38) TIT:0.471 (40)
YRI | G:0.426(82) T-0574(124) GIG:0.184(21) GIT:0463(50) TIT:0.343(37)

Figure 61. Fréquence allélique du polymorphisme rs207454 dans la population africaine



1.3.4 Géne NFE2L2 - rs35652124

Comme pour le gene XDH, plusieurs polymorphismes du géne NFE2L2 ont fait I'objet

d’études mais aucune ne portait sur la drépanocytose (cf chapitre ‘Effets du géne-contexte

hors drépanocytose du géne NFE2L2’).

Dans notre travail, nous avons choisi d’étudier le polymorphisme rs35652124 dans la

drépanocytose car elle semble diminuer

I'activité du promoteur

Nrf2 (575). Ce

polymorphisme situé dans la région promotrice correspond au remplacement d’une adénine

par une guanine (Figure 62) et sa nomenclature HGVS est NM_006164.4(NFE2L2):c.-769A>G.
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Figure 62. Geéne NFE2L2 avec la mutation NM_006164.4(NFE2L2):c.-769A>G (rs35652124)

Il a une fréquence allélique de 0.14 au sein de la population africaine (Figure 63).
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ASW | C:0.180 (22) T: D820 (100) CiT: 0.361 (22) TIT: 0.632 (28]
ESN | C:D.172 (34) T:0.828 (184) | C/C: 0.020 (2) CiT: 0.303 (30) TIT: 0677 (67)
GWD | C:0.148 {33) T:0.854 {183) | C/C:0.027 (3) CiT: 0.238 (27) TIT: 0.735 (83)
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Figure 63. Fréquence allélique du polymorphisme rs35652124 dans la population africaine.

1.4 Analyse critique et exploitation des résultats de génotypage obtenus
1.4.1 Equilibre de Hardy-Weinberg

1.4.1.1 Principe

Le test de Hardy-Weinberg consiste a s’assurer de la répartition homogéne d’un
variant génétique dans une population avec une fréquence restant en théorie constante
d’une génération a une autre (576). Une question centrale est de savoir si la loi de Hardy-
Weinberg établie pour une population théorique idéale s'applique également aux
populations naturelles ou observées. Cette loi, qui s'appuie en effet sur un raisonnement
probabiliste, ne s'applique en théorie qu'a des populations d'effectif infini, et supposées
remplir toute une série de conditions qui ne sont jamais respectées dans la nature (absence

de mutation, migration, sélection).

Le principe du test est simple et peut étre résumé en 3 étapes :
1/ Echantillonnage d'une population, dénombrement des effectifs génotypiques réels

(possible grace a la codominance) et calcul des fréquences alléliques réelles parmi les N



individus échantillonnés, soit p=f(A) et q = f(a).

2/ Calcul des effectifs génotypiques attendus (c’est-a-dire le nombre d’homozygotes
sauvages, d’hétérozygotes et d’homozygotes mutés) dans une population théorique idéale
qui aurait le méme effectif et les mémes fréquences alléliques que la population étudiée. Les
formules de calcul sont les suivantes : nbre (AA) = p2 x N ; Nbre (Aa) = 2 pg xN et nbre (aa) =
g? x N.

3/ Comparaison des effectifs observés et des effectifs attendus (comparaison des deux
distributions) par un test statistique du Chi Deux. Le test du Chi Deux nécessite le calcul de la
distance X? permettant de tester I'hypothése d'égalité entre la distribution observée et la

distribution théorique (Hypothése nulle HO).

X: _ {effectifs observés — effectifs .rhf"q':l:':'l:,nef.';]lE

effectifs théorigues

La somme est effectuée sur tous les génotypes et la valeur X? est comparée a une valeur
seuil, lue dans une table y?, en fonction de 2 paramétres : un risque a choisi par |'utilisateur
qui est en général 5% et un nombre de degrés de liberté (ddl) égal a la différence entre le

nombre de génotypes et le nombre d'alleles du systéeme génétique étudié (Tableau 7).

Tableau7.  Loi du khi-deux avec le nombre de degrés de liberté
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L'interprétation se fait alors comme suit :
- si x? calculé est inférieur a 2 seuil, HO est acceptée et on conclut que la population suit la
loi de Hardy-Weinberg ;
- si x2 calculé est supérieur a 2 seuil, HO est rejetée et on conclut que la population ne suit

pas la loi de Hardy-Weinberg avec un risque a = 5% de se tromper.

1.4.1.2 Exemple

Prenons comme exemple la répartition de la délétion alpha-thalassémique de -3.7 Kb
au sein de la population de 300 enfants drépanocytaires (600 alléles) utilisée pour notre
étude dont les génotypes se distribuent comme suit : 238 sauvages, 56 hétérozygotes et 6

homozygotes.

Calculsdepetq:

p =((2x238) + 56) / 600 = 0.89 ; q = ((2x6) + 56) / 600 = 0.11

Fréquences théoriques des 3 génotypes et effectifs attendus :

e Sauvages : p? = 0,792 soit un effectif théorique de 0.792 x 300 = 237,6 soit 238 patients ;
e Hétérozygotes: 2pg = 0,196 soit un effectif théorique de 0,196 x 300 = 58,8 soit 59
patients ;

* Homozygotes : g% = 0,012 soit un effectif théorique de 0,012 x 300 = 3,6 soit 3 patients.

Test du Chi-Deux :

Tableau lll. Répartition homogéne de la délétion -3,7 kb au sein de notre

population d’étude

Sauvages Hétérozygotes | Homozygotes p
Effectifs observés 238 56 6 0.72
Effectifs théoriques 238 59 3

Calcul du nombre degrés de liberté

Puisque dans notre exemple, nous avons 3 génotypes et 2 alléles, le ddI=3-2 =1, donc

le 2 seuil est égal 3.84 (cf tableau 8).

Calcul de x>

Si nous appliquons la formule, nous aurons, x> = 3.15.




Par conséquent, x* (3.15) calculé est inférieur a 2 seuil (3.84 pour 1 ddl) et donc HO est
acceptée et on en conclut que la population suit la loi de Hardy-Weinberg. En d’autres
termes, le test de Chi-Deux n’étant pas statistiquement significatif, I'hypothese HO est
retenue : la délétion alpha-thalassémique -3,7 kb est répartie de facon homogene au sein de

notre population d’étude.

1.4.2 Analyse statistique : modéle dominant, récessif ou additif

Une fois les résultats de génotypage ‘validés’ par le test de Hardy-Weinberg, I'étape
suivante est de mettre en relation la présence du SNP (a I'état hétérozygote ou homozygote)
au caractere phénotypique étudié. Si I'on considere « a » I'allele majeur, c’est-a-dire le plus
fréquent dans une population donnée, et « A » le SNP considéré, les génotypes possibles
sont donc « aa », « aA » ou « AA ». Considérons Ra le risque de base d’avoir la maladie (Ra >
1) et RB le sur-risque lié a la présence du SNP (RB>Ra). Ra correspond donc au génotype « aa
». On ne sait pas a priori si I'augmentation du risque de la maladie existe dés la premiere

copie du SNP ou s’il en faut 2.

On doit donc utiliser 3 modeéles différents pour évaluer ce risque : le modele récessif,
le modéle dominant et le modele additif (Figure 64) (577) :
- le modéle dominant considere que R est atteint a partir du moment ou au moins un allele
A est présent, c’est-a-dire pour les génotypes « aA » et « AA » ;
- le modele récessif considere que 2 copies de l'allele A sont nécessaires pour atteindre RB
(génotype « AA »). Le génotype « aA » n’entraine donc pas de modification de Ra ;
- le modele additif considere que Ra est augmenté en présence d’une seule copie du SNP
(génotype « aA ») mais sans toutefois atteindre RB. RB est atteint lorsque le sujet est porteur

de deux copies de A (génotype « AA »).
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Figure 64. Risque de maladie en fonction du génotype et du modéle statistique considéré.

Tiré de (577) a alléle majeur (le plus fréquent dans une population donné, non associé¢ a la maladie), A :
SNP considéré. Risque o : risque de maladie a I’état basal ; risque 3 : risque de maladie conféré par la
présence de ’alléle A ; avec risque 3 > risque o >1.

En pratique, pour I'exploitation des résultats dans le modeéle récessif, les patients
seront classés en 2 catégories : les aa et aA d’un coté et les AA de 'autre. Dans le modele
dominant, on distinguera aussi 2 catégories: aa versus (aA + AA). En revanche, dans le

modele additif, chaque génotype sera comptabilisé a part.

1.4.3. Notion de cohorte de confirmation

Pour étre acceptée scientifiguement, toute association statistique entre un SNP et un
critere phénotypique doit impérativement étre validée sur une cohorte de confirmation,
idéalement totalement indépendante de la premiere. Comme cela n’est pas toujours
possible, certains auteurs scindent en deux leur propre cohorte et se servent de la seconde

‘semi-cohorte’ pour confirmer les associations trouvées sur la premiére (578).



Chapitre 2 : Stratégie et techniques de génotypage utilisées

2.1 Contexte et stratégie globale

Nous avons mis au point pour le génotypage de tous les polymorphismes qui ont fait
I'objet de cette étude des techniques facilement réalisables et reproductibles au Sénégal.
Ces techniques sont :
- une technique de gap-PCR multiplex pour le diagnostic des principales délétions alpha-
thalassémiques ;
- une technique FRET pour le génotypage du marqueur Xmnl ;
- des techniques HRM pour la recherche des variants fréquents de la G6PD et pour le
génotypage des SNPs de BCL11A, de HMIP ainsi que des 4 SNPs du stress-oxydant décrits
plus haut ;
- et bien s{r les réactions de séquencage Sanger correspondantes afin d’obtenir des témoins

ou de vérifier certains résultats douteux.

2.2 Définition et validation d’un couple d’amorces de PCR

Prenons pour cela I'exemple du couple d’amorces que nous avons défini pour le

séquencage Sanger du rs207454 (gene XDH).

2.2.1 Recherche de la carte d’identité d’'un SNP

DbSNP de Pubmed est une des bases de données des mutations de maladies
génétiques. Elle renferme des polymorphismes mono-nucléotidiques (SNP) et de multiples
variations a petite échelle comprenant des insertions / délétions, des microsatellites et des
variantes non polymorphes. Ceci nous permet d’avoir toutes les informations relatives a la
séquence de référence, la localisation de la mutation, les fréquences alléliques au sein de

différentes populations, etc. (Figure 65).
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Figure 65. Carte d’identité du SNP rs207254 du géne XDH sur dbSNP

La séquence de référence obtenue avec dbSNP va nous permettre de faire le design

de nos amorces avec le logiciel Primer 3.0.

2.2.2 Définition d’un couple d’amorces sur primer 3.0

Le logiciel Primer 3.0 (http://frodo.wi.mit.edu/) est un logiciel de bio-informatique,

disponible en ligne sur Internet, qui permet la définition rapide d’un couple d’amorces de
PCR dans une région nucléotidique donnée. Le logiciel choisit les deux amorces de maniére a
éviter au maximum les problemes d’auto-hybridation, tout en faisant en sorte que leurs Tm
soient les plus proches possibles. De plus, sur I'écran de paramétrage, il faut aussi définir
entre autres, la taille approximative des amorces que I'on souhaite. Ceci est capital car, en
Sanger, il faut chercher des amplicons de 500 a 600 pb alors que pour I'HRM, il faudra des
amplicons de 100 pb ou moins. Ceci garantit a priori la réussite de la réaction PCR. Le logiciel
présente alors tous les couples répondant aux criteres assignés, en les classant par ordre
décroissant de 'probabilité de réussite'. En pratique, sauf cas particulier, on choisira le
premier couple donné par le logiciel. Dans cet exemple, la taille de I'amplicon obtenu est de

569 pb. (Figure 66).



Primer3 Output

No mispriming library specified
Using 1-based sequence positions
WARNING: Unrecognized base in input sequence

OLIGO start _len tm gc% _any th _3' th hairpin seq
LEFT PRIMER 373 22 60.81 50.00 0.0 0.00 0.00 GGTGCCAGTGACAATGTAAGGT
RIGHT PRIMER 941 22 61.09 54.55 8.2¢ 0.00 .20 CAGGAGAACACTGAGGGAGGAA

SEQUENCE SIZE: 1@el
INCLUDED REGION SIZE: 101

PRODUCT SIZE: 569, PAIR ANY_TH COMPL: 1.85, PAIR 3'_TH COMPL: @.e@
TARGETS (start len

Figure 66. Exemple de couple d’amorces défini dans Primer 3

2.2.3 Vérification de la spécificité du couple d’amorces a l'aide du

logiciel Primer Blast

Afin d’éviter I'obtention d’amplicons parasites, il faut ensuite s’assurer que le couple
d’amorces choisi n’a pas la possibilité de se fixer sur le génome ailleurs qu’au niveau de la
zone étudiée. Ce point est vérifié a I'aide du logiciel Primer Blast, disponible lui aussi en ligne

sur Internet (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Schématiquement, le logiciel recherche

alors tous les amplicons ‘possibles’ avec leur taille théorique en utilisant les amorces
sélectionnées. Idéalement, il faut que notre amplicon cible (et seulement celui-la) soit
retrouvé. Si un ou plusieurs amplicons surnuméraires sont détectés, on s’expose a obtenir
des amplifications non spécifiques en mettant en ceuvre la PCR. Cependant, il n’y a pas trop
de risque si les amplicons ‘théoriques’ obtenus ont une taille supérieure a 1500 pb puisqu’il
s‘agit a peu prés de la limite supérieure pour une PCR faite dans les conditions classiques.
Par exemple, avec les amorces choisies ci-dessus, le logiciel donne I'amplicon attendu et

seulement celui-la (Figure 67) :



Primer pair 1

Self Self 3'
U Ll I}
Sequence (5'->3) Length Tm GC% complementarity complementarity
F:r'i:“ni'r" GGTGCCAGTGACAATGTAAGGT 22  60.81 50.00 5.00 1.00
r:::.’r:f‘re CAGGAGAACACTGAGGGAGGAA 22 61.09 54.55 3.00 0.00

Products on intended target

Products on allowed transcript variants

Products on potentially unintended templates

Products on target templates

=MNC_000002.12 Homo sapiens chromosome 2, GRCh38.p7 Primary Assembly

product length = 569
Features associated with this product:
xanthine dehydrogenase/oxidase isoform X1

xanthine dehydrogenase/oxidase

Figure 67. Veérification de la spécificité du couple d’amorces XDH sur Primer Blast

2.2.4 Vérification de lI'absence de SNP parasite au niveau des amorces

Pour qu'une amplification PCR soit correcte, il est capital que les amorces puissent se
fixer sans aucun mésappariement sur le génome. Ceci inclut de vérifier : (i) leur
complémentarité parfaite avec la séquence sauvage et (ii) I'absence, autant que possible, du
moindre SNP sur leur séquence afin d'éviter une amplification spécifique d'allele. Ce dernier
point est vérifié a l'aide du logiciel SNP check Iui aussi disponible sur Internet

(https://secure.ngrl.org.uk/SNPCheck/snpcheck.htm) (Figure 68). Les SNPs qui peuvent étre

vraiment génants, sont ceux situés dans la région 3’ des amorces avec une fréquence

allélique significative.

Overview
Marching Marching/ Amplified
Hame Primer 1 Mismatching Primer 2 Mismatching | Chr. Regi Result SHPs
egion
bases bases
XDHFR GOTGLCAGTGACAATGT |22/ CAGGAGAACACTCAGGSG | 22/0 r3 569 bp v AKG:1v3_2:31567743
AAGGT AGGAA SMPs found | rSBEERZA
FI1SETISL.. in 2 ARG Iv3I_Z2:31567746
F15&a7TTE0 locations reSE6250
2y filtered | rs371938481
SHPCheck version: 3.2.1 Reference Genome Build: 37.1 dbSHP Build: 141 Max. Amplicon Size: 5000 bps
Date: mer. 05-oct.-2016 Start Time: 11:32:03 End Time: 11:32:0% Duration: 5.938 sec
Binding region variants filtered out if matching any of the following criteria;
Mot validated by any of: cluster, frequency, submitter, double hit, HapMap, 1000 Genomes
Classified as: no variation
Laenger than 10bps
Link to rerun this check
(3 29 e 9 @8 ciajct g P99 *9 e e
1St S5t B At LS DL A3t et s a3 S I . 525bp ..

* \
Mon-Primer SNPs in 17 locations

Figure 68. Recherche de SNP sur les amorces grace au logiciel SNP check.




2.3 Description de la gap-PCR ‘Multiplex alpha’

2.3.1 Principe de la gap-PCR multiplex

La PCR multiplexe (ou multiplex PCR) est un protocole destiné a amplifier plus d’un
amplicon a la fois, par I'utilisation d'au moins trois amorces PCR par réaction. La PCR
multiplexe peut se faire en point final (les produits de PCR étant usuellement différenciés
par leur taille ou la présence d’un site de restriction) ou en temps réel (chaque produit étant
mesuré par une sonde spécifique couplée a un fluorochrome dont le spectre d’émission est

différent des autres).

Une gap-PCR est spécialement congue pour mettre en évidence une délétion plus ou
moins longue d’un brin d’ADN de fagon spécifique. Les amorces sont construites de facon a
encadrer au plus prés les points de cassure caractéristiques de la délétion : si I'allele est non
délété, Iintervalle entre les deux amorces sera trop grand et I'amplification n’aura pas lieu ;
en revanche, si I'allele est délété, les deux amorces seront artificiellement rapprochées et
I’amplification aura lieu (Figure 69). Une gap-PCR est quasiment automatiquement
multiplexe puisqu’on rajoutera toujours au moins une amorce supplémentaire permettant
I"'amplification de I'allele sauvage non délété qui se différenciera de I'alléle délété par une

taille d’amplicon différente.

Absence de délétion

—_— ! -—

— Ay - Gy | N [P
- > ! 52
Amorces trop éloignées (> 1,5 Kb)

S

En cas de délétion

Amorces artificiellement rapprochées 3

S

Figure 69. Technique de Gap-PCR



2.3.2 Application a la recherche des principales délétions alpha-

thalassémiques

2.3.2.1 Introduction — Amorces utilisées

Notre technique de Gap-PCR Multiplex est utilisée pour rechercher les 5 délétions
alpha-thalassémiques les plus communes, a savoir deux délétions a+-thalassémiques (-3.7
kb, -4.2 Kb) et trois délétions a°-thalassémiques (MED, SEA, -20.5kb) (579). En utilisant
différentes amorces spécifiques a ces 5 délétions (Tableau 8) dans une réaction
d'amplification multiplex, on peut ainsi les rechercher dans une seule expérience, ce qui en
fait une méthode efficace, peu coliteuse et rapide. Cette méthode nécessite |'utilisation de

contréles positifs pour chacune des délétions testées, outre I'ADN de type ‘wild’ et un blanc.



Tableau8.  Amorces utilisées en multiplex alpha et amplicons générés

. R Tailles des
Séquences d’amorces fragments Génotypes
57— >3’sequence
( q ) (pb)
2022/2029 o+-thalassémie: -0.3.7
42/3.7-F : CCCCTCGCCAAGTCCACCC pb (_dfl%tlon
3.7/20.5-R : g
AAAGCACTCTAGGGTCCAGCG :
#2-R : AGACCAGGAAGGGCCGGTG 1800pb Géne sauvage (Normal)
’ (amplimere
a202)
4.2-R : CCCGTTGGATCTTCTCATTTCCC
4.2-F : GGTTTACCCATGTGGTGCCTC 1628 pb a-+-thalassémie: -04.2
(@) 20.5-F :
GCCCAACATTCCGGAGTACATG
-(a) 20.5-R : 1175 pb o’-thalassémie:-(a) 20.5
AAAGCACTCTAGGGTCCAGCG
MED-F :
TACCCTTTGCAAGCACACGTAC .
MED-R : TCAATCTCCGACAGCTCCGAC 875 pb oct-thalassémie: --MED
SEA-F : CGATCTGGGCTCTGTGTTCTC
SEA-R : AGCCCACGTTGTGTTCATGGC 1349 pb a+-thalassémie: --SEA

2.3.2.2 Matériels et réactifs
Les réactifs nécessaires sont les suivants :

-Quantité d’ADN : 50 ng ;

- GoTaq® Green Master Mix : C'est une solution préte a I'emploi (contenant déja les dNTPs
MgCl; et les tampons de réaction) contenant de la Tag polymérase d'origine bactérienne.
Elle contient deux colorants (bleu et jaune) qui permettent de suivre la migration pendant
I'électrophorese. Les réactions assemblées avec le GoTaq® Green Master Mix ont une
densité suffisante pour le chargement direct sur des gels d'agarose. GoTag® Green Master
Mix est intéressante pour toute réaction d'amplification qui sera visualisée par
électrophorese sur gel d'agarose et colorée au bromure d'éthidium;

- Bétaine : c’est I'additif de PCR le plus couramment utilisé pour améliorer I'amplification des
séquences riches en GC en raison de sa capacité a dissoudre la structure secondaire qui
bloque I'action de la polymérase ;

- Amorces : a une concnetration de 0,01 nmol pour chacune des amorces ;

Agarose et Tampon TBE (Tris-borate —EDTA) 1X pour la préparation du gel 3 1.5% ;

- Marqueur de base (colorant beu) de 500 paires de bases

- Bromure d’éthidium BET. Le BET est un agent intercalant qui va présenter une



fluorescence orangée sous lumiére ultraviolette (U.V. de longueur d'onde 312 nm). A manier

avec précaution car cancerigéne.

Les matériels nécessaires sont les suivants :
- Cuve d’électrophorese ;
- Transilluminateur UV et caméra Polaroid, ou systeme de caméra électronique UV. Nous

avons utilisé I'appareil Gel Doc™ de Biorad. (Figure 70).

L

Figure 70. Appareil Gel Doc™ de Biorad pour la révélation des produits PCR

2.3.2.3 Mode opératoire - Révélation du gel
Un exemple de protocole expérimental est disponible en annexe 0.

Apres la PCR, retirer les tubes du thermocycleur et passer directement a la migration,
parce que, avec la Go Taqg green, nous n’avons pas besoin d’un agent alourdissant comme
I'orange green. En effet, 'orange green (encore appelé tampon de charge), présente
I'avantage d'alourdir I'échantillon afin qu'il sédimente au fond des puits de dépot creusés

dans le gel.

Pour la migration électrophorétique, charger un marqueur de base 500 sur un gel
d'agarose 1.5 % et passer a 100 V pendant 15 a 20 min dans un tampon Tris-borate-EDTA
(TBE) 0.5X. Aprés migration, colorer le gel dans une solution de bromure d'éthidium (BET)
pendant 7 a 10 min. Aprés lavage du gel dans de |'eau stérile, visualiser les bandes avec

I’appareil Gel Doc (Figure 71).
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Figure 71. Révélation d’un gel de référence en multiplex alpha

2.4 Description de la technique FRET sur Light Cycler 480

2.4.1 Principe théorique

Cette technique repose sur I'analyse, par automate de PCR en temps réel, des
courbes de dénaturation d’'un ADN simple brin sur lequel est fixé un couple de sondes
oligonucléotidiques de type FRET (Fluorescence Resonance Energy Transfer) spécifiques de

la région ou se trouve le SNP a étudier.

Les sondes utilisées sont des sondes FRET en tandem (sonde Light Cycler™). Le
systéme utilise un couple de sondes d’hybridation trés courtes portant chacune un
fluorophore. La particularité de ce systéme réside dans le fait que le processus de transfert
d’énergie par FRET, s’effectue entre deux fluorophores séparés par moins de 5 nucléotides,
le fluorophore donneur ayant un spectre d’émission se chevauchant avec le spectre
d’excitation du fluorophore accepteur. Le transfert d’énergie est alors direct et hautement
efficace : une fois les deux sondes appariées a leur séquence cible, I'énergie libérée par le
fluorophore donneur de haute énergie est directement captée par le fluorophore accepteur
de moindre énergie qui ainsi excité, émet a son tour un signal fluorescent mesurable (Figure

72).
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Figure 72. Principe des sondes FRET en tandem

1 : dénaturation de I’ADN cible : le fluorophore donneur F1, est excité par la lumiére incidente et émet une
faible fluorescence ; 2 : hybridation des amorces et des deux sondes : les deux sondes sont trés proches
I’une de ’autre (entre 1 et 5 base les séparent), de méme que les deux fluorophores. Il se produit un transfert
d’énergie (FRET) entre les fluorophores qui entrent en résonnance. L’énergie émise par le fluorophore F1
excite la fluorophore F2 qui émet alors une fluorescence mesurable ; 3 : élongation des amorces par ’ADN
polymérase : les sondes sont déplacées, d’ou suppression du FRET et la perte du signal fluorescent émis par
F2 ; 4 : fin de la synthése du nouveau brin complémentaire.

Quand on utilise des sondes FRET a des fins de génotypage, il faut impérativement
gue le SNP a étudier soit sur la séquence d’une des sondes qui est alors dite ‘sensor’. Cette
sonde peut étre complémentaire soit de la séquence sauvage, soit de la séquence mutée :
cela est indifférent mais il faut bien se souvenir quelle option on a choisi pour
I'interprétation ultérieure des résultats. L'autre sonde, baptisée ‘anchor’, est quant a elle
parfaitement complémentaire de la région ou elle se fixe et elle est définie de telle sorte que
sa température de déshybridation (dite Tm) soit toujours supérieure a celle de la sonde
‘sensor’. Les marquages peuvent se faire indifféremment sur les sondes ‘sensor’ et ‘anchor’.
Au total : (i) ces sondes n’émettent de la fluorescence que lorsqu'elles sont toutes les deux

fixées sur I’ADN (le phénomeéne de transfert d’énergie est possible) ; (ii) comme la sonde



‘anchor’ se déshybride par définition en dernier, I'émission de la fluorescence ne dépend

que de la fixation ou non de la sonde ‘sensor’.
2.4.2. Application au génotypage Xmnl

2.4.2.1 Définition des amorces et des sondes

Nous n’avons pas eu besoin de faire un design d’amorces et de sondes pour le
génotypage Xmnl par FRET, puisque les données existaient déja et que cette technique avait
été reprise avec succes par Joly et al. (580). Les séquences détaillées des amorces PCR et des

sondes sont données ci-dessous (Tableau 9).

Tableau9. Amorces et sondes utilisées pour le génotypage Xmnl par FRET

Amorces Sondes
- Amorce directe 5° > 3’ ;S’;)nde de détection (Fluorescéine a 1'extrémité 3 ') (5> >
CTGAAACTGTTGCTTIA : CTGAAACGGTCCCTGGCTAAAC
Taille (pb)
_ : 9 9
GCC??XS’F&?;?Z@TE?’F AA 560 -Sonde d'ancrage (LC640 ou 705 a l'extrémité 5 ',
GA phosphate a I'extrémité 3') (5> > 3°)

CACCCATGGGTTGGCCAGCCTTGC

2.4.2.2 Matériels et réactifs
Les réactifs nécessaires sont les suivants :

- Quantité d’ADN : 50 ng

- Go Taq G2 colorless mix 2x® (2X) : C'est une solution préte a I'emploi contenant de la Taq
polymérase d'origine bactérienne, des dNTPs (400uM dATP, 400uM dGTP, 400uM dCTP,
400uM dTTP), MgCl; et des tampons de réaction a des concentrations optimales pour une
amplification efficace des matrices d'ADN par PCR. Contrairement a la Go Taq Green, ce
mélange ne contient pas de colorant. En effet, nous utilisons une technique avec révélation
par fluorescence pour laquelle les colorants jaunes et bleus (contenus dans le tampon de
réaction de la Go Taq Green) pourraient interférer puisqu’ils absorbent a des longueurs
d'onde comprises entre 225 et 300 nm. Ces colorants ont des pics d'excitation a 488 nm et
dans la plage de 600 a 700 nm qui correspondent aux longueurs d'onde d'excitation
couramment utilisées dans les instruments de détection de fluorescence ;

- Amorces PCR a une quantité de 100 ng chacune ;

- sondes FRET : Ces deux sondes a savoir la sonde de détection dénommeée LC-FITC-Xmnl et
la sonde d’ancrage dénommée LC-Red640-Xmnl a une concentration de 1,25 mM ;

- Eau stérile ;



- Agarose et Tampon TBE (Tris-borate —EDTA) 1X pour la préparation du gel a 1.5% ;

- Marqueur de base (colorant beu) de 500 paires de bases.

Les matériels nécessaires sont :
- Cuve d’électrophorese ;
- Transilluminateur UV Gel Doc™ de Biorad ;

- Appareil LightCycler 480 de Roche Figure 73.)

Figure 73. Appareil LightCycler 480 de Roche

2.4.2.3 Mode opératoire et révélation des résultats

Ce mode opératoire comprend deux étapes : une premiére étape de PCR permettant
d’avoir des amplicons portant le SNP a étudier et une seconde étape correspondant a la
réalisation de la courbe de fusion sur Light Cycler 480. Cette seconde étape est bien sir
précédée de I'addition des sondes fluorescentes dans le milieu réactionnel. Un exemple de

protocole expérimental est disponible en annex 0.

Le principe général de la technique repose sur le fait que la Tm de déshybridation de
la sonde ‘sensor’ sera plus élevée en ['absence de mismatch que s’il existe un
mésappariement au niveau du SNP étudié. Cette Tm est déterminée graphiquement sur le

Light Cycler. Un exemple de résultat de génotypage par FRET est détaillé dans la Figure 74.
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Figure 74. Exemple de résultat de génotypage de “Xmnl”’ en technique FRET sur Light Cycler
480°

Ce graphe (tiré du Light Cycler) représente 1’opposé de la dérivée de 1’intensité de fluorescence par rapport
au temps (- dF / dT) en fonction de la température. Pour un alléle donné, chaque fois que son Tm est atteint,
on observe la déshybridation de la sonde de détection, ce qui se traduit par une chute brutale de
fluorescence et donc par une brusque augmentation (pic) de (- dF / dT). Un patient homozygote pour le SNP
(T/T(-) mute) considéré ou homozygote sauvage (C/C (-) wild) aura un unique pic de Tm (toutes les
sondes ‘sensor’ se détachent en méme temps). A I’inverse, un patient hétérozygote (T/C (-) hétérozygote)
en aura deux : les 50% de sondes ‘sensor’ fixées avec un mismatch se détachent a une premicre Tm et les
50% restants de sondes ‘sensor’ parfaitement appariées se détachent a une seconde Tm. C’est a ce niveau
qu’il faut savoir si la sonde ‘sensor’ est complémentaire de la séquence sauvage ou du SNP afin de savoir a
quel allele correspond chaque Tm. Dans cet exemple, la sonde sensor est complementaire a I’alléle sauvage.

2.5 Description de la technique HRM (Hight Resolution Melting)

2.5.1 Principe général

L'analyse des courbes de fusion a haute résolution, ou High Resolution Melt (HRM)
est une technique de biologie moléculaire permettant la détection de mutations, de
polymorphisme génétique et de différences épigénétiques dans des échantillons d'ADN. La
région de I'ADN potentiellement porteuse de la mutation est d'abord amplifiée par PCR. Puis
I'amplicon est chauffé trés progressivement et précisément d'environ 50°C a 95°C. A un
certain point, les deux brins d'ADN se séparent : c'est ce processus que I'on appelle fusion de
I'ADN. Le principe de la technique HRM est d'observer cette fusion en temps réel. Cela est
possible grace a des composés particuliers, appelés fluorochromes intercalants, qui ont la
propriété de devenir plus fluorescents lorsqu'ils sont fixés a de I'ADN double brin. En
I'absence de double brin, ils ne peuvent pas se fixer donc leur niveau de fluorescence baisse.

Au début de I'analyse HRM, a la plus basse température, l'intensité de fluorescence est trés



importante, car I'ensemble de I'amplicon est présent sous forme double brin. Mais, au fur et

a mesure que la température augmente et que les brins se séparent, la fluorescence

diminue. L'enregistrement de l'intensité de fluorescence en fonction de la température est

appelée courbe de fusion (Figure 75).
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Figure 75. Réprésentation graphique d’'une HRM

La courbe de fusion (verte) représente la transition de ’amplicon étudié de 1’état double brin (émission
maximale de fluorescence) a 1’état simple brin (émission basale de fluorescence de I’intercalant). On
appelle ‘phase de fusion’ ou ‘melt phase’ I’intervalle de températures pour lequel la dissociation double brin
> simple brin est la plus importante. Le Tm est la température correspondant au milieu de cette phase de

fusion

Si cette séquence comporte des variants, des mutants, ou des délétions, tout

changement, méme mineur, dans la séquence de I'ADN conduit a une variation de la

cinétique de fusion, qui peut étre détectée grace a la haute résolution utilisée (Figure 76).

Fluorescence

Mormal DMNA
¢.§. agoacgctacgctatgcagetacgoacy

Mutated DMA
e.§ agracgeacgcgargcngoncgoacy

55C

* 951::,

Figure 76. Variation de la cinétique de fusion due a une variant, un mutant ou une délétion.




2.5.2 Application a notre travail

2.5.2.1 Définition des amorces

Pour ces quatre génotypages (G6PD Betica, BCL11A, HMIP et geéenes du stress
oxydant), nous avons utilisé la technigue HRM, les étapes seront les mémes, ce sont les
conditions PCR et les températures de fusion qui vont différer. Pour le génotypage de G6PD
Betica et des génes du stress oxydant, un design d’amorces était nécessaire ainsi qu’un
séquencgage pour avoir des témoins, puisque ce sont des génotypages qui n’ont jamais été
effectués dans le laboratoire. Les amorces utilisées pour ces différents génotypages sont

disponibles en annexe 0.

2.5.2.2 Matériels et réactifs
Les réactifs nécessaires sont les suivants :

- Green GoTaq® (2X) ;

- Amorces (cf amorces 5) ;

- Syto9 : le SYTO9® est un fluorophore qui, aprés excitation a 470nm, émet une
fluorescence de couleur verte (540nm). Ce marqueur possede la capacité
d'émettre de la fluorescence une fois lié a I'ADN ;

- Eau stérile;;

- Agarose pour la préparation du gel a 1.5% ;

- Tampon TBE (Tris-borate —EDTA) 1X pour le gel ;

- Marqueur de base (colorant beu) de 500 paires de bases ;

Le Les matériels nécessaires sont :
- Cuve d’électrophoreése ;
- Transilluminateur UV Gel Doc™ de Biorad ;

- Appareil LightCycler 480 de Roche.

2.5.2.3 Mode opératoire et révélation des résultats

Ce mode opératoire comprend deux étapes : une premiére étape de PCR permettant
d’avoir des amplicons portant le SNP a étudier. Le fragment d’intérét ne doit pas dépasser
150 a 200 pb car la présence d’un variant sur un fragment court modifiera de facon plus
significative la courbe de fusion que sur un fragment long. Une seconde étape
correspondant a la réalisation de la courbe de fusion sur Light Cycler 480. Cette seconde

étape est bien s(r précédée de I'addition du SYTO9® dans le milieu réactionnel. Des



exemples de protocoles expérimentaux sont disponibles en annexe Erreur! Source du

renvoi introuvable..

» Interprétation des données

Comme un sujet possede deux copies de chaque géne, il y a trois possibilités :

1. Aucun alléle ne contient la mutation (Type sauvage ou normal)

2. L'un ou l'autre des deux alleles contient la mutation (Hétérozygote)

3. Les deux alleles contiennent la mutation (Homozygote)

Les deux alléles étant amplifiés simultanément, la courbe de fluorescence que I'on observe

correspond a la somme des courbes de fluorescences des deux alleles. Comme le Tm de

dissociation est différent pour chaque duplex, il en résultera des profils HRM distincts pour

les 3 génotypes possibles que I'on pourra interpréter en les associant a des témoins

normaux, hétérozygotes et homozygotes (Figure 77).
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Figure 77.

Exemples de courbes obtenues par HRM

A) HRM BCL11A, rs1427407; B) HRM HMIP, rs28384513; C) HRM G6PD BETICA; D) HRM G6PD A (-). Nous
observons une bonne séparation de I'ensemble des tracés. En bleu, les courbes correspondant a des
homozygotes sauvages. En vert ou rose, les courbes correspondant a des homozygotes mutés ; et en

rouge les courbes correspondant aux patients hétérozygotes.




Chapitre 3 : Meéthodes de dosages biochimiques des

parametres du stress-oxydant

3.1 Produits avancés de I'oxydation des protéines (AOPP)

L’oxydation avancée des protéines est révélée par la formation de liaisons covalentes
entre les résidus tyrosine aboutissant a la formation de dityrosine et a des produits
d’agrégation de haut poids moléculaire (Advanced Oxidation Protein Products, AOPP). La
méthode de Witko-Sarsat (581) a été utilisée. En présence d’iodure de potassium (KI) et en
condition acide, I'absorbance de ces AOPP peut étre mesurée par spectrophotométrie a 340
nm. Les échantillons plasmatiques (200 uL) dilués avec du PBS 1/5, ont ensuite été traités
avec 10 pl KI (1.16M) et 20ul d’acide acétique pur. Apres vortexage, I'absorbance a été
mesurée a 340nm. La chloramineT a été utilisée en tant que gamme standard pour la

mesure et les résultats ont été exprimés en umol/ml (Figure 78).

TR

0 0,1078 0,0922 0,1
10 0,1909 0,2132 0,20205
30 0,4131 0,4183 0,4157
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70| 0,82480001| 081269997 081874999
100| 1,09089994| 1,18289095( 1,13689995|Eg de pamme
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200| 2,09920001| 206809998 2,083549949|X =[Y - 0,1166)/0,0099
25
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Figure 78.

Gamme standard de chloramine T utilisée pour le dosage des AOPP



3.2 Malondialdéhyde (MDA)

Le dosage du MDA est réalisé par une méthode spectrophotométrique : la méthode
d’Ohkawa (582); cette méthode utilise I'acide thiobarbiturique (TBA). En effet, une molécule
de MDA en milieu acide et a chaud est condensée avec deux molécules de TBA pour former
un complexe coloré en rose (Figure 79) susceptible d’un dosage spectrophotométrique a une

longueur d’onde A =532 nm (583).
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Figure 79. Complexe rose dérivé du MDA

Cette technique présente d’excellentes qualités sur le plan de la sensibilité, sauf
gu’elle manque de spécificité a cause des interférences potentielles avec des molécules ne
relevant pas du stress oxydant mais réagissant avec le TBA. Elle reste malgré tout le test le
plus classique permettant I’évaluation de la peroxydation lipidique (584). Les concentrations
de MDA sont déduites a partir d’'une gamme étalon réalisée avec le 1,1,3,3-
tétrathoxypropane (MDA) comme standard (585), établie dans les mémes conditions que

pour les dosages des échantillons (Figure 80). Les résultats sont exprimés en umol/ml.



Gamme d'étalonnage

[MDA] oD1 0D2 | MeanOD
o 0,2626 0,2025[ 0,28275
1 0,2861 0,2176] 0,25185
2 0,258 0,243 0,2505
3 0,2793 0,2633 0,2713
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oz y = 0,0085x +0,0055

R®=0,9786
L ]

eqde gamme
x=[y-0,0055),/0,0085

Figure 80. Gamme standard de MDA utilisée pour le dosage de MDA de nos échantillons

3.3 Catalase

Deux types de méthodes peuvent étre utilisés pour mesurer |'activité de la catalase,

soit la diminution de la concentration du peroxyde d’hydrogene, soit la formation d’oxygéene.

Ces méthodes sont tres sensibles mais nécessitent des conditions expérimentales strictes

comme par exemple I'absence d’oxygéne. L'enzyme oxyde dans un premier temps un

donneur d’hydrogene (en excés par rapport a la concentration de peroxyde d’hydrogéne

dans le milieu) comme le méthanol en formaldéhyde, puis ce dernier réagit avec le 4-amino-

3-hydrazino-5-mercapto-1,2,4-triazole (Purpald®) pour donner un composé qui absorbe a

550 nm (586) (Figure 81). Une solution de formaldéhyde connue est utilisée comme

standard et les résultats sont exprimés en Ul.
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3.4  Glutathion Peroxydase (GPx)

Toutes les techniques décrites reposent sur le méme principe : en présence de
glutathion réduit (GSH), la glutathion peroxydase réduit un hydroperoxyde (ROOH), tandis
que le GSH est oxydé en glutathion disulfure (GSSG). Les premiéres méthodes mesuraient a
des temps fixes le glutathion non consommé. Mais nous avons eu recours a une technique
indirecte qui est actuellement la technique la plus utilisée. Cette méthode est basée sur la
cinétique de I'oxydation du NADPH,H* en NADP* a 340 nm (Figure 82). Elle consiste a ajouter
au milieu biologique (plasma, érythrocytes traités au préalable par un agent réducteur pour
réduire la GPx et le réactif de Drabkin’s contenant du cyanure pour inhiber I'effet
peroxydase de I'hémoglobine) un substrat (peroxyde d’hydrogéne, cumene
hydroxyperoxyde, t-butyl hydroxyperoxyde), un agent réducteur (glutathion), de la
glutathion réductase et du NADPH, H* (587).

Selon le substrat utilisé, on pourra également mesurer 'activité des GPx non séléno-
dépendantes encore appelées glutathionvS-transférases. Par exemple si on utilise le
peroxyde d’hydrogéne ou le t-butyl hydroxyperoxyde comme substrats, seules les GPx
séléno-dépendantes (GPx1, 2, 3 et 4) seront actives alors que le cumene hydroxyperoxyde
est réduit par les deux formes de GPx, séléno-dépendantes et non séléno-dépendantes
(Gluathion S-transférases). Cette remarque peut étre importante selon le milieu biologique a
analyser. En effet, les érythrocytes ne contiennent que de la GPx sélénodépendante alors
que le plasma contient 80 % de forme séléno-dépendante et 20 % de forme non séléno-
dépendante. Pour nos dosages, nous avons travaillé sur le plasma avec comme substrat le

péroxyde d’hydrogéne.
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Figure 82. Pente de mesure de I'activité GPx



3.5 Superoxyde Dismutase (SOD)

Le substrat (O27) de la SOD est trés instable et a une durée de vie tres courte. Les méthodes
de dosage sont donc indirectes. Le protocole de mesure a été mis au point d'aprés la
méthode de Beauchamp et Fridovich ((588), modifiée par Oberley (589). Il évalue la SOD par
sa capacité a inhiber un flux d'anion superoxyde (02-) généré par le systeme Xanthine-
Xanthine Oxydase. Les radicaux superoxydes produits par ce systeme réduisent le nitrobleu
de trétrazolium (NBT) en bleu de formazan stable a 560 nm. C’est une méthode cinétique qui
permet de suivre I'activité SOD dans le temps, et une pente d’inhibition est obtenue pour

chaque échantillon (Figure 83).
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Figure 83. Pente d’inhibition de I'activité SOD

3.6 Xanthine oxydase (X0)

La mesure de l'activité de la xanthine oxydase fait partie d'une série de tests «
déshydrogénases» récemment mis au point (590). L'oxydation de la xanthine en acide urique
en présence de nitroblue tétrazolium (NBT) entraine une réduction irréversible de ce dernier
en formazan coloré en violet. L’absorbance est lue en 560 nm et comme pour SOD, c’est une
méthode cinétique qui permet de suivre 'activité XO dans le temps, et une pente est

obtenue pour chaque échantillon (Figure 84).
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Figure 84. Pente de mesure de I'activité XO

3.7 Myéloperoxydase (MPO)

Ce test est un immunodosage enzymatique indirect semi-quantitatif. Des anticorps

anti-MPO humains stabilisés ont été déposés a la surface des micropuits pour servir de

substrats dans ce systéme. Les plasmas de patients sont placés dans les micropuits et mis a

incuber, ce qui permet aux anticorps anti-MPO humains de fixer de maniere spécifique la

MPO contenue dans le plasma. Aprés des lavages successifs visant a éliminer les autres

peroxydases non liées et d’autres protéines sériques, le complexe est détecté par ajout

d’une solution 3,3’,5,5'-tétraméthylbenzidine (TMB) et de H;0, servant de substrat

chromogéne. Le TMB est d'abord oxydé en un radical libre bleu, ayant un maximum

d'absorption a 653 nm (g = 3,9 x 104 M-1 cm-1). On mesure dans ce dosage |'apparition du

TMB peroxydé (Figure 85).
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Figure 85. Pente de mesure de I'activité MPO
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Article 1: Profil génétique de la population drépanocytaire

sénégalaise et caractérisation d'une nouvelle mutation [°-

thalassémique.

1.1 Contexte scientifique de I’étude - Présentation de I’article

Comme expliqué plus haut, la drépanocytose est une maladie monogénique dont les
manifestations cliniques varient considérablement d'un patient a l'autre en raison de
facteurs environnementaux et génétiques (591). Parmi ces facteurs génétiques, nous
pouvons notament citer le statut alpha-globine, les haplotypes B> (ou du moins le
polymorphisme Xmnl rs7482144) et le déficit en glucose-6-phosphate déshydrogénase
(G6PD). L'alpha-thassémie a été associée a une fréquence plus élevée d'événements vaso-
occlusifs (592), alors gu'elle protége partiellement contre la survenue d'une vasculopathie
cérébrale (241, 242) et d'une cholélithiase (244). Bien que ce point ait longtemps été
débattu (255, 256), le déficit en G6PD est maintenant reconnu comme un facteur de risque
indépendant de la vasculopathie cérébrale chez les enfants atteints d'anémie falciforme
(253, 593, 594). Le polymorphisme Xmnl quant a lui a été associé a des taux résiduels d'HbF

plus élevés et a moins de complications cliniques.

Ces génes sont désormais systématiqguement génotypés dans les pays développés
pour le suivi médical des patients. En revanche, trés peu de données sur ces modificateurs
génétiques sont actuellement disponibles dans de nombreux pays d'Afrique subsaharienne,
en particulier au Sénégal, ol |la drépanocytose est un probleme de santé publique majeur. La
population sénégalaise est caractérisée par une importante diversité ethnique (Wolofs,
Peulhs, Sereres, Diolas, etc.) mais la consanguinité est trés courante dans certains groupes
ethniques et elle représente I'un des principaux facteurs de transmission de l'alléle B d'une
génération a l'autre. Jusqu'a présent, le diagnostic biologique de la maladie était réalisé par
électrophorese sur acétate de cellulose aprés la premiére hospitalisation pour une
complication typique de la maladie (principalement dactilytite a 2 ou 3 ans) mais le
diagnostic différentiel génétique entre BS/B° et B%/B-thal n’est jamais établi, ainsi que le
génotypage des genes modificateurs communs. De plus, I'activité biochimique du G6PD n'est
pas déterminée systématiquement chez les patients atteints de drépanocytose. Pour pallier

a ce manque de données épidémiologiques, nous avons réalisé dans cette étude le



génotypage systématique de ces modificateurs génétiques de base aupres de 295 enfants

drépanocytaires sénégalais suivis a I’hopital pédiatrique de Dakar.

Deux cent quatre vingt quinze enfants atteints de drépanocytose (167 gargcons et 128
filles) provenant de la cohorte pédiatrique de I'hopital d’enfants Albert Royer de Dakar (qui
comptait environ 2 700 enfants) ont participé a cette étude entre janvier et décembre 2015.
lIs ont été inclus lors d'une visite de suivi de routine pour la plupart d'entre eux (environ
70%) ou lors d’une hospitalisation pour une complication liée a la maladie. Le diagnostic
différentiel entre les génotypes S/S, S/C, S /B-thal ou S/X a été réalisé avec une technique
dédiée d’ARMS-PCR (Amplification-refractory mutation system). Pour les patients suspectés
d'étre S/X ou S/B-thal lors de ’ARMS-PCR, un séquencage direct de Sanger du gene HBB a
été réalisé afin de confirmer le diagnostic et d'identifier la mutation B-thal ou le variant de
I'némoglobine au niveau moléculaire. Les 5 délétions alpha-thalassémiques les plus
fréquentes (c'est-a-dire les délétions de -3,7 Kb, -4,2 Kb, -20,5 Kb, SEA, MED ont été
recherchées par GAP-PCR Multiplex. Les 2 principaux variants déficitaires en G6PD les plus

fréquents en Afrique (a savoir A(-) et Betica), ont été recherchés par une technique HRM.

Pour chaque géne modificateur, la fréquence allélique globale a été calculée et la
répartition équilibrée des trois génotypes (homozygote de type sauvage, hétérozygote et
homozygote muté) a été vérifié par I'équilibre de Hardy- Weinberg (HWE) en utilisant un test
de x2. Le géne G6PD étant situé sur le chromosome X, I'équilibre de Hardy pour les variants A
(-) et Betica a été vérifié séparement pour les hommes et les femmes. Des analyses
statistiques ont été effectuées avec le logiciel SPSS (SPSS Inc., Chicago, IL, Etats-Unis) et un

niveau de p <0,05 a été considéré comme significatif.
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ABSTRACT

Sickle cell disease s a genetic disorder with a large variability in the pattem and severity of clinical
manifestations. Different genetic modulators have been identified but very few epidemiologic data are
available on these modifier genes in Senegal. This study aimed to determine their prevalence in a
Senegalese sickle cell disease pediatric population. The following genetic parameters were gen

in 295 sickle cell disease children of the Dakar pediatric hospital sickle cell disease genotype | .-"|5s
(HBE: c20A-=T), If-’li‘: (HBE: c.19G>A), lﬁli“-thalassa'nla [B“—thall],. Xmnl polymorphism, the five most
common x-thalassemia (a-thal) deletions and the A(-) and Betica glucose-& phosphate-dehydrogenase
(GBPD) deficient variants. Despite very few f*/C and F3/A%thal children (1.0% each), a novel frameshift
p-thal mutation was characterized: HBE: c.265_266del; pLeuB9Glufs*2. The -2~ (rightward) deletion
was the only a-thal deletion identified in this cohort [12.0% allelic frequency). Most of (°/3° patients
(61.9%) were homozygous for the Xmnl polymorphism and assumed to cany a Senegal/Senegal |5s
haplotype. The remaining haplotypes were predominanty of the Benin type. While the Betica G&PD
variant was quite frequent (13.0%), a low frequency of the A(=) variant was detected (1.0-2.0%). The
systematic genotyping of the -x*” deletion and of the GEPD Betica varlant in sickle cell disease patients
from Senegal could be useful to identify patients at risk for several complications, such as cerebral vas-
culopathy, where it has been demonstrated that a nomnal s-globin genotype and GEPD deficiency are
predisposing factors. These patients should be eligible for a transcranial Doppler examination that is
not routinely offered in Senegal.

HEYWORDS

a-Thalassemia (=thal);
glucose-S-phosphate
dehydrogenase (GEPD)
Betica; novel fi-thalassemia
(p-thall mutation; sicke cell
disease Xmnl

polymor phism

Introduction manifestations as homozygous Hb 5 patients but with a
lower occurrence and/or severity for some of them.

Although sickle cell anemia is a monogenic disorder, its
clinical manifestations vary greatly from one patient to
another because of environmental and genetic factors [3].
An increasing number of modifier genes have been identified
since the 1990s and some of them are now routinely geno-
typed in developed countries for the medical follow-up of
patients, namely the «-globin status, the ° haplotypes (or at
least the so-called Xmaul %y polymorphism rs7482144) and
the glmose6~?hosphate dehydrogenase (GePD) deficiency

Homozygous sickle cell anemia (f*/f° genotype) is one of
the most common recessive genetic disorders worldwide,
with about 300,000 affected children being born every year,
mostly in sub-Saharan Africa where it constitutes a major
public health problem [1]. At the molecular level, the
mutated (¥ allele results from a single base substitution on
the codon & of the p-globin gene (HEB: c20A>T;
p.Glu7Val). The f* allelic frequency in sub-Saharan Africa
varies from 10.0 to 40.0% and is estimated to be around

10.0% in Senegal [2]. Compound heterozygosity for the f°
allele and a f-thalassemia (B-thal) mutation or some particu-
lar p-globin variants [Hb C (HEB: c19G>A), Hb D-Punjab
(HEB: c364G>C), Hb O-Arab (HBB: c364G>=A), Hb E
(HBE: c79G=A) or any of the Hb Lepore muttations] lead to
a sickle cell disease syndrome with wvery similar cinical

status. The -o' (rightward) o-thalassemia (w-thal) deletion
(at least in the homozygous state), has been associated with
a higher frequency of vaso-occlusive events [4], while it par-
tially protects against the occurrence of cerebral vasculopathy
[5.6] and cholelithiasis [7]. Although debated [8,9], GePD
deficiency is now recognized as an independent risk factor
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for cerchral vasculopathy in sidde cell anemia children
[10-12]. Among the five common [ haplotypes (Senegal,
Bantu, Arab-Indian, Camercon and Benin) described in the
1980s [13], those (ie. Senegal and Arab-Indian) bearing the
C>T single mucleotide polymorphism (SNP) at position
-158 of the “y-globin gene (HBGZ2 g-158C>T), identified
by Labie et al in 1985 [14], were shown to be associated
with higher residual Hb F levels and lower clinical complica-
tions. In contrast, individuals with the Bantn or Benin hap-
lotypes tend to have a more severe disease [15,16].

Unfortunately, very few penetic data about these genetic
muodifiers are currently available in many sub-5aharan coun-
tries, espedally in Senegal where siclde cell disease is 2 major
public health issue with about 1700 affected newborn per
year [17]. The Senegalese population is characterized by an
important ethnic diversity (Wolofs, Peolhs, Sereres, Diolas,
etc) but consangninity is wery common in some ethnic
groups and represents one of the major factors that promote
transmission of the [ allde from one generation to another
in the homozygous state. Up to now, the biological diagnosis
of the disease was performed by cellulose acetate electro-
phoresis after the first hospitalization for a typical sickle cell
disease compliation (mainly dactilytis at 2- or 3-years old)
but the genetic differential diagnosis between B /B® and Hb
5/f-thal is never made, as wdl as the genotyping of the com-
mon modifier genes. Moreover, GEFD biochemical activity is
not determined routinely for siclde cell disease patients. To
overcome this lack of epidemiological data, we performed a
systemmatic screening of these basic genetic modifiers for 295
Senegalese sickle cell disease children Jollowed at the Dakar
pediatric hospital.

Materials and methods

Two hundred and ninety five children (167 males and 128
females) from the pediatric sickle cell disease cohort of the
Albert-Royer Children's Hospital, Dakar, Senegal  (which
comprised about 2500 individuals) were consecutively
enrolled between January and December 2015 The enrol-
ment was done either during a roatine follow-up visit (about
70.0% of patients) or during hospitaliztion for siclde cell
disease-related complication. Ages ranged between 2 and 18
years [mean 9.3; standard deviation (SD) 4.0] and Hb F lev-
els between 1.1 and 26.2% (mean 9.3 SD 5.1). According to
the Helsinki declaration, the legal caregivers gave their writ-
ten and/or oral consent for the genetic diagnosis of sickle
cell disease (including the modifier genes) and the study was
approved by the Ethics Committer of the Albert-Royer
Hospital.

DMA was extracted from peripheral blood stained with
EDTA uwsing the QlAmp® DSP DMNA Blood Mini kit
(Qiagen GmbH, Hilden, Germany) in Dakar. Genotypic
analyses were performed in Lyon (France). Differential diag-
nosis between BYE, BYEC (HEB: c19G=A), F/B-thal or
RE/pE genotypes was performed with a dedicated amplifica-
tion refractory mutation system-polymerase chain reaction
(ARMS-PCR), method [18]. For patients suspected to to
carry B/E® or B/p-thal by ARMS-PCE, a direct Sanger
sequendng of the HER gene was performed on the ABI

PRISM®™ 3130x] (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA)
apparatus in order to confirm the diagnosis and to identify
the [-thal mutation or the hemoglobin (Hb} variant at the
molecular level The five most E'aq_ucnt a-thal deletions [ie
the -7, —o** (leftward), —(2)™", Southeast Asian (- -*F%)
and Mediterrancan (- =" 7)] were screemed with a multiplex
gap-PCR protocal [19].

Two specific high resolution mdting (HEM) protocols
focusing on  the A(-) (GGFD: rs1050828, c376A>G;
rs105029, c22G>A) and Betim (GEPD: c376ARG;
c.968T>C) GEPD defident variants were employed on the
Light Cycler 480% device (Roche Diagnostics, Meylan,
France). The primers have already been described for the
A(-) wariant [20]. For the Betia c968T>C mutation, new
primers were designed with the primer 3 software to obtain
a PCR product of 76bp length: (i) forward: 5-GGC GAG
GCC ACC AAA GGG TA-3, (il reverse: 5'-GAG GAC
GAC GGC TGC AAA AGT-3" For the PCR reaction, each
tube contained, in a final volume of 20 pl, 0 ng DNA tem-
plate, 40ng of each primer, 10 jl. of GoTagq Green Master
Mix (Promega, Charbonniéres-les-bains, France) and 7.6 pl
sterile water.- The PCR conditions were as follows: 10 min.
denaturation -at 95°C; 35 cycles with denaturation for
30seconds at 95 °C, hybridization for 30 seconds at 60°C for
Betica, and 58 °C for A(-), elongation for 1min. at 72°C
and final elongation for 5min. at 72 *C. The HEM protoool

as performed with 15 pl of PCR product in which 1pl of
Erd}'\t (Invitrogen, Cergy-Pontoise, France) was added:
1min. at 94°C, 1min. at 40°C (to facilitate the formation
of heteroduplexes) and a shift from 70 to 97°%C (0.1°C/
scocond] with a contimuous fluorescence acquisition. An
example of the resulting HEM melting curves can be visual-
ized on Figure 1.

The B° haplotypes were determined in sickle cell anemia
(F°/p%) patients only. Among the six commaonly genotyped
SMPs (Le. Hindl £ Xmnl, HindIII %y, HindIIl %y, Hindl
Wi and Hincll &), we focused first on the Xmnl polymorph-
ism with a dedicated fluorescence resonance energy transfer
(FRET) assay on Light Cycler 480% (Roche Diagnostics) [21].
For data interpretation, considering our Sencgalese popula-
tion, we assumed that all B Xmnel [] alldes were of the
Senegal (Sen) type and patients were thus categorized as
SenfSen, Senf'X or XX where X is a Benin (Ben ), Camercon
(Cam), Bantu (Ban) or atypical [(Aty) haplotype. Thereafter,
in order to identify the X haplotypes in a subset of 42
patients (11 Sen/X and 31 X/X), we performed a direct
Sanger sequendng for the determination of the Hindlll Ty
and Himdll *y polymorphisms. In combination with the
Xmnl polymorphism, we could deduce the complete B°
haplotype for those patients,

Statistical analyses

For cach genetic variant, the overall allelic frequency was cal-
culated and the balanced distribution of the three possible
genotypes in the population (wild-type homozygous, hetero-
zygous and mutant homozygous) was verified by the Hardy-
Weinberg equilibrium (HWE) uwsing a ¥* test. Since the
GAPD gene is lomted on the X chromosome, the HWE for
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the A(-) and Betica variants was verified for men and
women, separately. Statistical analyses were performed with
the Statistial Package for the Sodal Sciences (SP55) version
22 software (SPSS Inc., Chicago, IL, USA) and a p level of
<005 was considered to be significant.

Results

Among our 295 sickle cell disease children, we detected
98.0% PYE° (nm=289), 1L0% F°/B° (m=3) and 1L0% B/
fi-thal (m=3). The three corresponding f-thal mutations
were HBB: c924 5G>T, HBB: c-79A>G and a novel B~
thal mutation that generates a stop codon two amino acids

further: HBB: c265_266del; p.Leus9Glufs*2 (Figure 2). This
novel allele was detected in an 8-year-old boy with no a-thal
deletion or a GEPD deficiency. This patient exhibited a
strong regencrative microcytic and hypochromic anemia:
white blood cell (WBC) count 119 (10%L), Hb 7.3gML,
packed cell volume (PCV) 0.22 L/L, mean corpuscular vol-
ume (MCV} 550 fL, mean corpuscular Hb (MCH) 189pg,
mean corpuscular Hb  concentration (MCHC) 31.2gdL,
platdet count 675.0 (10°/L) and reticulocytes 19.3%.
Prevalence and alldic frequencies of the -2 deletion
(no other a-thal deletion was detected) and Xmmnl poly-
morphism are described in Table 1. Allelic frequencies of
012 and 0.75 were detected for these two gene modifiers,
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Table 1. Prevalence of genstic modifiers (-o™ delstion and Xmnl polymash-
wm) in o Sckle cell disease pediatie cohont (A =295).

Mumber of  Prevalence Albelic
Genetic madifiers children ) frequency  p Value®
-2 deletion
wiki-type it 7a3
heleraBygous 55 1846 0.z =01
e TR S & 21
Xmal polymanphism®
wild-Type k¥ 1.
hetenaZygous 78 7o 0.75 =01
NGz OUs 173 (K

"The HWE was cheded by the 37 test
sicide cell anemia |7 pasems anly fn= 289)

Table 2 Prvalene of the two deleterious mutations @using GPD deficiency
in our Sickle cell disezse pediatric cohort

Number af  Prvalene Allalic

GEPD genotypes chilkdren %) frequency  p Value®
Males in=157)

A wild-Type 166 994 =00 =01

A=) hemizygous 1 a5

Hetica wiki-type 145 858

Betica hemizggous 22 132 0.3 =01
Females (n=128]

M) wilkd-typs 122 953

A=) heterazpgous ] 47 0oz =01

A-) homazygaus 1] ad

Hetica wilkd-Type 103 805

Betica heterazygous 17 133 0.z =01

Setica homazygaus B 52

*The HWE was chedied by the 3° test

respectively, and no deviation from HWE was observed,
Considering our hypothesis that all Xmnl [+] B alleles are
of Senegal type, the B* haplotypes repartiion in our sickle
cell disease population was as followed: Sen/Sen [61.9%:
n=179), Sen/X (27.0%; n=78) and XX (1L1%:; m=32).
Among the 42 patients (31 X/X and 11 Sen/X patients) in
whom a complete f* haplotyping was performed, we found
the following combinations: 26 Ben/Ben, eght Sen/Ben, two
Sen/Cam, two Ban/Ben, one Ban/Ban, one Ban/Cam, one
Sen/Cam and one Ben/Aty.

The allelic frequencies of the GePD™™ ™ 4(_) and
Betim variants are given in Table Z-and were comparable
between males and females; <002 for Al-) and 0.13 for
Betim. Onoe again, no. deviation from HWE was observed.

Discussion

The F/RE° genotype was the most frequent sickle cell disease
genotype found in our pediatric cohort, while B%BES and
B/ [-thal genotypes were rarer (about 1.0% each). These
data, which are very similar to those of Diagne e al [23]
(95.08 of FF° ve 4.0% of B5B° and 1.0% of B°/p-thal,
respectively), confirm the very low frequency of f-thal penes
in the Senegalese population. According to Kasili [23], these
mutations usually occur as a few sporadic cases spread out
over the countries of East Africa with a “patchy’ distribution.
In West Africa, allelic frequency of [-thal varies from 0.8%
(Migeria) to 1.3-1.7% (Ghana) but may rise to 9.0% in some
tribes in Liberia [24]. The new f-thal mutation characterized
in one of our three [°/f-thal patients perfectly illustrates
the ‘patchy’ distribution of the [-thal alleles among

African populations. The B mutation also has a low preva-
lence compared to the B* mutation, except for a few coun-
trics where it can be as high as 50.08%: the Ivory Coast
(10-500%), Ghana (8.0-40.08), Togo (7.0-17.0%), Benin
(70-27.0%), Burkina Faso (15.0-40.0%) and Nigeria
(1.0-9.0%) [25]. According to the study of Diagne et al
[22], a prevalence of 1.0% only was found in our sickle cell
disease cohort. Since symptomatic sickle cell disease patients
are diagnosed in Senegal only when they come to the hos-
pital for their first vaso-ocdusive crisis, a recruitment bias
could have been introduced, hence underestimating the fre-
quency of fB" in our pediatric cohort, Only a systematic
neonatal screening of sidde oell disease could give more
accurate information.

Our study is the first to report the 2-thal frequency in
Senegalese sidde cell disease children with a prevalence of
20.6% for the -2 delation. A similar result [20.8%) was
observed in the neighboring West African country of Guinea
Conalry [26] but, interestingly, the prevalence of the —x
deletion increases, when moving from west to east Africa
(Figure 3): 32.0% “in Migeda [27] 373% in Cameroon,
67.2% in Congo [28], 77.5% in Uganda [29], 580% in
Tanzania ([30] and 490%. in: Kenya [31]. This observation
may reflect some differences in the survival advantage given
by a-thal in sidde cell disease regarding altitude, mean age
of individuals and loal endemidty of malaria [32].

The [ haplotypes distribution in Senegal was estimated
to be 100.0% of Sen/Sen homozygous patients [33] but this
estimation was obtained on a quite limited number of 5/
patients (n=47), all of them belonging to the particular
Niokholo Mandenka population located in the Niokholo
Hills (30km northwest of Kedougoo, East Sencgal). Since
this ethnic group (which comprises about 3000 individuals
from a dozen villages) was shown to constitute an endogam-
ous group with few inter-breeding with surround ing popula-
tions (~5.0% immigration per gencration) [34], these data
obviously do not reflect the overall Senegalese population.
Moreover, because of its high economic potential and health-
care performances compared to other African countries,
Senegal has recently faced important immigration floes
towards its economic capital, Le Dakar. As a consequence, it
was not surprising to detect other B* haplotypes than the
Senegal one in our sickle cdl disease cohort: these haplo-
types were predominantly (about 86.0%) of the Benin type
sine the Benin area’ (which comprises Benin, Nigeria,
Miger, efc) is very dose to Sencgal. A few Bantu, Cameroon
and atypical [ alleles were also found in about 14.0% of the
B™ haplotypes (10/73 in our subset). Interestingly, all 42 chil-
dren for which this complete * haplotyping was performed
were born in Senegal. A few of them have not a *Senegalese-
like’ birth name, suggesting that their parents probably origi-
nated from neghboring countries such as Guinea. It would
mean that the f° haplotypes other than ‘Senegal’ are partly
due to recent immigration but are alko present in the genetic
background of the Senegalese population for at least two or
three generations.

In sub-Saharan Africa, the G6FD A(-) wariants
(c.376A>G; c202G2>A) are the predominant cause of GEPD
deficiency [35]. The c376A>G substitution is a polymorphic
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mutation very frequent in Africa that gives rise to the so-
called ‘allele A’ of the G6PD gene, while the c202G>A
mutation is responsible for the enzyme deficiency per se.
Other GEPD mutations with a genetic background of allele
A have also been described in African individuals: GeFD
A [(C376A>G c6B0GST), GEPD- Betia (c.376A>G;
c958T>C) and GEPD Santamaria (c376A=G; c542A-T)
[36]. In Senegal, GEPD deficiency. was reported in 80 to
10.0% of the general population and reached 21.0% in [*/[°
patients [37]. However, this sceening was made by bio-
chemistry (i.e. measurement of enzyme activity) that usually
fails to detect heterozygous females and which @n easily
give falsely normal results if GEPD activity is not normalized
with another enzyme activity (such as hexokinase or pyru-
vate kinase) to take into account the mean red blood cell
(RBC) age [38]. A genetic study focusing on the GePD™**
3780 and Betim variants was conducted 10 years ago in
Senegal on a specific subgroup of population (ie. the Serer
population) and allelic frequendes of 1.0 and 10.0%, respect-
ively, were found [39]. Another study in Gambia, whose bor-
ders are totally inchuded in the Senegalese territory, ako
showed a higher prevalence for the G6FD Betica wariant
compared to the A(-) variant, while a study in Mali (another
neighboring state of Senegal) reported a rdatively high fre-
quency of GAEPD Betica (6.1%) in the Fuolani ethnic group
(6.1%) [40]. These results contrast with other reports from

tropical sub-Saharan countries in which the A(-) GEPD defi-
cient variant was the only one identified [41]. Outside of
Africa, the GG6FD Betica variant has only rarely been
described in Spain [42], Costa Rica [43] and the Canary
Islands [36]. Altogether, these data strongly sugpgest a foun-
der genetic effect for the GEPD Betica mutation (c968T=C)
in West Africa. Our results confirmed the high frequency of
G6FD Betica in sickle cdl disease Senegalese patients with
13.2% of hemizygous females and 6.32% of homozygous
females. Intercstingly, the sum of these two frequencies is
very close to the frequency of biochemical GEPD deficiency
in P*/P° patients as determined by Diop et al [37].
Comparatively, the GePD™A TG o Hant is anecdotic with
only one hemizygous male and six heterozygous females in
our entire aohort.

Conclusions

Owr study is the first one to determine all the common gen-
etic modifiers of sickde cell disease in a large and representa-
tive Senegalese pediatric cohort. It thus provides clear and
robust epidemiological data that could be of great interest
for the foture development of siclde cell disease genotyping
in Senegal. Given their quite high frequendes, the specific
search for the —2™ deletion and for the GEPD Betica variant
should be priorities compared to the differential diagnosis of
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BYE° and PP/R%thal for eample Our dedicated HRM
method for the GAFD Betica variant could also be much eas-
ier to perform routinely than the biochemical dosage, which
is very time-consuming and fails to detect heterozygous
females. The other a-thal deletions [-o*%, —(2)™%, - 5%
and - -} do nat need to be screened sinae none of them
were found in the present study.

The systematic genotyping of the - deletion and the
G6PD Betica variant in sickle cel disease patients from
Senegal could be useful to identify patients at risk for several
complications, such as cerebral vasculopathy, where it has
been demonstrated that the normal a-globin genotype and
GEPD deficiency are predisposing factors. Those patients
should be digible for a transcranial Doppler examination,
which is not routinely offered in Semegal for economic
TEAsONs,
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1.3 Principaux résultats obtenus - Conclusion

Outre le présent article, cette étude a fait également I'objet de communications lors

d’un congrés national et international au Sénégal (Annexe.0).

Malgré le trés petit nombre d’enfants B%/B¢ et B5/B%-thal (1,0% chacun), une nouvelle
mutation B°-thal a été caractérisée : HBB: c.265_266del; p.Leu89Glufs* 2. La délétion —a® 7
était la seule délétion alpha-thalassémique identifiée dans cette cohorte avec une fréquence
allélique de 12,0%. Plus de la moitié des patients B/B° (61,9%) étaient homozygotes pour le
polymorphisme Xmnl et donc trés vraisemblablement homozygotes pour [’haplotype
Sénégal. Les haplotypes restants étaient principalement du type béninois. Alors que la
variante Betica G6PD était assez fréquente (13,0%), une faible fréquence de la variante A (-)

a été détectée (1,0-2,0%).



Le génotypage systématique de la délétion —a>’ et de la variante G6PD Betica chez
les patients atteints de drépanocytose du Sénégal pourrait étre utile pour identifier les
patients a risque de plusieurs complications, telles que la vasculopathie cérébrale. En effet, il
a été démontré que I'absence d’alpha-thalassémie associée et le déficit en G6PD étaient des
facteurs prédisposants. Ces patients « a risque » devraient étre éligibles prioritairement pour

le doppler transcranien qui n’est pas systématiquement proposé au Sénégal.

Ainsi, cette étude pourrait contribuer a une meilleure prise en charge des patients.
En effet, connaissant le profil génotypique d’un patient, la prise en charge pourra étre
orientée soit vers la prévention des complications du sous-phénotype vaso-occlusif ou soit
celles du sous-phénotype hémolytique. De plus, le doppler transcranien n’étant pas
accesssible a tous les enfants, le génotypage de ces génes modificateurs, pourrait

amméliorer la prise en charge et surtout la prévention de la vasculopathie cérébrale

Cet article a permis d’évaluer pour la premiere fois les fréquences de ces genes
modificateurs au sein de la population drépanocytaire sénégalaise. Il serait a présent
pertinent d’évaluer leur effet sur I'expression clinique ‘naturelle’ de la maladie, d’ou I'objet

de notre seconde étude.



Article 2 : Effets combinés des QTLs de I'HbF et de I'alpha-thalassémie
sur la sevérité clinique de la drépanocytose dans une population
pédiatrique sénégalaise — Soumis dans British Journal of Haematology

(bjh)-2018
2.1 Contexte scientifique de I'’étude - Présentation de I'article

Aprés avoir établi les prévalences des modulateurs génétiques au sein de notre
population (article 1), nous avons voulu déterminer les effets cliniques et biologiques de ces
génes modificateurs (I'alpha-thalassémie, le déficit en G6PD et les QTLs de I’"HbF) pour un
meilleur suivi de nos patients. Plusieurs travaux ont précédemment étudié I'influence de ces
trois modificateurs génétiques sur [’'hétérogénéité clinique et biologique de la
drépanocytose, essentiellement aux Etats Unis d’Amerique ou en Europe (216, 232, 595). En
revanche, en Afrique et particulierement au Sénégal, il y a trés peu d’études sur ces génes
(135). Cette étude trouve tout son intérét d’'y étre réalisée, puisque qu’elle participera a
mieux développer le volet génétique de la drépanocytose au Sénégal. Ainsi, I’étude de ces
génes pemettra leur recherche systématique au Sénégal pour une meilleure prise en charge
des patients. Plusieurs travaux ont tenté de corréler les QTLs de I’"HbF avec I'état clinique des
patients atteints de drépanocytose (216, 234, 235, 596). Cependant, la plupart de ces études
ont travaillé sur des populations de patients drépanocytaires caractérisées par des
haplotypes plus sévéres et traitées a I’hydroxyurée. Au Sénégal, il n'existe pas encore de
dépistage néonatal systématique (le diagnostic de la maladie est généralement posé lors de
la premiere complication hospitalisée) et la grande majorité des patients ne sont pas sous
hydroxyurée, quelle que soit leur évolution clinique. L’hydroxyurée n’a donc pas d’impact
sur les potententiels effets de ces génes sur la clinique au sein de cette cohorte caractérisée

par une évolution naturelle de la maladie.

C’est dans ce contexte que le premier objectif était d'étudier les effets cliniques et
biologiques des trois genes modificateurs au sein d’'une population sénégalaise pédiatrique
non traitée a I'hydroxyurée et n’ayant pas bénéficié de dépistage néonatal. Le deuxieme
objectif était d'étudier les effets combinés de |'alpha-thalassémie et des QTLs de I'HbF sur la
survenue d'une crise vaso-occlusive (CVO) et sur les parameétres biologiques. Avec ce
deuxiéme objectif, nous tenterons de déterminer si la co-présence des QTLs de I'HbF et de
I’alpha-thalassmie chez I'enfant atteint de drépanocytose module les risques de survenue

des crises vaso-occlusives et les paramétres biologiques.



Nous avons effectué cette étude sur 301 enfants drépanocytaires sénégalais dont
I’age médian était de 9 ans. Ces enfants ont été recrutés a I’hopital pédiatrique de Dakar. Les
principales délétions alpha-thalassémiques (-3.7 Kb, MED, SEA, -20.5 Kb et -4.2 Kb) et les
principaux variants déficitaires de la G6PD (A-, MED et Betica) ont été recherchés
respectivement par la technique gap-PCR multiplex et la technique HRM. Trois QTLs de I'HbF
ont été étudiés soit par HRM, soit par technique FRET: rs7482144 (dit Xmnl) sur le
promoteur HBG2, rs4671393 (BCL11A) et rs28384513 (espace inter-génique HBS1L-MYB).
Les alleles mutés ont ensuite été additionnés pour constituer un score de 0 a 6 et les
patients ont été classés en 3 groupes selon le nombre de QTLs : [0-1], [2-3] et [4 a 6]. Ces
facteurs génétiques ont été corrélés avec les principaux parametres biologiques mesurés a
I’état de base, et trois marqueurs de sévérité clinique : 'dge de la premiére complication, le
nombre de crises vaso-occlusives (CVO) et le nombre d’hospitalisations sur les 2 années
précédant l'inclusion. L'effet des QTLs de I’'HbF a ensuite été étudié en fonction du génotype
alpha : sauvage (population non porteuse de la délétion 3.7 Kb), n=235 ou muté (population
présentant la délétion), n=66. De méme, l'influence du génotype alpha-thalassémique a été
étudiée aprés subdivision de la cohorte en deux selon le nombre de QTLs : [0 a 2], n=158 et

[3 4 6], n=143.
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ABSTRACT

BACKGROUND: Chr objective was to investigate the combined effects of alpha-thalassasnua and
HbF QTL on clincal and biological parameters m a pediatmc Senegalese sickle cell anaemnia
population not treated with hydrosyurea. The GEPD genotype was also mvestigated.

MATERTALS AND METHODS: Steady-state iological parameters and VOC requinng emergency
admissions were recorded over a 2-year period i 301 children with SCA. Age of first hospitalized
complication was also recorded. These data were comelated with genetic modulators. The HbF QTL
were studied through the genotyping of 3 SNPs located on three different loci: Xmml, BCL11A and
HBSIL-MTE region.

EESULTS: G6PD genotype had no impact on VOC occwrence and on biological parameters.
Combination of alpha-thalassemia and at least 2 HbF QTL was shown to significantly delay the age of
the first complication. However, combination of homozygous alpha-thalassemia and 3 to 6 HbE QTL
was associated with higher VOC ocourrence duning infancy. The positive impact of HbF QTL on HbF
levels and VOC rate was observed only in patients without alpha-thalassemma.

CONCLUSION: Alpha-globin and HbF QTL genotypes have inter-related modifier effects i the
clinical severity of SCA. Heterozygous alpha-thalassenma with at least 2 HbF QTL would be the most
suitable genotype to reduce VOC ocourrence.
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INTRODUCTION
Although sickle cell anemia (SCA) is a monogenic disease caused by a single point mutation,
climical manifestations show a striking phenotypic heterogeneity. SCA has been recogmized as an
inflammatory disease triggered by erythrocyte sickling and hemolysis (Conran and Belcher 2012). An
mcreasing number of SCA modifiers genes have been identified since the 1990s (Steinberg and
Adewoye 2006). The major ones (Le. alpha-globm status, glucose-6-phosphate dehydrogenase
(G6FD) deficiency) are frequently defermined in developed cowuntmies, as well as some single
mucleotide polymorphisms (SNPs) mmplied in the residual hemoglobin F (HbE) level. These HbF
quantitative trait loci (QTL) mainly comprise the Xmnl-HBG? polymorphism on chromosome 11pl3
7482144 C=T); the HBS1L-MTE (HMIF) intergenic region on chromosome 6923 and the BCLIIA
gene on chromosome 2pl6. These three loct account for approximately 20-30% of HbF vanation in

patients with SCA (Creary, et al 2009, Lettre, & al 2008).

Several works have previcusly studied the influence of these three genstic modifiers on the
clinical and biclegical heterogeneity of SCA. Co-mhenitance of alpha-thalassennia is protective agamst
cerebral vasculopathy (Belisano, ef al 2010, Hsu, ef al 2003, Joly, et al 2016a), cholelithiasis (Joly, of
al 2016b, Vasavda, ef al 2007) as well as leg ulcers, acute chest syndrome (ACS) and chronic kidney
disease (Geard, ef al 2017, Guasch, & al 1999, Higgs, er al 1982). In conftrast, alpha-thalassemia
would increase the nisks for osteonecrosis (Lemonne, ef al 2013) and frequent vaso-occlusive crises
(VOC) (Renoux, et al 2018, Wonkam, af al 2017). Although debated (Miller, er al 2011, Fees, &f al
2009), G6PD deficiency is now recognized as an independent risk factor for cerebral vasculopathy in
clildren with SCA (Bemaudin, eof al 2008, Hellami, f al 2009, Joly, ef al 2016a). Finally, increased
HbF level has been associated with a better climical course in SCA (Platt, ef al 1994) and with a

reduction in oxidative stress (Dasgupta, et af 2010, Silla 1999).

Several works tried to correlate the HbF QTL with the clinical status of patients with SCA
(Friedrisch, et al 2016, Leonardo, ef al 2016, Letire, ef al 2008, Muszlak, et al 2013, Wonkam, ef al
2017). However, all these studies had some drawbacks that limited their interpretation: (i} except in

the latter study (Wonkam, ef al 2017), the most severe patients received hydroxyurea (HU), a well-
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known HbF inducer that may have blunted the effects of the genefic modifiers; (u) most patients
presented two Bantu or Benin fi* haplotypes that are negative for XYmnl, the major HbE QTL; (ii1) no
study focused on the mixed effects of alpha-thalassemua and HbF QTL on the clinical severity of the
disease. Senegal is a sub-Saharan Affican country where the frequency of the % mutation ranges from
2 to 10% with a high predominance of the Senegal haplotype, which is positive for the Xmnl
polymorphism (rs7482144). Because of economic concemns, there is no neonatal screening and SCA
diagmosis 15 usually made during the first hospitalized complication. The huge majonty of patients
with SCA are HUJ free, whatever their clinical evolution. The first objective of the present study was to
mvestigate the climical and biclogical effects of the three main SCA genetic modifiers in a pediatnc
Senegalese population without the abovementioned bias and hmitations. The second one was to
mvestigate the combined effects of alpha-thalassenua and HEF QTL on the ccowrence of vaso-

occlusive events and on the main biological vaniables.

MATERIALS AND METHODS

CLINICAL FOLLOW-UP OF THE SCA COHORT
Between January 2016 and August 2017, 301 children and young adults with SCA {169 males

and 132 females) aged from 2 to 23 years (median age 9.1) were consecutively enrolled during a
routine follow-up visit at Albert Royer Children's Hospital, Dakar, Senegal. They had not been
hospitalized for SCA complication and did not receive any blood transfusion in the past two months
and none of them was currently treated with HU. The study was approved by the Ethics Committee
of the University Cheikh Anta Diop of Dakar (0079/2015/CER/UCAD) and all patients and/for legal
caregivers gave their consent for the genetic diagnosis of 3CA, including the modifier genes. Their
medical records were retrospectively reviewed to recover the age of the diagnosis of 5CA and the

number of hospitalized VOC over the past two years.

SCA modifier genes and data analysis
In a previous epidemiological article (Gueye Tall, et al 2017), we reported the allelic

frequencies of alpha-thalassemia [-3.7 Kb, -4.2 Kb, -20.5 Kb, MED and SEA deletions]), G6PD
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deficiency (Med, & {-) and Betica variants) and Xmnl polymorphism in our SCA cohort. For the present
study, these data were completed by the genotyping of two other HbF OTL (rs1427407 G=T in intron
2 of the BCL11A gene and rs28384513 A>C in the HMIP region) using in-house high-resclution
melting (HRM) protocols on the Light Cycler® 480 device (Roche Diagnostics, Meylan, France). A
composite HbF OTL score ranging from 0 to & and corresponding to the number of HbF-promoting
alleles was calculated with the Xmnl, BCL114 and HMIP genotypes. Patients were shared into three
groups depending on their number of HbF OTL: group A for 0 or 1 QTL, group B for 2 or 3 QTL and

group C for 4 HbF OTL or more.

BIOCHEMICAL AND HEMATOLOGICAL PARAMETERS

The following hematological and bicchemical parameters were measurad in the context of
the routine medical follow-up of the patients: (i) total hemoglobin (HB), white blood cells [WEC),
platelets (PLT) and reticulocytes (RET) counts using a Sysmex XT-4000i device (System Corporation,
Tokyo, Japan), (i) lactate dehydrogenase (LDH), total and direct bilirubin (BIL), aspartate amino-
transferase [ASAT) and C-reactive protein (CRP) using a BA-BB Mindray analyzer (Manwah, M, USA)
while the different hemoglobin fractions were quantified by high-performance liquid
chromatography (HPLC) using a Variant Il device and the beta-thalassemia short program (Biorad,

Hercules, CA, USA).

STATISTICAL ANALYSIS
Statistical analyses were performed using the Statistical Package for the Social Sciences

(SPSS) software version 22 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA). The significance level was defined at p < 0.05.
Continuous variables were reported as mean * standard deviation (SD) and categorical variables as
number [N) or frequency. The three studied modifier genes were tested in an additive genetic model
against the recorded clinical and bioclogical parameters using a one-way ANOVA and LSD post-hoc

tests.



MO0 s Cho LA e b R =

Eritish Journal of Haematology

To evaluate whether the effects of alpha-globin genotype depended on the number of HbF
QTL, the corresponding tests were performed again in two sub-groups: patients with 0 to 2 HbF OTL
and those with at least 3 HbF OQTL. Similarly, the influence of the HbF QTL group (A, B or C) on the
recorded clinical and biclogical parameters was also studied separately on patients with alpha-

thalassemia and on those without.

RESULTS

MOLECULAR, CLINICAL AND BIOLOGICAL CHARACTERISTICS OF THE COHORT

The prevalence and allelic frequencies of all studied genetic parameters are presented in
Table |. The allelic frequency of the -a*7 deletion was quite low while the other searched alpha-
thalassemia deletions were not observed. Betica was the main GEPD deficient variant observed since
the two others were either very rare for A [-) or absent for Med. As for the three studied HbF QTL,
the Xmnl polymorphism was very frequent compared to the BCLI1A and HMIP SNPs. The HbF QTL
score ranged between 1 and 4 in more than 95%: of patients: 51 patients had a score of 0-1 (Group

A), 195 had a score of 2-3 (group B) and 55 had a score of 4-6 (group C).

Owerall clinical and biological data are reported in Table Il (supplemental data). The mean age
of the first complication was 4.1 years and the mean number of hospitalized VOC during the last two
years was 0.7, but a high variability was observed in both cases. The mean total Hb level was very low
7.8 (g/dL) contrary to the leucocytes, reticulocytes and platelets counts which were normal or
moderately elevated (15.1, 330 and 349 G/L, respectively). Hemolysis and inflammatory parameters
were slightly elevated (total and direct bilirubin: 44 and 23 mg/fL, ASAT: 61 Ul/l, CRP: 4.6 mg/L)
except for LDH which also showed a huge variability among patients (340 + 499 UI/L).

EFFECTS OF COMMON SCA MODIFIERS GENES ON THE OVERALL COHORT
(TABLE 111)

The influence of the HbF QTL score and of alpha-thalassemia and GEPD genotypes on the

clinical and biclogical parameters of the whole cohort are given in table Il. The age of the first
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complication tended to be different (p = 0.09) depending on the HbF QTL group, espedially between
groups A and C (p =0.02). Patients with 2 or 3 (group B) or with 4 to & HbF QTL (group C) had
significantly lower WBC counts and higher HbF levels than patients with 0 or 1 HbF QTL (group A).
The CRP level was significantly lower in group C compared to group A. The other clinical and

biological parameters were not different between the three groups.

Meither the age of the first complication nor the number of hospitalized VOC was affected by
the alpha-globin genotype. Total and direct bilirubin levels were significantly decreased in presence
of the -3.7 Kb deletion while only a slight tendency to higher Hb levels was observed (p = 0.07). The

other biclogical parameters were not modulated by the alpha-globin genotype.

Once again, neither the age of the first complication nor the number of hospitalized VOC was
affected by the GEPD genotype. Compared to wild-type, HbF level was significantly lower in
homozygous or hemizygous GEPD deficient patients. However, the sex ratio was clearly imbalanced
in this group (20 males and 7 females) and it is well known that females usually express higher HbF
levels than males (Hu, et al 2018).

DIFFERENTIAL EFFECTS OF ALPHA-THALASSEMIA ACCORDING TO THE HBF QTL
SCORE (FIGURE 1 AND TABLE IV IN SUPPLEMENTAL DATA)

Homozygous alpha-thalassemia was associated with more frequent hospitalized VOC
compared to wild-type only for patients whose HbF QTL score ranged from 3 to 6. In this subgroup,
patients with a normal alpha-globin genotype had significantly higher WBC count and direct BIL
levels compared to heterozygous patients. Conversely, when HbF OTL score ranged from 0 to 2, WEBC
count was not influenced by alpha-thalassemia while direct BIL level was lower for homozygous
alpha-thalassemia patients only. The effects of alpha-thalassemia on the other clinical and biological

parameters did not depend on the HbF QTL score.
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DIFFERENTIAL EFFECTS OF HBF QTL ACCORDING TO THE ALPHA-GLOBIN
GENOTYPE (FIGURE 2 AND TABLE V IN SUPPLEMENTAL DATA)

The age of first complication significantly increased with the number of HbF QTL in presence
of alpha-thalassemia only. In the subgroup of patients without alpha-thalassemia, more HbF OTL
were associated with less frequent hospitalized VOC, higher HbF levels and lower WBC counts and
CRP levels. These effects were not observed for patients with alpha-thalassemia. The effects of HbF

OTL on the other biological parameters did not depend on the alpha-globin genotype.

DISCUSSION

Most published studies on 3CA modifier genes focused on cohorts from the United States of
America, Europe or Brazil where neonatal screening and HU treatment (when necessary) are
proposad to patients. Their absence in Senegal for economic reasons is of great interest to study the
influence of genetic modifiers in the natural evolution of SCA. Moreover, no study previously focused
on the differential effects of the alpha-globin genotype according to the number of HbF QTL, and
conversely. Bernaudin et al. recently focused on the intrinsic effects of the B* haplotypes on SCA
severity (Bernaudin, et al 2018) but the Benin and Bantu ones were largely predominant compared
to the Senegal haplotype. Qur study is thus complementary and innovative in the field of 3CA

phenotype-genotype correlation studies.

The biological characteristics of our cohort are roughly similar to those already reported in
Senegal (Thiam, et al 2017). Compared to children followed in the main French SCA pediatric center
{Bernaudin, ef ol 2018), the anemia was a little more pronounced in our cohort (7.8 vs 8.1 g/dL) while
the WEBC count (15.1 vs 13.7) and all the hemolytic parameters were somewhat more elevated (LDH:
940 ws B52; RET: 330 vs 285; BIL- 44 vs 37). The absence of HU medication in Senegal probably
explains these results. Regarding the dinical parameters, the mean age of the first SCA-related
hospitalization was quite advanced in our cohort (4.1 * 3.3 years) compared to developed countries

where it frequently occurs before 3 years old (Gill, et @ 1995). Similarly, the average number of
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hospitalized VOC per year was lower in our cohort (about 0.4) than those reported in Cameroon and
Mayotte (about 2.0 and 3.8, respectively) where the dinical follow-up of children with SCA is very
comparable (Muszlak, et al 2015, Wonkam, et af 2017). The very high prevalence of the favorable

Xmnl (+) Senegal haplotype in our cohort could explain these differences.

The lower HbF levels in patients with homozygous GEPD deficiency being the consequence of
an unbalanced sex-ratio, no dinical or biclogical effect of the GEPD genotype could be identified in
our cohort. To date, GEPD deficiency has been described as a risk factor for cerebral vasculopathy
{Bernaudin, et af 2008) and for neonatal anemia (Benkerrou, et af 2013) in children with SCA. These
two conditions were not tested in our study, which focused on the vasc-ocdusive complications. Our
results confirm that GEPD deficiency, at the heterozygous or homozygous/hemizygous state, is not

implied in the pathophysiology of VOC.

The selected SNPs for our HbF QTL score comrespond to the three loci responsible for about
50% of all F-call variability (Menzel, et al 2007). For the BCL11A locus, three major SMNPs were
identified by genome-wide association studies (GWAS) with an allelic frequency of about 0.30:
rs11885868, rs4671393 and rs1427407 (Lettre, et of 2008). The latter SNP was chosen in our study
because it was characterized as the best possible tag-SNP for the prediction of HbF elevation in
patients with SCA (Sebastiani, et of 2015). The most suitable tag-SNP for the HMIP locus was less
obvious. In European cohorts, rs9399137 is frequently chosen (Danjou, et al 2014) but its allelic
frequency is very low (< 5%) in patients with SCA, except for those with a significant European
admixture like in Brazil (Friedrisch, et al 2016). Consequently, when it is used in African SCA
populations, an obvious lack of statistical power blunts the interpretation of genotype-phenotype
association studies (Bernaudin, et al 2018, Muszlak, et of 2015). On the contrary, rs28384513 is much
maore frequent in African populations with an allelic frequency of about 0.20 in the African American
Cooperative Study of Sickle Cell disease (CS5CD) cohort (Lettre, et of 2008). Despite a lower

association with HbF level than rs9329137, we chose that SNP as a marker of the HMIP locus for our




MO8 s Oh LA e b R =

Eritish Joumal of Haematology

HbF OTL score. Qur study is the first one looking for rs1427407 and rs28384513 in a SCA cohort with
such & large majority of Senegal B* chromosomes (77%). Bernaudin et al (Bemaudin, et ol 2018)
found that rs1427407 had a lower allelic frequency (about 0.22) in children homozygous for the
Bantu haplotype compared to those homozygous for the Benin haplotype (about 0.40). Dineo Pule et
al (Pule, ef al 2015) found an intermediate allelic frequency for this SNP (0.26) in a very large (n =
541) cohort of patients with Benin and Cameroon B° backgrounds. The rs28384513 allelic frequency
was about 0.20 in a Tanzanian (Makani, ef @ 2011) and in a Cameroonian (Wonkam, et al 2017)
cohort (constituted mainly of Benin and Cameroon B* haplotypes) while it was significantly higher in
a cohort from Mayotte (Muszlak, et al 2015) with a majority of Bantu haplotypes (0.55). Our results
suggest that these two SNPs have similar allelic frequencies in Senegal, Benin and Cameroon B
backgrounds while rs1427407 is rare and rs28384513 more frequent in the Bantu haplotype

population.

Despite the fact that several genome wide association studies demonstrated the influence of
the Xmnl, BCL11A and HMIP loci on HbF levels (Creary, ef af 2009, Lettre, et ol 2008, Mtatiro, et of
2014), only three studies focused on their direct effects on SCA severity. Muszlak et al. showed that
the SMP BCL11A rs4671393 was associated with a lower hospitalization rate in a cohort of 82 SCD
children originating from Mayotte (Muszlak, et af 2015). In Brazil (205 SCA patients aged 12 toBB
years), Leonardo demonstrated that patients without any HMIP or BCL11A minor allele SNP had a
worse clinical evolution (ie. priapism, elevated tricuspid resurgence velocity, leg ulcers,
osteonecrosis and overt stroke) (Leonardo, et af 2016). Last year, Wonkam et al. reported that two
SNPS on BCL11A (rs11586858 and rs4671393) and two others on HMIP (rs22384513 and rs9494142)
were assocdiated with a lower rate of hospitalization for painful events in a Cameroonian cohort
{Wonkam, et al 2017). As for the biological parameters, an ameliorating effect of the HbF QTL on the
CRFP level and WBC count was already described (Mtatiro, et al 2014, Sheehan, et al 2013). In all
these studies, these associations were not tested according to the alpha-globin genotype and the

additional effect of the Xmwnl polymorphism could not be considered since almost all patients were of
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Benin, Bantu or Cameroon §* haplotypes. Moreover, the confounding effect of HU could not be ruled
out. Qur study overcomes all these limitations thanks to our large HU-free cohort with a high

prevalence of the Senegal Xmnl (+) B° haplotype.

Except for the age of the first complication, all the positive effects of the HbF QTL that were
identified in our cohort were limited to patients without alpha-thalassemia. Interestingly, we also
observed for the first time that HbF levels were not significantly modified by the HbF OTL in patients
with alpha-thalassemia. Taken together, these results suggest that co-inheritance of alpha-
thalassemia and numerous HbF OTL would be favorable at a very young age (maybe by delaying the
HbF to HbS switch) but this association could blunt the elevation of the residual HbF level later. This
hypothesis obviously needs confirmation since the alpha-globin chains have never been implied so
far in the silencing process of the gamma-globin genes. Moreowver, at least two studies conduded
that alpha-thalassemia had no influence on SCA severity and HU response in the first years of life;

i.e., before spleen involution (Figueiredo, et af 2017, Joly, et af 2011).

The negative impact of alpha-thalassemia on VOC occurrence was already reported (Platt, et
ol 1994, Renoux, et af 2018, Wonkam, et ol 2017). The admitted pathophysiclogical explanation is
that alpha-thalassemia reduces the intra-cellular concentration of HbS, thus leading to lower
hemolytic rate, increased hematocrit and more frequent VOC [Ferrone 2004). In our cohort,
homozygous alpha-thalassemia was associated with a higher VOC rate and a lower WEBC count only in
the sub-group of children with 3 or more HbF QTL. Similarly, the positive effect of alpha-thalassemia
on direct BIL level was observed at the heterozygous state while it requires homozygosity when the
HbF OTL score ranges from O to 2. These results suggest that alpha-thalassemia would favor VOC

occurrence if many HbF OTL are present.

Some limitations can be highlighted in this study. The first one is the very low number of
patients with homozygous alpha-thalassemia (n = 7) despite the important size of our cohort (n =

301). It thus prevents to draw definitive conclusions about the differential effects of this genotype
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according to the number of HeF OTL. The second limitation is that the biological data at the age of
the first complication were not available. Consequently, we could not determine if the positive
effects of HbF OTL in the alpha-thalassemia subgroup were driven by a retardation of the HbS to HbF
switch or by other biological mechanisms. Finally, since transcranial Doppler examination is not
performed routinely in Senegal, we could not evaluate if the well-known protective effect of alpha-

thalassemia on cerebral vasculopathy depends or not on the number of HbF OTL

In conclusion, this study brings important information about the modifying effects of alpha-
thalassemia and HbF QTL on the dinical severity in SCA. It demonstrates that these two common
genetic modifiers are inter-related each other and should not be studied separately for an accurate
clinical prediction. For example, combination of alpha-thalassemia with at least 2 HbF OTL is needed
1o significantly delay the first SCA complication. However, homozygous alpha-thalassemia associated
with 3 to & HbF OTL would promote VOC occurrence later. Consequently, heterozygous alpha-
thalassemia with at least 2 HbF OTL on two different genetic loci would be the most suitable

genctype to reduce VOC occurrence.
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Figure 1: Influence of the -3.7 Kb alpha-thalassemia deletion on clinical and biclogical parameters
of children with SCA according to the number of HbF QTL. The number of HBF QTL represent the sum of
mutated alleles for the three main HbF-inducing loc: Xmnl on chromosome 11 (57482144 C>T), BCL11A on
chromosome 2 (tag-SNP: rs1427407 G>T) and the HBS1L-MYB inter-genic region (tag-SNP: rs28384513 A>C).
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Figure 2: Influence of the HbF QTL group on clinical and biological parameters according to the alpha-thalassemia
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considering the three main HbF-inducing loci: Xmnl on chromasome 11 (rs7482144 C>T), BCL11A on chromosome 2 (tag-SNP:
r=1427407 G>T) and the HE51L-MYB inter-genic region [tog-SNP: rs28384513 A>C
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Table 1. Molecular characteristics of the SCD cohort (n=301).

Cenetic modifiers Number of Prevalence  Allelic frequency

children (n) (%) or group
G6PD
Males (n=169)
A=) wild 169 100 0
20-) hemi o 0
Betica mald 148 88.2 012
Betica henm 20 118 T
Females (n=132)
A=) wild 125 94.7
A{-) Hez 7 53 0.02
A7) Mute o 0
Betica wild 107 81.1
Betica Hez 18 136 012
Betica Mute 7 53

Alpha -3. 7 Kb delerion
Wild 233 78.1

Hez 59 196 012
Mute 7 23
Ximnl (r=7482144 C=T)
Wild 77 9.0
Hez 84 8.0 0.77
Mute 190 63.0
BCLILA (r=1427407 C=T)
Wild 158 525
Hez 120 399 0.27
Mute 71 76
HSBIL-MYB (r=28384513 A~C)
Wild 197 654
Hez %6 319 0.18
Mute 3 27
HbF QTL mutated alleles®
0 7 13.7
1 4 363 Group 0 (o =31)
2 107 549
g8 <1 Group 1 (n=195)
4 48 872
5 6 109 Group 2 (n=55)
6 1 19

The Hardy-Weinberg equilibriom was checked by the Chi-square test.

Hez: heterozygous. Hemi: hemizygous. QTL: quantitative trait boci.

* for the 3 HbF QTL smdied (Tl + BCLI L4 + HSBIL-WTE) The population was subdivided into three groups depending
on the number of HbF QL



snod Azoumoy wEoY Ssnoddrosmgey (e L
1070 = fpe “C00 = D= 00 xe 590 WAOKNY 207-1s0d sop dnors som=m=gar i EC
sdnois sanp S Teeslad 1590 WAORTY [

TEIead aanseas-T) (i) SCERESpATER ME0E] (I SSEEFFIEN~OUNIE SEWEdsE (Y S5[[Ee oo 0T S THIqofSotmet] [ER0d (G (SESLID SATSIIS0-0SEA IO ﬂm

FEFEV FE=FE Le=0F QF0 SI=1¢C re=++ SFEFOT o ==L ETFEE TE=9% CL=EL (L&) S0 =

a6t = 0bs 05E =948 LIS =056 oo a6F = 0ha EEF=46I6 CIE = E56 LE-] DEFF ECG 005 =8BT8 9O FOLE (L1 = 6l

ELFET 91 =38T CLFET wo ==0'EF LI == L1 F 0T SLFHT 220 SIFEC SI=EC SLFHT (Ip/Sm) monemeg ey Sl

L FLF EC=EX o= IF o ==EL F €T CC=6t =5k QL0 Ll 2 LT EF =0 (TP S wmguurg TE0 L £1

PEFID EC=8% rE=12 2L°0 FEFoL IT=8% gEF1ID G50 CEFLE FE=T0 IT=00 (LT ISV =18

=0 ETTL LF=EER CEFE6 Q60 LEF06 QL=ES DEFL6 T ==L ST TOL =2zETLE ErFOL (2e) 20K Sl

Le= L5tk 0T = S6% GET = #H Z1'o I =+ FEI = 1ITF #E1L ¥ 85F oTn 6L+ LTF BET =85k OEL F 55F (L0 1) Fmod S1sEIEd 1l
LITFEDE ==081 F T&E QT =0CE L0 EBT = DOE 251 =19 DLl FECE £a0 121 =0CE LOT =TEE 91 F LTE (T'-07) Mo sai0mong

OTLFEL SO=90L OT=LL L07D FO=+E FI=46L SNT=9L LED G0FLL OI=LL TIF6L (TS a= El

TETFFL OSFFFL SLIFTST 950 SI=50l o FOEL GLIFEEL  ITD == F F 6 €L =TFFEFL LLEFFEL (0 1) Fonos DEW Il

TIAFmEIEd [EIEOIeTH LL

oL

CLFLO I'T=80 CL=LD Q0 SIT=L0 =50 ET=080 BF0 FI=o0 TI=L0 £ELF60 (m) sxemd T/ 0wy peemEmdsory ©

BLFIE CEFTLE EEFTIF 620 FEFFE LE=TF EEFO0OT GO ==0"E FTOF LE=0F TEFTE (=14} monEsndmeD 151 30 S5y g

TIRemETEd ey L

LT=1 Sr=1 GFI =1 L= gs=u SFT=1 gs=1u ST =1 [s=u M

WEOEL A PTLAL L oy T O LE- P [o-¥] 2 dnozoy [g-7] g dnoxoy s[T-0] ¥ daoxgy &

adgom2E (oo o= ad fyomaE wrgopE-endry =4 (9-( 25wer) ax0ds TLY IO E

_ il

L

[sauzned [ = u) Woyos Y5 24y w sualawesed jesidojorg pue jesiulD 3yl pue s3uad SISLIPOW Yl USIAMISG UOMIEDOSEY I F9EL

ABOJoIEWSEH JO [ELUMOT YSOUg T jo 51 abeg




2.3 Résultats obtenus- Conclusion

En plus de l'article soumis, les résulatst cette étude ont fait I'objet d’une
communication lors d’un congrés international (Annexe 0). Les principaux résultats de cette

étude montrent :

- Des effets isolés des génes modificateures sur les paramétres cliniques et
biologiques

L'age de la premiére complication avait tendance a étre différent en fonction du

groupe QTL HbF. Les patients avec 2 ou 3 (groupe B) ou avec 4 a 6 QTL HbF (groupe C)

présentaient un nombre de leucocytes et un taux d'HbF significativement plus faibles que

ceux avec 0 ou 1 QTL (groupe A). Le niveau de CRP était significativement inférieur dans le

groupe C par rapport au groupe A. Les autres parameétres cliniques et biologiques n'étaient

pas différents entre les trois groupes.

Ni I'age de la premiere complication ni le nombre de CVO hospitalisées n'étaient
affectés par le génotype alpha-globine. Les taux de bilirubine totale et directe étaient
significativement réduits en présence de la délétion alpha-thalassémique -3,7 kb alors
gu’une légere tendance a une augmentation du taux d’Hb était observée. Les autres

parametres biologiques n'étaient pas modulés par le génotype alpha-globine.

Ni I'age de la premiere complication, ni le nombre de CVO hospitalisées ne sont
affectés par le génotype G6PD. Comparés aux homozygotes sauvages, le taux d'HbF était
significativement plus bas chez les patients présentant un déficit en G6PD homozygote ou
hémizygote. Cependant, la sex-ratio était clairement déséquilibré dans ce groupe (20
hommes et 7 femmes) et il est bien connu que les femmes expriment généralement des taux

d'HbF supérieurs a ceux des hommes (597).
- Des Effets combinés de I'alpha-thalassémie et des QTLs de I’HbF

L'alpha-thalassémie homozygote était associée a des CVO hospitalisées plus
fréquentes que le type sauvage uniquement chez les patients dont le score des QTLs de
I’'HbF variait de 3 a 6. Dans ce sous-groupe, les patients avec un génotype normal d’alpha-
globine présentaient des taux significativement plus élevés de leucocytes et de bilirubine
directe par rapport aux patients hétérozygotes. A l'inverse, lorsque le score des QTLs de

I’'HbF QTL variait de 0 a 2, I'alpha-thalassémie n'influencait pas le nombre de leucocytes,



alors que le niveau de bilirubine directe était inférieur pour les patients homozygotes
seulement. Les effets de l'alpha-thalassémie sur les autres parameétres cliniques et

biologiques ne dépendaient pas du score de QTLs de I'HbF.

L'age de la premiere complication augmentait significativement avec le nombre de
QTL HbF en présence d'alpha-thalassémie uniquement. Dans le sous-groupe de patients sans
alpha-thalassémie, un score élevé de QTLs de I'HbF était associé a des CVO hospitalisées
moins fréquentes, a des taux d'HbF plus élevés et a des leucocytes et des taux de CRP plus
faibles. Ces effets n'ont pas été observés chez les patients atteints d'alpha-thalassémie. Les
effets des HbT QTL sur les autres parameétres biologiques ne dépendaient pas du génotype

de I'alpha-globine.

En conclusion, cette étude apporte des informations importantes sur les effets
modificateurs de |'alpha-thalassémie et des QTLs de I'HbF sur la sévérité clinique de la
drépanocytose. Cela démontre que ces deux modificateurs génétigues communs sont
interdépendants et ne doivent pas étre étudiés séparément pour une prédiction clinique
précise. Par exemple, une combinaison d'alpha-thalassémie avec au moins 2 QTLs de I'HbF
est nécessaire pour retarder de maniere significative la premiére complication de la maladie.
Cependant, une alpha-thalassémie homozygote associée a 3 a 6 QTLs de I’'HbF favoriserait
I'apparition de CVO plus tardivement. Par conséquent, une alpha-thalassémie hétérozygote
avec au moins deux QTL HbF sur deux locus génétiques différents constituerait le génotype

le plus approprié pour limiter le risque de CVO.

Ces genes modificateurs ayant un effet sur les CVO, cet effet pouvait passer entre
autres par une influence sur le stress oxydant. En effet, comme nous I'avions déja vu, le
stress oxydant joue un r6le majeur dans la physiopathologie de la drépanocytose, en
I’occurrence la survenue des crises vaso-occlusives. C'est ainsi qu’une troisieme étude a été
entreprise pour évaluer les inter-relations entre le stress oxydant systémique, ces principaux

génes modificateurs et la séverite clinique de la drépanocytose.



Etude 3: Relations entre stress oxydant, principaux genes
modificateurs de la drépanocytose et sevérité clinique de la

maladie.

3.1 Contexte scientifique de I'étude

Le stress oxydant joue un réle majeur dans la physiopathologie de la drépanocytose
(7, 396, 598, 599). Bien que les résultats de toutes les études sur les produits du stress
oxydant (MDA, AOPP) montrent un stress oxydatif élevé dans cette maladie, celles portant
sur les activités des enzymes pro- et anti-oxydantes sont le plus souvent contradictoires, que
les mesures soient faites dans le plasma ou au niveau intra-érythrocytaire (134, 382, 404,
418). Une revue relativement exhaustive de la littérature effectuée en Annexe O illustre
parfaitement ce phénomene: quand on compare dans chaque étude les résultats par
rapport aux témoins AA, les patients drépanocytaires ont pour chague enzyme tantét des

activités élevées, tantot des activités diminuées.

Nous avons confirmé dans notre seconde étude que les génes modificateurs
influaient sur la sévérité clinique de la drépanocytose. Mais il y a trés peu d’études dans la
littérature (134) qui ont porté sur l'influence de ces génes modificateurs habituels (alpha-
thalassémie, G6PD et QTLs HbF) sur les niveaux plasmatiques des produits et enzymes du
stress oxydant. De la méme facon, tres peu d’études ont étudié les liens entre ces produits
et enzymes du stress oxydant et la sévérité clinique de la drépanocytose (134, 382). L'alpha —
thalassémie peut moduler le taux d’HbS et comme I’'HbS a un taux d’oxydation élevé, nous
pourrons penser que l'alpha-thalassémie pourrait moduler le niveau du stress oxydatif.
Malgré que des études aient rapporté que le déficit en G6PD serait associé a une
augmentation du stress oxydant systémique dans la population générale (600, 601), le
corollaire reste encore flou chez les patients atteints drépanocytose. Il a été rapporté que
I'augmentation du taux d’HbF entrainerait une diminution de la peroxydation lipidique et de
I'inflammation chez les patients atteints de drépanocytose (602). De plus, une diminution du
taux d'HbF et de sa capacité antioxydante ont été associées a la pathogenése de la
drépanocytose (382). La variation des taux d’HbF étant liées aux QTLs de I’'HbF (Xmnl, HMIP,
BCL11A) (229, 230), nous pouvons penser que ces QTLs moduleraient également le niveau

du stress oxydatif.



La 3eme étude de notre these visait donc a adresser ces deux points au sein de notre
population pédiatrique drépanocytaire non traitée a I’hydroxyurée et n’ayant pas bénéficié
d’un dépistage néonatal (évolution naturelle de la maladie). Cette absence de traitement a
I’hydroxyurée est tres importante car elle nous permettra de tester I'effet de la maladie et
des différents modulateurs génétiques sur le stress oxydant en dehors de toute prise
d’hydroxyurée. En effet, les quelques études publiées dans ce champ ont été effectuées sur
des populations de patients atteints de drépanocytose traités a I’'hydroxyurée qui modulerait

le niveau de stress oxydant (250, 603, 604).

3.2 Matériels et méthodes

3.2.1 Données cliniques de la cohorte

Nous avons travaillé sur la méme cohorte que pour les études précédentes (n = 301
enfants). Les critéres d’inclusion et les parameétres cliniques recensés (age de la premiére
complication, nombre de CVO hospitalisées sur 2 ans, nombre d’hospitalisations sur 2 ans)
ont été les mémes. Trois criteres cliniques ont été étudiés pour lesquels les patients ont été

classés comme suit :

v Age de la premiére complication inférieur a 3 ans (146 enfants) ;
Age de la premicre complication supérieur a 3 ans (155 enfants)
v’ Absence d’hospitalisations (-) au cours des 2 derniéres années (165 enfants) ;
Nombre d’hospitalisations (+) au cours des 2 derniéres années (136 enfants)
v" Absence de CVO hospitalisées (-) au cours des 2 derniéres années (176 enfants) ;

Nombre de CVO hospitalisées (+) au cours des 2 derniéres années (125 enfants)

Vingt-cing personnes du phénotype AA ont également été recrutées en tant que
témoins pour la détermination des niveaux plasmatiques des marqueurs et enzymes du

stress oxydant.

3.2.2 Alpha-thalassémie, QTLs de I'HbF et statut en G6PD

Les techniques de génotypage utilisés pour la recherche des 5 délétions alpha-
thalassémiques (-3.7 kB, -4.2 kB, -20.5 kB, SEA, MED) ainsi que la recherche des deux
variants les plus fréquents du déficit en G6PD en Afrique (A (-) et Betica) sont les mémes que
celles décrites dans les études 1 et 2 (Gap Pcr Multiplex pour les délétions alpha-
thalassémiques et HRM pour le génotypage G6PD). Il en est de méme pour le génotypage

des QTLs de I’HbF. En effet, les techniques de génotypage des différents SNPs qui composent



les QTLs de I'HbF (rs1427407 G> T du géne BCL11A, rs28384513 A> C dans la région HMIP et
le polymorphisme Xmnl rs7482144 C>T dans le promoteur du gene de la béta-globine) sont
également décrites dans ces deux études. Les patients ont été répartis en trois groupes en
fonction du nombre de QTL HbF : groupe A pour 0 ou 1 QTL, groupe B pour 2 ou 3 QTL et
groupe C pour 4 QTL HbF ou plus.

3.2.3 Dosage des marqueurs du stress oxydant

Le sang a été recueilli dans des tubes vacutainer contenant de I'EDTA. Les
échantillons de sang ont ensuite été immédiatement centrifugés a 3000 tr / min pendant 10
min pour obtenir le plasma. Les échantillons plasmatiques ainsi collectés ont ensuite été
stockés a -80 ° C jusqu'a l'analyse. Les produits du stress oxydant étudiés ont été le
malondialdéhyde (MDA) et les produits avancés de I'oxydation des protéines (AOPP); les
enzymes pro-oxydantes étudiées ont été la xanthine oxydase (XO) et la myéloperoxidase
(MPO) tandis que les enzymes anti-oxydantes étudiées ont été la catalase (CAT), la

Glutathion peroxydase (GPx) et la superoxyde dismutase (SOD).

AOPP (umol/L) : les produits avancés de I'oxydation des protéines ont été mesurés
selon la méthode semi-automatisée développée par Witko-Sarsat et al. (581) et décrite dans
le chapitre 3 (Chapitre 3 : Méthodes de dosages biochimiques des parameétres du stress-
oxydant; 3.1 Produits avancés de I'oxydation des protéines (AOPP, Advanced Oxidation

Protein Products).

MDA (umol/L) : Le dosage du MDA est réalisé par une méthode spectrophotométrie :
la méthode d’Ohkawa (582) qui utilise I'acide thiobarbiturique (TBA) (Chapitre 3: Méthodes

de dosages biochimiques des paramétres du stress-oxydant ; 3.2 Malondialdéhyde (MDA).;

Activité catalase : |'activité catalase a été mesurée par la méthode décrite par
Johansson et Borg (586) (Chapitre 3: Méthodes de dosages biochimiques des parameétres du

stress-oxydant ; 3.3 Catalase).

Activité glutathion Peroxydase (GPx) : c’est la méthode de Paglia et Valentine qui a
été utilisée pour la détermination de GPx (587) (Chapitre 3: Méthodes de dosages

biochimiques des paramétres du stress-oxydant ; 3.4 Glutathion Peroxydase (GPx).

Activité superoxyde dismutase (SOD) : le protocole de mesure a été mis au point

d'apres la méthode de Beauchamp et Fridovich (588), modifiée par Oberley (589) (Chapitre



3: Méthodes de dosages biochimiques des paramétres du stress-oxydant; 3.5 Superoxyde

Dismutase (SOD).

Activité de la xanthine oxydase (XO): la détection de la xanthine oxydase fait partie
d'une série de tests « déshydrogénases » récemment mis au point (590). (Chapitre 3 :
Méthodes de dosages biochimiques des paramétres du stress-oxydant; 3.6 xanthine

oxydase).

Activité de la myéloperoxidase (MPO): la méthode est un immunodosage
enzymatique indirect semi-quantitatif utilisant des anticorps anti-MPO humains stabilisés
(MPO, Human, clone 266-6K1, HM2164, HycultBiotech). Le complexe MPO / anti-MPO est
détecté par spectrophotométrie par ajout d’une solution 3,3 ', 5,5-tétraméthylbenzidine

(TMB, Sigma) avec H,0, comme substrat chromogene.

L’activité de toutes ces enzymes est exprimée en umol/mL/min.

3.2.4 Analyses statistiques

Les analyses statistiques ont été effectuées a l'aide du logiciel SPSS (Statistical
Package for Social Sciences) version 22 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA). Le seuil de significativité
a été défini a p <0,05. Les variables continues ont été rapportées sous forme de moyenne +
écart type (SD) et les variables qualitatives sous forme de nombre (N). L'étude des
marqueurs du stress oxydant avec les trois genes modificateurs étudiés a été faite a l'aide
des tests ANOVA et post-hoc ANOVA LSD. L'étude d’association entre les marqueurs du
stress oxydatif et les parametres cliniques qualitatifs et quantitatifs a été respectivement
réalisée grace aux tests de chi2 et de Student. Le test t de Student a également utilisé pour
les variables quantitatives normalement distribuées entre les groupes AA et SS pour la

comparaison des valeurs plasmatiques des produits et enzymes du stress oxydant.



3.2 Résultats

3.3.1 Marqueurs du stress oxydatif chez les drépanocytaires et les

témoins AA
Les résultats des dosages sont présentés dans le tableau | :

Tableau I. Statut pro-oxydant et antioxydant plasmatique chez les enfants drépanocytaires et les

témoins AA
Marqueurs SS AA *p
(N =301) (N = 25)

AOPP (umol/L) 50.1+16.2 19.8 + 15.3 <0.001
MDA (pumol/L) 37.8+13.1 11.3+9.3 <0.001

XO, umol/mL/min 0.80+0.1 0.91+0.2 0.01

MPO, pmol/mL/min 0.6 £0.5 0.6 £0.5 0.7
Catalase, pmol/mL/min 45+2.2 2.8+1.8 <0.001
GPx, umol/mL/min 48.1+36.8 70.1+14.0 <0.001

SOD, umol/mL/min 104 +3.3 11.8+3.5 0.04

AOPP, advanced oxidation protein products ; MDA, malondialdéhyde ; XO, xanthine oxydase ; MPO,
myéloperoxidase ; GPx, glutathion peroxidase ; SOD, superoxide dismutase ; N, nombre de patients. Les valeurs

sont exprimées en moyenne * écart type. * Différence significative si p < 0.05.

Les enfants SS présentaient des concentrations plasmatiques significativement plus
élevées de MDA et d’AOPP par rapport aux témoins AA. L'activité de XO était
significativement inférieure chez les patients SS par rapport au groupe témoin. En revanche,
I’activité de la MPO sérique n’était pas significativement différente (p = 0.7) entre les deux
groupes. Concernant les enzymes antioxydantes, les activités de GPx sérique et de SOD
sérique étaient significativement inférieures chez les enfants SS par rapport aux témoins AA.

L'inverse était observé avec la catalase.

3.3.2 Influence des modulateurs génétiques sur les marqueurs du

stress oxydant

Les effets de I'alpha-thalassémie sur les concentrations et les activités plasmatiques
des produits et enzymes du stress oxydant chez les enfants SS sont représentés sur la figure

1. La concentration de MDA était significativement plus faible chez les patients ayant la



délétion -3.7 Kb (33.1 + 8.7 pour les homozygotes et 34.2 + 8.2 pour les hétérozygotes) par
rapport aux homozygotes sauvages (38.7 = 14.1), sans qu’une différence ne soit observée
entre les hétérozygotes et les homozygotes mutés. Il en est de méme pour la MPO dont
I'activité était également plus réduite chez les patients ayant la délétion de -3.7 Kb (0.10 *
0.8 pour les homozygotes et 0.38 + 0.42 pour les hétérozygotes) par rapport aux

homozygotes sauvages (0.68 + 0.78).

En revanche, les activités des enzymes antioxydantes ainsi que les concentrations
d’AOPP n’étaient pas significativement différentes entre les différents génotypes alpha, a
I’exception toutefois de la catalase dont I'activité a tendance (p < 0.10) a étre réduite chez

les patients hétérozygotes pour la délétion -3.7Kb par rapport aux homozygotes sauvages.
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Aucun lien n’a été observé entre d’'un c6té les mutations G6PD ou les QTL de I’'HbF et
de l'autre les concentrations et activités plasmatiques des produits et enzymes du stress

oxydant (Tableau lll).

Tableau Illl. Relation entre les QTLs de I’HbF et le génotype G6PD avec les marqueurs du
stress oxydatif

QTLs de I’'HbF (0-6) p Génotype G6PD p
$
Group®0  Group 1 Group 2 Wild$ Hez Mute
[0-1] [2-3] [4-6] n =249 n=25 n=27
n=51 n=195 n=55 ) i )

Margqueurs du
stress oxydatif

Pro-oxydants
AOPP
(umol/L)
MDA
(umol/L)
X0
(umol/mL/min)
MPO
(umol/mL/min)
Anti-oxydants

484 +159 50.8+16.8 494+14.2 058 50.2+16.2 48.7+16.6 503+158 0.89

36.7+£83 37.8%+9.9 38.2+232 082 379+141 36.8%6.6 373+6.5 0.90

0.84+0.16 0.86*0.16 0.84+0.16 0.87 0.84+0.16 0.86+0.16 0.84+0.10 0.83

0.6+0.7 0.6+0.9 05+05 0.76 0.6%0.7 0.5+0.5 0.6+0.5 0.50

Catalase /o 15 47423 43420 022 46+22 38417  46+18 024
(umol/mL/min)
GPX 466+344 493+38.0 455+355 075 483+37.0 53.9+383 40.8+32.0 042
(umol/mL/min)
SOD

. 11.1+26 11.1+3.3 11.3+34 0.73 103+3.26 10.8%3.1 11.5+34 0.31
(umol/mL/min)

S : groupe de référence pour les tests ANOVA post-hoc. AOPP, advanced oxidation protein products; MDA,
malondialdéhyde; XO, xanthine oxydase; MPO, myéloperoxidase; GPx, glutathion peroxidase; SOD, superoxide
dismutase ; n, nombre de patients. Les valeurs sont exprimées en moyenne avec écart type.

3.3.3 Influence des marqueurs du stress oxydant sur l’expression

clinique de la drépanocytose.

Seules certaines activités d’enzymes anti-oxydantes semblent étre liées aux

parameétres cliniques quantitatifs étudiés (Figure 2).

En effet, les enfants qui ont eu leur premiere complication assez précocement (< 3
ans) avaient des activités sériques SOD (11.0 * 9.7 umol/mL/min) et catalase (5.0 + 2.5
umol/mL/min) significativement augmentées (p = 0.001 pour SOD et 0.002 pour catalase)

par rapport a ceux qui ont présenté leur premiere complication apres 3 ans.



Par ailleurs, les enfants qui n‘ont jamais été hospitalisés sur les deux derniéeres
années ont présentent une activité sérique GPx significativement plus élevée par rapport a
ceux qui lI'ont été au moins une fois (54.0 + 35.6 pumol/mL/min versus 40.9 + 37.0
umol/mL/min). De méme, les enfants n’ayant fait aucune CVO sur les deux derniéres années
ont une activité GPx augmentée par rapport aux autres (52.4 + +35.2 umol/mL/min versus

42.0 + 38.1 umol/mL/min).

En revanche, les produits du stress oxydant (AOPP et MDA) et les activités des
enzymes pro-oxydantes ne different pas signicficativement en fonction des critéres cliniques

choisis (Tableau V).
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3.4 Discussion

Dans notre étude, les patients SS présentaient des concentrations plasmatiques de
MDA et d’AOPP significativement plus élevées par rapport a notre groupe de témoins AA.
Ceci corrobore tout a fait les études antérieures puisque toutes celles qui ont porté sur le
dosage de ces deux produits du stress oxydant, dans les érythrocytes (392, 426, 605) comme
dans le plasma (250, 374, 391, 404, 427, 606), ont rapporté une augmentation significative
de leurs concentrations chez les patients atteints de drépanocytose. Les ROS, générées en
premier lieu par l'auto-oxydation de I'HbS, attaquent directement la membrane des
érythrocytes conduisant ainsi a une hémolyse via des altérations des protéines et a des
modifications de la chaine latérale des acides aminés et de la structure des lipides (607).
MDA et AOPP refletent respectivement la lipidopéroxydation et I’oxydation des protéines et
leur production excessive pourrait jouer un réle important dans la physiopathologie des

complications chroniques ou aigués de la drépanocytose (608).

Nous avons en revanche observé une diminution de I'activité XO plasmatique chez les
patients SS par rapport a nos témoins AA, ce qui pourrait sembler paradoxal pour une
enzyme pro-oxydante (la xanthine oxydase catalyse la génération de radical superoxyde a
partir d'hypoxanthine). Nos résultats sont néanmoins en accord avec ceux de Castilhos et al.
(404) et d'Adelakun et al. (609) qui ont respectivement rapporté des activités XO plus faibles
ou identiques entre des enfants SS et des témoins AA. Il a été démontré que la production
de XO était considérablement accrue chez les souris transgéniques drépanocytaires apres
une hypoxie (297) et que les patients SS étaient plus sujets aux lésions d'hypoxie-
réoxygénation (286, 297). Comme nos patients ont été prélevés a I'état stationnaire (donc
pas en condition d’hypoxie), nos résultats suggérent que la XO pourrait ne pas participer au

stress-oxydant a I'état basal.

Les choses sont également complexes en ce qui concerne |'activité plasmatique de la
MPO dans la drépanocytose. Dans notre étude, cette activité s'est révélée semblable entre
les SS et AA (p>0.05). Ces résultats sont en contradiction avec ceux de Castilhos et al. (404)
et d’Adelakun et al. (609) qui sont eux-mémes contradictoires entre eux : en effet, les
premiers ont rapporté une activité sérique de la MPO plus élevée chez les patients SS par
rapport aux témoins AA alors que les seconds ont trouvé exactement l'inverse (Annexe 0).
Cette différence inter-groupes pourrait étre due aux techniques de dosages utilisées. En

effet, il existe de nombreuses techniques pour le dosage de I'activité de la MPO, mais la



plupart souffrent d'un manque de spécificité et d'uniformité (610). De plus, I'activité
enzymatique de la MPO peut varier considérablement d'un individu a un autre (611). Ceci
est encore compliqué par le fait que la plupart des substrats disponibles (par exemple,
3,3',5,5'-Tetramethylbenzidine (TMB), orto-dianisidine, guaiacol) sont des substrats
généraux de la peroxydase, d'ou un fort risque de manque de spécificité (dosage des
péroxydases totales et non pas de la MPO). Enfin, les inhibiteurs tissulaires de la MPO
peuvent interférer avec les tests (612), de méme que la myoglobine et I'hémoglobine (613).
C'est pour limiter au maximum tous ces biais techniques que nous avons utilisé une
méthode dont la spécificité est assurée par un anticorps anti-MPO et qui est, d'apres les
auteurs, la méthode standard pour mesurer 'activité de la MPO dans les échantillons
biologiques (610). L’absence d'augmentation d'activité plasmatiqgue de MPO chez les
patients SS par rapport aux AA pourrait également signifier que cette enzyme, tout comme
X0, ne participe pas au stress-oxydant 'chronique' dans la drépanocytose. En effet, nos
patients ont été prélevés en phase stationnaire, sans infection intercurrente susceptible
d'activer les polynucléaires neutrophiles et la libération de la MPO. Sachant que les patients
atteints de drépanocytose présentent classiqguement une hyperleucocytose, leur activité
MPO rapportée au nombre de globules blancs devient méme inférieure a celle des témoins
AA, ce qui pourrait participer a leur susceptibilité aux infections causées par des agents
pathogenes intracellulaires. En effet, il a été rapporté que, dans la drépanocytose, les
neutrophiles déficients en myéloperoxydase ne convertissaient pas le H,O; en HOCI. La
destruction par les neutrophiles des organismes ingérés s'en trouve ainsi réduite (609). Ce
déficit relatif en MPO dans la drépanocytose pourrait étre di au fait que la disponibilité de
son substrat soit réduite puisque le peroxyde d’hydrogéne est aussi le substrat de la catalase

et de la GPx.

Comme évoqué en introduction, les activités des enzymes anti-oxydantes mesurées
dans la drépanocytose sont souvent contradictoires d'une étude a l'autre, que ce soit dans
les érythrocytes ou dans le plasma. Méme en se limitant aux cing articles recensés dans la
littérature qui ont travaillé sur le méme type de population (pédiatrique) et dans le méme
milieu biologique (plasma) que nous, les résultats apparaissent @minament variables. Pour la
catalase, certains auteurs observent comme nous une activité accrue (404) chez les patients
drépanocytaires tandis que d’autres font état d’une diminution (427). D’autres, enfin, n’ont
pas trouvé de différence significative de I'activité catalase entre les patients SS et les

témoins AA (250, 391, 609). Les données sur |'activité de la SOD dans la drépanocytose sont



trés hétérogenes entre ces différentes études. En effet, dans notre étude, nous avons
observé une activité SOD diminuée chez les patients SS par rapport aux témoins AA, tout
comme Biswal et al. (427), alors que Renoux et al. (250) et Mockresch et al. (391) ont
observé le contraire. Adelakun (609), quant a lui, n’a pas montré une différence significative
entre les patients SS et les témoins AA. Comme pour SOD, I'activité GPx est également
diminuée chez nos patients SS ainsi que chez ceux de Biswal et al. (427) et Renoux et al.
(250). En revanche, deux autres études (391, 609) n‘ont pas retrouvé de différence

significative entre les patients SS et les témoins AA.

Les niveaux d’activité des enzymes anti-oxydantes chez le patient drépanocytaire
peuvent étre schématiquement représentés comme la « somme algébrique » de deux
mécanismes antagonistes : surconsommation des enzymes par les nombreux ROS produits
versus synthése réactionnelle excessive de ces mémes enzymes médiée par 'activation de
facteurs de transcription spécifiques (tels Nrf2) en réponse au stress oxydant chronique. Les
différences observées d’'une cohorte de patients a I'autre pourraient ainsi étre le fait de
facteurs environnementaux ou génétiques qui favoriseraient plus ou moins ces deux
phénomeénes. Dans notre cohorte, deux enzymes anti-oxydantes (GPx et SOD) sur trois sont
diminuées chez les SS par rapport aux AA, ce qui semble plutét en faveur d’une
consommation excessive non compensée. En revanche, la catalase pourrait étre une enzyme
plus inductible que les deux autres (du moins dans un contexte de drépanocytose), ce qui
expliquerait que son activité se retrouve augmentée ou semblable par rapport aux AA dans
la grande majorité des études. La catalase est une enzyme antioxydante qui facilite
I'élimination du peroxyde d'hydrogene toxique en catalysant sa décomposition en oxygéne

moléculaire et en eau, sans production de radicaux libres (614).

Notre étude est la seconde, apres celle de Renoux et al. (250), a avoir étudié
I'influence potentielle des principaux genes modificateurs de la drépanocytose sur les
marqueurs et enzymes du stress oxydant. Par rapport a cette étude, notre travail bénéficie
d’une cohorte beaucoup plus grande (n = 301 versus 62 patients) et non traitée a
I’hydroxyurée méme pour les cas les plus graves, ce qui renforce la validité biologique des
résultats. Nous avons ainsi confirmé leur résultat principal, a savoir que les sujets
drépanocytaires alpha-thalassémiques avaient une concentration de MDA réduite par
rapport aux autres, reflet d’un stress oxydant moindre. L’alpha-thalassémie diminue en effet
le pourcentage de la concentration de I’'HbS intra-érythrocytaire (249, 615), réduisant ainsi

les cycles d'auto-oxydation, d'hémolyse, de polymérisation / dépolymérisation de I'HbS et



les événements d'ischémie / reperfusion. Ces phénomeénes étant connus pour augmenter la
production de ROS, il est tout a fait logique que les patients drépanocytaires alpha-
thalassémiques présentent un stress oxydant réduit par rapport aux autres. La diminution
paralléle de I'activité de la MPO chez ces mémes patients pourrait refléter une diminution de
la synthese et de I'activation leucocytaire, conséquence directe de la moindre production de
ROS. Notre étude est la premiere a mettre en évidence ce phénoméne qui nécessiterait

confirmation sur une cohorte indépendante.

Tout comme Renoux et al. (250), nous n’avons pas retrouvé de différence
significative au niveau des marqueurs du stress oxydant entre les patients porteurs d’un
déficit en G6PD et les autres. Au vu de notre effectif important, nos résultats confirment que
le déficit en G6PD n’augmente pas le stress oxydatif systémique dans la drépanocytose. Par
conséquent, et contrairement aux idées recues, le déficit en G6PD ne favoriserait pas la
vasculopathie cérébrale du patient drépanocytaire via une augmentation relative de la
production de radicaux libres mais via un autre mécanisme physiopathologique qu’il
conviendra de déterminer. En ce qui concerne les QTLs de I’'HbF, aucune différence
significative n’a été observée entre les différents groupes, quel que soit le marqueur du
stress-oxydant considéré. Nos résultats corroborent ceux de Rusonava et al. (382) qui
n'avaient pas observé de lien significatif entre les taux d’"HbF et les activités enzymatiques de
la GPx et de la SOD, de méme qu'entre l'activité GPx et les différents haplotypes
drépanocytaire (Bénin, Sénégal ou Arabo-Indien et Bantou). Ce résultat pourrait paraitre au
premier abord un peu surprenant, car I'HbF améliore I'état clinique des patients atteinst de
drépanocytose. Mais il pourrait s’expliquer par le fait que les populations étudiées étaient
des cohortes pédiatriques. Il serait ainsi intéressant de voir si les mémes résultats sont
obtenus chez des patients drépanocytaires adultes, a priori plus concernés par les

complications tardives induites par le stress oxydant.

Notre étude est également une des premiéres a montrer une association entre les
marqueurs cliniques habituels de la drépanocytose et 'activité de certaines enzymes du
stress oxydatif. Tout d'abord, les enfants qui n’ont jamais été hospitalisés ou qui n’ont jamais
fait de CVOsur les deux dernieres années de suivi, sont ceux qui présentent une activité de la
GPX plus élevée, liée peut-étre a une concentration de base plus importante de la protéine
(lite peut-étre a des facteurs génétiques) chez ces enfants et facilement mobilisable en cas
de stress oxydant. Dans le méme ordre d'idée, Rusonava et al. avaient également observé

gue les patients avec un phénotype moins sévére de la maladie avaient une activité SOD plus



élevée (382). De fagon paralléle, I’age de la premiere complication semble étre associé a la
réponse anti-oxydante puisque I'activité de la catalase et de la SOD apparait plus élevée chez
les enfants drépanocytaires qui ont présenté leur premiére complication précocement
(avant I'age de 3 ans). Ceci pourrait sembler contradictoire avec I'observation précédente
mais il ne faut pas oublier que les dosages de stress-oxydant dans notre étude ont été
effectués a un age moyen de 9 ans et non au moment de la premiére complication. Cette
augmentation de ces deux enzymes antioxydantes pourrait donc étre réactionnelle et
concerner majoritairement les enfants drépanocytaires présentant les phénotypes les plus

séveres, c'est-a-dire ceux pour qui les premiéres complications apparaissent tres tot.

3.5 Conclusion

Nos résultats confirment la présence d'un stress oxydatif accru chez les patients
atteints de drépanocytose, pouvant expliquer, au moins en partie, les manifestations
cliniques de ces patients. Ceci malgré une tentative de compensation par les marqueurs
antioxydants, qui sont des facteurs contribuant a I'homéostasie rédox cellulaire. De plus, nos
résultats montrent que l'alpha-thalassémie semble diminuer le stress oxydatif chez les
patients atteints de drépanocytose et pourrait constituer une explication possible du réle
protecteur de I'alpha-thalassémie sur certaines complications du sous-phénotype
hémolytique. De plus, les patients qui ont eu moins d’hospitalisations ou moins de CVO
semblent présenter une meilleure défense antioxydante. La jeunesse de notre cohorte peut
étre un facteur limitant pour mieux apprécier le statut oxydant. Il serait donc intéressant de

ré-évaluer ce statut oxydant dans 3 a 5 ans pour mieux confirmer ces résultats.

L'importance du stress oxydant dans la drépanocytose pourrrait étre liée a certains
polymorphismes des geénes impliqués dans ce stress oxydant. D’ou l'objet de notre
guatrieme étude qui porte sur I‘évaluation de |'effet de certains polymorphismes des genes

du stress oxydatif sur I’expression clinique de la maladie.



Etude 4 : Evaluation des effets de certains polymorphismes de
genes impligués dans le stress oxydant sur [|‘expression

clinique et biologique de la drépanocytose.

4.1 Contexte scientifique de I'étude.

L'étude 3 nous a permis de présenter le profil biochimique des patients atteints de
drépanocytose relativement aux marqueurs systémiques du stress-oxydant (AOPP et MDA)
et aux activités des enzymes pro- et anti-oxydantes (XO, MPO versus GPx, catalase et SOD,
respectivement). L'effet des genes modificateurs habituels de drépanocytose sur ces
parametres a été étudié. En revanche, nous ne nous sommes pas encore intéressés aux
effets potentiels de mutations ou polymorphismes sur les génes codant ces enzymes pro- ou
anti-oxydantes. En effet, certaines mutations ou polymorphismes de ces genes du stress
oxydant pourraient influer sur la synthése de la protéine correspondante tout en

augmentant ou en diminuant son activité enzymatique.

L’étude 3 nous a également permis de montrer qu’il existait une association, chez les
patients atteints de drépanocytose, entre certains parametres systémiques du stress
oxydant et certains parameétres cliniques tels que le nombre et la fréquence des CVO
hospitalisées. Cette association pourrait aussi se retrouver avec les polymorphismes des
génes du stress oxydant qui pourraient étre ainsi des modulateurs génétiques influant sur la
sévérité globlale de la maladie, a l'instar des QTLs de I'HbF ou du génotype alpha-globine. Ils
pourraient aussi possiblement orienter I’'évolution clinique plutot vers le sous-phénotype
hémolytique ou vaso-occlusif de la maladie et/ou avoir une influence sur une complication
spécifigue (comme le déficit en G6PD sur un risque accru d’AVC). Par conséquent, leur
détermination pourrait aider a améliorer la prise en charge médicale de nos patients atteints

de drépanocytose et non traités a I'HU.

Dans la littérature, seules deux études ont porté sur certains de ces genes dans un
contexte de drépanocytose (571, 574). Farias et al. (574) ont étudié |'association entre le
polymorphisme rs4880 du gene SOD2 et |'activité enzymatique de SOD avec la survenue de
crise vaso-occlusive (VOC) et la séquestration splénique aigué (SSA) dans une cohorte de 173
enfants brésiliens agés de 1 a 9 ans et atteints de drépanocytose. lls ont rapporté que les

enfants présentant ce polymorphisme (a I'état homozygote ou hétérozygote) avaient une



activité enzymatique SOD inférieure. Parallelement, ces patients faisaient davantage de CVO
et de SSA. Ces auteurs ont ainsi suggéré que le polymorphisme rs4880 du gene SOD2
pourrait étre un facteur de susceptibilité a la survenue de crise vaso-occlusive et de
séquestration splénique aigué, sans doute en raison d'une activité enzymatique plus faible
de la protéine SOD. De leur coté, Costa et al. (571) ont étudié I'association entre le
polymorphisme rs2333227 du gene MPO et la susceptibilité aux infections dans une cohorte
de 91 enfants et adultes brésiliens agés de 7 a 52 ans. Tous les patients de cette cohorte
avaient déja été immunisés contre le pneumocoque, I’hémophilus influenza et I’hépatite B et
trois patients utilisaient des antibiotiques prophylactiques. Ainsi, ces auteurs ont rapporté
que la présence du polymorphisme rs2333227 du géne MPO a |'état hétérozygote (le
nombre de patients homozygotes pour ce SNP était trop petit pour tirer des conclusions
significatives) semblait augmenter la susceptibilité aux infections chez les patients atteints
de drépanocytose. En revanche, a notre connaissance, aucune étude n’a porté sur
I’association entre les polymorphismes rs207454 du gene XO et rs35652124 du gene NFE2L2

et les paramétres cliniques de la drépanocytose.

Eu égard ces constats, cette étude a été entreprise pour déterminer I'effet de
certains polymorphismes (rs2333227; G — A du géne MPO, rs4880; T — C du géne SOD2,
rs207454; G — du gene XO et rs35652124; T — C du géne NFE2L2) des genes impliqués dans

le stress oxydatif sur lau sein de notre cohorte d'enfants atteints de drépanocytose.

4.2 Matériels et méthodes

4.2.1 Parametres cliniques et biologiques étudiés

Les criteres d’inclusion et les parameétres biologiques et cliniques "quantitatifs"
recensés (age de la premiére complication, nombre de CVO sur les derniéres années
précédant l'inclusion, nombre d’hospitalisations) ont été les mémes que ceux de I'étude 2.
En plus de ces parametres, nous avons rajouté d’autres parametres cliniques "qualitatifs" :
I'ostéomyélite, |'ostéonécrose, le sepsis, l'accident vasculaire cérébral, le syndrome
thoracique aigu et la séquestration splénique aigué. Les marqueurs biologiques étudiés sont
des parameétres hématologiques (concentrations en Hb, nombre de leucocytes, nombre de
plaguettes et taux de réticulocytes), des marqueurs biochimiques (lactate déshydrogénase
(LDH), bilirubine totale et directe (BIL), aspartate amino-transférase (ASAT) et protéine C-
réactive (CRP)) et des marqueurs ou enzymes du stress oxydatif (MDA, AOPP, MPO, XO,
catalase, GPx, SOD).



4.2.2 Génotypage des polymorphismes des génes MPO, SOD, XO et
NFE2L2

La techniqgue HRM (High Resolution Melting) sur le Light Cycler® 480 (Roche
Diagnostics, Meylan, France), a été utilisée pour le génotypage de ces différents
polymorphismes (Annexe 0). Pour ces SNPs, de nouvelles amorces ont été concues avec le
logiciel Primer 3 afin d’obtenir des produits PCR de différentes longueurs selon les
polymorphismes (Annexe 0). Du séquencage Sanger a été fait pour obtenir des témoins de

chacun des trois génotypes avant de pouvoir faire le génotypage par HRM.

4.2.3 Détermination des paramétres biologiques

Les parameétres hématologiques ont été mesurés a I'aide de I'automate Sysmex XT-
4000i (System Corporation, Tokyo, Japon) et les paramétres biochimiques a l'aide de
I’analyseur BA-88 Mindray (Manwah, NJ, USA). Les différentes fractions de I’"hémoglobine
ont été quantifiées par chromatographie liquide a haute performance (HPLC) en utilisant
I’appareil Variant Il (Biorad, Hercules, CA, USA). Quant aux marqueurs du stress oxydatif, ce
sont les mémes que ceux de I'étude 3 (Cf. étude 3). Pour rappel, ces méthodes de dosage de

ces marqueurs du stress oxydatif sont :

Méthode Witko-Sarsat et al. (581) pour le dosage des concentrations d’AOPP ;

Méthode d’Ohkawa (582) pour le dosage des concentrations de MDA ;

- Méthode décrite par Johansson et Borg (586) pour la détermination de I'activité
de la catalase ;

- Méthode de Paglia et Valentine (587) pour la détermination de I’activité de la
GPx;

- Méthode de Beauchamp et Fridovich (588), modifiée par Oberley (589) pour
I’évaluation de I'activité de la SOD ;

- La méthode d’évaluation de I'activité de la xanthine oxydase fait partie d'une
série de tests « déshydrogénases » récemment mis au point (590) ;

- Méthode immuno-enzymatique indirecte semi-quantitative utilisant des

anticorps anti-MPO humains stabilisés pour la détermination de l'activité de la

MPO.

4.2.4 Analyses statistiques

Pour chaque variant génétique, la fréquence allélique globale a été calculée et la

répartition homogéne des trois génotypes possibles dans la population (homozygote



sauvage, hétérozygote et homozygote muté) a été vérifiée par I'équilibre de Hardy-

Weinberg (HWE) en utilisant le test de x? avec un seul degré de liberté.

Les analyses statistiques ont été effectuées a l'aide du logiciel SPSS (Statistical
Package for Social Sciences) version 22 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA). Le niveau de
significativité a été défini a p <0,05. Les variables continues ont été rapportées sous forme
de moyenne * écart type (SD) et les variables qualitatives sous forme de nombre (N). L’étude
d’association entre les polymorphismes du stress oxydatif et les parametres cliniques et
biologiques a été réalisée grace aux tests de chi2 et le test t de Student sur un modeéle

dominant (Wild vs Hétérozygotes + homozygotes mutés).

4.3 Résultats

Les données cliniques et biologiques globales de notre cohorte de 301 patients sont
rapportées dans le tableau I. L'dge moyen de la premiére complication était de 4,1 ans et le
nombre moyen de CVO hospitalisées au cours des deux dernieres années de 0,7. Cependant,
une grande variabilité inter-individuelle a été observée dans les deux cas. Les complications
gualitatives étudiées se sont révélées peu fréquentes avec une prévalence d'au maximum
10% pour I'asthme. La concentation en Hb était tres basse 7,8 (g/dL) contrairement aux
valeurs physiologiques. Par ailleurs, les taux de leucocytes, de réticulocytes et de plaquettes,
étaient normaux ou modérément élevés (15,1, 330 et 349 G / L, respectivement). Les
parameétres d'hémolyse et d'inflammation étaient légerement élevés (bilirubine totale et
directe : 44 et 23 mg / L, ASAT : 61 Ul /|, CRP : 4,6 mg / L), a I'exception de la LDH, qui
présentait également une grande variabilité entre les patients (940 + 499 UI/L). Les
marqueurs du stress oxydatif sont également rapportés dans le tableau |I. Nous pouvons
noter une grande variabilité inter-individuelle pour ces marqueurs, réflétée par des

coefficients de variation (CV) qui sont assez élevés a I'exception de SOD (CV = 28.6%



Tableau I - Caractéristiques cliniques et biologiques globales de la cohorte SCA

Parameétres cliniques et Moyenne (+/- ©) CV %) Valeurs
biologiques ou N (Non / Oui) extrémes ou %
Parameétres cliniques
Age de la premiere 41+3.3 80.4 0.2-15.5
complication (ans)
CVO hospitalisées (sur 2 ans) 0.7+1.2 171.4 0-10
Autres paramétres cliniques
Ostéomyélite 286 /15 na 5%
Asthme 270/ 31 na 10%
Ostéonécrose 292/9 na 3%
AVC 289 / 12 na 4%
Séquestration splénique aigué 293/8 na 3%
(SSA)
Sepsis 295/6 na 2%
Syndrome thoracique aigu 290/11 na 4%
(STA)
Parameétres biologiques
Nombre de leucocytes (103/L) 15.1+16.0 106.0 4.2-28.2
Hb (g/dL) 7.8+1.1 14.1 5.5-12.0
Taux de réticulocytes (103/L) 330+ 166 50.3 28 - 1117
Taux de plaquettes (103/L) 449 + 136 30.3 135 - 945
HbF (%) 9.5%5.1 53.7 1.1-26.8
TGO (ASAT) (UI/L) 61+ 34 55.7 20-341
Bilirubine totale (mg/dL) 44 +24 54.5 7 -107
Bilirubine directe (mg/dL) 23 +15 65.2 2-68
LDH (UI/1) 940 £ 499 53.1 148 - 3318
CRP (mg/L) 46154 117.4 0.1-346
AOPP (umol/L) 50.2 + 16.2 32.3 17.9-102.5
MDA (umol/L) 37.8+13.1 34.6 13.3-180.7
XO (umol/mL/min) 0.8+0.2 25.0 04-15
MPO (umol/mL/min) 0.6+0.7 116.7 0.0-4.6
SOD (umol/mL/min) 11.2+3.2 28.6 2.1-21.3
Catalase (umol/mL/min) 46%2.2 47.8 0.6-22.8
GPx (umol/mL/min) 48.1 + 36.8 76.5 7.6-267.4

CV: coefficient de variation inter-individuel. MPO: Myéloperoxidase; SOD: Superoxyde Dismutase.; XO:
xanthine oxydase. NFE2L2: Nuclear Factor Erythroid 2 Like 2, na: non applicable.

Les prévalences et les fréquences alléliques des quatre SNPs sont décrites dans le
tableau Il. Des fréquences alléligues de 0.25 et 0.35 ont été rapportées pour les
polymorphismes rs2333227 du gene MPO et rs4880 du gene SOD2, respectivement. Quant
aux polymorphismes rs207454 du géne XO et rs35652124 du géne NFE2L2, ils présentaient



des fréquences alléliques de 0.31 et 0.16, respectivement. Aucune déviation de I'équilibre de

Hardy-Weinberg n'a été observée.

Tableau Il. Fréquences alléliques des SNPs des génes du stress oxydant

Geénes du stress Nombre d'enfants Répartition (%) Frec!Lfence p*
oxydant (N) allélique
MPO (rs2333227)
Homozygotes sauvages 163 54.15
Hétérozygotes 123 40.87 0.25 0.67
Homozygotes mutés 15 4.98
SOD2 (rs4880)
Homozygotes sauvages 132 43.85
Hétérozygotes 125 41.53 0.35 0.55
Homozygotes mutés 44 14.62
XO (rs207454)
Homozygotes sauvages 142 47.18
Hétérozygotes 130 43.19 0.31 0.90
Homozygotes mutés 29 9.63
NFE2L2 (rs35652124)
Homozygotes sauvages 218 72.42
Hétérozygotes 69 22.93 0.16 0.27
Homozygotes mutés 14 4.65

*L'équilibre de Hardy-Weinberg a été vérifié par le test du Chi-Deux avec un seul degré de liberté.
MPO: Myéloperoxidase; SOD: Superoxyde Dismutase. ; XO: xanthine oxydase. NFE2L2: Nuclear Factor Erythroid

2 Like 2; p: chi2 de I’équilibre de Hardy-Weinberg.

Les résultats de I'étude d’association entre les polymorphismes des genes du stress

oxydant et les parametres cliniques étudiés sont rapportés dans les tableaux IlI-A et IlI-B.

L’age de la premiere complication était significativement plus tardif chez les enfants

présentant le SNP rs233322 du gene MPO (4.5 = 3.5 ans) par rapport aux homozygotes

sauvages (3.7 + 3.0 ans) (Tableau llI-A). Le risque d’étre asthmatique tend a étre plus

important chez les enfants possédant le polymorphisme rs4880 du gene SOD2. De la méme

facon, le risque de faire une ostéonécrose, un sepsis, un STA et le nombre d'hospitalisations

sur les deux derniéres années tendent a étre moins important chez les enfants porteurs du

SNP rs207454 du gene XO. En revanche, le polymorphisme rs35652124 du gene NFE2L2

n'avait aucune influence sur la survenue des parametres cliniques étudiés.
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Les associations entre les parameétres clinico-biologiques et les 4 SNPs du stress-
oxydant étudiés sont présentés dans les tableaux IV-A et IV-B. Les patients porteurs du
polymorphisme SOD2 rs4880 présentaient un taux de réticulocytes significativement plus
bas et une activité GPx significativement augmentée par rapport aux homozygotes sauvages.
Une tendance a des activités MPO plus faibles était également observable chez ces mémes
patients. Les enfants porteurs du polymorphisme MPO rs2333227 avaient une concentration
en Hb significativement plus basse par rapport aux homozygotes sauvages. Par contre leur
taux de plaquettes et leur activité catalase étaient significativement plus élevés, de méme
gue leurs concentrations plasmatiques en AOPP. Le polymorphisme rs207454 du gene XO,
qguant a lui, était associé a un nombre de plaquettes plus bas et une tendance a des activités
SOD plus augmentées (Tableau IV-B). Comme avec les paramétres cliniques, nous n’avons
pas trouvé d’association entre le polymorphisme NFE2L2 rs35652124 et les parameétres

biologiques étudiés, a I'exception d'une tendance a des activités LDH plus basses.
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4.4 Discussion

La présente étude a examiné les associations entre certains SNPs des genes du stress
oxydatif (rs2333227; G — A du géne MPO, rs4880; T— C du géne SOD2, rs207454; G — T du
géne XO et rs35652124; T — C du gene NFE2L2) et les parameétres cliniques et biologiques
au sein d’une population pédiatrique sénégalaise d’enfants atteints de drépanocytose. Nous
avons trouvé des fréquences alléliques de 0.25 et 0.35 pour les polymorphismes rs2333227
du géne MPO et rs4880 du gene SOD2, respectivement. Ces fréquences sont semblables a
celles trouvées dans des populations brésiliennes atteintes de drépanocytose. En effet, Costa
et al. (571), ont rapporté une fréquence allélique de 0.19 du SNP rs2333227 du gene MPO au
sein de leur population d’étude. De méme, Farias et al. (574) ont trouvé une fréquence
allélique de 0.35 dans une autre population de patients brésiliens atteints de drépanocytose.
Ces similitudes pourraient étre dues au fait que ces populations brésiliennes ont des
ancétres d’origine africaine. En effet, certaines mutations peuvent étre conservées malgré
un métissage de plus en plus important. Par contre, a notre connaissance, c’est la premiere
fois que les fréquences alléliques des SNPs rs207454 du gene XO et rs35652124 du geéne

NFE2L2 ont été évaluées dans une population de patients atteints de drépanocytose.

De facon surprenante, aucun des 4 polymorphismes étudiés ne s'est révélé avoir une
influence sur l'activité enzymatique correspondante, ce qui était pourtant notre hypothese
de départ. Ceci est particulierement surprenant pour rs4880 SOD2, puisque notre résultat se
trouve ainsi en contradiction avec |'étude de Farjas citée plus haut (574). Pour les 3 autres
SNPs étudiés, cela est plus plausible puisque notre étude est la premiére a les tester dans un
contexte de drépanocytose. Quoiqu'il en soit, des études complémentaires indépendantes
sur d'autres cohortes s'averent nécessaires pour vérifier ce point. En revanche, des
associations croisées entre certains de ces polymorphismes et d'autres marqueurs du stress-
ox ont été trouvées (rs4880 de SOD2 avec GPx; XO avec catalase) et seraient a confirmer sur

des cohortes indépendantes.

Nos résultats suggérent que le polymorphisme rs4880 du gene SOD2 pourrait avoir
un effet favorable sur le plan biologique (réticulocytose moindre, activité GPx augmentée)
mais que cet effet ne se refléterait pas sur I'expression clinique de la maladie (l'effet sur
I'asthme demandant vraiment a étre confirmé dans le temps et sur un plus grand nombre
d'évenements). Cette absence d'effet sur les parameétres cliniques de drépanocytose est de

nouveau en contradiction avec les résultats de Farias et al. (574) qui ont trouvé un effet



aggravateur de ce polymorphisme vis-a-vis des CVO et des SSA. Cette différence pourrait
étre due au fait que nos données cliniques quantitatives ont été recueillies sur une période
de deux ans (2015 a 2017) tandis que pour les patients de Farias et al., les données cliniques
ont été recueillies depuis leur dépistage néonatal en 2002 jusqu’en décembre 2012, donc sur

une période beaucoup plus longue (574).

Le polymorphisme rs233322 du géne MPO semble associé a une diminution de la
concentration en Hb, une augmentation du taux de plaquettes ainsi qu’a une augmentation
des concentrations d’AOPP et de l'activité catalase. Renoux et al. ayant montré une
corrélation positive entre la concentration d'AOPP et l'index d'hémolyse (134), nos résultats
suggerent que ce polymorphisme pourrait étre associé a une hémolyse plus importante, ce
qui expliquerait la baisse associée de I'Hb totale et 'augmentation du taux de plaquettes.
Cette hypothese est renforcée par le fait que I'age de la premiere complication, qui est
quasi-systématiquement de nature vaso-occlusive dans notre cohorte (184, 616) (syndrome
pied-main ou dactylite), était également plus tardif chez les enfants présentant ce
polymorphisme. L'activité catalase augmentée pourrait refléter une activation des défenses
anti-oxydantes de I'organisme en réponse a I'augmentation du stress-oxydant objectivée par
I'augmentation de la concentration en AOPP. L'absence d’effets de ce polymorphisme sur les
infections telles que les sepsis les ostéomyélites et les osténécrose, pourrait étre liée au fait
gue tous nos patients ont recu une antibioprophylaxie. En effet, comme nous |'avions dit
tant6t, la seule étude qui rapporté un lien entre ce SNP et les infections dans la
drépanopctyose, a été réalisée sur une population certes immunisée (contre le
pneumocoque, I’hémophilus influenza et I'hépatite B), mais qui n’avait pas recu une
antibioprophylaxie (a I'exception de 3 patients) (571). De fagon fort logique
I’antibioprophylaxie masquerait I'effet du polymorphisme rs233322 du géne MPO sur la

suceptibilité aux infections.

Le polymorphisme rs207454 du géne de la xanthine oxydase, quant a lui, a tendance
a avoir un effet protecteur vis-a-vis de certains parameétres cliniques pour les enfants qui
présentaient ce SNP dans notre cohorte. Il est en effet intéressant de constater que les
tendances sont toutes orientées dans le méme sens: diminution des sepsis, des
hospitalisations, des STA et des ostéonécroses. Ce polymorphisme pourrait avoir donc un
effet protecteur global vis-vis de la maladie, effet protecteur dont I'une des causes pourrait
étre I'augmentation de l'activité SOD mise en évidence dans notre cohorte. Cependant,

comme aucun lien évident n'existe entre les métabolismes SOD et XO, il est plus probable



gue l'augmentation de l'activité SOD soit la conséquence et non la cause de la moindre

sévérité clinique observée.

Malgré le role important du géne NFE2L2 sur la synthése des enzymes anti-oxydantes, le
polymorphisme rs35652124 de ce gene étudié pour la premiére fois dans la drépanocytose

ne semble pas avoir d’effet sur cette maladie.

4.5 Conclusion

Nos données suggerent que le polymorphisme rs4880 du gene SOD2, aurait
un effet favorable chez les enfants présentant ce SNP. A l'inverse, le polymorphisme
rs233322 du géne MPO serait associé a ’hémolyse qui est a 'origine des complications du
sous-phénotype hémolytique. Par ailleurs, le polymorphisme rs207454 du gene XO aurait
des effets protecteurs vis-a-vis des certaines complications. Des études de confirmation
doivent étre entreprises, non seulement sur cette cohorte sénégalaise, mais aussi sur
d’autres populations de patients atteints de drépanocytose. En effet ces études sont
nécessaires pour valider ces polymorphismes comme des genes modificateurs pouvant étre

utilisés également dans la bonne prise en charge des patients atteints de drépanocytose.



PARTIE 4 : CONCLUSION
GENERALE



CONCLUSION - PERSPECTIVES

L’objectif de ce travail de thése était d’évaluer les interrelations entre les principaux
génes modificateurs décrits, le stress oxydant systémique, certains polymorphismes de
génes impliqués dans le stress oxydant et la sévérité clinique de la drépanocytose dans un
contexte d’évolution naturelle de la maladie. Pour atteindre ces objectifs nous avons réalisé

4 études.

La premiere étude épidémiologique nous a permis de déterminer pour la premiére fois les
fréquences alléliques des principaux génes modificateurs de la drépanocytose (génotype
alpha-globine, génotype G6PD et haplotypes B°) dans une cohorte sénégalaise. Une nouvelle
mutation B%-thalassémique a ainsi été découverte au sein de notre cohorte : il s’agissait de la
mutation HBB:c.265_266del; p.Leu89Glufs*2 selon la nomenclature HGVS, mutation
caractérisée par un décalage du cadre de lecture. Ces résultats épidémiologiques peuvent
étre un point de départ pour la recherche systématique génétique d’anomalies alpha et
béta-globine et de déficit en G6PD au Sénégal. En résumé, si la recherche d’une alpha-
thalassémie peut étre réalisée facilement, ¢ca ne sera pas le cas pour déterminer le profil B-
thalassémique de nos patients. En effet, la délétion -3.7 Kb étant la seule délétion alpha-
thalassémique retrouvée dans notre cohorte avec une prévalence de 21% (617), sa
recherche par la technique GAP-PCR (579) pourrait suffire pour établir le profil alpha-
thalassémique, du moins dans le cadre de la drépanocytose. Par contre, la diversification des
mutations B-thalassémiques ne nous permettra pas de faire des recherches ciblées de
certaines mutations par rapport a d’autres. Ce qui revient a dire que pour établir le profil B-
thalassémique de patients sénégalais, il faudra réaliser le séquencgage Sanger de tout le géne
HBB. Pour le génotypage G6PD, en plus de la recherche du variant A (-), il faudra
systématiquement compléter cette recherche par celle du variant Betica. En effet, malgré
beaucoup d’articles qui ont rapporté que le variant A (-) était le variant G6PD déficitaire le
plus fréquent en Afrique (618, 619), ce n’est pas le cas au Sénégal et dans certains pays de
I’Afrique de I'Ouest. Au début de ce travail, nous avions ciblé uniquement la recherche du
variant A(-), mais la faible fréquence allélique obtenue pour ce variant qui n’était pas
superposable aux résultats de la littérature sur la prévalence du déficit biochimique en G6PD
(252), nous a poussé a faire une recherche bibliographique approfondie. Cette recherche a
révélé que le variant Betica pourrait étre le plus fréquent dans plusieurs pays d’Afrique de

I’Ouest (620, 621), notamment au Sénégal (622). Ce point est encore largement méconnu



dans la communauté scientifique africaine, comme nous avons pu nous en apercevoir en

présentant ces résultats aux 18°™ journées médicales de Dakar.

D’un point de vue pratique, la recherche systématique des principaux genes
modificateurs de la drépanocytose au Sénégal pourrait donc permettre d’orienter la prise en
charge afin de prévenir au mieux le risque de vasculopathie cérébrale. Comme nous le
savons, le déficit en G6PD serait associé a un risque accru de la vasculopathie cérébrale et
serait un facteur aggravant des complications hémolytiques de la maladie, notamment la
survenue des AVC. A l'inverse, I'alpha-thalassémie représente un facteur protecteur de cette
complication (243, 253). Le doppler transcranien n’étant pas accessible a tous les enfants
atteints de drépanocytose, un screening génétique systématique de I'alpha-thalassémie et
du déficit en G6PD pourrait permettre de sélectionner les enfants éligibles au premier chef
pour cet examen en vue de prévenir les AVC, a savoir les enfants drépanocytaires déficitaires
en G6PD et sans alpha-thalassémie associée. Dans notre cohorte, cela représentait 12 % des
enfants. Ces enfants a risque pourront donc étre identifiés et orientés prioritairement pour
faire un DTC dont l'appareil vient d’étre acquis par notre centre. Cette recherche
systématique de ces geness modificateurs trouve tout son interét dans les pays en voie de
developpement ol les moyens de diagnostic et de prise en charge de la drépanocytose sont
insuffisants. Contrairement aux pays developpés ou cette recherche est certes systématique
mais qui ne modifie pas a priori la prise en charge des patients. En effet, quelque soit le
profil génotypique du patient, il bénéficie systématiquement d’un DTC et d’une recherche du

déficit en G6PD entre autres.

La deuxieme étude de notre travail a montré qu’un nombre élevé de QTLs de I'HbF
semblait diminuer la survenue des CVO pour les patients sans alpha-thalassémie mais qu’il
I’'augmenterait en revanche en cas d’alpha-thalassémie homozygote associée. Une
explication possible serait que les enfants alpha-thalassémiques homozygotes avec
beaucoup de QTLs HbF hémolysent trés peu. Le « revers de la médaille » serait un sang plus
visqueux, ce qui serait a I'origine de CVO plus fréquentes. En revanche, un nombre élevé de
QTLs de I'HbF associé a une alpha-thalassémie hétérozygote semble retarder I'age de la
premiére complication. Ainsi, a partir de ces constats, pour bénéficier de I'effet positif des
QTLs de I'HbF (CVO diminuées et age de la premiere complication retardée), le génotype le
plus favorable serait donc la coexistence d’une alpha-thalassémie hétérozygote et d'un
nombre élevé de QTLs de I'HbF. Cette deuxieme étude a permis de montrer pour la premiere

fois que les deux modificateurs génétiques principaux de la drépanocytose, a savoir les QTLs



de I'HbF et le génotype alpha-globine, ne doivent pas étre étudiés séparément pour une
prédiction clinique optimale. Elle pourra étre poursuivie en menant entre autres des études
de rhéologie afin d’évaluer la viscosité sanguine de ces différents groupes de patients afin de

vérifier notre hypothese ci-dessus.

Le stress oxydant étant connu comme ayant un réle majeur dans la physiopathologie
de la drépanocytose, nous nous sommes intéressés aux relations qui pourraient exister entre
celui-ci, les génes modificateurs précédemment étudiés et la sévérité clinique de la
drépanocytose. Cette deuxiéme partie du travail a donc fait I'objet de deux études (études 3
et 4). Les résultats de I'étude 3 confirment la présence d'un stress oxydatif chez ces patients
(objectivé par les concentrations élevées de MDA et d’AOPP) et pouvant expliquer, au moins
en partie, certaines de leurs manifestations cliniques. Malgré une tentative de compensation
par les systemes antioxydants (SOD, GPx et Catalase), qui sont des facteurs contribuant a
I'homéostasie rédox cellulaire, ce stress reste élevé comparé aux témoins AA. De plus, nos
résultats ont montré que l'alpha-thalassémie homozygote semblait diminuer le stress
oxydatif chez les patients atteints de drépanocytose et pourrait constituer une explication
possible du rble protecteur de ['alpha-thalassémie sur certaines complications
caractéristiques du sous-phénotype hémolytique. De plus, les patients qui ont eu moins
d’hospitalisations ou moins de CVO semblent présenter une meilleure défense anti-

oxydante.

Cet aspect phénotypique de I'effet du stress oxydant sur I'expression clinique de la
maladie pourrait étre lié a certains polymorphismes de génes impliqués dans le stress
oxydant. En effet, avec I'’étude 4 nous avons observé que certains SNPs de génes du stress
oxydant (rs4880 du géne SOD2, rs207454 du géne XO, rs233322 du gene MPO et rs35652124
du gene NFE2L2) seraient corrélés a certaines manifestations cliniques de la maladie. En
effet, les polymorphismes rs4880 du gene SOD2 et rs207454 du gene XO, auraient des effets
protecteurs vis-a-vis des certaines complications chez les enfants présentant ces SNPs. A
I'inverse, le polymorphisme rs233322 du géne MPO serait associé a la survenue des
complications caractéristiques du sous-phénotype hémolytique. Cette relation du stress
oxydant avec I’hémolyse renforce les résultats de Renoux et al.(134), qui ont rapporté une
corrélation positive entre le stress oxydant et un index d’hémolyse élevé. Ces observations
révéleraient que le stress oxydant aurait tendance a favoriser le sous-phénotype

hémolytique.



Toutefois, il faut souligner que cet effet favorable de ces SNPs n’est pas
significativement établi sur le plan statistique. En effet, les polymorphismes rs4880 du géne
SOD2 et rs207454 du gene XO ont juste tendance a entrainer entre autres des ostéonécroses
et sepsis moins fréquents chez les enfants qui ont ces mutations. Ces limites pourraient étre
dues au fait que notre cohorte est une cohorte pédiatrique caractérisée a priori par de taux
d’HbF relativement élevés. Les complications chroniques telles |I'ostéonécrose sont donc peu
fréquentes dans cette population, ces enfants ont plutét tendance a faire des complications

aigués.

Toutes les études sur le stress oxydant systémique dans la drépanocytose sont trés
contradictoires (134, 382, 404). Pour les études sur les génes impliqués dans le stress
oxydant, non seulement elles sont trés peu nombreuses mais leurs résultats sont également
tres divergeants (571, 574). Ces auteurs n’ont peut-étre pas pensé a suivre leurs cohortes
respectives pour apprécier I’évolution de ce stress. Ainsi, il semblerait interessant de suivre
notre cohorte dans le temps jusqu’a I'age adulte ; c’est ce que nous envisageons de faire
dans les prochaines années. Cette étude que nous avons réalisée est une étude transversale
ou nous avons évalué le stress oxydant a une période ou les enfants avaient un age moyen
de 9 ans. Le suivi consistera a passer a une étude longitudinale en redosant les marqueurs du
stress oxydant dans 3 ou 5 ans, lorsque ces enfants auront un age moyen de 12 ou 14 ans.
Ceci nous permettra d’évaluer I’évolution de ce stress oxydant et de confirmer ou d’infirmer
les résultats des études de corrélation obtenus avec les marqueurs génétiques
précédemment étudiés. En effet, le nombre d’évenements cliniques pour les complications
type sepsis, ostéonécrose, asthme, priapisme, etc aura considérablement augmenté. Ces
complications n’ont probablement pas de sens physiologique / clinique dans cette
population pédiatrique, ¢a en a plus a partir de I'adolecence, voire chez les adultes. Ce suivi
est d’autant plus important pour XO qui présente 4 tendances qui vont dans le méme sens
avec certaines complications cliniques. Ces tendances seront-elles confirmées ou infirmées ?
Des études de confirmation peuvent également étre réalisées sur cette cohorte pour des
génes dont certains SNPs ont été associés a une complication particuliere de Ila
drépanocytose et qui ont été identifiés par I'approche gene-candidat (623, 624). Parmi ces
geénes nous pouvons citer I'IL-13 et I'lL-6 dont, certains polymorphismes seraient associés a
un risque accru d'ostéonécrose, a une pression artérielle pulmonaire élevée et a un nombre
de réticulocytes absolu plus bas (IL-1B + 3954C> T), mais aussi a un risque plus élevé de

rétinopathie et d'ulcére de jambe (IL-6-597G> A) (276). Nous avons aussi le géne APOL1 dont



certains variants (AGGF1, CYP4B1, CUBN, TOR2A, PKD1L2 et CD163) affecteraient le débit de

filtration glomérulaire dans la drépanocytose (274, 275).

Il serait aussi intéressant de calculer la mortalité a la méme période, ce qui
contribuera a évaluer la sévérité de la maladie car lors de la collecte des données cliniques
sur les deux ans, nous n’avons pas enregistré de déces. Cette absence de mortalité pourrait
étre liée a la prédominance de I’haplotype Sénégal qui confére a ces enfants une moindre
sévérité clinique. Ces résultats étant obtenus avec I’haplotype Sénégal, il serait intéressant
d’établir des collaborations avec d’autres équipes qui travaillent sur des haplotypes plus
séveres tels que I'haplotype Bantu ou Bénin afin de confirmer ou d’infirmer nos résultats, a
la fois pour les associations QTLsde I’'HbF / alpha-thalassémie et pour les génes du stress
oxydant. Il s’agira de refaire ce travail sur des cohortes caractérisées par la prédominance
d’un haplotype comme la cohorte de Wonkam et al. (235) avec plus de 94 % de I’haplotype
Bénin ou celle de Muszlak et al.(234) avec plus de 88 % de I’haplotype Bantu. En plus de ces
cohortes, ces études de confirmation pourraient se faire également sur une cohorte mixte
comme celle de Bernaudin et al (212). En effet, cette cohorte francaise actuelle de 580
enfants SS est caractérisée par les trois principaux haplotypes B globine qui sont bien
représentés avec 74 % d’homozygotie : CAR (Bantou / République centrafricaine) (37,4%),

suivis de Bénin (24,3%) et Sénégal (12,1%).



ANNEXES

Annexe 1. Test d’Emmel a I’'USAD

Conditions de prélevement : le prélevement est effectué sur sang veineux dans un

tube avec ou sans anticoagulant et il n’est pas nécessaire d’étre a jeun.

Matériel et réactifs : Spatule, Métabisulfite de sodium en poudre, Balance de

précision, Eau distillée, Flacon de 125 ml, Papier buvard, Lame, Lamelles, Vernis a ongles.

Technique : D’abord, il faut déposer le papier buvard sur le plateau de la balance et
calibrer I'appareil. Ensuite, a I'aide de la spatule, prélever la poudre de métabisulfite et la
déposer sur le papier buvard. Puis, il faudra peser exactement 2 grammes de cette poudre et
les recueillir dans un flacon de 125 mL contenant 100 mL d’eau distillée. Enfin, mélanger et
attendre 15 min environ pour que la solution soit stable et tester la solution de métabisulfite
a 2% avec les échantillons positifs de la veille. Le controle de qualité interne exige de
préparer le métabisulfite tous les jours et de le vérifier sur des échantillons considérés

connus positifs et négatifs.

Préparation du test : Déposer sur une lame propre une goutte de sang et une goutte

de la solution de métabisulfite. Aprés mélange des deux gouttes, déposer sur le mélange une
lamelle en évitant les bulles d’air puis essuyer délicatement I'excés du mélange avec du
papier buvard ou une compresse. Enfin, sceller les bords de la lamelle au vernis a ongles

pour empécher le contact des hématies avec I'oxygene de I'air ambiant (Figure 86).

Figure 86. Technique du test d’Emmel

Lecture : Elle se fait au bout de 15 a 30 mn au microscope a un grossissement 40.



Résultats : Lorsque les hématies gardent leur forme régulierement arrondie, nous
rendons ‘Test d’Emmel négatif’. Et lorsqu’i y a la présence de nombreuses hématies en
forme de faucille, nous rendons ‘Test d’Emmel positif’ sans comptage des drépanocytes. Les
données cliniques (ainsi que I'origine géographique), hématologiques (taux d’Hb et TCMH au
minimum) et biochimiques (ferritinémie et idéalement haptoglobine, bilirubine et LDH) sont

indispensables pour une interprétation correcte des résultats.



Annexe 2. Protocole expérimental de multiplex alpha

- Mode opératoire

- Préparer le mélange réactionnel a un volume final de 50 pl dans un tube avec les
composants suivants, selon les besoins: 1 ul d'ADN génomique, 1 pl d'amorces
directes (a2/3.7-F, MED-F, SEA-F), 1 ul d'amorce reverse (3.7/20.5- R, a2-R, 4.2-R, -
(a) 20.5, MED-R, SEA-R), 25 pl de Go Tag Green (2X), 10 ul de bétaine.

- Compléter le mélange réactionnel a un volume final de 50 ul en ajoutant de I'eau
stérile.

- Placer les tubes dans un thermocycleur et effectuer 30 cycles avec les étapes
suivantes par cycle: dénaturation initiale a 94°C pendant 5 min, dénaturation a 97°C
pendant 45s, hybridation a 61°C pendant 1mn 15s, élongation a 72°C pendant 2mn
30 s et enfin une élongation finale a 72°C pendant 5mn.

- Migration électrophorétique : en fonction des tailles de produit attendues, charger
un marqueur base 500 sur un gel d'agarose 1.5 % et passer a 100 V pendant 15 a 20
min dans un tampon Tris-borate-EDTA (TBE) 0.5X. Déposer ensuite 4 pl de produit
PCR dans chauge puits. Si une Taq classique a été utlisée a la place de la Go Taq
Green (2X), il faudra rajouter 2 pl de colorant orange green aux 4 pl de produit PCR.
En effet, ce colorant (encore appelé tampon de charge), présente l'avantage
d'alourdir I'échantillon afin qu'il sédimente au fond des puits de dépobt creusés dans
le gel.

- Apres migration, colorer le gel dans une solution de bromure d'éthidium (BET)
pendant 7 a 10mn. Le BET, agent intercalant qui se glisse entre les bases des acides
nucléiques (a manier avec précaution car cancérigéne). Le BET est un agent
intercalant qui va présenter une fluorescence orangée sous lumiere ultraviolette
(U.V. de longueur d'onde 312 nm).

- Apres des séries de lavage dans de I'eau stérile, visualiser les bandes avec |'appareil

gel doc.



Annexe 3. Protocole expérimental de FRET Xmn/

Ce mode opératoire comprend deux étapes : une premiére étape PCR permettant

d’avoir des amplicons et une deuxiéme étape correspondant a la technique HRM sur LC480.

- Etape 1:PCR

o Préparer le mélange réactionnel a un volume final de 20 ul dans un tube avec
les composants suivants, selon les besoins : 1 ul d'ADN génomique, 0.5 pl d'amorce directe
Xmnl-FRET-F, 0.5 ul d'amorce reverse Xmnl-FRET-R, 10 ul de Go Taq G2 colorless mix 2x®.

o Compléter le mélange réactionnel a un volume final de 20 ul en ajoutant de
I’eau stérile.
J Placer les tubes dans un thermocycleur et effectuer 35 cycles avec les étapes

suivantes par cycle : dénaturation initiale a 95°C pendant 5 min, dénaturation a 95°C
pendant 30s, hybridation a 58°C pendant 30s, élongation a 72°C pendant 1mn et enfin une
élongation finale a 72°C pendant 5mn.

o Retirer les tubes du thermocycleur. Ajouter 2 pl de colorant orange green a 3
ul de produit PCR, bien vortexer.

o Apres des séries de lavage dans de I'eau stérile, visualiser les bandes avec
I'appareil gel doc.

o Migration électrophorétique : En fonction des tailles de produit attendues,
charger un marqueur base 500 sur un gel d'agarose 1.5 % et passer a 100 V pendant 15 a 20
min dans un tampon Tris-borate-EDTA (TBE) 0.5X.

o Apres migration, colorer le gel dans une solution de bromure d'éthidium (BET)
pendant 7 a 10mn.

- Etape 2 : Technique FRET sur LC480

J Dans les tubes PCR de I'étape 1, mélanger 1 ul de chaque sonde.

J Vortexer, centrifuger et déposer dans une plaque blanche Light Cycler (96
puits).

o Recouvrir d’un film autocollant transparent (pas de doigt sur la plaque).

J Centrifuger a 1500 tours pendant 5 secondes.

o Passer au Light Cycler avec le protocole de fusion suivant : dénaturation a

99°C pendant 10 mn, hybridation des sondes a 50°C pendant 10 s, augmentation progressive
de température avec acquisition continue de fluorescence entre 50 a 75°C (transition
0.1°C/s).

o Les résultats seront directement lus sur le graphe avec les températures de
fusion suivantes : allele (+) 55-58°C ; allele (-) 62-65°C.



Annexe 4. Exemple de protocole experimental d’"HRM

Ce mode opératoire comprend deux étapes : une premiére étape PCR permettant

d’avoir des amplicons et une deuxiéme étape correspondant a la technique HRM sur LC480.

- Etape 1:PCR

o Préparer le mélange réactionnel a un volume final de 20 pl dans un tube avec
les composants suivants, selon les besoins : 2 ul d'ADN génomique, 0.2 pl d'amorce directe
et 0.2 pl d'amorce reverse, 10 pl de Go Taq G2 Green®.

J Compléter le mélange réactionnel a un volume final de 20 pl en ajoutant de
I’eau stérile.
J Placer les tubes dans un thermocycleur et selon le génotypage (Betica et A-),

QTLs HbF et stress oxydant),

J Retirer les tubes du thermocycleur. Ajouter 2 pl de colorant orange green a 3
ul de produit PCR, bien vortexer.

o Apres des séries de lavage dans de I'eau stérile, visualiser les bandes avec
I'appareil gel doc.

J Migration électrophorétique : En fonction des tailles de produit attendues,
charger un marqueur base 500 sur un gel d'agarose 1.5 % et passer a 100 V pendant 15 a 20
min dans un tampon Tris-borate-EDTA (TBE) 0.5X.

J Apres migration, colorer le gel dans une solution de bromure d'éthidium (BET)
pendant 7 a 10mn.

- Etape 2 : Technique HRM sur LC480

J Dans un second temps, 1ul d’une solution de Syto9 a 5 mM a été ajouté a 15
ul du produit PCR.

o Vortexer, centrifuger et déposer dans une plaque blanche Light Cycler (96
puits).

J Recouvrir d’un film autocollant transparent (pas de doigt sur la plaque).

J Centrifuger a 1500 tours pendant 5 secondes.

o Passer au Light Cycler avec le protocole de fusion suivant : dénaturation a

99°C pendant 10 mn, hybridation des sondes a 50°C pendant 10 s, augmentation progressive
de température avec acquisition continue de fluorescence entre 50 a 75°C (transition
0.1°C/s).

Les résultats seront directement lus sur le graphe avec les températures de fusion
selon le type de génotypage (Betica et A-, QTLs HbF et stress oxydant).
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CFiz  Prévalence de I'alpha-thalassémie au sein de la population drépanocytaire sénégalaise
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Unité de Pathologie Moléculaire de I'hémoglobine. GROUPEMENT HOSPITALIER EDOUARD HERRIOT.
Université Clavde Bernard Lyona.

Introduction : La drépanocytose est une affection résultant d'une mutation unigue au niveau du géne B-globine,
caractérisée par une symptomatologie clinigue variable. Différents facteurs génétiques modulateurs ont déja éte
validés ou proposés pour leur influence directe ou indirecte sur sa sévérité clinigue globale et ses risques de
complications spécifiques. Le principal gene modificateur de la drépanocytose validé a ce jour est l'alpha-
thalassémie qui oriente la clinigue vers les complications vaso-occlusives de la maladie alors qu'elle protégerait
contre la survenue des complications hémaolytiques.

Objectifs [ goals :Au Sénégal, peu de données relatives & la prévalence de l'alpha-thalassémie dans la
drépanocytose étant disponibles, notre étude visait dans un premier temps a en déterminer la frequence allélique
globale sur un échantillon représentatif de la population drépanocytaire pédiatrique.

Méthodologie { Method: Trois cent drépanocytaires 3gés de 1 & 17 ans (sex-ratio HfF = 1.2g9) ont été recrutés de
fagon prospective de janvier 2015 a décembre 2015. Une technique de GAP PCR MULTIPLEX a été utilisée pour
rechercher les délétions alpha-thalassemigues les plus communes, a savoir les délétions -3.7, MED, SEA, -20.5 et -
4.2. La fréquence allélique de I'alpha-thalassémie a été calculée et sa répartition équilibrée dans la population a
été vérifiée av moyen de I'équilibre de Hardy-Weinberg.

Résultats f Results :Seule la délétion -3.7 kb a été retrouvée. Sa prévalence était de 21% avec 19% pour la forme
hétérozygote et 2% pour la forme homozygote. L'application de I'gquilibre de Hardy-Weinberg et le test de chiz
ont montré que cette délétion était répartie de facon homogéne au sein de notre population d'étude

(p=0,72>0.05).

Conclusion :Eu égard & la prévalence non négligeable de la délétion -3.7, soit 21%, et de sa répartition homogéne
au sein de notre population et compte tenu de son implication prouvée dans la symptomatologie de la
drépanocytose, il serait important de pouvoir réaliser cette recherche en systématique.

Mots clés [keywords :
Drépanocytose, alpha-thalassémie, genes modificateurs
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FREQUENCE DES MUTATIONS RESPONSABLES DU DEFICIT EN GLUCOSE-6-PHOSPHATE
DESHYDROGENASE AU SEIN D'UNE POPULATION DREPANOCYTATRE SENEGALAISE.

GUEYE TALL FATOU1,3,5, MARTIN C.3,4, NDOUR EHM1,5, CONNES P3,4.8, DEME LY 15,6, RENOUX C2,3, GUEYE
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8 INSTITUT UNIVERSITAIRE DE FRAMCE, PARIS, FRANCE
63 Livre des résumés » Faculté de Médecine/UCAD

INTRODUCTION : Le déficit en glucose-6-phosphate déshydrogénase (GEPD) est une enzymopathie hé-
réditaire touchant environ 400 millions de personnes dans le monde. La maladie est lide au sexe et se trans-
met sur le mode récessil. Elle survient suite 3 des mutations ponctuelles sur le géne GEPD (chromosome X)
codant lenzyme. Les déficits en GBPDH associés 2 la drépanocytose ne sont pas rares el plusieurs études ont
démontré qu'ils dtaient associés & un risque accru de vasculopathie cérébrale. 11 existe plusieurs variants dé-
ficients de la GEPD, mais le plus fréquent en Afrique est la GEPD A(-) (e 376A>G; ¢ 202G>A). Les quelques
rares éudes menées au Sénégal sur le déficit en GEPD se sont majorilairement résumées i la détermination
de lactivité de lenzyme, & lexception d'une qui a mis en évidence une fréquence evée du variant Betica
(c.376A>G; ¢ 968T>C) dans une ethnie particuliére (Sérére). Notre travail avait done pour but détudier les
prévalences respectives de ces deux variants dans la population drépanocytaire de Dakar, considérée comme
représentative de lensemble du pays.

METHODES : Deux cent quatre-vingt-quinze drépanocytaires (167 de sexe masculin et 128 de sexe fémi-
nin) agés de 1 4 17 ans ont é0¢ recrutés de fagon prospective de janvier 2015 & décembre 2015 au décours
d'une hospitalisation pour crise ou d'une consultation de suivi a Ihopital d'Enfants Albert Royer. Deux pro-
tocoles spécifiques HRM (Hight Besolution Melting) concernant les déficits en GEPD A(-) et Betica ont é1é
utilisés pour rechercher ces variants grace & un automate de PCR én temps réel, le Light Cyeler® 480 (Roche
Diagnostics ; Mannheim ; Allemagne). Les fréquences alléliques globales de ces deux variants ont éé caleu-
lées et leur répartition équilibrée dans la population (homozygoles sauvages, hétérozygotes, homozygotes
mulés) a é1é vérifide au moyen de [Equilibre de Hardy-Weinberg,

RESULTATS : Aprés génotypage, le variant Betica &ail prédominant avee une fréquence allélique de 0,13
pour les deux sexes; la fréquence du variant A (-) était trés faible (<0,01 chez les sujets de sexe masculin et
0,02 chez les sujets de sexe (éminin). Lapplication de l#quilibre de Hardy-Weinberg et le test de chi2 ont
montré que ces mutations éaient réparties de fagon homogéne au sein de notre population détude (p=0.05).

CONCLUSION : Au vu de la quasi-absence du varant A(-) dans notre population détude, nous pensons
que la recherche isolée spécifique du variant Betica pourrait étre suffisante dans le bilan génotypique d'un
patient drépanocytaire, en liew et place de la détermination de lactivité enzymatique. En effet, ce dernier pa-
ramétre peut facllement #ire fanssé par une transfusion ou une erise hémolytique récente et il ne permet pas
le dépistage des femmes déficitentes hétérozygotes qui ont la plupart du temps une activité GEPD normale
ou sub-normale. Cependant, il est vrai que ceci naurait un intérét clinique que si on démontrait de fagon
formelle que ces femmes ont une évolution cinique plus péjorative.

Mots clés : Drépanocytose, GGPD A(-), GAPD Betica, HRM
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[Effetzcombinés-des-Q TLs de-l'HbF -et-del’ alpha-thalassémie-sor-da sévérité-clinigue-de-la-
drépanocytoserdansunepopulation-pediatrigue-sénézalaise, T

Fatou- Gueye- Tallh2,- Cyril- Martin®,- Celine- Renou?,- Philippe- Connes 3 %,- Camille- Fees? - B hadji- Malic- Ndourl,- Aynine- CisseL,- Philom 2ne- Sail-
Lopezl- =t-Philipps- Jaly® — 1 Laboratoire- de- Siochimie- Pranmecsutique-FIMPC,- Universie- Chaith- Ante- Diap,- Dmkar, - Sansral - & sbaratoine-
nt=runreersitsire- de- Bialagie- de- k- Migbricte- (LB |- EAT424,- Equipe- "Biolagie- wasoulsine- t- du- glabule- rouge”, - Unhrersite- Cisude- Bernand- Lyan-
1,-DORILIE- Lyan,- Franoe. -3ty SR, - Paris, France. - S-instiut-Uninersiteine -de- Franoes, - Pars,-Franoe g
Introduction’: -La-drépanocvtose- ast-une-maladis-ganatiqua-caractérisée-par-uns-grands-variabilits-intes-
individusalls. Las polvmorphismesinductewrs-d”HbF {ou-quantitativatraitloci, QTLs), 1" alpha-thalass smis-at-
le-déficiten {56 FD-ont-été-décrits -comme-génes -modificatsurs-de-la-maladis. -Capandant, -peu-d’ études-ont-
atudia- leurs- effats- {isolas- ou- combinas)- sur-uns- population- padiatrique- non- traites-a-1"hvdroxsures, -
traitement-connu-pour-moduler]’ exprassion-d "HbF.|
1'
Methodologie:- 301 -enfants-drépanocytaires-sénsgalais-(igs-madian®: 9 -ans)-ont-été-racmtés-a- " hopital -
padiatriqua-deDakar L as principalas -dalationsalpha-thalas samiquas{-3. 7 Kb, MED,-53EA -20.5-Kb-at--4 2-
Eb)- et las- principaux- variants- daficitairas- da- la- GEFD- (A-,- MED- 2t- Batica)- ont- ét2- racherchas-
respectivemant- par- gap-PCR- multiplax- et- PCE-da- fusion-hauts-résolution-{ou-high- rasolution-melting -
HEM).- Trois-QTLs-de-1"HbF- ont- éta- atudias- seit-par- HEM. - soit-par-technique-da-transfart-d’ anergie-par-
rasonancadelafluorascence{flnorascencetasonance-snargy transfer, FRET) ™15 7482 144 -(dit-Xmnl)-sur-la-
promoteur- HEGZ -rs4671393-(BCLI 1 4)-2t- 1528384 513 (espace-inter-génique-HES 1 L-MTE) - Las -allélas-
mutés ontensuitz-stéadditionnés pourconstituer un score-de 46 ot las patisnts ont-tsclassésen-3 sroupas-
salonlenombrade QTLs™[0-1], [2-3]at{4 a6]. Cas facteurs sanatiquas ontetacorralés avee las principam -
paramétras biologiquas mesurésal stat-debase, sttrois marqueurs de-sévantaclinique- 1" ape-dala-pramiérs-
complication, lenombra-dscrises vaso-occlusivas -{CV0) -2t le-nombre-d hospitalisations-sur-les-2-annsas-
precadant- I'inclusion.- L affet-das-QTLs-da-I"HbF- a-ansuite- éte- atudis- en-fonction- du- genotvpe-alpha®:-
sauvage{population non portsusa-dala-dalation3. 7 Kb), n=235 oumuté{populationprésantant-la-dalation), -
n=66. De-mémes, 1" influencedu gnotvpealpha-a-sta-étudide aprés subdivisiondslacohortzen deux-selon la-
nombra-da-QTLs"-[0-4-2], n=138 -2t-[3-2-6], n=143 7
1'
Reésunltats™ - Le- nombre- da- JTL5- da-1"HbF- était-corrélé-naeativement- au-taux-da- globulss-blanes- ot-da-
protéine-C-r2active-4-1" stat-d=-base.-La-pramiére-complication-clinigus-apparaissait- ézalement-4-un-iga-
significativemeant- plus- tardif- dans- l=- groupe- avec- 4-8-6-QTLs-(p-<0.02).-L alpha-thalassamis, -a-1" atat-
hétérozveots-ouhomozveots, entrainaituns-diminution significativa-das-taux -da-bilimnbina-totala-at-diracta. -
Undsficithomozveote-ouhémizveotz-en G6PD 2taitassocid-dun taux-sienificativement -plus -bas-d"HbF-{p-
=0.019), indépandamment-du-nombra-d={)TLs HbFet-de1 digz.-Enravanchsa las-taux-d hémoglobins-{Hb)-
totala - da- lactata- déshwdropenasa- at- da- raticulocytes- n' staiant- pas- modifiss- sipnificativemnsnt- par- cas-
diffarents factsurs ganstiguas. L' studs-de 1 affetcombinsds-1 alpha-thalassémis-et-des-(TLs-da-1"HbF-sur-
les paramétras cliniques a montré-des résultats trés-intéressants e
(i)-1affet-protacteur-das-QTLs-de-1"HbF- sur- 1’ dgz-de-1a- 1 =-complication-clinique-n "apparait-gua-pour-la-
sous-populationportause-d uns-alpha-thalassamia®s-
(ii)uns=-alpha-thalassémis-homeosveote-estassociged-das CV O plus fréquentes uniquement-chez-las -enfants-
avecd-46-JTLs {taux movens-d "HbF etd 'Hbtotala respectivement-de-10.1%-2t-da-7.7-g/dL) ;4
(iii)-un affat protecteurdes QTLs de I"HbF sur-le-nombra-d "hospitalisations -st-sur-la-nombra-d=-CVO-(p=-
0,055 a-8té-mis-en-gvidence uniquemsnt-dans-la-sous-population non-portsuse-d une-alpha-thalas sémis 4+
1'
Conclusion® Un nombre-slaveda{)TLsde1 " HbFassocis 4-una-alpha-thalassamis-sembla-ratarder 1" age-da-
la- premigra-complication. - Pour-la- suita-da-1’ évelution clinique, -las-QTLs-da- 1" HbF-semblant-diminuar-la-
survenue-de- CV0-pour-lzs patisnts-sans-alpha-thalassémis-mais -ils-1"augmenteraisnt-en-revanche-=n-cas-
d’alpha-thalassémis- homozyeote- associéz.- Szlon- les- critéras- clinigues- retenus,-une-alpha-thalassémis-
hetarozveots-associss 4-da-nombreux- QTLs-de-1"HbF- apparait-done-a-priori-comme-la-genotvpe-la-plas-
favorabla. Paraillsurs, nousavons montré pourla premisra-fois un =ffetindépandant-du daficiten G6FD-sur-
lz-taux-d"HbF-qui-restz-d-confirmer-sur-uns-autre-coborte. |
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Annexe 9. Publications sur la drépanocytose

Diabetes Care

Increased Prevalence of Type 2
Diabetes—Related Complications
in Combined Type 2 Diabetes and
Sickle-Cell Trait

https:/doi org/10 2337 /de 18- 1259

OBJECTIVE

The prevalence of type 2 diabetes (T2D) is rapidly increasing in Sub-Saharan Africa,
where sickle-cell trait [5CT) is also frequent. Although 5CT Is generally considered a
benign condition, evidence suggests that 5CT could exaggerate wascular dysfunc-
tion in T2D. However, it remains unclear whether SCT could increase the risk of
the developrment of T2D complications. Therefore, this study was conducted to
determine whether T2D complications were more prevalent among Senegalese
individuals with 5CT and T2D than among those with T2D only.

RESEARCH DESIGN AND METHODS

Rates of hypertension, retinopathy, peripheral neuropathy, peripheral artery dis-
ease, and impaired renal function as well as arterial stiffness, blood rheology, and
concentrations of plasma advanced glycation end products [AGEs) and cyto-
kines were compared between groups of Senegalese individuals with combined
SCT and T20D [T2D-5CT) (n = 60), T2D [0 = 52), 5CT (0 =53], and neither T2D nor SCT
|control) (n = 56). Human aortic endothelial cell (HAEC) expression of inflammatory
and adhesion factors were measured after treatment with tumor necrosis factor-o
and subjects’ plasma. Effects of AGE inhibition or tiron on HAEC expression of
E-selectin was measured.

RESULTS

Retinopathy, hypertension, and reduced renal function were more prevalent, and
arterial stiffness, blood viscosity at high shear rates, and thixotropic Index were
higher in the SCT group compared with the other groups. Multivariable analysis
showed that plasma AGE concentration was significantly assoclated with arterial
stiffmess. E-selectin expression was elevated in HAECs treated with T2D-5CT plasma
compared with the other groups, but AGE inhibition reversed this.

COMNCLUSIONS
SCT could potentially augment the risk of the development of T2D-related
complications, including retinopathy, nephropathy, and hypertension.

Type 2 diabetes (T20) is an insidious disease characterized by progressive insulin
resistance, resulting in elevated levels of blood glucose (1). Hyperglycemia results
in increased levels of advanced glycation end products (AGEs), oxidative stress,
chronic low-grade inflammation, and platelet hyperactivity (2). These biological al-
terations lead to impaired endothelial function, increased vasoconstriction, abnormal
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blood rheology, and a prothrombotic
state, thereby augmenting the risk of
microvascular and macrovascular com-
plications {2). An estimated 425 milllon
people around the globe have T2D,
and current projections indicate that
this number will increase by 48% by
2045 (3). The prevalence of T2D is in-
creasing particularly rapidly in Africa,
where urbanization, lifestyle changes,
and an aging population contribute to
an expected 162% increase in the dis-
ease by 2045 (3).

Sickle-cell trait [S5CT), the heterozy-
gous form of sickle-cell anemia, is highly
frequent in Sub-5aharan African coun-
tries, with an estimated prevalence of
6-10% in Senegal (4). Sickle-cell anemia
s causad by the mutation of the sixth
amino acdd of the B-globin gene, and
results in the production of abnormal
hemoglobin, called hemoglobin 5 [HbS)
{5). Under deoxygenated conditions,
HbS polymerizes and rigidifies, leading
to severe acute and chronic complica-
tions (5). Unlike sickle-cell anemia, 5CT
Is generally considered to be benign (6]
However, accumulating evidence shows
that individuals with SCT have altered
blood rheclogy and increased coagula-
tion activity [6-8). Moreover, studies
show that SCT may increase the risk
of stroke, wvenous thromboembolism,
chronic kidney disease, and end-stage
renal disease [9).

The high and increasing rates of T2D
in Sub-Saharan Africa indicate that there
Is likely a large and growing population
of individuals with both SCT and T2D.
This could become problematic as a re-
cent study suggests that SCT could exag-
gerate vascular dysfunction and arterial
stiffness in T2D, and also could amplify
blood rheological alterations, oxidative
stress, AGE, and inflammation (10). How-
ever, it remains unclear whether SCT
could increase the risk of the develog-
ment of diabetes-related vascular com-
plications [11-14).

Therefore, the primary objective of
this study was to determine whether
T2D complications are more preva-
lent among individuals with combined
T2D and SCT (T20-5CT) than among
individuals with T2D alone. The sec-
ondary objective was to explore the
possible mechanisms Iimplicated in
the pathogenesis of vascular complica-
tions in individuals with both SCT and
T2D.

RESEARCH DESIGMN AND METHODS
Setting and Participants

This study was performed at the Cheikh
Anta Diop University in Dakar, Senegal. A
total of 221 subjects were recruited from
the Diabetic Centre at the Hospital Abass
Ndao, from the National Center of Blood
Transfusion, and from the general pop-
ulation in Dakar. Subjects were screened
for T2D and 5CT, and then assigned to
one of the following four groups: sub-
Jects with T2D-5CT (n = 60); subjects with
T2 |n = 52); subjects with SCT [n = 53);
and subjects with neither SCT nor T2D
(control group; n = 56). Caloculations
conducted prior to subject recruitment
demonstrated that a minimum total
sample size [all groups combined) of
57 participants would be required to
address the main objective of the study
[z = 0.05, power = 90%). T2D was defined
using the American Diabetes Association
Standards of Medical Core fn Diobetes
guidelines (15). Blological analyses were
conducted to confirm whether subjects
were carrlers of the HoS gene. Briefly,
blood was screened using Isoelectric
focusing. Results were then confirmed
using citrate agar electrophoresis, he-
moglobin fraction guantification using
high-performance liquid chromatography,
and a solubility test to confirm the pres-
ence of HbS. The high-performance lig-
uld chromatography results were also
used to confirm that subjects had no
ather hemoglobinopathies.

Individuals who smoked as well as
women who were pregnant or using
oral contraception were excluded from
the study. The majority of subjects in
the T2D {71.2%) and T2D-SCT (71.7%)
groups were treated with metformin,
sulfonylureas, insulin, or a combination
of these. The other T2D and T2D-5CT
subjects were not taking any other med-
ications to treat T2D. All participants
were Senegalese. The study protocol
was conducted In accordance with the
Dedaration of Helsinki and was approved
by the Ethics Committee of Cheikh Anta
Diop University [reference: 022173016/
CER/UCAD). All subjects gawve informed,
written consent.

Clintcal Examination

Blood Sampling

Subjects arrived at the Laboratory of
Medical Physiology [Cheikh Anta Diop
University) at 8:00 as, after an overnight
fast. All of the subjects were instructed to
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refrain from physical activity for 24 h
before the wisit. Blood was drawn into
heparin tubes for lipid measurement,
flugride tubes for glucose measurement,
and EDTA tubes for analyses of hemo-
Eglobin Ay, (HBA,, ), blood rheology, AGEs,
and cytokines. The blood samples used
to measure AGEs and the cytokines
were immediately centrifuged, and the
plasrma was then stored at —80°C until
analyses were conducted.

Blood Pressure and Pulse Wawve Velocity
Systolic blood pressure (5BF) and dia-
stolic blood pressure (DBEP) were mea-
sured im the left arm using a manual
sphygmomanometer [Omron M3; Intel-
lisense, Kyoto, lapan), while the subject
remained in a seated position. The mea-
surements were taken three times after
a 30-min period of rest. Mean arterial
pressure [ MAP) was caloulated as DBP +
[s8P — DBP)/3. The carotid-fermoral
pulse wave velodty (PWV) was measured
using an automated system (Pulse Pen;
DiaTecne, Milan, Italy). The carotid and
fernoral waweforms were measured simul-
taneously using two pressure-sensitive
transducers. The transit time of the pulse
wave was calculated by the system
software. The distance between the ca-
rotid amd femoral measurement sites
was measured over the body surface
using a tape measure. The PWVs wera
calculated as the distance between the
twio measurement sites divided by the
transit time (in meters per second). In
order to cower the entire respiratory
cycle, at least 12 readings were per-
formed successively on each subject. The
mean of three consecutive measures
was calculated and used as the PWW
value. The same trained individual per-
formed all PWY measurements.
TeD-Assocated Complications

All subjects were screened for hyper-
tension, retinopathy, peripheral newro-
pathy, peripheral artery disease, and
impaired renal function. Hypertension
was defined as SBP =130 mmHg or
DEP =80 mmHg, or the wuse of antihyper-
tensive drugs [16). Indirect ophthalmos-
copy with a noncontact slip lens lamp
was used to assess the presence of reti-
nopathy. The subjects were screened
for diabetic peripheral neuropathy using
the Semmes-Weinstein Monofilament Ex-
amination on three test sites (the great
toe, the third metatarsal, and the fifth
metatarsal) [17). Ankle brachial pressure
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was calculated using a Doppler probe to
confirm the presence or absence of pe-
ripheral artery disease (ankle brachial
systolic pressures index <0.90).
Urinary albumin concentration (UAC)
was measured using early morning spot
urime [HemoCue Albumin 200 System).
Serum creatinine level was measured
using the standard laffe method. The
estimated glomerular filtration rate
{eGFR) was calculated using the Chronic
Kidney Disease Epidemiological Equa-
tion, and the appropriate corrections
for race and sex were applied (18). Sub-
jects with an eGFR <60 mLfmin/1.73 m®
were classified as having reduced renal
function (moderately or severely de-
creased sGFR) [18).
Laboratory Analyses
Bischemical Parametars
Fasting glucose was measured using an
enzymatic glucosidase-peroxidase method
{Urit Medical Electronic Co., Guilin, Peo-
ple's Republic of China). Hb, . was mea-
sured using capillary electrophoresis on
a Capillary 3 Tera device (Sebia, Lisses,
Franoe). Plasma lipids [trighycerides, to-
tal cholesterol, HOL cholesteral, and LOL
cholesterol} were evaluated using stan-
dard enzymatic methods.
Hematocrit was measured after blood
microcentrifugation. PMlasma viscosity was
measured at 37°C using a cone-plate
viscometer at a shear rate of 375 577
Oxygenated whole blood at native he-
matocrit was used to measure whale-
blood viscosity at varying shear rates
{562, 1125 225 45, 90, 225 and
375 577, at 37°C, using a cone-plate
viscometer (Pro DV-Il+, with CPE40 spin-
dle; Brookfield, Middleboro, MA). Fur-
thermore, a “loop protocol™ was used to
characterize the blood thixotropic index,
a measure that reflects the impact of
altered red blood cell aggregation, and
deformability [to a lesser extent], on
blood wiscosity {19). For this method, a
cone-plate viscometer is used to mea-
sure blood viscosity because the shear
rate is increased every 30 from an ini-
tial shear rate of 22.5 57 to a maxinum
shear rate of 225 5™ [curve 1). The shear
rate is then decreased every 30 progres-
sively back to the original shear rate
{curve 2). The difference between the
blood viscosities at each shear rates on
curve 1 and curve 2 were calculated for
each subject, and then plotted versus

shiear rate. The area under the curve for
this graph was calculated for each sub-
Jject and corresponded to the thikotropic
index (19 20).

AGEs and Cytokines

ELISA kits were used to measure plasma
concentrations of AGEs (Cell Biolabs,
Inc., San Dlego, CA) and interleukin
(IL)-1B {Gemetex, Irvine, CA). The ELISA
assays were carried out according to the
manufacturer instructions. The Bio-Plex
Pro Human Cytokine B-Plex Immunoas-
say Kit (Blo-Rad) was used to measure
concentrations of IL-2, IL-4, IL-6, IL-B,
IL-10, granubocyte-macrophage colomy-
stimulating factor, interferon-y, and
tumor necrosis factor-o (TNF-a) in sub-
Jects’ plasma. The assays were performed
following the instructions with the kit,
and cytokine concentrations were mea-
sured using the MAGPIX xPOMENT 4.2
Systern [Luminex Corporation, Austin,
TH).

Human Aortic Endothelial Cefls Culture
and Trestment

A subset of 25 plasma samples [control
n=T.T2Dn=7,5CTn=5 T2D-5CT n=6)
was randomly selected from the whaole
cohort for use in cell culture experiments.
Human aortic endothelial cells (HAECs)
from PromoCell were grown in Endo-
thelial Cell Medium MVZ [PromoCell)
and treated with TNF-z (0.3 ngfmL),
either alone or together with plasma
(5%), for 4 h

Flow Cytometry: E-Selectin and Vascular
Cell Adhesion Molecule-1

HAECs were detached using accutase
(Thermao Fisher Scientific), labeled with
FITC-conjugated antibodies against
CD106 (vascular cell adhesion maole-
cule-1 [WiCAM-1], cone 5TA; Thermo
Fisher Scientific) and phycoerythrin-
conjugated antibody against CDE&ZE
(E-selactin, clone P2H3; eBloscience), and
then analyzed using an Accuri €& Flow
Cytometer (Becton Dickinson).

Flow Cytometry: The Effect of an
Antioxidant (Tiron) or AGE Inkhibition

on HAEC E-Sefectin Expression

The effects of reactive oxygen species
and AGEs on HAEC E-selectin expression
were tested in control subjects (n = 5)
and individuals with T2D-5CT (0 = 6)
using tiron [abl46234; Abcam), a cell-
permeable superoxide scavenger and
antboxidant, or aminoguaniding hydro-
chioride (ab120133: Abcam), an AGE inhib-
ftor. HAECS from PromoCell were grown in
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Endothelial Cell Medium MV2 (Promo-
Cell) and treated for 4 h with TMF-a
(0.3 ng/mL) together with plasma (5%)
from control subjects or subjects with
T2D-5CT, with plasma (5%) from control
subjects or subjects with T2D-5CT and
tiron (5 mmol/L), or with plasma (5%)
from control subjects or subjects T20-
S€T and aminoguanidine hydrochloride
(5 mmol/L).

HAECs were detached using accutasa
[Therma Fisher Scientific), labeled with
a phycoerythrin-conjugated antibody
against CDG2E (E-selectin, clone P2H3;
eBioscience), and then analyzed using
an Accuri C6 Flow Cytometer [Becton
Dickinsan).

Real-Time Crantitative PCR Zonula
Ocdudens-1 and Nuclear Factor-x 8
Analysis of HAECs was performed using
established protocols. Total RMA was
isolated from cells using Tri-Reagent
[sigma-Aldrich, 5t. Louis, MO). Real-
time guantitative PCR was performed
using diluted cONAs and LightCycler
480 5YBR Green | Master Mix [Roche).
Triplicate assays were performed for
both genes [nuclear factor-kB [MF-xB]
and zonula ccdudens-1 [20-1]). Gene
expression was normalized with TATA-
binding protein.

Western Blotting
HAEC lysate preparation and Western
blotting were performed as previously
described (21). Sermiquantitative assess-
ment of band density was performed
using Imagel software. Band density for
the protein of interest was normalized
to Bractin. Antibodies against phospho-
and total p38 mitogen-activated pro-
tein kinase [MAPK) were purchased
through Cell Signaling Technology (Dan-
vers, MA). B-Actin antibody was pur-
chased from Sigma-Aldrich.

Statistical Analysis

Results are expressed as the mean = 50.
One-way ANOVA tests were performed
with Tukey post hoc tests [to answer the
primary objective) and with the Holm-
Bonferroni correction ([to answer the
secondary objective, which Is more ex-
ploratory) to compare differences among
groups for mean age; S8P; DBP; MAP,
PWV; anthropometric, blochemical, and
biological parameters; microalbumin
serum creatinine; and eGFR. Differences
between groups for PWV were also de-
termined by ANCOVA, using MAP as a
covarlate. y” tests were used to compare
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the sex distribution, and the frequency
of hypertension, retinopathy, peripheral
neuropathy, peripheral artery diseass,
and Impaired renal function between
groups. A multivariate linear regression
model was used to predict the indepen-
dent associations between PWWY and
several parameters of interest_ Statistical
significance was defined as P << 0.05.
Analyses were conducted using 5SP55
Statistics software (version 24; IBM, Chi-
cago, IL).

RESULTS

Anthropometrics, Blood Pressures,
and Bischemical Parameters

There were no significant differences

in sex distribution or age among the
four groups (Table 1). The duration of

diabetes did not differ between the T2D
(6.7 = 5.7 years) and T2D-5CT (5.9 = 4.6
years) groups. Furthermore, there was
no significant difference between the
proportion of subjects receiving metfior-
min (T2D growp 63.4%; T2D-5CT group
50.0%), sulfomdurea (T2D group 21.2%;
T2D-5CT group 16.7%), or insulin (T2D
group 5.7%; T20-5CT group 10.0%) treat-
ment between the TID and TID-5CT
Broups.

BMI, S8P, MAF, HbA,., and fasting
glucose levels were higher in subjects
with T2D compared with those with-
out T2D (Table 1). DBP was significantly
higher in the T2D group compared with
the SCT group, and was significantly
higher in the T2D-5CT group compared
with the control and 5CT groups. LDL

Table 1—Participant characteristics and biochemical parameters
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cholesteral was elevated in the two
groups with T2D compared with the
controd group. Total cholesterol level
was higher In the T2D group compared
with the contral and 5CT groups, and was
elevated in the T20-5CT group compared
with the control group (Takble 1). Trighyc-
eride levels were higher in the T20-5CT
group compared with the three other
groups (Table 1). HOL cholesteral was
loweer In the two groups with T2D com-
pared with the control group (Table 1).

T2D-Associated Complications

Retinopathy, hypertension, and reduced
renal function were significantly more
frequent in the T20-5CT group compared
with the three other groups (Table 2). The
prevalence of neuropathy was elevated

Control T20 T T20-5CT
i [malejfemale) TIETY ig/a7 13/40 1348

Age (years) 500 + &5 831+ 84 483+87 508+ 48
Years since diagnasiz 6.7 =587 TS
Weight (kg] 06 + 114 745+ 117 678 + 108 M3+ 133t
Bl (kg FEL T 261 = 484 2333 271 = aget
DBR {mmig) T+ 10 75 = 13t 71+ 10 B2 = Q1%
L8P (mmbig) 118 + 11 138 + 23°t 120 + 13 131 = 21t
Aean arterial BF {mmbdg) a7+ ae 283+ 1%t a74 =+ 143 SHE = 1234
HOL cholesterol (mmel/L) 08+ 02 06 + 02 07+ 03 06 + 0a*
0L chalesteral {mmalfL) 01 0% 15 = oa 12 =08 18 = 05
T-chal {mmal/L] 16 + 0% 27+ &t 18+ 08 21+ 0E
16 [mmoljiL) 08 04 10+ 0 0804 13 = nsers
BPG [mg/dL) 894+ 33 1624 = T8 3% H70 + 148 18ET =BG
Hby, [%) 52+ 0 7.0+ 18%t 51+ 08 16 = 24%
iy, [mmelfme) 18+ a0 534 = 08T 228 + a0 S86 = 1631
UAE {mgfL) 133 + 123 802 + 663 91 + 51 3% 781 + 100.3*
Serum creatinine {mgfdL) o7 * a2 11+ 04 088+ 03 16 = 10412
eGFR {miLjmin/1.72 m?) 1168 + 115.0 217 + 266 276 = 281% 6.7 = 14612
Hematacrit [%] ans + 25 a06 + 20 403+ 24 811+ 213
Flasma wiscosity (c] i% = a3 16 = 043 14 + 0.4 16 = 036
Blood viscosity [cF) at 562 5! 98+ 13 112+ 13* 104 + 13 116 + 16t
Blood viscosity [cF) at 1128 5 88+ 12 a8 = 11%t a2 =11 a8 = 13%
Blood viscosity [cF) at 226 5~ 78 +11 24 + Dot LR 85+ 110
Blood viscosity [cF) at 45 5~ 67 + 10 73+ na 65 =+ 08 75 = 10
fload viscosity [cF) at 50 5~ 5d + A7 B3 = GT B0 = 04 67 = 1ot
Blood viscosity [cF) at 226 &~ 47+ 08 55+ p& 3+ a0 = 1018
fload viscosity [cF) at 375 5~ 4108 48 * o5 46 = o7 51 = 0oty
Thixatropic index 1,748 + 416 1,744 + 433 1,680 + 458 1038 + 38112
AGEs [pgimL) 14+ 04 16+ 0% 15 =04 18 = 07t
ILA[ [agfml) an =17 898 %1% an+ 14 93 + 13
IL+6 [pgfmL) OOOCES + 00002 000031 = 00002 000032 + [LOEE 00023 + O
I8 [pgfmL) Q0030 + (o0 00036 + 0L002 00032 + CLo0L 00034 + CLO0L
THE-=e Q0048 + QU0 00085 + [LO0T 00049 + [LO02 00049 + [LO0E

Data are the mean * S0. cF, centipoise; FFG, fasting plasma glumse; T=chol, total chobesterol; TG, trighyceride. *Diffenent from control. §Diffenent
from T20. thifferent from SCT, according to the P value established by the Holm-Banferroni correction.
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Table 2—Prevalence of hypertension, retinopathy, neuropathy, peripheral artery
disease, and reduced renal function in the control, TZD, 3CT, and T2D-3CT groups
Tanget organ complication  Control TD SCT T20-5CT P value
N 56 53 B0

Hypertersion 14 [Z5%) 27 (51.9%) 18 (34.0%) 41 [58.3%) <0. 000
Retira pathry 00k} 14 j28%) 3057 31(51.7w) =0.001
Neurapathy o [ir] Til7.5%) 0 j0%) & [17.4%) 0.000
i v [irs) 1(2.5%) 0 [0%) 2 [4.3%) 0.355
Reduced renal function O] 10j15.M) 3 (57%) 3 [3M.3%) -=0.001

FAD, peripheral artery disease. Reduced renad function is classified as eGFR < B0mLfming1. 72 m.

inthe two T2D groups cormpared with the
control and 5CT groups (Table 2). Finally,
the prevalence of peripheral artery dis-
ease did not vary significantly among the
four groups (Table 2). The average values
for UAL, samum creatinine comoentration,
and eGFR for each group are displayed
in Table 1. UAC was higher in the T2D
and T20-5CT groups compared with the
control group. Serum creatinine concen-
tration was significantly higher in the
T2D-5CT group cormpared with the other
threa groups. The eGFR was higher in the
control group cormpared with the other
three groups, and was lower in the
T2D-5CT group cormpared with the other
threa groups. Three subjects in the SCT
group presented with retinal hemor-
rhages, which occur in the early stages
of diabetic and nondiabetic retinopathy.

P

PWY was higher in the T2D group com-
pared with the control group only. Ad-
ditionally, PWWV was significantly higher
in the T20-5CT group compared with
the other three groups, even when MAP
wias fixed as a covariate (Fig 1).

-

PV (')
=
|

& ¢

Figure 1—FWY values of patients with T20
wiith SCT [T20-5CT) or withaut SCT [T20D) and
of individualk without T20 with SCT or with.
out SCT {Control). The two extremities of the
harizontal bars indimte the difference be-
tween two given groups (P - 0005; **P =
001; * == P2 0001} Results are presented 2
the mean = 50

& ﬂf

Multivariate Analysis

Five varizbles were induded in the model
to predict PWV: plasma AGE concentra-
tiom, blood viscosity at 225 s, age, tri-
glyceride level, and HbA,.. The other
variables, which were significantly differ-
ent between groups by univariate anal-
yses were not included into the model
because of the high risk of colinearity
effect (variance inflation factor = 3) with
one of the five wariables included. The
overall model was statistically skgnifi-
cant [R* = 0.08: df = 5; P < 0.05). AGE
concentration was significantly associ-
ated with PWW (B = 016, P = 0.04),
and blood viscosity was marginally as-
sociated with PWV (B = 0.15; P = 0.08).

Hemorheologlcal Parameters

No significant differences in hematocrit
or plasma wisoosity were observed be-
tween groups (Table 1) Whole-blood
viscosity wias higher in the two T2D groups
compared with the control and 5CT groups
at low shear rates ranging from 5.62 to
45 5 with the following exceptions: at
22557 blood viscosity was higher in the
T2DHSCT group compared with the con-
trol group only, and at 562 and 45 571
blood viscosity was higher in the TiD
group compared with the control group
only (Table 1). At higher shear rates
[#0-375 ™7, blood viscosity in the T2D
group was elevated only in comparison
with the control group, whereas blood
viscosity was higher in the T2D-5CT group
compared with the other three groups
(Table 1). Furthermare, blood viscosity
was higher in the 5CT group compared
with the control group at the two highest
shear rates (225-3755 ') (Table 1). The
thixotropic index was significantly greater
in the T20-5CT group compared with the
other three groups (Table 1).

Plasma AGEs and Cytolines
Plasma concentrations of AGEs were
significantly increased in the T20-5CT
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group compared with the control and
SCT groups, and there was a trend for
elevated AGE levels in the T2D-5CT group
compared with the T20 group after
application of the Holm-Bonferroni cor-
rection (P = 0.03) (Table 1). Mlasma con-
centrations of IL-1B did not vary among
groups (Table 1). Mo statistical differ-
ences in plasma concentrations of IL-6,
IL-8, and THF-i were found among groups
[Table 1). The plasma concentrations of
IL-2, IL4, IL-10, granulocyte-macrophage
colomy-stimulating factor, and interferon-
+ were very low, and below the limits
of detection of the kits used.

FACS: E-Selectin and VCAM-1
After incubation with plasma, HAEC ex-
presskon of E-selectin was significantly
higher in the T20-5CT group compared
with the other three groups. Mo differ-
ences in the expression of VCAM-1 were
observed among the groups (Fig. 24).
Incubation of HAECs with plasma
and aminoguanidine hydrochloride sig-
nificantly reduced the HAEC expression
of E-selectin in the T2D-5CT group only,
whereas incubation of HAECs with
plasma and tiron resulted in reduced
HAEC expression of E-selectin in both
the control and T2D-5CT groups (Fig. 2B).

mRMA Expression

Real-time guantitative PCR revealed no
significant difference in the expression
of Z0-1 mARNA. NF-«B mRENA expres-
sion was significantly higher in the T2D
group compared with the control group
[Fig- 2C).

‘Western Blot

There were no significant differences in
expression of phospho- and total p3g8
MAPE in HAECs among groups (Fig. 20).

CONCLUSIONS

The primary finding of the current study
was that retinopathy, hypertension, and
reduced renal function were more prev-
alent in subjects with 5CT and T2D than
In those with T2D alone. Our study also
found increased arterial stiffmess, blood
viscosity, thixotropic index, and plasma
AGE concentrations in the T2D-5CT group
compared with the other three groups.
Owr results corroborate the findings of a
previous study by Dizw et al. [10), which
observed amplified vascular dysfunction
In individuals with T2D and SCT com-
pared with subjects with T2D, subjects
with 5CT, and control subjects. However,
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few previous studies have evaluated
whether SCT could Increase the risk of
the development of T20-related com-
plications, and the results of these stud-
ies hawe been contradictory. Indeed,
several studies [11,13,14,22) have re-
ported that 5CT does not aggravate
microvascular or macrovascular compli-
cations, whereas several other studies
10,12,23) indicate that SCT could po-
tentially increase the risk of vascular
complications in male patients or in all
patients with T2D. These conflicting re-
sults could be attributed to the fact
that the ethnic and racial backgrounds
of the study populations wvaried widely
between studies. Furthermaore, most of
the previous studies had small overall
sample sizes, andfor a small number of
subbjects with TZD-5CT. In the current
study, however, all groups were matched
for age, ethnicity, and sex.

Interestingly, our results showed no
significant differences in urne albumin
concentration among the T2D, 5CT, and
T2D-5CT groups, although eGFR was sig-
nificantly lower in the T2D-5CT group
compared with the other three groups.
However, several studies have shown
that renal disease In individuals with
T2D ks heterogeneous, and that renal
insufficiency can ocour in the absence
of albuminuria in indiiduals with T2D
24).

A large body of evidence suggests that
arterial stiffness plays an important role
im the pathogenesis of T2D and its com-
plications (25). Indeed, previous stud-
les [25,28) hawe shown that Increased
arterial stiffness is assoclated with the
development and progression of hyper-
tension, nephropathy, and retinopathy
im individuals with diabetes. Our find-
imgs are in accordance with these stud-
les as arterial stiffness was highest in
the T20-5CT group, which also had the
highest rates of these complications.
PwWV, which is considered one of the
most reliable measures of arteral stiff-
ness, Is strongly associated with blood
pressure (27). However, in our study,
PWV remained elevated in the T2aD-
SCT group even when MAF was fixed
as @ covanrate, indicating that differences
in arterial pressure are probably not
complately responsible for differences in
MWV among the groups. In T2D, accel-
erated arterial stiffening is partially at-
tributed to the formation of AGES in the
arterial wall, which leads to cross-linking

of collagen molecules, resulting in de-
creased collagen elasticity [26). In owr
study, plasma AGE concentrations were
elevated in the T2D-5CT group. Addition-
ally, the results of cur multivariate analysis
suggest that the plasma concentrations
of AGEs could be the most impor-
tant factor contributing to the ele-
vated arterial stiffness in the T2D-SCT
group. These results suggest that SCT
could potentially exaggerate the nonen-
zymatic ghycation cross-linking of colla-
gen, thereby comtributing to Increased
arterial rigidity in these individuals.

Hyperglycemia is one of the primary
factors comtributing to AGE formation
[28). Howewer, in the current study we
found no significant differences in Hbiy
or fasting glucose levels between the
T20-5CT and the T2D grouwps, although
concentrations of AGEs were significantly
higher in the T2D-5CT group. In addition
to glucose concentration, AGE concen-
trations can also be enhanced by oxida-
tive stress (29). Therefore, the elevated
AGE concentrations found in the T2D-
SCT group could be attibuted to the ele-
vated levels of owidative stress that have
been previously observed in individuals
with T2D-5CT {10).

Evidence supgests that AGE aoou-
mulation promotes the progression of
diabetic complications, including ne-
phropathy, retinopathy, and macroangi-
opathy, both through the formation of
cross-links in the basement membrane
of the extracellular matrix, and through
interaction with the receptor for AGEs
(RAGE) (30). AGE-RAGE Interaction acti-
vates nuclear transcription factors, such
as NF-xB, which can upregulate the tran-
scription of inflammatory proteins, such
as VCAM-1 and E-selectin (30). E-selectin
is expressed by endothelial cells dwr-
ing inflammation and plays an essential
role in mediating leukocyte adhesion
to the endothelium (31). Furthermore,
increased E-selectin  expression  may
contribute to the pathogenesis of vascu-
lar disease in T2D (32). We found that
E-selectin expression was upregulated
in HAECs treated with plasma from in-
dividuals with T2D-5CT compared with
HAECs treated with plasma from the
other three groups. Furthermore, when
the HAECs were treated with plasma
from the individuals with T2D-5CT and
an inhibitor of AGE formation, the expres-
sion of E-selectin significantly decreased;
however, there was no significant effect
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of AGE inhibition on HAEC E-selectin ex-
pression in the control group. These re-
sults confirrn that AGEs likely contribute
to the upregulation of E-selectin expres-
sion in the T20-5CT group.

Our results showed that MF-xB mRNA
expression was not elevated in the T2D-
SCT group, and that there were no dif-
ferences in VCAM-1 expression among
groups. These findings suggest that a
pathway other than AGE-RAGE activa-
tion of MF-wB could cause the elevated
expression of E-selectin found in the
T2D-5CT group. The p38 MAPK signaling
pathway Kk amother medhanism that
modulates the expression of E-selectin
[33,34). However, our findings showed
no differences in p38 MAPK expression
among the growps, suggesting that a dif-
ferent mechanism ks most likely respon-
sible for the increased E-selectin protein
expression observed in the T2D-5CT group.

Elevated concentrations of proinflam-
matory cytokines can contribute to the
development of wvascular dysfunction
and rnicrovascular and macrovascular
complications in T2D [35). However, in
this study, no differences in plasma con-
centrations of IL-1[, IL-6, IL-8, or TNF-a
were found among groups, indicating
that differences in these proinflamma-
tory cytokines likely do not explain the
increased arterial stiffness or the in-
creased rates of vascular complications
observed in the T20-5CT group.

Elevated whole-blood viscosity has
been shown to play an important role
in the pathogenesis of hypertension
(38), diabetic retinopathy (37), and
chronic kidney disease (38). In our study,
whole-blood wviscosity was significanthy
increased at high shear rates (90-375 s)
in the T2D-5CT group compared with the
other three groups. Whole-blood viscos-
ity 5 dependent on plasma wiscosity,
hematocrit, and red blood cell rheolog-
ical properties, induding red blood cell
aggregation and deformability (39). How-
ever, hematocrit and plasma viscosity did
not vary among groups. Therefore, the
increased blood viscosity observed in the
T2D-5CT group s lkely due to alterations
in red blood cell rheclogical properties
(39). The impact of red blood cell rhe-
ological properties on blood viscosity s
highly dependent on shear rate (39). At
lowi-to-moderate shear rates, red blood
cell aggregation is the main determinant
of bleod viscosity, whereas red blood cell
deformability plays a more important
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role at high shear rates. Decreased red
blood cell deformability contributes to
increased blood viscosity in both T2D
and SCT [B). Indeed, SCT red blood
cells contain HES and have been shown
to have increased lactate transporter

activity, which could increase lactate and
hydrogen lon accumulation in the red
blood cells, thereby decreasing red
blood cell deformability (8). Further-
maore, in T20, hyperglycemia leads to
increased nonenzymatic glycation of

Shinmer and Associabes

hermnoglobin and membrane proteins in
red blood cells, and these alterations are
assoclated with decreased membrane
fluidity {39]). Evidently, the combination
of these factors could potentially amplify
decreased red blood cell deformability,
and thus increase whaole-blood viscosity,
In individuals with T2D-5CT. Additionally,
the elevated plasma AGE concentrations
observed in the TZ0-5CT group suggest
that nonenzymatic glhycation of red blood
cell membrane proteins could be in-
creased in these individuals, thereby
contributing to the increased red blood
cell rigidity (40).

We also observed a higher thixotropic
Index in the T2D-5CT group compared
with the other three groups. Blood ks
considered a thixotropic fluid because its
viscosity depends not only on shear rate,
but also on the previous history of motion
of the fluid {19). Indeed, at low shear
rates, red blood cells form large, revers-
Ile aggregates, thereby increasing blood
viscosity [19,38). However, as the shear
rate rises, viscosity gradually decreases
as the aggregates separate into smaller
aggregates, and eventually into individ-
ual red blood cells (19). i the shear rate is
then reduced, red blood cell aggregates
will gradually refarm, and blood viscosity
will increase again (19). Therefore, the
Increased thixotropic index observed in
the T20D-5CT group may reflect the am-
plified red blood cell alterations present
In the T2D-5CT group. Furtherrmore, the
high thizotropic index in the T20-5CT
group could potentially increase vascu-
lar disease risk in these individuals be-
cause an increased thixotrophc index has
been linked to the occurrence of micro-
vascular and macrovascular disorders in
sickle-cell anemia and coronary artery
disease (20, 41).

In conclusion, our study found that
hypertension, retinopathy, and decreased
renal function were more prevalent in
Individuals with both 5CT and T2D than in
those with T2ZD only. Furthermore, our
results suggest that SCT could exacerh-
ate multiple factors that increase the risk
of development of T20-related vascular
complications, including arterial stiff-
ness, blood hyperviscosity, AGE ac-
cumulation, and increased E-selectin
expression. Overall, our results indicate
that individuals with T20-5CT should be
rmonitored more frequently for diabetic
retinopathy, diabetic nephropathy, and
hypertension. Additionally, 5CT is not
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only prevalent in Sub-5aharan Africa, but
also in the Middle East, India, and pop-
ulations of African ancestry in Europe and
the Americas; the prevalence of T2D is
projected to increase In all of these
populations (3,4). Therefore, additional
studies are needed to confirm whether
or not 5CT increases the risk of develog-
ment of T2D-related vascular complica-
tions across all populations [4).
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Profil &pidémiologique et clinique des enfants et adolescents atteints de syndromes
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Résumé

Introduction : La drépanocytose est caractérisée par un risque de complications aigués, a I'origine de
consultations d'urgences. Notre abjectif 2tait de déterminer leur fréquence les caractériser et &tu-
dier leur évolution. Patients et Méthodes : il s'agit d’une étude rétrospective, de janvier a décembre
2015, au Centre Hospitalier Mational d'Enfants Albert Royer [CHNEAR). Nous avons inclus les patients
porteurs de syndromes drépanocytaires majeurs, régulidrement suivis et recus pour situations
d‘urgences entre 8h et 14h. Ceux regus en consultation générale du matin, et a la garde n'étaient
pas inclus. Les données sociodémographiques, diniques, para cliniques et évolutives ont &2 analy-
sées. Résultats - Au total, 1715 consultations étaient enregistrées, dont 295 urgences, soit une fré-
quence de 17,2%, avec 96,3% d'homozygotes 55. Le sex-ratio £tait de 1 et I'3ge médian de 98 mois
avec des extrémes de 15 et 238 mois (19,8 ans). La crise vaso-occlusive (CV0) était observée chez
50,8% des patients. La prise en charge était essentiellement ambulatoire [51,5%) avec évolution
favorable (97%). Conclusion : Les urgences drépanocytaires au CHNEAR sont dominées par les CVO.
Leur prise en charge optimale nécessite un cadre adapté avec des protocoles codifiés.

Mots clés: urgences ; drépanocytose ; enfants; adolescents; Dakar.

Summary

Introduction: Sickle-cell anemia is characterized by a risk of acute complications, with emergency
consultations. Our aim was to determine their frequency and characterize their evolution. Patients
and Methods: It was a retrospective study from January to December 2015 at the Albert Royer Na-
tional Children's Hospital (CHMEAR). We inclued patients with major sickle cell syndromes, monitored
and received for emergencies, in consultation sickle cell disease, between 8 am and 2 pm. Those
received at general consultation in the moming and at the custody are not included. Socicdemo-
graphic, clinical, para-dlinical and outcome datas were collected and analyzed with Excel. Results: A
total of 1715 consultations were recorded, with 295 emergencies, and frequency of 17.2%, with
96.3% 55 homozygotes. Sexual imtercourse was 1.01 and the median age was 98 months with ex-
tremes of 15 and 238 months (19.8 years). The vasc-occlusive crisis (CV0) was observed in 50.8% of
patients. Management was essentially ambulatory (51.5%) with a favorable outcome (97%). Conclu-
sion: Sickle cell emergencies at CHNEAR are dominated by CVO. Their charge price corresponds to a
framework adapted to the codified protocols.

Keywords: emergencies, sickle cell anemia, children Dakar.
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INTRODUCTION

Selon I'Organisation Mondiale de la Santé
{OMS) plus de 330000 enfants naissent
chague année avec une hémoglobinopathie,
dont 83% des cas de drépanocytose [1].

En Afrique, la prévalence de cette maladie
dans sa forme homozygote est estimée a au
moins 2 % dans certains pays [2]. Elle est ca-
ractérisée par un risque de complications ai-
gués, a l'origine de consultations d'urgences
qui nécessitent une prise en charge précoce et
adaptée. En perspective de ouverture d'une
unité dédiée 3 la prise en charge des enfants
et adolescents drépanocytaires & Dakar, une
évaluation de la situation des urgences &tait
nécessaire au sein de la consultation drépano-
cytose du Centre Hospitalier Mational
d’Enfants Albert Royer (CHMEAR). Notre ob-
jectif était de déterminer la fréguence des
situations d’'urgences drépanocytaires pédia-
trigues au sein de cette specialisée drépanocy-
tose, de les caractériser, et d'étudier leur évo-
lution.

PATIENTS ET METHODES

Mous avons mené une étude rétrospective, du
02 janvier au 31 décembre 2015, au Centre
Hospitalier National d'Enfants Albert Royer
{CHNEAR). Mous avons inclus tous les patients
porteurs de syndromes drépanocytaires ma-
jeurs, régulidrement suivis £t regus pour situa-
tions d'urgences, au sein de la consultation
drépanocytose, entre &h et 14h.

L'urgence &tait définie par toute consultation
maotivée par |a survenue d'un evénement aigu,
en dehors des rendez-vous de suivi ou la dé-
couverte d'un événement aigu lors d'un ren-
dez-vous de suivi. Un patient était réguligre-
ment suivi, lorsqu'il 2tait vu au rendez-vous au
moins deux fois dans la méme année.

Mous nfavons pas inclus les patients regus &
consultation générale du matin, ni ceux vus a
la garde (aprés-midi, nuit, week-end et jours
férigs).

Les données étaient recusillies a partir des

dossiers médicaux, 3 I'aide d'une fiche de col-
lecte de données. Mous avons analysé les
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paramétres sociodémographigues, cliniques,
para cliniques et avolutifs.

RESULTATS

Pendant la période d'étude, 1715 consulta-
tions des enfants présentamt un syndrome
drépanocytaire majeur ont £té enregistrées,
295 d'entre elles ont &té réalisées par 187
patients et Fétaient du fait d'ume urgence.
Cependant, 266 consultations, réalisées par
153 patients ant £té analysées dans 2 travail.

Le sex-ratio étzit de 1. L'dge médian au mo-
ment de I'épisode d'urgence était de 98 mois
avec des extrémes de 15 mois et 20 ans et
une prédominance de 1a tranche de 5— 10 ans
(Tableau l).

Tableau | - Réparition du nombre d'épisodes
d’urgences selon I'dge (en années)

Age CVO Infections Anémie STA AVC
[o-s] 42 32 14 20
[-10] 55 33 n 1 2
[1015] 28 20 v 0 o
Tu 10 8 2 0 0
plus

Le génotype homozygote 55 etait observé
chez 157 patients (96,3%). Le taux moyen
d’hémoglobine de base était de de 7,9 +1,01
gfdl, celui de Fhémoglobine F était en
moyenne de 20,149, 7%. Le taux de couverture
des vaccins recommandés était de 78 2% pour
le vacdin anti-pneumococcique, 80,8% pour le
vaccin anti-méningococcique et 74,8% pour le
vaccin  anti-typhigue.  L'antibioprophylaxie
orale a la pénicilline V était observée chez
79/163 patients (48, 5%). Dans notre étude, le
principal motif de consultations &tait la dou-
leur observée lors de 191 consultations
(718%). La fréquence de la splénomégalie
etait de 8,3%. Le taux moven d’hémaoglobine
était de 7,5 + 16 g/dl. La positivité de la C-
Reactive Protéine [CRP) &tait de 25,6% et celle
de la goutte épaisse 1,1%. L'hémoculture était
réalisée lors de 12 consultations (4,5%) et
&tait positive 3 Citrobacter frundiiune fois. La
radiographie du thorax, réalisée 63 cas objec-
tivait une pneumonie dans 25 cas (39,7%).

DEME/LY | et al



Les principales urgences diagnostigues ren-
contrées etaient les crises vaso-occlusives
{CV0) 135/266 (50,6%), avec une localisation
essentiellement osseuse lors de 98/135 épi-
sodes (72,6%) (figurel).
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Figure 1: Répartition des situations
d’urgences selon leur fréquence

Légende : Autres* = crise d'asthme — dermite-
syndrome hystérique

Les pics de fréquence étaient observés de
janvier @ mars et de juillet 3 septembre
{Figure 2).
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Figure 2: Répartition des situations d'urgences
durant Fannée

Le froid était le principal facteur déclenchant
{31,3%). Les infections représentaient la se-
conde urgence diagnostique, 93 consultations
{35%), avec une localisation essentiellement
pulmonaires, 39/93 épisodes. Elles étaient
fréguemment observées en juin, septembre et
novembre (figure 2).

L'anémie aigué venait en troisiéme position
des urgences diagnostiquées, 43consultations

{16,17%), avec deux épisodes de séguestra-
tion splénigque aigué chez un méme patient
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(4,5%). Elle était plus fréquente en avril, aot
et septembre (figure 2).

Le syndrome thoracique aigu (STA) était dia-
gnostique lors de 3 consultations (1,1%) et les
accidents vasculaires cérébraux (AVC), lors de
2 consultations (0,6%:) (Figure 2). Dans notre
étude, les pics de fréguence des CVO, infec-
tions et anémie tzient globalement cbservés
chez les enfants de 5 -10 ans (Tableau I).

La prise en charge était faite essentiellement
en ambulatoire 137/266 (52%). Une hospitali-
sation de jour &tait demandée pour 13 ur-
gences/266 [4,9%).

L'évolution était favorable sous traitement
pour la quasi-totalité des épisodes d'urgences
258/266 (97%). Sept complications (2,6%) ont
&té recensées essentiellement infectieuses,
5/7(71,4%), et un décés a &té observés (0,5%)
chez un patient de 4 ans.

DISCUSSION

Motre échantillon (163 patients) &tait assez
faible comparé a la série nigériane
'ADEGOKE (240 patients) [3]. Cette diffé-
rence est en partie liée au mode de recrute-
ment de nos patients. En réalité, la plupart
des urgences drépanocytaires sont vues a la
garde. Méanmains, en termes de nombre de
consultations (266), nos résultats sont compa-
rables. Cela est lié au fait que certains parents
préférent la consultation spécialisée du matin
2 la garde, du fait des difficiles conditions
d'accueil et d'attente lors de la garde.

La tranche d'dge des 5-10 ans était la plus
exposée aux situations d'urgences (moyenne
de B5 ans), comme rapporté dans I'étude
ADEGOKE et al. [3]. Le génotype homozy-
gote 55 était le plus fréquent (96, 3%), compa-
rativement @ une série nigériane [3]. En effet,
cette forme est associée @ un taux élevé de
mortalité infantile de Fordre de 50-90% en
I'absence de prise en charge [4,5]. Quant au
taux d'Hb de base, il tait comparable 3 celui
retrouve par certains auteurs au Burkina, avec
NACOULMA [6] et au Congo avec TSHILOLO
[7]. La variation du taux d'hémoglobine de
base observée dans les différentes séries
s"expliguerait par les caractéristigues des dif-
férents haplotypes rencontres [8].
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Chez nos patients, le taux moyen d'Hb F &tait
de 20,1% alors que DIAGNE trouvait une
moyenne de 6,8+5,9% en 2000 [9]. Ces résul-
tats sont largement supérieurs a ceux obser-
vés en Afriqgue centrale [B], épicentre de
I'haplotype Bantow. En effet, cette différence
pourrait s'expliguer en partie par la prédomi-
nance de I'haplotype Sénégal, assodié a un
niveau élevé d'Hb F [10] avec une meilleure
tolérance de la maladie. Le taux de couverture
pour les vaccins recommandés Etait  conside-
rablement plus €leveé par rapport @ celui de
2000 [9], du fait d'une campagne de vaccina-
tion gratuite en 2009.

Dans notre étude, la douleur était le principal
motif de consultation (71,8%). Meéanmoins,
son évaluation restait subjective du fait de
I'absence d'utilisation des échelles conven-
tionnelles. Au Mali, DIAKITE trouvait 70 cas de
crises douloureuses dans une cohorte de 70
patients [11]. Dans une étude réalisée aux
USA, 1 % des patients avait plus de six épi-
sodes par an et 5,2 % avaient 3 a 10 épisodes
par an [12].

Sur le plan biologique, 1a faible positivité de la
goutte Epaisse (1,1%) pourrait sexpliguer
d'une part par la réalisation du Test de Dia-
gnostic Rapide (TDR) en premiére intention et
d’autre part, par I'efficacitd des mesures pré-
ventives contre le paludisme. En effet, une
chimio-prophylaxie anti palustre est prescrite
durant chague hivernage, en plus des conseils
d’utilisation de la Moustiquaire Imprégnée
d’Insecticide de Longue Durée d'Action (MIL-
DA).

Concernant la CRP, sa forte positivité en situa-
tion de crise peut étre un critére de sévériteé
de la CVO ou la preuve d'une infection bacté-
rienne [13]. Ces infections &taient rarement
confirmées, du fait d'une insuffisance
d'examens bactériologiques. Un seul germe
(Citrobacterfrundii) a ét8 isolé dans une hé-
moculture.

Chez nos patients, Furgence diagnostique la
plus fréquente &tait la CVO (50,6%), surtout
osseuse (72,6%), observée danms toutes les
tranches d'dge, particuligrement chez les en-
fants ageés de 5 a 10 ans. Mos résultats étaient
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similaires @ ceux de MABIALA-BABELA [14].
Mous avons observé une fréquence plus éle-
vée que DIAGNE qui trouvait 44%: [9]. Des
fréquences plus élevées étaient rapportées
par d'autres auteurs : 66,3% au Migéria selon
ADEGOKE [3] et 82,1% au Congo selon MABIA-
LA-BABELA [14]. La répartition saisonnisre
montrait des pics de frequence de janvier a
mars, correspondant au début de la saison
froide & Dakar en 2015, et de juillet a sep-
tembre correspondant & |a saison chaude et
pluvieuse. Le froid était le principal facteur
déclenchant.

Dans la drépanocytose, la CWO favorise
I'infection qui @ son tour entretient I'infection,
avec risgue de mise en jeu du pronostic vital
du nourrisson et du jeune enfant [15]. Dans
notre etude, la fréquence des infections était
de 35% (93,266 consultations), surtout chez
les enfants de moins de 10 ans et pendanit les
saisons chaudes (juin, septembre). Les locali-
sations pulmonaires étaient les plus fré
quemment rencontrées (41,9%). Le pneumo-
coque est le germe le plus redoutable, avec un
risque réel de morbi-mortalité [15]. Toutefois,
la pénicillino-prophylaxie et la wvaccination
contre ce germe ont considérablement réduit
le risgque dinfections invasives & pneumo-
Coque.

L'anémie aigué occupait la 3*™  position
(16,5%:) aprés les CVO et les infections, essen-
tiellement chez les patients de 5-10 ans. Elle
était plus fréguente =n avril, aolt et sep-
tembre, correspondant aux périodes de cha-
leur de fin de saison séche (avril) et de pleine
saison pluvieuse (aout-septembre). Dans la
majorité des cas, elle accompagnait une CVO
ou une infection, surtout le paludisme.

La saquestration splénigue aigué représentait
4,5% des causes d'anémie aigué. Ce taux tait
aussi faible que dans d'autres &tudes [16],
tandis qu'en France, il était de 12,6% [17]. En
réalitd, cette complication grave peut entrai-
ner un décés précoce, avant méme la confir-
mation du dizggnostic de la drépanocytose
[17].

Le syndrome thoracique aigu (1,1%) était ra-
rement évogué dans notre série. En effet,
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c'est une urgence fréquente chez les adoles-
cents et adultes, sous diagnostiquée chez
I'enfant et parfois confondue avec une infec-
tion pulmonaire ou 3 une CVO thoracique, qui
en sont les principales causes [18]. Dans la
série de DIAGME, la fréquence &tait de 1%
dans la méme cohorte mais 'ége des patients
£tait de 10-15 ans [9]. La fréquence était plus
Elevée au Cameroun avec 6,2% et au Migeria
avec 11,3% [19, 3].

Les cas d'AVC etaient rares (0,8%) avec 2 cas
chez des patients de 5-10 ans. Ce résultat est
guasi constant dans notre cohorte depuis
2000 [9]. En effet, cette tranche d'dge serait
associée @ wne augmentation des vitesses
circulatoires dans les artéres cérébrales chez
I'enfant. Ce gui prédisposerait a la survenue
daccidents vasculaires cérébraux [20]. Ces
résultats sont inférieurs a ceux d’ADEGOKE [3]
qui trouvait une prévalence de 2,9%.

Dans une cohorte de7l patients drépanocy-
taires suivis en  consultation  neuro-
pédiatrique, FAVC représentait 45% des mo-
tifs de suivi [21]. La prise en charge de nos
patients était faite en ambulatoiredans plus
de lza moitié des situations, 137/266 consulta-
tions (51,5%). Certains taient mis en obsenva-
tion sous forme d'hospitalisation de jour.
L"évolution était globalement, favorable, ce-
pendant, des complications infectieuses
étaient observées. Un décés était survenu a
domicile chez un patient, aprés une hospitali-
sation pour anémie aigué et CV0.

COMNCLUSION

Les urgences représentent 17,2%: des consul-
tations drépanocytaires au CHMEAR. Elles sont
dominées par les CVO, surtout chez les en-
fants de 5-10 ans et leur évolution est favo-
rable. La prise en charge optimale nécessite
un cadre adapté avec des protocoles codifies
et un personnel formé.
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PREVALENCE DE L’ALPHA-THALASSEMIE AU SEIN D'UNE POPULATION DREPANOCYTAIRE

SENEGALAISE

GUEYE TALL Ff, NDOUR EHM', LY DEME I2, NDIAYE DIALLO R*, GUEYE PM", DIOP P A", DIAGNE

[ CISSE A', JOLY P%LOPEZ SALL P!

RESUME

Introduction © La drépanocytose est une affection mo-
nogénigue résuftant d'une mufafion au niveau au gene
B-globine (HBB), caractérisse par une sympiomatologie
clinigue varable. Différents facfewrs génefigues modula-
teurs ant &té identifiés ou suspectés pour leur influsnce
directe ow indirecte sur la sevenie cliinigue de la maladie.
Parmi ces factewrs, Falpha-thalassémie seraif associee a
une plus grande frequence de crises douloursuses ef de
syndrome thoracigue aigu, alors qu'elle protégeraif partiel-
lement contre la survenue o accident vasculaire ceérébral.
Peu de données relatives & Falpha-thalassémie étant dis-
ponibles au Sénégal, ceffe éfude visaif & en déterminer la
prévalence au sein d'une population drépanoccytaire se-
négalaise.

Méthodes : Il s'agit d'une éfude prospective porfant sur
300 drépanocytaires dgés de 1 4 17 ans, réguligrement
suivis @ I'Hipital d'Enfants Albert Royer. Uine technigue
dédige de gap-PCR Multiplex a été utiliseée pour recher-
cher les delétions alpha-thalassémigues les plus commu-
nes, & savoir les délétions -3.7. MED, 5EA. -205ef 4.2
kb. Uhomogénéité de répartition des alléles alpha-thalas-
semigues a éfe vénfide au moyen de Féquilibre de Hardy-
Weinbeng (sewil de significativité & p=0,05).

Résuyitats - Sur les 300 patients, le sex ratio HF était de
1,29, Seule la déléfion -3.7 kb a éfe retrouvée. 5a préva-
lence était de 21% avec 19 % pour la forme hétérozygote
et 2% pour la forme homozygofe. L'application de Féquili-
bre de Hardy-Weinberg a montré que ceffe délétion étaif
répartie de fagon homogéne au sein de notre population
dFetude (p=0,72).

Conclusion : Eu égard & la prévalence non négligeable
de la délétion -3.7 kb, soit 21%, ef de sa répartition homo-
gene au sein de nofre popuiation d'éfude, il serait intéres-
sant de rechercher la délétion 3.7 chez tous les enfants
de fagon systématigue et de propossr un doppler trans-
cranien (DTC), en priorte aux 80% des pafients avec un
génotype alpha normal.

Mots clés : drépanocytose, génes modificateurs, alpha-
thalasseémie

ABSTRACT

PREVALENCE OF ALPHA-THALASSEMIA AMONG
A SENEGALESE POPULATION WITH SICKLE CELL
DNSEASE

Introduction: Sickle cell disease is a monogenic disorder
resulfing from a mutation in the B-globin gene (HBB), cha-
racterized by a diverse clinical symplomatology different
between individuals. Different genefic modulators have
been identified or suspected for their direct or indirect in-
fluence on the clinical severity of the disease. Among the-
=& factors, alpha-thalassemia is associated with a higher
frequency of pain crisis and acwte chest syndrome, while
partially profecfive against the onssf of stroke. Few dafa
on the alpha-thalassemia are available in Senegal, so this
study aimed to determine ifs prevalence in a Senegalese
popuiation with sickle cell dissase.

Meathods: This is a prospective study concerning 300 chil-
dren with sickle cell disease from 1 to 17 years oid , re-
gularly monitored at the Hapital d'Enfants Albert Royer . A
dedicated technical gap Mltiplex-PCR was used fo seek
for most common alpha-thalassemia deletions, namely
-3.7, MED, SEA, -20.5 and 4.2 kb. The homogeneity of
distribution of alpha-thalassemia alleles has been verified
using the Hardy-Weinberg's equilibrium (significance level
af p <0.05).

Resuits: Of the 300 patients, the sex rafio M- was 1.29.
Only the -3, 7 kb delefion was found. lis prevalence was
29% with 19% for the heterozygous form and 2% for the
homozygous one. The application of Hardy-Weinberg's
equilibrium showed that this delefion was egually distribu-
ted through the population under study (p=0,72).
Conclusion: Taking into accourt the significant prevalen-
ce of -3.7 Kb deletion (21%), and its homogensous distri-
bution in our study population, it wowd be inferesting fo
have a sysfematic screening for the -3.7 Kb deletion in all
children and fo propose a trans-cranian Doppler in priomty
for 80% of patients with a normal alpha genotype.

Keywords: Sickle cell diseass, modifiers genes, alpha-
thalassemia
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INTRODUCTION

La drépanocytose, maladie génétique la plus fré-
quente dans le monde, est surfout observee chez les
sujets de race noire. Elle constitue ainsi un véritable
probléme de santé publique en Afrique ol sa pré-
valence vare de 10 & 40% des porfeurs de génes,
selon les régions. Au Sénégal, la prévalence est esti-
mée entre 8 et 10% dans la population générale [1].
Au plan moléculaire, elle est due au remplacement
d'un acide glutamique par une valine. Ce remplace-
ment résulte d'une mutation ponctuelle transformant
une seule hase du codon GAG en GTG. U'hémoglo-
hine qui en résulte est appelée HbS. Cette HbS, sous
forme homozygote, est responsable du syndrome
drépanocytaire majeur (SDM). Ce syndrome drépa-
nocytaire majeur est également ohservé lorsque Fal-
|&le PS5 cosxiste avec un alléle B-thalassémique ou
un alkéle Bx (¥ = HLC, Hb D-Punjab, Hb C-Arab ou
Hb Lepore) ; cela a pour conséquence Mabsence ou
la réduction de la synthése des chaines B-globine
normales. Dans ce cas on pare d'hétérozygotie com-
posite. La forme homozygote et les hétérozygoties
composites constituent les formes les plus graves de
la maladie drépanocytaire.

Bien que la drépanocytose soit génétiquement ca-
ractérisée par une mutation ponctuelle unigue, il
existe divers génes modulateurs qui peuvent influer
sur le phénotype de cette maladie. Parmi ces gé&-
nes, nous avons l'alpha-thalassémie qui serait as-
sociée A la survenue des crises douloureuses et du
syndrome thoracique aigu, alors quielle protégerait
confre la survenue d'accident vasculaire cérébral
[2, 3]. Au plan clinigue, la maladie peut se manifes-
ter a divers degrés de gravité clinique, d'un patient
a un autre. En effet, certains patients vont dévelop-
per peu de complications et peuvent atteindre I'age
de 60 & 7O ans, d'autres vont faire de nombreuses
crises vaso-occlusives et de nombreux syndromes
thoraciques aigus trés précocement. Une troisiéme
catégorie de patients présentera une vasculopathie
cérébrale pouvant aller jusqu'a I'accident vasculaire
cérébral, pendant I'enfance ou I'adolescence [2].0n
distingue deux classes dalpha-thalassémies - les
alpha-thalassémies délétionnelles plus fréquentes
[4,5] et les alpha-thalassémies non delétionnelles
dues 3 des mutations dans le locus a [6]. Dans la
population noire, la délétion -3.7 kb (-a3.7) est plus
fréquente [7, 8, 9] alors que la délétion 4.2 kb (-a4.2)
est plus retrouvée en Asie [8]. La délétion dun ou
de plusieurs génes conduit 3 une synthése déséqui-
librée des chaines a et B-globines. En conséguence,
les chaines v et B forment alors des homotétrame-
res solubles appelés Hb Bart's (y4) et Hb H (B4). On
distingue les athalassémies des al selon que, au ni-
veau du locus a, 1a thalassémie affecte l'expression
de l'un ou des deux génes. Les génotypes —afaa,
-a-a et —/oo entrainent des défauts de synthése de
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globine respectivement de 20%, 40% et 50% et s
manifestent simplement par une microcytose et une
hypochromie sans perturbation du taux d'HbAZ. Le
génotype —a/— encore appelé hémoglobinose H se
manifeste dés la vie fretale et elle est responsable
d'une anémie hémalytique chronique, hypochrome
avec hyper réticulocytose. Le défaut —/~, incompa-
tible avec la vie, conduit 3 une mort in utero dés le
5eme mois de gestation. Pour le cas particulier de la
délétion -3.7 kb, il v 2 une disparition de la fin du géne
a2 et du début du géne a1, créant un géne de fusion
a2al. Ainsi, au lieu de guatre génes fonctionnels, il
y en aura trois donnant I'alpha-thalassémie mineu-
re. Au plan clinique, I'alpha-thalassémie protégerait
contre les complications hémolytiques telles que les
accidents vasculaires cérébraux, I'hypertension arté-
rielle pulmonaire [3]. Par contre, elle favoriserait les
complications vaso-occlusives telles gue les crises
douloureuses, le syndrome thoracigue aigu [10].La
délétion -3.7 kb a été observée dans le monde en-
tier, avec des fréguences plus élevées dans certai-
nes populations africaines et méditerranéennes [11,
12.13]. C'est ainsi qu'une prévalence élevés a &8
refrouvée chez les patients drépanocytaires homo-
Zygotes en Inde (32%) [14], au Royaume-Uni, chez
les afro-britanniques (34%) [15], en Guadeloupe
(36%) [16], en Arabie Saoudite (40%) [17], aux Etats
Unis, chez les afro-américains (41%) [18], en Oman
(43%) [19], en France chez les africains (48%) [20],
en Tanzanie (58%) [21], au Cameroun {37%) [22]. .
Par contre des prévalences de 20,8% et 17% ont &t
refrouvées respectivement en Guinée Conakry [23]
et au Brésil [13,24].

Al Sénégal, trés peu de données ont &té rapportées
sur I'alpha-thalassémie. C'est ainsi que cette étude
visait & en déterminer la prévalence au sein de la
population drépanocytaire sénégalaise.

MATERIELS ET METHODES :

- Population d'étude

Il 5°agit d'une &tude prospective (janvier 2015 — dé-
cembre 2015). La population d'étude est constituée
de 300 drépanocytaires homozygotes (SS et sp-
thalassémie), tous suivis & 'Hbpital d'Enfants Albert
Royer de Dakar. Le consentement &clairé a été ob-
tenu des parents futeurs avant -inclusion -. Les in-
formations suivantes figuraient dans les dossiers des
malades : profil phénotypique drépanocytaire (S5 et
Sp-thalassémiz) et les paramétres anthropologiques
(Age o sexe).

- Technigues génétiques

L'ADM a &té extrait 3 partir de sang total recueilli sur
tube EDTA, a 'aide du kit QlAmp® DSP DNA Blood
Mini (Qiagen, Hilden, Allemagne). La PCR a été réali-
sée dans un thermocycleur TProfessional Basic (Bio-
meira, Gottingen, Allemagne) et les produits PCR ont
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&té visualisés 3 'aide de I'appareil Gel doc XR (Bio-
rad, Paris, France).

La technique GAP PCR MULTIPLEX a été uti-
lisée pour rechercher les délétions alpha-thalassémi-
ques les plus communes, notamment, les délétions
-3.7 kb, MED, SEA, -205, -4.2 kb [4]. La GAP PCR
est une variante de la PCR classique, couramment
utilisee pour la mise en évidence de délétions. Le
principe consiste a utiliser des amorces assez éloi-
gnées 'une de 'autre encadrant juste les points de
cassure. Si Falléle est non délété, lintervalle entre
les deux amorces sera trop grand et Famplification
n'aura pas lieu. En revanche, siFalile est délété les
dewx amorces seront artificiellement rapprochées et
["amplification aura lieu (Figure1).

Abrseie ile deletion
= 1 _.E I‘ilj_
. A |
— 5
:.'.Ilr'h.ﬁll"|l.ll'l,'lrﬂ.'\-' iRl
‘heawoe A nmlification
En cas de déleriom
™= R TV
E =.-'\.|:| e il e rappaoc b

Figure 1 : Principe de Ia technique GAP PCR
MULTIPLEX

- Analyse statistique
La fréquence allélique globale de I'alpha-thalassé-
mie a &té calculée et sa répartition &quilibrée dans
la population (homozygotes sauvages, hétérozygo-
tes, homozygotes mutés) a &té vérfiée au moyen
de I'équilibre de Hardy-\Weinberg via un test de chi2
comparant, & partir de la fréquence allélique calculée,
les répartitions observées et théoriques entre homo-
Zygotes sauvages, hétérozygotes et homozygotes
mutés. L'équilibre de Hardy—Weinberg stipule que
les fréquences alléliques et les fréquences génotypi-
ques (c'est-a-dire la structure génétique de la popu-
lation) reste stable de génération en génération. On
dit alors que la population est 4 Méquilibre et il existe
une relation simple entre les fréquences alléliques et
les fréquences génotypigues -
* - Soit p la fréquence alléligue de 'alléle sauvage,
* . Spit g la fréquence alléigue de Falléle muté (del
3.7 kb).
. Siléquilibre de Hardy-Weinberg est respecté -
* - Proportion théorique des homozygotes sauvages
=p*
* . Proportion théorigue des homozygotes mutés =
qz
* . Proportion théorigue des hétérozygotes = 2pg
Aingi p+g=1 donc (p+g){p+g)=1—= p2 + 2pg + g2 =1
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Figure 2 : Gel de référence représentant les cing
délétions alpha-thalassémiques les plus communes

RESULTATS

Au plan démographique, la répartition des patients
en fonction de I'Age a montré que |a tranche d'ige de
6 a 10 ans était la plus représentée avec un pourcen-
tage de 51%. Quant 4 la répartition de la population
en fonction du sexe, les patients de sexe masculin
&taient plus nombreux (n=169) avec un sex ratio H/F
de 1,29. Pour le statut alpha-thalassémique, sur les
cing délétions recherchées a savoir-3.7, MED, SEA,
-20.5 kb, -4.2 kb (Figure 2), seule la délétion - 3,7 kb
a &té retrouvée (Figure 3).

Belbvbn — 4.7 kb Geomsrygend  Dibisiion - 3,7 i (i pazygia) M {500 phi)

Mlix femmoam:

Figure 3 : Délétion -3,7 kb (2022 ph) retrouvée par
technique GAP PCR MULTIPLEX

Soixante-deux (62) des 300 patients présentaient la
délétion -3,7 kb, soit une prévalence de 21% dont
19% (56 patients) pour la forme hétérozygote et 2%
(6 patients) pour la forme homozygote (Figure 4).

Prévalence de la délétion -3,7 kb

W hormal  @0detion -3, kb hétérangote @ DEEGTon -3,7 kb hornorygote

1G]

Figure 4 - Prévalence de la délétion -3.7 kb au sein
de notre population d'étude.
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- Utilisation de I"équilibre de Hardy-Weinberg :

Soit p = fréquence de Falléle sauvage

q = fréquence de alléle muté

p2 = fréquence des sauvages

g2 = fréquence des homozygotes

2pq = fréquence des hétérozygotes

MNous avons une population de 300 patients: 238 sauvages, 56 hétérozygotes et 6 homozygotes

Chague sujet = 2 alléles == 600 alléles au total
*  p=((2x238)+ 56)/600 = 0.89 (nombre de fois ol Falléle sauvage apparaitf nombre total d'alléles)
= (= {(2x6)+ 56600 = 0.11 (nombre de fois ol I'alléle muté apparaitmombre total d'alléles).

—=Fréguence des génotypes:

+  Sauvages p2 =0,792

= Hétérozygotes 2pg = 0,196
*  Homozygotes g2 = 0,012

—=Effeciifs attendus:

+  Sauvages: 0.792x300 = 237 6 soit 238 patients

»  Hétérozygotes: 0,196 x 300 = 58,8 soit 59 patients

+  Homozygotes 0,012x300 = 3,6 soit 3 patients.

Ainsi I'equilibre de Hardy-Weinberg nous a permis d’avoir les effectifs théoriques. Et le test de chi2, est uti-
lisé pour comparer ces effectifs théoriques a ceux obsenvés dans notre population pour chagque génotype
(Tableau [).

Tableau | - Amorces utilisées pour Métude des cing délétions alpha-thalassémiques 3 I'aide de l1a GAP PCR
MUITIPLEX [11].

Séguences d'amorces GenBank 1D - Mu- Tailles des frag-  Génotypes

(53 >3'sequence) clectides ments (ph)

aX3.7-F CCCCTCGCCAAGTCCACCC HUMHEBEA4 - 20222029 pb a+-thalassémie: -a3.7
SETE ———= 5694  (délétion - 3.7)

377205 R AAAGCACTCTAGGGTCCAGCG  HUMHBAS - 1800 pb (ampli-  Géne sauvage (Momal)
11514 ——= 140 mére a2a?)

a2-R AGACCAGGAAGGECCGETG HUMHEA4 -
T4T5———= T45T

4 2-R CCOGTTGGATCTTCTCATTTCCC HUMHEA4 - 16258 pb a+-thalassémie: -a4.2
5942 ———= B920

4 2-F GGETTTACCCATGTGGTGCCTC HUMHEA4 -
3064 ——= 3084

-(a) 20.5-F GCCCAACATTCOGGAGTACATG HSGGT : 1175 pb ao-thalassémie: {o) 20.5
17904 ———=17924

-(a) 20.5 -R AAAGCACTCTAGGGSTCCAGCS  HUMHBAS -
11514 ——=11494

MED-F TACCC GCAAGCACACGTAC HSGGT - 875 pb a+-thalassemie: —~MED
23123 ——=23144

MED-R TCAATCTCCGACAGCTCCGAC HSGGT -
41203 ——=41183

SEA-F CGATCTGGGCTCTGTGTTICTC HSGGT - 1349 pb a+-thalassemie: —SEA
26120 ——=26140

SEA-R AGCCCACGTTGTGTTCATGEC HSGGT -
3817 ————=3797

La délétion -3,7 kb était répartie de fagon homogéne au sein de nofre population d'étude. En effet, le fest
du chi2 m'a pas retrouvé de difference stafistiguement significative entre les effectifs observés et les effectifs
théorigues selon les fréquences alléliques calculées (p = 0.72) (Tableau I1).
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Tableau Il : Répartition homogéne de la délétion -3,7
kb au sein de nofre population d'étude

Sauvages  Hetero- Homeo- p
zygotes  zygotes
Effectifs cbhser- 238 58 L] 072
vEs
Effectifs theo- 238 58 3
nques  selon
les fréquences
alieliques  cal-
culées
DISCUSSION

La délétion -3.7 kb a été obsernvée dans le monde
entier, avec des fréquences plus élevées dans cer
taines populations africaines et méditemanéennas.
[11,12]. Dans nofre étude, nous avons refrouve une
prévalence de 21% pour cette délétion avec 19%
pour la forme hétérozygote et 2 % pour la forme ho-
mozygote. Des résultats similaires ont &té rapportés
dans d'autres pays notamment en Guinée Conakry
(20,8%) [23] et au Brésil {179%) [13, 24]. Concemant
la Guinée, les résultats, supemposables 3 ceux du
Sénégal, pourraient s'expliquer par la proximitég, les
mouvements migratoires, le brassage et le métissage
des deux peuples trés voisins a tous points de vue.
Quant au Brésil, la prévalence est superposable 3
la ndtre, mais elle reste néanmoins moins élevée
(17%). Ceci pourrait s'expliquer par le fait que dans
ce pays, le métissage ethnique est plus prononce,
mais linfluence africaine v est moindre, comparée
a d'autres pays touchés par lesclavage. En effet, il y
a eu, au Brésil, moins d'esclaves d'origine afiicaine
en raison de 'absence de ports adéquats [28]. Dans
ce pays, la commélation entre 'alpha-thalassemie et e
groupe ethnique a effectivement été rapportée. C'est
ainsi que Wagner et al. [27] ont évalué |a prévalence
dans divers groupes ethniques en divisant |a popula-
tion d'étude en descendants africains et européens.
lls ont alors observé une prévalence plus grande
dans le premier groupe (23,1%) gue dans le second
(4,5%), cormoborant ainsi la forte corrélation entre 'al-
pha-thalassémie et le groupe ethnigue. Par ailleurs,
les résultats d'une étude américaine ont rapporté une
prévalence de 17% chez une population pédiatrique
drépanocytaire afro-américaine, prévalence compa-
rable & la notre (21%). Cette prévalence monte 3
49% dans une population constituée de drépanocy-
taires dgés de plus de 20 ans. Ceci serait di au fait
que 'effet de l'alpha-thalassémie, sur la clinigue chez
'enfant drépanocytaire, est inhibé par Fhémoglobine
F qui est un facteur protecteur. Ainsi l'influence de
l'alpha-thalassémie sur la clinique serait plus visible
aprés le switch By. Ces résultats, montrent encore
une fois qu'il est nécessaire de considérer I'anémie
drépanocytaire, non seulement comme un défaut

Rev. CAMES SANTE Vol 5, N°2, Décembre 2007

d'un seul géne, mais comme une maladie dont I'ex-
pression clinique est le résultat d'un groupe de génes
capables d’interagir au niveau phénotypigue [29].
Des prévalences nettement plus élevées que les
notres, ont par contre  &té signalées chez d'autres
populations de drépanocytaires homozygotes - en
Inde {32%) [14], au Royaume-Uni, chez les afro-bri-
tannigues (34%) [15], en Guadeloupe (36%) [16], en
Arabie Saoudite (40%) [17], aux Efats Unis, chez les
afro-américains (41%) [18],en Oman (43%) [19], en
France chez les africains (48%) [20], en Tanzanie
(58%) [21].Ces différences pourraient s'expliquer par
le fait gue ces études ont &té réalisées sur des popu-
lations adultes, ce qui nous raméne au contexte du
switch By déja évoqueé.

Mos résultats sur I'alpha-thalassémie suggérent que
d'autres axes méritent d'étre explorés, notarmment la
comélation entre l'alpha-thalassémie et certains pa-
ramétres biologiques. En effet, des études sur des
patients drépanocytaires homozygotes S5 ont mon-
tré que I'alpa-thalassémie serait associée 3 une aug-
mentation du taux dhémoglobine et de I'ématocrite,
ainsi qu'a un taux de réticulocytes et une bilirubinémie
plus faibles. Ces résultats suggéreraient gue I'alpha-
thalassémie diminue le degré d'anémie en réduisant
le degré d'hémolyse [30, 31, 32, 33].

Toutefois, il faut souligner que la modulation géné-
tique du taux d'hémoglobine F, des haplotypes du
locus B-globine et Falpha-thalassémie n'ont pas de
valeur pronostigue individuelle. Des &études ont effec-
tivement montré que des patients drépanocytaires,
présentant un taux élevé d’HbF ou une alpha-thalas-
sémie, sont capables de développer une forme sévé-
re de la maladie [34]. Ces trois facteurs n'expliquent
donc quune parie de la variabilité clinique, ce qui
souléve 'hypothése d'autres génes modificatewrs.

CONCLUSION

Eu égard d'une part & la prévalence non négligea-
ble de lalpha-thalassémie (21%) et de sa répartition
homogéne au sein de nofre population d'étude, et
d'autre part & son implication dans la symptomato-
logie clinique de la maladie, il serait important de
pouvoir réaliser cette recherche en routine. Cela per-
mettrait non seulement de prévenir les complications
hémalytigues (AVC) pour les enfants ne présentant
pas la délétion alpha-thalassémique -3.7 kb (80%)
par la mise en ceuvre du Doppler Trans-Cranien |
mais &galement une meilleure prise en charge des
complications vaso-occlusives chez les enfants ayant
cette délétion.
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RESUME

La drépanocytose homozygote s’ accompagne d'une sugmentation de I'hémoglobine (Hb) plasmatique,
susceptible d'exposer les hématies 4 un stress oxydant. L haptoglobine présente trois phénotypes majenrs (Hp
1-1, Hp 2-1 et Hp 2-1) susceptibles de fixer I'hémoglobine extracelllzire avec wne efficacité différents.
L objectif de ce travail est de voir si la connaizsanca da phénotype d Hp powvait constitner un élément prédictif
de 1"anémie sévére. Pour cela, il a été recruté 63 drépanocytaires homozygotes, dgés de 5 a 31 ans. Pour chaque
patient, un témoin de méme sexe et de méme ize = 2 ans a &é recruté. Le phénotypage de 1'Hp a &té réalisé par
électrophorese sur gel de polyacrylamide. Les résultats du dosags de 1'Hb font ressortir que les tanx d'Hb somt
significativemen: différentes chez les patients comparées i celles des témoins (p = 0,001). Lorsque la
répartition a été faite en fonction du phénotype d'Hp, une différence statistiquement significative a été
retrouveés entre la phénotype Hpl-1 at le phénotype Hp2-2 {p < 0,001) chez les patients et mon chez las
témoins. Les résaltats de cette émde préliminaire suzgsreraient que la connaissance du phénotype d'Hp serait
un Scteur pradictif de 1"snémie sévére au cours de la drépanocytoss.

B 2014 International Formulae Group. All rights reserved.

Mots clés : Drépanocytose, anémie, phénotypes d haptoglobine.

INTRODUCTION

La drépanocytose est une maladie
genétiqgue dans laguelle 1'hémeoglobine A
normale  (o:fz})  est  remplacée  par
I'hémozlobine 5, produit d'une mutation sur

Cette maladie génstique pose un probléme de
santé publigue dans certains pays, notamment
en Afnque. Cest I'hémoglobmopathie la plus
répandue au monde. On estime 3 plus de 50
millions les sujets portemrs du  trat

la chaine B de la globine substituant au nivean
du 6™ codon une adénine par une thyvmine,
d’on le remplacement d'un acide glutamique
par une valine (B6Glu-Val) (Bernaudin, 2000).

2 2014 International Formulae Group. Al rights reserved.
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drépanocytaire (Galacteros, 2000).

La forme homozygote 55 est une
maladie hémolytique chromque susceptible de
3 types daccidents aigus surajoutds: anémies
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graves, mfections bacténennes graves et
accidents 1schémiques vaso-occlusifs (AVO)
secondares aux confhits entre les petits
valsseaux et les drépamccytes (Galacteros,
2000). Des complications organigues
mfectieuses diverses peuvent egalement
swvenir (Raynal et al, 2007 ; Diop et al,
2010 ; Dnagne et al, 2003). Les mécanismes
physiopathologiques qui sont a la base de la
plupart des complications aussi blen aigués
que chroniques comportent wune part
importante lide au stress oxydant Dans ce
contexte, la drépanocytose associée 3 une
anemie chromgue peut s'accompagner d’une
augmentation de 1’hémoglobine plasmatique,
suscepiible d’exposer les globules rouges 3 un
stress oxydant 3 l'ongine d'une aggravahon
de I'anémie (Buehler et Alayash, 2004).

Des autewrs ont récemment rapports
que I'hémoglobme libre (extra-éryvthrocytaire)
etait suscephble dentrainer des effets
delétéres sur le globule rouge termes de
stress oxydant peuvant provoquer une hyper-
hémolyse (Buehler et Alayash, 2004; Gueye et
al, 2006 ; Gueye et al., 2010). L haptoglobine
constitue le premuer mecanisme de défense de
lorgamsme contre les effets délstéres de
I'hémoglobine. En effet, cette protéme fixe de
mamiere stable I'hémoglobine en formant un
complexe Hp-Hb, ce qui imhibe en grande
partie sa capacité oxydante. La formation de
ce complexe favorise son élimination grice a
la fixaton de ce demier sur le récepteur
CDl1s&3 des monocytes-macrophages
(Enstiansen et al, 2001). L'haptoglobine est
un anb-oxydant du fat de =za capacite a
prévenr les dommage: oxydants dus a
I'hémoglobine. Elle présente trois phénotypes
majeurs (Hpl-1, Hp 2-1 et Hp2-2), entre
lesgquels il existe des différences, tant au plan
structural qu’au plan fonctionnel (Langlois et
Delanghe, 1996). Les différences
fonctionnelles sont en  rapport  avec
d’importantes conséquences sur 1'évolution de
certaines pathologies.

Par ailleurs, 1l a été rapporté de
profondes dispantés de sévents meéme chez
des patents avant le méme phénotype
(homozveote 55, hétérozygote composite SC,
entre aufres), ce gqu lalsse suggérer que

-4
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d’autres facteurs Zenetiques et'ou
environnementaux  inferviennent dans la
modulation de lz sévénté des complicatons
observées au cours de la drépaneccytose
(Dossou-Yowve, 2010).

C'est dans ce contexte que nous nous
sommes fixés comme objectf de voir =1 la
connaissance du phénotype d’haptoglobine
pouvait constituer un élément prédictif de la
fréquence etfou de la sévénté de certamnes
complications, notamment |'anémie sévare.

MATERIEL ET METHODES
Sujets

Ce travail a porté sur soixante hut (68)
patients homozygotes de type S5 dges de 5 a3
31 ans, swvis depmis an moins deux ans am
mveau du centre Matonal de Transfusion
Sanguine (CWNTS) avec une bonre observance
thérapeutigue. Les patients présentant une
autre pathologie ont été exclus de 1'étude. Au
recrutement, sous la supervision du médecin
trattant, les patient: ont éte informss des
objectifs de 'étude et ont été recrutes apres
leuwr consentement éclawé. Pour chaque
patient, un témoin de méme sexe et de méme
dge £ 2 ans a été recrute parnu les donneurs de
zang.

Methodes

Les prélevements sangwins sur EDTA
(Ethylene diamine tetraacetic acid), realses
chez les sujets au repos, a jeun, au mivean du
ph du coude immédiatement
centrifugeés. Les plasmas ont été separes pour
étre immeédiatement traltés ou conserves a —
20 °C. Aussi bien chez les patients que chez
les témeins, pous avons realisé les analyses
suivantes : phénotypage de 1'Hp, numération-
formule sanguime (MNFS), et dosage de Iz
protéine C réactive (CEP). La numeératon-
formmle sangmne (MFS) a éts réalisée 3 'aide
d'un comptewr de globules (Sysmex1000L
Baden, Swsse) et le dosage de la CRP par
(Biosystemes, Barcelone, Espagme). Le
phénotypage de haptoglobine a éte réalisé
selon la méthode de Ravmond (Raymond,
1962) par électrophorése en gel de
polyacrylamide a 5% en utilisant le systeme

ont e&te

sur  automate  AlLS



PM. GUEYE etal. /Int. J Bial. Chem. Sci. 8(3): #75-082, 2014

Mmi-Protean-II (Bio-Kad Laboratones, CA,
USA) sous 200 V pendant 2 heures.
L’electrophorése en mwheu alealm a éte
realisée en tampon contenant .1 mellde Trns
et 0,09 moll d’acide borique, pH 8§.6.
L’électrophorése a pH neutre a été réalizée en
tampon phosphate 0,03 mol'l, pH 7.0.

Analyse statistique

Les stafistigues ont eté
realisées grice au logmeel Stabview en
utilizant le test de Mann Whitney pour
comparer les vanables enfre patients ef
témoins et le test de Kmskall Walhs pour
determiner les différences significatives des
vanables chez les différents types de
phénotypes d’haptoglobine. Une valeur de p
infénieurse a 0,05 a &té considérée comme
sigmificative.

analyses

RESULTATS

Les phénotypages de ['haptoglobine
réalisés avec 68 plasmas de suets sans
révélent respectivement des frégquences de
I'ordre de 27.94%. 41,17%, et 30.38% pour
les phénotypes Hpl-1, Hp2-1 et Hp2-2. Chez
sujets de type 55, les fréguences
retrouvées sont respectivement de 'ordre de
2206%, 3823% et 3676% pour les
phénotypes Hpl-1; Hp2-1 et Hp2-2. Les
resultats de 1'étude du polymorphizme de Hp

les

significative. Trois plasmas de patients n'ont
pas pu étre classés par électrophorése en
milieu alcalin. Aprés électrophorése a pH
neutre, deux se sont révelés étre du type 1-1 ;
un seul n’a pas pu étre classé et a été assimile
comme ne contenant pas d’haptoglobine
decelable.

Les dosages de la CRP ont &té effectuss
pour apprécier |'stat stationnaire ou en crise
des patients. Les résultats obtenns aussi bien
chez les patients que cher les témoins sont
répertoriés sur la Figwre 2. La comparaison
entre les 2 groupes n'a pas monfré de
différences statistiguement sigmficatives.

Les dosages de l'hémoglobine ont été
effectusés aussi bien chez les patients que chez
les témoins pour apprécier le degré d'anémie.
Las résultats représentés sur la Figure 3 font
ressortir que les moyennes des taux d"Hb sont
sigmficativement différentes chez les patients
comparées aux fémoins (p = 0,001).

Lorsque la répartiion a été faite en
fonction du phénotype Hp, les résultats
réevélent chez les témoins (Fizure 4) qu'il n
pas de différence statistgquement
sigmificative des moyemnes en Hb en fonction
des trois phénotypes majeurs (p = 0,38). Par
contre, chez les patients (Figure 5), une
différence statishquement sigmficative a été
retrouvee entre le phénotype Hpl-1 et le
phénotype Hp2-2 (p < 0,001). Les autres

¥a

chez les patient: et les témeoins sont comparaisons inter-phénctypes n'ont pas
représentés sur la Figure 1. Lz comparaison montré de  différence  statistiquement
des fréquences dans les deux groupes n'a pas sigmificative.
montré de  différence  statishquement

a 45 41,17
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Figure 1 : Fréquences des phénotypes d’haptoglobine chez les malades et les témoins.
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Figure I : Concentrations de Frotéine C Réactive (CEP) chez les malades et les témoins.
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Figure 3 : Taux moyens de I'hémoglobine chez les patients et les témoins.
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Figure 4 : Taux d"Hb en fonction des phénotypes d Hp chez les témoins.

14 1
12 1

Hb {g/dls

R\\:

= ke

%

Hpi-1 [] Hex1 3 rHezz @l
Figure 5 : Sevénte de |"anémie en fonchon des phénotypes d'Hp chez les malades.

DISCUSSION

Le phénotypage de 1'haptoglobine
réalisé sur 63 plasmas de témoins a montreé
respectivement des fréquences de ['ordre
28%, 41%, et 31% pour les phénotypes Hpl-
1, Hp2-1 et Hp2-2. Ces fréquences sont
relafivement differentes de celles retrowvées
par Moullec dans une population dakaroise en
1960. Ce dernier avait trouve 37,19% pour le
Hpl-1. 46,48 % pour le Hp2-1 et 11, 81% pour
le Hp2-2 {Moullec et al, 1960). En effet, on
retrowve des frequences assez varables un peu
partout en Afrigue, notamment en Gambie,
avec 30,57% de phénotypes Hpl-1, 21,66%
de phenotypes Hp2-1 et 7.01% de phénotypes
Hp2-2 (Harms et al., 1959).

979

Chez les drépanocytaires de type 55,
les fréquences des phénotype: Hp sont de
22.06% ; 38.23% et 36,76% respectivement
powr les phénotypes Hpl-1, Hp2-1 et Hpl2-2.
Lorzque ces fréquences sont comparées avec
celles retrouvées chez les témoms, nous
remarquons une baisse de la fréquence du
phénotype Hpl-1 alors que celle du Hp2-2
augments. Toutefois, les  différences
observees n’ont pas eté sigmficatives.

Lors du recrutement, nous avons utilisé
le dosage de la CEF pour trier les patients en
phasze statonnaire de ceux en état de cnse
drépanocytaire. Les résultats obtenus montrent
une légére augmentation cher les pahents
témoins. Toutefoas, les

comparés  aux
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différences  observées n'omt &té
statistiquement sipmficatives.

Dan: notre s&tude, un plasma d'un
patent type 55 n’a présenté aucune bande
caracténstique d'Hp (possédant une activité
peroxydasique) apres electrophorese en
présence d'hémoglobine ni 3 pH aleabn, mi a
pH neutre nous amenant i claszer le patient
dans le groupe de swets a Hp non détectabla.
Un tel fait pourrait fare penser qu'il s’agmt
d'un  individa  atteint d'hype  vome
d’anhaptoglobmémie. En effet, des cas, ien
que rares (1/1000} de deficit congemital en
haptoglobine, ont été rapportes (Koda et al,
20000. Par conftre, des fréquences
d’anhaptoglobmernie phis élevées ont ete
rapportées en Austrahe (1,7%), ains que ches
des populations powes (30%) en Afnque du
sud, au Cameroun et au Migena (Delanghe et
al, 1998). A ce fitre, il est important de
différencier 1'anahptoglobinémie (phénotype
Hp 0-0) qu est due a I"absence d’expression
du gene de I'Hp (Langlois et Delanghe, 1996 ;
Eoda, 2000), des hypohaptoglobinéomes qu

pas

peuvent étre secondaes 3 une maladie
congénitale comme les désordres
hemolytigues (drépanocytose, defict en

glucose-6-phosphate-déshydrogénase,
thalassémie. (Atkinson SH, 2008).

Les résultats de la détermumation du
taux d’Hb chez les patients de fype 55
COmparés aux témoins ont montré une
diminmution sigmficative. Ces résultats sont en
accord avec des données rapportées par
plusienrs auteurs, gui relatent ['existence
d'une aneémie chronique chez les sujets
drépanceytaires de type 55 (Bernaudm, 2000,
Galacteros, 2000).

Chez les patients de tvpe 55, les sujets
de phénoctype Hpl-] présentzient des taux
sigmficativement plus bas
compares a ceux retrouves chez les patients
Hpl-1 et Hp2-1. Les resultats obtemus
powrratent s expliguer en partie par le faif que

moyens d'Hb

I'hémoglobine 5 constitue un facteur de rizque

de peroxydaton pow la membrane
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érythrocytare (Silva et al., 2013). Amsi, chez
ces patients, la peroxydation lipidique au
miveau des membranes des globules rouges
un réle dans
I"anérmie. Dans une étude anténeure (Gueye et
al, 2006), mnpous avons moniré gque
I'hémoglobine extra-érythrocytame pouvait
mdwre, sur le globule, un stress oxydant se
traduisant par une lyse précoce. En effet, en
dehors du globule rouge et de son contenu
antioxydant, la tomcité oxydative de I'Hb
s'affirme et va produire, via la réacton de
Fenton, des radicaux hbres qui vont attaguer
la membrane des globules rouges et entrainer
leur lyse precoce (Silva et al | 2013). L'achon
anti-oxydante de 'haptoglobine  étant
phénotype-dépendante (Asleh et al, 2005
Gueve et al | 2006}, cela pourratt expliquer en
partie le fait que 1'ansmie retrouvée chez les
patients de type 55 soit plas mntense chez les
patients de type Hp2-? comparée a celle

jouerait 'aggravation de

retrouvée au niveau des 2 autres phénotypes.
En effet, ce phénotype étant moms efficace
dans la fixation de 1"Hb et la neutralisation de
son pouvor oxydant, les patents concernes
seralent plus prédisposés a une aggravation de
'anémie comparée aux sujets des autres
phénotvpes. Cependant, ces résultats dorvent
étre interprétés avec prudence, d'autant plus
que d’autres factewrs comme le taux d'Hb
fetale powralent intervenir dans la
modulation de la sevénte des signes clmiques
(MNacoulma et al., 2006).

Conclusion

Au cours de ce travail préhmunaire,
eétudié  l'mnfluence  du
de l'baptoglobine dans la
smvenue dune anémue grave chez des
patients drépanocytaives. Les résultats obtenus
sont en faveur d'une prédisposition des swets
de phenotype Hp2-2 3 presenter umne
aggravafion de D'anéowe  Cefte étude
prelimmame devrait éfre complétée par la
reahisahon d'une étude a phis grande echelle,
afin de confirmer ces résultats obtenus a parfir

nous avons

polymorphisme
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d'un faible échanfillonnage. Une évaluation
des marquenrs de peroxydation lipidique
comme les substances réagissant avec 'acide
thiobarbiturique (TBARS) et la détermination
de l'activité des enzymes du globule rouge
ams1 gque la prise en compte d’autres facteurs
comme le faux d'Hb fotale devratent
permetire d’élucider les mécamsme: de
protection de 'haptoglobmme wvis-a-vis de la
swvenue dune aggravabion de
L'ensemble de résultatz  powrart
éventuellement permetire denvisager umne
stratégie  thérapeutique

I'aneme.
ces
notamment par
luthzation d'anfioxydants chez les patients a
risque.
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PERTURBATIONS DE PARAMETRES LIPIDIQUES AU COURS DE LA DREPANOCYTOSE

Gueye Tall F*, Ndour EHM?, Cissé B, Gueye PMT, Ndiaye Diallo R, Diatfa A° , Lopez Sall P, Cissé A"

RESUME

La drépanocytose homozygote est caractérisée par
une anémiz normochrome normocytaire, une réac-
tion inffammatoire ef wne pidoperoxydation. Ceife
derniere serait impliqguée dans Fapparition de nom-
breyses maladies cardiovasculaires telles les acci-
dents vasculaires cérébraux qui constituent une des
complications de [a maladie drépanocytaire. Dans ce
contexte, ceffe éfude a pour but de comparer les
valeurs sériques du cholestérol et de ses fractions
d'une part et d'autre part les triglycérides et la CRP.
MNotre population d'éfude était constituée de 105 dré-
panocytaires (S6homozygotes ef 49 hétérozygotes)
et de 36 témains donneurs de sang, tous recrutés au
Cenire Nafional de Transfusion Sanguine de Dakar
(Sénégal). En comparant fes homozygotes aux héfé-
rozygotes et aux témoins, nous avons obsenvé chez
les homozygotes, une augmeniation des triglycéri-
des (1,800 80 g vs 1, 76+0 68 ol vs 0 660,80 g)
efde findice d'athérogénécité (3,28+2.40 vs 3,4+1 4
vs 2, 2+0.90) avec une baisse du cholestérol total
(1,09+0,30 g vs 1,49+0,3g/ vs 1,52+0,4g/) et du c-
HDL (0,24+0,12g4 vs 0,51+0,20 g/ vs 0,62+0,23 gi).
Malgré la présence d'une hypocholestérolémie, une
concentration de CRP augmentée en méme temps
gue lindice dathérogénicitéa éfé aussi nofée chez
les homozygotes, Cela militerait en favewr d'un nis-
que athérogéne.

Mots-clés - drépanocyiose, lipides, athérosclérose,
dyslipidémies.

ABSTRACT

LIPID PARAMETERS IN SICKLE CELL DISEASE
Homozygous sickle cell is charactenzed by normo-
chromic normocytic anemia, infammatory reaction
and lipidoperoxydation. The lafter is involved in the
development of many heart and vessels diseases
such as stroke, whichconstifute one of the compilica-
tions of sickle cell disease. [n this context, this study
aims to compare the serum values of cholesteral and
its fractions on one hand and an the other frighce-
mdes and CRF Our study population consisted of
105 patients withsickle cell diseased6homozygous
and4Sheterozygous) and 36 controfs blood donors,
all recruited at the Centre Nalional de Transfusion
Sanguine of Dakar (Senegal). Comparing homo-
Zygous and heferozygous with controls, we observed
in homozygous, increased frighycerndes(1.80 = 0.80
gflvs 1.76+068g/1vs. 0680 80g /1) and
atherogenic index (3268 + 240vs 34+ 14 vs 22
+ 0.90) but loweredtotal cholesterol (.08 + 0, 30g
Flxvs1 49 03g/1vs 152 + 04 g /) and HDL-¢
(024 012g/1lvs. 05120209/ 1vs 062023
g /). Despite presence of hypocholesterolemia, with
increased CRP levels was observed as well as athe-
rogenic index in homozygous. So, homozZygous may
be considered as at risk of atherosclerosis.

Aeywora’s: Sickle cell disease, ipids, atherosclenn-
sis, dyslipidemia
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INTRODUCTION

La drépanocytose est une maladie génétique a trans-
mission autosomique récessive caractérisée par
la présence de 'hémoglobine S responsable de la
déformation des hématies en faucilles en cas d'hy-
poxie. Cette hémoglobine S résulte de la mutation
ponctuelle du sixiéme codon du géne p globine, GAG
qui est remplacé par GTG. Cette mutation va provo-
quer le remplacement de 'acide glutamigque par la
valine dans la chaine B globine, toujours en position
6[1, 2.

La drépanocyiose, maladie généfigue la plus fré-
quente dans le monde, est surtout ohservée chez les
sujets de race noire. Elle constitue ainsi un véritable
probléme de santé publique en Afrique ol sa préva-
lence varie de 10 & 40% des porteurs de génes selon
les régions. Au Sénégal, la prévalence est estimés
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entre 8 et 10% dans la population générale[3).
Plusieurs formes cliniques ont &té décrites dont la
forme hétérozygote typigquement asymptomatique et
les syndromes drépanocytaires majeurs (SDM) re-
groupant la forme homozygote SS et les hétérozygo-
ties composites par association de 'hémoglobine S
& d'autres hémoglobines anomales (SC, Sp thalas-
sémies _...). Les SDM sont des maladies graves, en
particulier la forme homozygote S5 qui a une évolu-
tion fatale dans prés de 50% des cas dans les cing
premiéres années de vie, en 'absence d'une prise en
charge appropriée. La drépanocytose homozygote
S5 est caractérsée par des crises douloureuses va-
so-occlusives, une réaction inflammatoire, un stress
oxydatif [4-7] et un risque athérogéne[8, 9].Ce risque
a été longtemps considérd comme faible chez le dré-
panocytaire du fait de la baisse du taux plasmatique
de cholestérol total, surtout en pérode de crise. Par
ailleurs, des études récentes ont rapporté des per-
turhations des autres margueurs du bilan lipidique
notamment une augmentation des concentrations
plasmatiques des triglycérides, de I'ApoB et des rap-
ports ApoB/apo Al, c-LDL/c-HDL, CTic-HDL (indice
d'athérogénicité)[10, 11].

Ces anomalies lipidiques pourraient étre 4 I'origine de
la survenue de maladies cardiovasculaires chez les
drépanocytaires. L'objectif de ce travail est d'évaluer
le risque athérogéne et de rechercher une éventuslle
corrélation entre certains paramétres lipidiques et 1a
CRP, marqueur prédictif des maladies cardio-vascu-
laires (MCV).

MATERIELS ET METHODES

Motre population d°&tude est constituée de 105 dré-
panocytaires (56 homozygotes et 49 hétérozygo-
tes) et de 36 témoins donneurs de sang, tous re-
crutés au Centre National de Transfusion Sanguine
de Dakar (Sénégal) Les critéres dinclusion étaient
les suivants - étre 3gé de 18 ans et plus, accepter
de participer a I'étude, aprésconsenternent &clairé.
Les transfusions remontant amoins de deux mois, la
grossesse, |a prise de confraceptifs etfou de médica-
ments susceptibles de perturber le métabolisme des
lipides, I'usage de tabac etla consommation d'alcool
constituaient les critéres de non inclusion.
Lesdrépanocytaires étaient 3gés de 18 3 48 ans et
la population témoin &tait appariée en 3ge par rap-
port aux drépanocytaires.

Les prélévements ont &té effectuds chez les sujets 3
jeun, au repos, au niveau du pli du coude. Le sang a
&té recueilli dans un tube sans anficoagulant pour le
dosage des paramétres lipidigues et de la CRP.

La CRP a &té déterminéepar immuncturbidimétrie.
Les concentrations sériques de cholestérol total (CT)
et de cholestéro-HDL (c-HOL) ont &té déterminges
sur automate COBAS Integra (Roche, Mannheim Al-
lemagne) par la méthode enzymatique 3 la cholesté-
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rol esteraseicholesterol oxydase/peroxydase.

Les trighycérides (TG) ont &té dosés par la technique
utilisant le systéme lipasefglycérol phosphateloxyda-
sefperovydasea sur COBAS C111 (Roche, Mannheim,
Allemagne). La formule de Friedwald, aprés exclu-
sion des sujets ayant une triglycéridémie= 4 ofl, a
servi & calculer les concentrations du LDL-cholesta-
rol {c-LDL). Uindice d'athérogénicité (1A)a &té déter-
miné par le rapport CTic-HDL.

Le test de Kruskal Wallis a été utilisée poura com-
paraison des trois groupes de population (AA, AS,
55) en fonction de '3ge mais aussi en fonction du
sexe Avec le test les paramétres biochimiques ont
&té comparés entre les différentes populations, la dif-
férence étant considérée statistiguement significative
pour p=0,05. Les analyses ont été effectuées a 'aide
du logiciel SPSS version 17 (SPSS Inc., Chicago, IL,
LISA).

RESULTATS

Il iy a pas de différence statistiguement significa-
tive entre les trois groupes de population concemant
I'Age (p= 0,507). Par contre il existe une différence
significative entre les trois groupes de population
concemant le sexe (p =0,038) (Tahleau ).

Tableau | : Caractéristiques démographiques

Homozygotes | Hatéromygotes | Témoins ]
Effectif, n 56 42 i 0507
Ageans) | ZTA:TE 4267 | 28.BE£6.3
Sexn Homozygotes | Héterozygotes | Temoins P
Famimin . | 33 (50%) T (75.5%) | 17 47.2%) | ooz
)
;?Eﬁlh n| 23 @1%) 12 (24.5%) | 19(52%)

Certains paramétres lipidigues présentent une varia-
tion significative entre les trois groupes &tudiés. De
méme, la distribution des concentrafions de CRP au
sein de la population d’étude présente une variation
inégale

C’est ainsi que la comparaison entre  homo-
zygotes et témoins pour les différents paramé-
tres lipidiques étudiés révéle que les moyennes
des concentrations sériques de cholestérol total
(1,08+0,30g1 vs 1,52+0,4g/l; p<0,001), defriglycé-
rides (1,800,80g1 vs 0,68+0,80g1, p=0.,012), dec-
HDL (0,24+0,12g1 vs 0,62+0,23g0 ;p= 0,001} et
Iindice d'athérogénicité(5,28+2.40 vs 2,2£0,95; p=
0,001), sont significativement différents. Par contre,
les concentrations dec-LDL sont superposables
(0,720 400 vs 0,710, 49/ ; p=0,760) (Figure 1).
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Figure 1 : Paramétres biochimigues des drépanocy-
taires homozygotes et des témoins

De méme, les moyennas de ces mémes parameétres
lipidiguessont significativement differentes chez les
drépanocytaires hétérozygotes comparativement aux
témoins poure c-LDL : 0,96+0,50/ vs 0,710 40/, les
triglycérides : 1,760,680 vs 0,6320,280, et Iindice
d'athérogénicité - 3,4+1.4 vs 2,240,958 avec des va-
leurs de p respectives de 0,035, 0,002, 10-5.En re-
vanche, il n'y a pas de difference significative pour
le cholestérol total - 1,49+0 3g0 vs 1,52+0 40/ etle
c-HDL : 0,510,200 vs 0,62+0,23g/1) (Figure 2).
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Figure 2 : Paramétres biochimiques des drépanocy-
taires hétérozygotes et des témoins
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La figure 3 montre qu'il y a des différences significa-
tives, en comparant homozygotes et hétérozygotes,
uniguement entre les moyennes des concentrations
du cholestérol total et de ses fractions, mais aussi de
Findice d'athérogénicité (p= 0,001 pour le choleste-
rol total, le c-LDL, l'indice d"athérogénicité et pour le
c-HDL, p = 0,002).
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Figure 3 : Paramétres biochimiques des drépanocy-
taires homozygotes et des hétérozygotes.

L'étude de la distribution des concentrationsde CRP,
révéle que les homozygotes en crse(n= 17) ont
des concentrations de CRP significativernent plus
&levees(33,7+27 9ma/l avec p= 0,001).En outre, la
comparaison de ces concentrations de CRP entre les
trois groupes etudiés afait ressortir des différences
statistiguement significatives entre certains d'entre
eux. Il en est ainsi entre homozygotes et témoins.
En effet, nous avons une différence significative des
valeurs de la CRP des homozygotes comparées 3
celles destémoins (13,2205 mgl vs 3.523,2 mg! ;
p= 0,001) ; de méme entre hétérozygotes et homo-
Zygotes (5,685 mg/l vs 13,6+20,5 mgf ; p=0,014).
(Tableau II).




Tableau Il : Distibution des concentrationsde CRP
au sein de la population d'étude

Pafients Effiectif | Moyenmes | p{T-Test)
S0 {mgd)

Drépanoeytaires homo- 17 337£270 | p=2104
Tygotes en oise

Drépanocytaires ho- 30 42+320

muozygotes en phase

staticnnaire

55 5 132:205 | p=103
Témoins 3 35£32

A 44 FG6xB5 p=0,108
Témoins E 35:32

AS 40 EE:E5 p=0014
55 5 1322205
Seules la  cholestérolémie totale  (corrélation

de Pearson = 0,622 et p=0,008) et la LDL-
cholestérolémig(comélation de Pearson = -0,521 et
p=0,032)sont négativement corrélées 4 la CRP. Pour
les autres paramétres aucune comélation n'a été ob-
servee (Tableau ).

Tableau |l - Etude de comélation entre la CRP et les
paramétres lipidiques chez les homozygotes en cri-
se.

Comélations
Chol tatal (g} | Comélation de Pearson 0622
F 0,008
N 17
CHDL (g Comélation de Pearson 0,353
P 0,165
N 17
CLDLigh) Comélation de Pearson 0521
P 0,032
N 17
TG (g} Comélation de Pearson 0,045
P 0,863
N 17
1A Comélation de Pearson 0,154
F 0.554
N 17
DISCUSSION
Population d'érude

Elle est constituée de drépanocytaires 3gés de 18
4 48 ans. En effet, nous avons choisi cette tranche
d'dge, en raison de la survenue tardive des compli-
cations cardio-vasculaires qui, sur le plan biologigue,
se traduisent par des anomalies du bilan lipidigue.
En outre, cette tranche d'3ge rend compte également
de l'allongement de 'espérance de vie des drépano-
cytaires dont 80% mouraient autrefois a un dge plus
jeune[10]. La répartition de la population d'étude se-
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lon I'age, montre une homogénéité (p = 0,507) ; ce
que confime I'appariement en Age des différentes
sous-populations.

La répartition de la populafion d'étude en fonction du
sexe, indigue une différence statistiguement signifi-
cative entre les trois groupes de population {p<0,038)
et un nombre plus élevé de patients de sexe féminin
(Tableau 1).

Contrairement aux malades, le nombre de donneurs
de sang de sexe masculin est plus élevé que celul
des donneurs de sexe féminin. Ceci pourait s'expli-
quer par le fait que les hommes donnent beaucoup
plus souvent leur sang que les femmes, celles-ci
étant, périodiqguement soumises a des pertes de
sang liées aux menstruss.

Comparaison entre les drépanocytaires homo-
Zygotes et les rémoins (figure 1)

L'étude comparative des paramétres lipidiques a mon-
tréune haisse significative du cholestérol total (1,09 =
0,30 g/l vs 1,52 + 0,40 g/l, p= 0,001}, et du cholesté-
roFHDL (0,24 + 0,12 afl vs 0,62 £0,23 g, p<0,020)
chez les homozygotes par rapport aux témoins. Par
gilleurs, les concentrations moyennes de  cholesté-
roLDL, (0,72 0,40 g/l vs 0,71 +0.40 gfl, p=D,760),
sont superposables, alors que celles des triglycéni-
des (1,80 0,80 g/l vs 0,68 +0,37 gn, p<0,012) de
méme que [indice d'athérogénicité (5,2822.40 vs
2,240.90 p= 0,001), sont significativement augmen-
tés chez les homozygotes par rapport aux témoins.
L"'augmentation de lindice d'athérogénicitéobservée
dans notre série malgré une baisse du cholestérol
total et du cholestérol HDLpose 1a problématique du
risque d'athérosclérose au cours de la maladie dré-
panocytaire, 'hypocholestérolémie étant reconnue
comme facteur protecteur.

Ces données confirment les résultats rapportés par
certains auteurs [10, 12, 13] pour qui, la diminution du
cholestérol total et de ses fractions, ainsi gue l'aug-
mentation des trighycérides seraient des perturbations
habituelles chez les drépanocytaires homozygotes.
En effet, la drépanocytose est génératrice de stress
oxydatif responsable de la peroxydation des lipides
membranaires. Cette peroxydation toucherait égale-
ment les lipides et lipoprotéines plasmatiques. L'hy-
pocholestérolémie pourrait étre la conséquence de
Futilisation accrue du cholestérol plasmatique pour la
reconstitution de la membrane érythrocytaire 18sée
par la lipidoperoxydation[13].

En revanche, NJOKU et coll[14] ont trouvé des ré-
sultats différents des ndires. Ces auteurs ont obsernvé
une élévation du cholestérol total et des phospholipi-
des chez une population de drépanocytaires homo-
Zygotes. L'hypercholestérolémie aggraverait la vis-
cosité des cellules sanguines des drépanocytaires,
avec pour conséguences une sévérité des crises et
une possible obstruction des artéres, dol la néces-
sité de proposer & ces patients un régime digtétique
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pauvre en cholestérol.

La haisse du cholestérol total observée chez les ho-
mozygotes de notre sére, est accompagnée d'une
diminution du cholestérolbHDL. Nos résultats sont
superposables 8 ceux trouvés par Diatta et al[10]
(0,32 £ 0,05 g) qui ont &tudi& les dyslipidémies dans
une population de drépanocytaires homozygotes
dgés de 15 3 36 ans. Lintervention de la LCAT se-
rait un des mécanismes impligués dans la réduction
du cholestérol-HDL. En effet, [a lipoprotéine préférée
comme substrat pour la LCAT humaine est le HDL.
Ceci pourralt expliguer la réduction du cholestérol-
HDL[10].

La concentration de cholestérol-LDL retrouvés chez
les homozygotes (0,72 £0,.40 gf) conire 0,71+0,40
g/l pour les témoins, (p<0,760) est comparable & cel-
lerapportée par Diatta et al.[10]. Cependant selon
ces auteurs la LDL-cholestérolémie située dans Fin-
tervalle des valeurs usuelles ne refléterait pas la si-
tuation réelle chez le drépanocytaire homozygote et
serait plutdt une conséquence du stress oxydatif qui
transformerait une partie des LOL en LDL oxydées.
Quant a Mhypertriglycéridémie enregistrées dans notre
étude, (1,80 £0,80 g/l pour les homozygotes contre
0,68 0,37 g/l pour les témoins, p=0,012), nous pour-
rions emprunter Mexplication de Monnet et coll. ;- elle
serait due a la baisse d'activité de la lipoprotéine li-
pase, baisse liée au processus de stress oxydatif.
Une autre explication pourrait &tre la production ac-
crue de lipides endogénes pami lesquels les VLDL
et le cholestérol ; le cholestérol serait utilisé pour la
reconstitution des membranes lésées, alors queles
triglycérides non utilisés s’accumuleraient [13]. Des
études épidémiologiques prospectives, ont montré,
en outre, que [hyperrglycéridéemie est indépen-
damment reliée au risque cardiovasculaire aprés
ajustement pour le cholestérol-HDL aussi bien chez
homme que chez la femme. Ces études montrent
que I'hypertriglycéridémie peut avoir des conséquen-
ces athérogénes et thrombogénes suggérant ainsi
gue les drépanocytaires homozygotes de notre série
seraient exposés au risque cardic-vasculaire[15).

Comparaison entre fes drépanocytaires héréro-

Zygotes et les témoins (figure2)

L'analyse comparative des valeurs moyennes des

paramétres lipidiques entre les hétérozygotes et les

temoins a fait ressortir ;

* une superposifion des concentrations plasma-
tiques du cholestérol total (1,49 + 0,3 gl pour
les hétérozygotes contre 1,52 = 0.4 gfl pour les
témoins p<0,531)et du cholestérol -HDL (0,51 =
0,20 gfl pour les hétérozygotes contre 0,62 +0,23
g/l pour les témoins p=0,160).

»  Ces résultats sugoérent les mémes commentai-
res gue ceux &voqués enfre homozygotes et té-
moins.

* une augmentation significative de la concentra-
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tion plasmatigue du cholestérol- LOL tout en res-
tant dans les limites physiologiques (0,96 £0.5
g/l pour les hétérozygotes contre 0,710/ £0.4 gl
pour les témoins p<0,035).

«  Mos résultats se rapprochent de ceux de Djou-
messi et al. qui enregistrent des concentrations
plasmatiques de cholestérol-LDL significative-
ment plus élevées chez les hétérozygotes com-
parativement aux témoins (1,84 = 0,10 gl vs
1,17 £ 0,30 g/ 3 la différence que ces valeurs
sont supérisures aux valeurs usuelles [16].

* une augmentation statistiquement significative
de la friglycéridémie (1,76 + 0,68 gl pour les
hétérozygotes contre 0,68 20,37 @/l pour les té-
moins p< 0,001), comme c’était le cas chez les
homozygotes.

Comparaison entre les drépanocytaires homo-
Zygotes et hétérozygotes (Figure 3)

L'estimation des valeurs moyennes des paramétres
lipidiques signale une baisse significative du taux de
cholestérol total chez les homozygotes comparés
aux hétérozygotes (1,092 0,5g1vs 149+03 gl P=
0,0001). Cette difiérence serait le reflet de la perte
accentuée du cholestérol chez les homozygotes,
notamment en pérode de crise du fait d’'une fragilité
plus prononcée de la membrane énythrocytaire et
donc d’'une utilisation accrue du cholestérol pour le
remodelage de cette membrane.

En outre une haisse significative du cholestérol-HDL
a été enregistrée chez les homozygotes (0,24 £ 0,12
afl pour les homozygotes contre 0,51 £ 0,20 gfl pour
les hétérozygotes p<0,002). Cette diminution serait
en faveur d'une majoration du risque athérogéne, e
qui est confirmé par indice d'athérogeénicité qui est
supérieur aux valeurs usuelles (5,28 = 2.4 les ho-
mozygotes vs 3.4 + 1.4 pour les hétérozygotes p<
0,001).

La concentration de cholestérol-LDL est quant 3 elle
significativement abaissée chez les homozygotes
par rapport aux hétérozygotes (0,72 £ 0,4 gl vs 0,96
+ 0,59/ p=0,009). Ce résultat pourrait &tre en rapport
non seulement avec la baisse de la cholestérolémis
totale, mais également avec le niveau du stress oxy-
datif observe dans ce contexte. En effet, une diminu-
tion du cholestérol total entrainerait celle du cholesté-
rol LDL de méme que la présence du stress oxydatif
provoquerait F'oxydation des LDL, d'ol une baisse
du cholestérol-LDL. Cette oxydation serait plus pro-
noncée chez les homozygotes. Aussi, serait-l plus
intéressant de déterminer la proportion de LDL oxy-
dées en vue d'une évaluation plus objective du stress
oxydatif au cours de la drépanocytose, le dosage du
cholestérol-LDL présentant certaines limites.
Concermnant les trighycérides, il ma &té noté aucuns
difference significative au sein de ces deux sous-
groupes (1,80 = 0,80 ofl pour les homozygotes vs
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1,76 = 0,68 g/l pour les hétérozygotes p=<0,352). Ces
résultats montrent que les facteurs de risgue de ma-
ladies cardio-vasculaires sont plus prononcés chez
les homozygotes qui sont plus exposés aux phéno-
ménes de stress oxydatif et donc aux crises, alors
que les hatérozygotes seraient plutdt asymptomati-
ques.

Si nous considérons les valeurs moyennes des pa-
ramétres lipidiques des témoins, des hétérozygotes
et des homozygotes, nous constatons que les fac-
teurs de risque cardio-vasculaire les plus pertinents
seraient lindice d'athérogénicité et les triglycérides.
Le cholestérol, guant & lui n'est pas suffisamment ex-
pressif puisqu'il est utilisé pour le remodelage de la
membrane lésée.

L es protéines de Finflammation

L'évaluation de la CRP chez les drépanocytaires ho-
mozygotes, a montré que ceux qui étaient en phase
stationnaire sont plus nombreux (n=3%avec 4,2+3 20
maf ) que ceux qui étaient en crise (n=17avec
33,727 S magll ).

Par ailleurs, les concentrations de CRP sont signifi-
cativement plus &levées chez les homozygotes (13,2
+ 20,52 mgf) comparés aux témoins (3,5 + 3,22 mgi
avec p=0,001) et aux hétérozygotes (5,6 + 8,52 mal
avec p=0,014). Par confre, hétérozygotes et témains
ont des taux comparables, avec un p=0,108.Ces don-
nées montrent que les homozygotes font beaucoup
plus de crises que les hétérozygotes qui seraient plu-
tot asymptomatiques. Mos résultats confirment ceux
de Monnet et coll. [17] et de Benjamin et coll [18].
En effet, Monnet et coll. [17] ontobsernvé une augmen-
tation nette et significative des concentrations séri-
ques de CRP et dai-glycoprotéine acide (a1-GPA)
avec une diminution de la transferinémie, justifiant
lexistence du caractére aigu d'une réaction inflam-
matoire lors de la crise drépanocytaire. D'aprés ces
résultats, les concentrations sériques de CRP et de
I'a1-GPA varient en fonclion de I'état clinique du ma-
lade : en crise ou en phase stationnaire. Toutefois ils
soulignent une augmentation l&gére et significative
de I'a1-GPA, au cours de la phase stationnaire, alors
que la CRP reste inchangée. L'augmentation de I'ai-
GPA serait la conséquence d'une réaction inflamma-
toire résiduslle consécutive & une crise précédents
plus ou moins récente. llsontégalement noté que, lors
de la crise, 'élévation des deux protéines est conco-
mitante. Uensemble de ces données suggérent que
la CRP a cinétigue d'évolution plus rapide, serait le
rmarqueur de choix du début de la crise.

- Relations entre la CRP et les paramétres lipidiques
La CRP est négativement comélée au cholestérol to-
tal {r= -0,622 avec p=0,002), au cholestérol LOL (r
= -0,521 avec p=0,032) chez les homozygotes en
crise. Pour les autres paramétres, nous n'avons noté
aucune commélation. Ces associations poumaient sex-
pliquer par le fait que lors de la crise drépanocytaire,
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[inflammation s"accompagne d'une accentuation de
hémolyse énythrocytaire et donc d’'une diminution du
taux d’hémoglobine. Uhémolyse entrainant une lysa
des membranes lésées, le cholestérol plasmatique
est utilisé pour la reconstitution des membranes bio-
logiques, d'ol sa diminution.

CONCLUSION

Cette étude confirme les perturbations des paramé-
treslipidiques antérisurement rapportées dans la dré-
panocytose. La diminution du cholestérol total asso-
ciéedune augmentation des triglycérides, pourrait &tre
la caractérstigue des drépanocytaires homozygotes.
Aussi, malgré la baisse du cholestérol-HOL, 'éléva-
tion de l'indice d'athérogénicité et Fhypertriglycéridé-
mie serait-elle en faveur d'un risque majoré chez les
homozygotes. Pour réduire ce risque, il serait indiqué
de metire en place des mesures hygiéno-digtétiques,
mais surtout d'assurer un suivi biologique de maniére
périodique.
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One hundred and eighteen {(118) subjects aged 15 to 36 years divided into control subjects [AA n = 42),
heterozygous sickle cell patients {AS n = 33) and homozygous sickle cell patients (S5 n = 43) were
investigated for a lipid profile including the measurement of oxidized low density lipoprotein (LDL) to
assess the risk of early atherosclerosis in gickle cell dizease. The results show that total, high density
lipoprotein (HDL) and LDL plasma cholesterol levels are significantly lower in the sickle cell patients
than in control group (p < 0.05). In contrast, the triglyceride levels, the ratio of triglycerides to HDL-
cholestercl and the oxidized LDL fraction are higher in patients {p < 0.05). These lipid abnormalities
could represent a cardiovascular rigk for sickle cell disease patients.

Key words: Atherosclerosis, dyslipidemia, oxidized low density lipoprotein (LDL), sickle cell disease.

INTRODUCTION

Sickle cell disease (SCD) is a genetic disorder caused by
a single substitution (GTG for GAG) at the beta globin
gene on chromosome 11. This gene defect codes for the
sickle beta-hemoglobin characterized by the substitution
of valine for glutamic acid at the sixth position of the beta-
chain (Pauling et al., 1949; Ingram, 1957). This inherited
affection alzo called Sickle cell anemia (SCA) iz a condi-
tion characterized by defect in plasma and erythrocyte
lipids associated with a chronic oxidative stress (Oztaz et
al., 2011). These two morbid processes disturb lipid
homeostasis (Rice et al., 1986; Diatta et al., 2002) and
induce lipidoperoxydation which promotes the accumula-
tion of malondialdehyde, lysophosphatides and oxidizing
agents (Diatta et al., 1999; Hebbel et al., 1982). These
products, which are found at higher levels in the erythro-
cytes and plasma of SCA patients, act as powerful

catalysts for LDL oxidation. The  generated
hydroperoxides and oxidized low density lipoproteins
{oxLDL) induce an atherogenic process and serial
deleterious effects (Peluso et al, 2012; ltabe, 2009).
They promote a defect in lipid metabolism and
abnormalities in lipids homeostasis by compromising the
Lecithin cholesterol acyltransferase and the paracxonase
activity (Bielicki and Forte, 1999; Aviram et al., 1999).
These two enzymes have been shown to play a key role
in esterification of cholestercl on high density lipoprotein
{Santamarina-Fojo et al., 2000) and in the lipid oxidation
(Hine et al_, 2012).

Congistent with these data involved in atherogenesis,
the aim of this study is to evaluate plasma lipids and
oxidized LDL concentrations in SCA patients in order fo
verify the presence of an atherogenic lipid profile.
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Table 1. Lipid profiles in homozygous sickle disease (55) and sickle cell traits (AS) compared to

healthy controls [AA).

Biclogical parameter AR (n=42) AS (n=33) 55 (n=43)
Chol (mgfml) 1.63+0.42 1.67 +0.38 1.18+0.21"
HDL-c {mgiml}) 047 +0.14 043 +0.13 0.32 + 0.07"
LDL-c (mg'ml) 0.98+0.33 1.00 £ 0.32 0.69 +0.18"
Triglyceride (mgfmil} D.79+022 0.84 £ D027 0.64 + 0.30"
Ondidized LDL (LVL) 5079+ 1284 42T75+137 70.05 + 0.82"
LDL-c /HDL-¢ 216+ 1.0G 247+ 009 22110482
Triglyceride/HDL-c 1.67 £ 0.06 222+1.51 308+180"
The values e expressed as mean * standard deviation.

*significantly different from the control group (AA&) (p < 0.05).

MATERIALS AND METHODS

The subjects of this study were randomly selected from Anstide Le
Diantec hospital and from two monitoring centers for SCA patients,
namely the CHTS (Centre Mational de Transfusion Sanguine) and
Albert Royer Children's Hospital of Fann.

These health facilities are located in Dakar in Senegal.  Eligibility
criteria of this study population included absence of traditional
cardiovascular risk factors (obesity, dabetes mellitus, hyperiension,
tabagism, akcoholism) and absence of any therapy or afection
undertying dyslipidemia. Informed consent from each subject was
obtained for participation in the study. Then, 5 mi-blood was
caollected, by venipuncture in the antecubital fossa, in a tube con-
taining lithium heparin and 5§ ml in a dry tube. The serum cbiained
from the dry tubes was divided into aliquots and frozen at -80°C for
the lipid profile and guantification of owidized LDL. The heparin
tuibes were used for Emmel test and hemoglobin electrophoresis.

Plasma cholesterol and triglycerides were determined by
enzymatic methods according to the manufacturer instructions on
COBAS INTEGRA 400 analyzer (Roche Diagncsli-:‘, Germany).
HDOL and LDL cholesterol were determined on the same instrument
by direct methods. Oxidized LDL was quantified by ELISA method
using kits marketed by Mercodia (Mercodia®, Sweden). Mencodia
oidized LOL ELISA is an enzyme immunoassay based on a direct
sandwich technigue utiizing anti-oxl DL antibodies as first antibody.
Before the ELISA test, serum was diluted im order to obtain the
same concentration of total LDOL (0.5 g'L). This normalization
concems both patients and control subjects.

Statistical analysis

The results were expressed as mean + standard deviation. Statis-
tical analysis was cammied out using EPI INFO 8. Student's test was
used for comparing the different concentrations obtained. A
difference to the value of p < 0.05 was considered significant.

RESULTS

This study population is composed of 118 individuals
aged 15 to 36 years divided into three groups according
to the electrophoretic patterms of hemoglobin and the
Emmel teat: 43 homozygous sickle cell patients (55), 33
heterozygous sickle cell patients (AS) and 42 control
subjects (AA). The individuals in the various groups were

matched for age and sex. The lipid plasma concentra-
tions (total, HDL and LDL cholesterol and triglycerides) of
the three groups are shown in Table 1. Total, LDL and
HDL cholesterol are significantly lower in homozygous
SCA patients compared to the control groups (p < 0.001);
triglycerides are significantly higher in SCA patients than
in control group (Table 1). The decrease in LDL choles-
tercl is associated to an increase in LDL particle oxidized
fraction (Table 1). Really, the oxidized LDL level per
Gramm of total LDL is significantly higher in SCA patients
than in the control groups (p = 0.05). Table 1 shows also
the results of lipid indexes. The LDL/HDL ratio is not sig-
nificantly different from one group to another among the
study participants. In contrast, the ratio of triglycernides o
HDL-¢ (TG/HDL- ratio) is significantly higher in SCA
patients than in controls.

Table 2 presents the lipid data of the AA and 55
groups according to the sex: apparently the differences
between control subjects and SCA patients are more pro-
nounced in males for all parameters but HOL- cholesterol
and triglyceride levels show a more pronounced
difference in females.

DISCUSSION

The hypocholesterclemia (total and LDL) observed in this
study SCA patients confirms the results of a number of
studies (El-hazim et al., 1987; Oztaz et al_, 2011; Rahimi
et al.,, 2006; Shores et al., 2003, Vanderjagt et al., 2001;
Mokeondjimolr et al., 2012); the mean cholestercl concen-
tration in this study patients iz however particularly low
(1.18 giL).

The more pronounced difference observed in males
has alzo been already reported by Shores et al. (Shores
et al., 2003). The decrease of both LDL and HDL status
attenuates the vanation of the LDL-¢/HDL-c ratio. In this
case, the lipid index losses in this study the clinical wiility
reported by Fernandez and Webb (2D08).

Hypocholesterclemia may be caused by several mec-
hanisms. Plasma cholesterol iz essential to the renewal
of erythrocyte membranes and it is mobilized from plasma



Table 2. Seerelated Lipid varigtions among Sickle hemoglobin carmiers compared to
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healthy controls.
Males (n=44] Fi I =74

Biclogical paramet ales (n ) emales (n=74)

AA 55 AA 55
Chol {mgfml) 1.80+037 130+0.21" 164+045 1.36+0.32"
HDL-c (mgdml) 042010 038000 050x0.14 0.32x0.10"
LDL-c (mg'mil) 1.00+0.33 076+0.20" 097+030 0.87+0.25°
Triglyceride (mg'ml} 0.80+020 085+025" 078+020 090+0.21"
Triglycerides/HDL 1.58+066 283+1.15 183+071 316+241"
The  waluss are  expressed 3 mean 2 standard  desiation.  "signi-
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ficantly different from the control group (AA) (p < 0.05).

far this funciion. This turnover is exacerbated in SCA as a
result of the aleration of erythrocyte components by
intense oxidative stress (Diatta et al., 1999, 2002; Rice et
al., 1986; El-hazmi et al_, 1987, Ngogang et al., 1989).
Hypocholesterolemia may alzo result from hemodilution
caused by the decreased size of red blood cells resulting
in an increased plasma volume and having thus a dilution
effect on plasma constituents {Shores et al., 2003).

The concomitant decrease in HOL cholesterol is con-
sistent with data reported by several authors (Vanderjagt
et al., 2001; Mokondjimobe et al., 2012; Seixas et al.,
2010; Nnodim et al., 2012). Other reports describe either
no difference (Shores et al., 2003) or an increase in SCA
patients compared to controls (Rahimi et al., 2006).

It is well known that HDL levels are associated with
age. In women, HDL-Cholesterol levels increase pro-
gressively to the fifth decade and then decrease with
menopause (Kim et al., 2000). This mechanism may
influence the data on HDL Cholestercl concentrations
reported by Rahimi et al. (2006): thiz study concerns
women (with 55 or AS phenotypes) who are older than
the control subjects (23.7, 34.8 and 20.6 years respec-
tively). This is probably the reason for the increase in
HOL cholesterol in SCA patients cbserved by Rahimi et
al. {2006). Ancther finding of this study is the higher
trighyceride concentration observed in SCA patients. The
atherogenic link between triglycerdes (TG) and low HDL-
¢ is better demonstrated, in this study, by the ratio of
triglycerides to HDL-cheolesterol (TG/HDL-c ratio). The
raize in this index and in the triglycenides, strongly imply-
cated in the atherogenic process (Gotto, 1998; Da Luz et
al., 2008) suggests an increased risk of atherosclerosis
during SCA.

In the studied population, the depletion in HDL cho-
lesterol, recognized as a protective factor (Filippatos and
Elisaf, 2013; Besler et al. 2010), raises the issue of a
possible atherosclerofic risk hidden by hypocholestero-
lemia in SCA patients. This cardiovascular rigk, litile stu-
died in sickle cell disease, is underpinned in this study by
low HOL-cholesterol levels associated both with a rise in
the fraction of oxidized LDL, in the serum triglycerides
and in the TG/HDOL-c ratio. The atherogenic potential of
these lipid disorders has been reported by several authors

{Mckondjimobe et al.,, 2012; Daugherty and Roselaar,
19935, Gotto, 1998; Da Luz et al., 2008).

Indeed the role of oxidized LDL or Ox LDL in athero-
genesis is well known (Belcher et al, 1999; Huang et al_,
2008; Itabe, 2009). Their intemnalization mediated by
macrophage receptors leads to the formation of foam
cells (Magy et al., 1998). The release of the contents of
these cells induces inflammation which, in synergy with
cytokines, causes the formation of atherosclerctic plague
{Daugherty and Roselaar, 1995; Bediner et al. 1995;
Chilsom et al., 1999).The outgrowth obtained then increa-
ses to the point of obstructing the lumen. In parallel, pro-
tein fibrous cap overlying the atheroma is degraded by
the metalloproteinases released by macrophages and
smooth muscle cells. This erosion promotes thrombus
formation. Thus, the large fraction of oxidized LDL in this
sickle cell population appears to be a significant risk
factor for atherosclerosis The presence of an atherogenic
phenotype in SCA patientz has been already reported
(Seixas et al., 2010).

The combined effects of decrease in HDL-cholesterol,
increased oxidized LDL status, raised triglyceridemia and
TGMDL-c ratio in SCA patients, despite the global hypo-
cholesterolemia, could present a not negligible cardic-
vascular risk.

Conclusion

The exploration of classical lipid parameters and oxidized
LOL in the sickle cell disease shows that in addition to the
qualitative abnormality of hemeaglebin, an abnormal lipid
profile which includes a decrease in HOL cholesterol level,
an increase in triglycerdes, in TG/HDL-c ratic and a high
rate of oxidized LDL is cbserved in these patients. These
lipid disorders by their powerful atherogenic potential can
possibly carmy an eary cardiovascular risk. Without care,
the atherogenic risk could be an obstacle to the improve-
ment of the survival of patients with sickle cell disease.
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Titre : Drépanocytose et polymorphismes génétiques : épidémiologie, prédiction de gravité et stress oxydant

Résumé: Le premier objectif de cette thése était de déterminer les effets isolés et combinés de I’alpha-thalassémie, des
polymorphismes inducteurs (QTLs) de ’HbF et du génotype G6PD dans un contexte d’évolution naturelle de la
drépanocytose (Etudes 1 et 2). L’étude 1 a permis d’évaluer pour la premicre fois les fréquences alléliques de ces génes
modificateurs chez 301 enfants sénégalais SS. Contrairement aux autres populations africaines, le Variant Betica de la
G6PD était majoritaire par rapport au variant A(-). De plus, 12% de notre cohorte avait un déficit en G6PD combiné a
une absence d’alpha-thalassémie. Ces patients-1a seront a privilégier pour la réalisation d’un Doppler transcranien. Les
résultats obtenus dans 1’étude 2 nous ont permis de conclure que I’alpha-thalassémie et les QTLs de I’HbF sont
interdépendants et ne doivent pas étre étudiés séparément pour une prédiction clinique précise. En effet, une combinaison
d'alpha-thalassémie avec au moins 2 QTLs de I’HbF est nécessaire pour retarder de maniére significative la premiére
complication de la maladie. Cependant, une alpha-thalassémie homozygote, méme associ¢e a 3 a 6 QTLs de I’HbF,
augmente la fréquence des CVO pendant ’enfance. Par conséquent, une alpha-thalassémie hétérozygote avec au moins
deux QTL HDbF constituerait le génotype le plus favorable relativement a la survenue des CVO.

Le deuxieme objectif de cette thése était d’étudier les interrelations entre le stress oxydant (phénotype et génotype) et la
sévérité clinique de la maladie (Etudes 3 a 4). La drépanocytose est caractérisée par un stress oxydatif élevé pouvant
expliquer une partie des manifestations cliniques. Nos résultats ont montré que I'alpha-thalassémie homozygote semble
diminuer le stress oxydatif, ce qui contribuerait a son effet protecteur sur certaines complications du sous-phénotype
hémolytique. En outre, les patients qui ont le moins d’hospitalisations et de CVO semblent présenter une meilleure
défense antioxydante (activités catalase et GPx augmentées). Dans 1’étude 4 nous avons étudié 4 SNPs de genes du stress
oxydant (rs4880 du gene SOD2, rs207454 du géne XO, rs233322 du géne MPO et rs35652124 du géne NFE2L2). Le
SNP rs4880 aurait un effet favorable au niveau biologique (réticulocytose moindre, activité GPx augmentée) mais sans
traduction clinique associée. Il en est de méme pour 1rs233322 qui serait associé a une hémolyse et a un stress oxydatif
(AOPP) plus importants. En revanche, une tendance a un effet protecteur de rs207454 vis-a-vis de certaines
complications (hospitalisations, ostéonécrose, sepsis, STA) a été observée. Notre travail contribue a la compréhension de
I'impact des génes modificateurs dans la drépanocytose. Il pourrait donc permettre, via une sélection positive des patients
a risque, d'améliorer la prise en charge de la maladie dans les pays ou les traitements de fond (hydroxyurée, doppler
transcranien, échanges transfusionnels) ne peuvent étre proposés a tous.

Mots-clés: drépanocytose, alpha-thalassémie, QTLs de I’HbF, génes du stress oxydant, sévérité clinique

Title: Sickle cell disease and genetic polymorphisms: epidemiology, prediction of severity and oxidative stress.

Abstract: The primary objective of this thesis was to determine the isolated and combined effects of alpha-thalassemia,
inductors polymorphisms (QTLs) of HbF and genotype G6PD in a context of natural progression of sickle cell disease
(Studies 1 and 2). Study 1 was undertaken to evaluate for the first time the allelic frequencies of these modifiers genes in
301 Senegalese SS children. Unlike other African populations, the G6PD Betica Variant was predominant over the A (-)
variant. In addition, 12% of our cohort had G6PD deficiency combined with no alpha-thalassemia. These patients will be
favoured for the realization of a transcranial doppler. The results obtained in Study 2 allowed us to conclude that alpha
thalassemia and QTLs of HbF are interdependent and should not be studied separately for accurate clinical prediction.
Indeed, a combination of alpha thalassemia with at least 2 QTLs of HbF is required to significantly delay the first
complication of the disease. However, a homozygous alpha thalassemia, even associated with 3 to 6 QTLs of HbF,
increases the frequency of CVOs during childhood. Therefore, a heterozygous alpha-thalassemia with at least two QTL
HbFs would be the most favourable genotype for the occurrence of CVOs.

The second objective of this thesis was to study the interrelationships between oxidative stress and the clinical severity of
the disease (Studies 3 to 4). Sickle cell disease is characterized by high oxidative stress that may explain some of the
clinical manifestations. Our results showed that homozygous alpha-thalassemia appears to reduce oxidative stress, which
would contribute to its protective effect on certain complications of the hemolytic sub-phenotype. In addition, patients
with the least hospitalization and CVO appear to have better antioxidant defense (catalase and GPx activities increased).
In Study 4 we studied 4 SNPs of oxidative stress genes (rs4880 of the SOD2 gene, rs207454 of the XO gene, rs233322
of the MPO gene and rs35652124 of the NFE2L2 gene). The rs4880 SNP would have a favourable effect on the
biological level (less reticulocytosis, increased GPx activity) but without associated clinical translation. The same is true
for rs233322, which is associated with greater haemolysis and oxidative stress (AOPP). On the other hand, a tendency to
a protective effect of rs207454 for some complications (hospitalizations, osteonecrosis, sepsis, STA) was observed. Our
work contributes to the understanding of the impact of modifiers genes in sickle cell disease. It could therefore, through a
positive selection of at-risk patients, improve the management of the disease in countries where the basic treatments
(hydroxyurea, transcranial doppler, blood transfusion) cannot be offered to all.

Key words: sickle cell disease, alpha-thalassemia, QTLs of HbF, oxidative stress genes, clinical severity.
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