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Introduction

Les thalassémies sont des maladies génétiques, caractérisées par un défaut de synthese
des chaines de globine qui interviennent dans la composition de I’hémoglobine. Elles font
partie du groupe des hémoglobinopathies. Elles sont a 1’origine soit d’une diminution soit
d’une absence totale de synthése des chaines de globines. En fonction du type des chaines de
globine atteintes on parle de  ou a-thalassémie.

De transmission autosomique récessive, la B-thalassémie présente un probléme de santé
publique vue sa fréquence et ses difficultés de traitement. Non prise en charge, elle entraine le
décés des malades dans ’enfance. Alors qu’elle est asymptomatique a I’état hétérozygote, elle
se traduit a 1’état homozygote par une anémie plus ou moins sévere et une surcharge martiale.
Cette derniére étant due non seulement aux multiples transfusions de concentrés globulaires
nécessaires pour assurer le bon développement staturo pondéral des enfants mais également a
la physiopathologie de la maladie.

Plus de 300 mutations ponctuelles, et rarement des formes délétionnelles, affectant
I’expression du gene B-globine ont été rapportés, celles-ci constituent le groupe hétérogéne
des thalassemies, mais cette diversité n’explique que trés partiellement I’hétérogénéité de la
présentation clinique. Le diagnostic moléculaire occupe actuellement une place importante
dans le cadre du diagnostic, du conseil génétique et du diagnostic prénatal mais il nécessite
toujours au préalable une analyse phénotypique précise (Couque et al. 2016).

Notre travail de recherche comporte une étude transversale et une étude analytique
moléculaire. 1l a pour principaux objectifs:

- Actualisation des données de littérature, notamment en ce qui concerne la génétique de la
maladie.

- Caractérisation des criteres familiaux, hématologiques, biologiques et biochimiques des
patients atteints de B-thalassémie colligés au sein de la pédiatrie de "THMRUC,

- Recherche par RFLP-PCR d’éventuelles associations entre les polymorphismes T3801C du
CYP1ALl et C677T de la MTHFR et la B-thalassémie.

Le présent mémoire est structuré de la maniére suivante :
- Une introduction
- Une revue de littérature, mettant la lumiére sur les principales notions clés du theme
- Une partie pratique reprenant la méthodologie adoptée, les principaux résultats obtenus

et leur discussion

- Une conclusion

-
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Revue de littérature L’hémoglobine

I- Présentation

L’hémoglobine est le constituant majeur des érythrocytes. Un érythrocyte normal
contient 640 millions de molécules d’Hb qui conférent au sang sa couleur rouge (Steiger
2015). La concentration en Hb dans le sang est en moyenne de 14g/dl chez la femme et de
16g/dl chez ’homme (Horn et al. 2005).
I1- Structure des hémoglobines

Les hémoglobines sont des tétraméres constituées de quatre chaines polypeptidiques, les
chaines de globine, dont il existe plusieurs entités (leur structure primaire), et elles sont
identiques deux a deux. A chaque globine est fixée une molécule d’héme qui contient un
atome de fer pouvant lier une molécule d’oxygene.

L’hémoglobine A (HbA), la forme majoritaire circulant dans le sang des adultes de
I’espéce humaine, est constituée de deux chaines de type o et deux chaines de type B, une
structure qui est résumée par 1’abréviation a2, (Figure 1). La chaine o comporte 141 résidus

d’acides aminés et la chaine B 146 (Schechter 2008 ; Wahed et Dasgupta 2015; Baudin 2016).

Hémoglobine Fer héme

chainea chaine p

globule rouge

chaine p
polypeptide en
forme d’hélice

Figurel : Représentation d’une molécule tétramérique a>f#> de I’hémoglobine adulte
normale (HbA) (EI Kamah et Amr 2015).

I11- Réle

L’hémoglobine a un réle physiologique, elle permet de fixer 1’0, au niveau des
poumons pour le transporter vers les différents tissus de 1’organisme (Schechter 2008), en
fixant quatre molécules d’O- par tétramere, une par groupement heme (Murray et al. 2010).
Elle joue aussi un role dans le maintien du pH sanguin a 7.4 grace a son pouvoir tampon
(Horn et al. 2005).




Revue de littérature L’hémoglobine

IV- L’évolution ontogénique des hémoglobines humaines

Au cours du développement ontogénique, les hémoglobines synthétisées et leur lieu
d’expression varient, la structure de la protéine restant cependant toujours du méme type :
deux chaines de type a ({ ou a) associées a deux chaines de types B (g, vy, 0 ou ) (Figure2).
Trois grands types peuvent étre distingués:

- L’hémoglobine embryonnaire, détectable de la 3° semaine de gestation jusqu’a’ la 10°
semaine et correspondant aux tétrameres suivants : Hb Gower 1({2e2), Hb Gower 2 (aze2), Hb
Portland (Coy2).

- L’hémoglobine feetale (HbF: a2y2), qui constitue le principal transporteur d’O. durant la
gestation.

- L’hémoglobine adulte (HbA : a2f2), qui remplace 1’hémoglobine feetale peu de temps apres
la naissance ainsi qu’un composant minoritaire adulte, 'HbA2 (0232).

Sous des conditions standard, les érythrocytes d’un adulte contiennent
approximativement 97-98% d’HbA, 2-3% d’HbA: et des traces d’HbF (<1%) (Manning et al.
2007 ; Schechter 2008 ; Couque et De Montalembert 2013 ; Wahed et Dasgupta 2015).

Durant les périodes de vie intra-utérine, le cluster a globine subit une seule
commutation ou switch pendant le développement ((—a), alors que le cluster g en subit
deux : (e—7y) pendant la vie embryonnaire puis (y—/f) qui s’achéve vers I’age de 6 a 120 mois

(Lewin 2004 ; Girot et De Montalembert 2006 ; Wajcman 2013; Joly et al. 2014).

Siles

d'érythropiése Rate
. !! Moelle ossause

Sac vitellin )

B |

% 40 =

o

m

35

o

8 a5

2

L

g 0=

U:; u = I“I ! I i 1 1 1 1 1 1 1 1 |

8 12 18 24 30 36 & 12 18 24 30 SE 42 4B

Age post-conceplion Naiasance Age postnatal

remanes) {semaines)

Figure 2: Sites d’érythropoiése et expression des chaines de globine du stade
embryonnaire au stade adulte (Joly et al. 2014).
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V- Geénes des globines
V-1- Structure et famille des genes des globines
Les génes de globine ont généralement la méme structure chez toutes les espéces, ils
dérivent d’un ancétre unique (il y a environ 450 millions d’années), ceci explique leur
structure globale identique (3 exons et 2 introns). L’ordre des génes, de l'extrémité 5’vers
I'extrémité 3°, au sein de chaque complexe refléte ’ordre de leur expression séquentielle au
cours de I’ontogénése (Lewin 2004). Tous les différents genes de globines sont issus de
recombinaisons et/ou de duplications du gene ancestral unique. Chaque géne a ensuite pu
évoluer indépendamment par des éveénements de mutations ou de recombinaisons divers qui
ont abouti aux variations observees entre les différents génes (Hardison 2012). Les génes de la
globine humaine sont regroupés en familles multigéniques (cluster : « agrégat »), le cluster «
(& a2, 1) et le cluster 5 (e, G, A,, 6, ). Ces génes sont relativement petits, respectivement de
1.8 Kb et 1.2 Kb (Greene et al. 2015).
V-2- Localisation des génes de I’hémoglobine
Les génes de la famille « sont localisés prés de 1’extrémité télomérique du bras court du
chromosome 16 (16pter), et ceux de la famille £ sur I’extrémité distale du bras court du
chromosome 11 (11p15.5) (Joly et al. 2014).
V-3- La famille des génes des chaines £-globine
Le cluster B-globine s’étend sur 45 Kb, il comprend 6 génes dont 5 sont exprimés : un
gene embryonnaire (g), deux geénes feetaux (Gy, Ay), et deux geénes adultes (5 et B), et un
pseudo-geéne wP1 dans I’ordre 5°— 3’ (Figure 3). Le géne ¢ le plus distal en 5°, est le premier
a étre exprimé, durant la vie embryonnaire. Les génes Gy et Ay s’expriment durant la vie
feetale (HDF : a2y2). Leur produit ne differe que par un seul acide aminé en position 136 sur la
chaine polypeptidique, qui est une glycine dans le géne Gy, et une alanine dans le géne Ay.
Les génes J et B sont également trés homologues et ne différent dans leur partie codante que
par quelques nucléotides. Le pseudo-géne est localisé entre les paires Gy/Ay et /.
La transcription globale du cluster 3-globine est régulée par une région dite LCR située
a ’extrémité 5” et constituée de 5 sites hypersensibles a I’ADNase I (HS1 a HS5), dont le réle
primordial a été démontré dans I’ouverture de la chromatine et la régulation de I’expression
des génes au cours du développement (Bensimon 1999 ; Banello-Palot et Badens 2010 ; Joly
et al. 2014 ; Couque et al. 2016).

-
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Figure 3: Le locus de la B-globine (Kaplan et Delpech 2007).

VI- La régulation de la transcription des géenes de la globine

La régulation de la transcription des genes de la globine requiert trois éléments : les
séquences en cis (promoteurs, enhancers et silencers), le B-LCR (activateur de lI'ensemble du
locus) et les facteurs protéiques nucléaires ou facteurs transcriptionnels érythroide-spécifiques
et ubiquitaires. L'interaction physique du LCR avec les régions promotrices via les facteurs
trans-régulateurs est nécessaire a l'activation transcriptionnelle des genes (Kaplan et Delpech
2007).
VI-1- Les séquences cis régulatrices

Les séquences cis régulatrices sont localisées au voisinage de chaque gene du locus :
VI-1-1- Promoteurs

Dans le cluster B globine, chaque promoteur proximal est caractérisé par une
combinaison unique de séquences d'ADN, hautement conservées pendant I'évolution, et liant
différents facteurs transcriptionnels (Figure 4). Les éléments régulateurs en 5' des genes
structuraux sont la boite TATA présente dans tous les promoteurs et ou se forme le complexe
basal d'initiation de la transcription, les boite CACCC, CCAAT et la séquence consensus
fixant le facteur érythroide spécifiqgue GATA -1 (Marini et al. 2004).
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Epsilon =115 =83 =28
Gamma =148 =115 =58 =30 _
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CCGCGCCC  CCAAT ATAAA _

Figure 4 : Les élements structuraux appartenant aux régions promotrices des différents
genes de la globine (Addour 2008).

VI-1-2- Enhancers ou séquences stimulatrices
L’enhancer active la transcription d’un geéne en augmentant Iaffinit¢ de I’ARN
polymérase. Dans le cluster B globine, des séquences stimulatrices localisées en 3’ du géne J,
et une autre en 3’ du géne Ay active la transcription (Kaplan et Delpech 2007). Des sites de
fixation pour des facteurs érythroides spécifiques (GATA-1) et ubiquitaires (AP2 et CP 1) ont
été localisés (Thein 2005).
IVV-1-3- Silencers ou séquences extinctrices
Les sequences extinctrices sont localisées a proximité du géne e. Une autre séquence a
0.5 Kb en amont du gene B sur laquelle se fixe le facteur BP1 (dont le géne est localisé sur le
chromosome 17, serait une isoforme d’un géne homéotique impliqué dans les processus du
développement).
IVV-1-4- LCR B-globine
Le LCR B-globine est impliqué dans I’ouverture de la chromatine et jouant un réle
primordial dans le controle de I’expression des genes de la famille B au cours du
développement. Ainsi, ’expression érythroide-specifique et séquentielle des génes résulte de
Iinteraction du LCR de fagon spécifique avec les promoteurs individuels des génes de
globine par formation de boucles chromatiniennes complexes (Rund et Rachmilewitz 2005 ;
Kaplan et Delpech 2007). Les sites HS1 a HS4 ont une spécificité érythroide, le site HS5 est
retrouvé dans tous les tissus. En 3° du locus a environ 20 Kb en aval du géne f, un site 3°’HS

limite le locus qui s’étend au total sur prés de 100 Kb (Kaplan et Delpech 2007).
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VI-2- La régulation en trans

L’expression des génes de la B-globine est contrélée par deux types de facteurs : les
facteurs eérythroides spécifiques (GATAL1, NF-E2, EKLF, SSP, FOG) et les facteurs
ubiquitaires (YY1, Spl, CBP, NFY ou CP1). Le facteur GATA-1 est nécessaire aux étapes
tardives de la maturation érythroide, le facteur GATA-2 est impliqué dans les étapes précoces.
Le facteur EKLF se sur fixe sur les séquences CACCC, et est impliqué dans la commutation
feetale — adulte (Labie et Elion 2005 ; Costello 2009 ; Katsumura et al. 2013). Un des
derniers facteurs de transcription découverts, BCL11A, semble avoir un réle majeur comme
répresseur de ’expression des génes y (Cao et Galanello 2010 ; Sankaran et al. 2011).
VII- La régulation traductionnelle

L'initiation de la traduction peut constituer un niveau important de régulation de
I'expression génique chez les eucaryotes. Ainsi ' ARNm a, produit de la transcription des deux
geénes a2, a1 est en exces d'environ 40% par rapport a I'ARNm . Pourtant la synthése des
chaines o et B de la globine est équilibrée avec un rapport de biosynthése o/ égale a 1
(Lodish 1976). Le processus de traduction des ARNm de globine ne peut se faire qu'en
présence de quantités suffisantes d'héme. Un mecanisme est mis enjeu lorsque les quantités
d'’heme sont limitées. Cette régulation est illustrée par la protéine HRI. En absence d’héme ou
en présence de faibles concentrations ou alors dans des cas de déficience en fer, la protéine
Kinase HR1 est activée et agit au niveau traductionnel en inhibant l'initiation de la traduction
des chaines de globine par phosphorylation du facteur d'initiation de la traduction EF-2. Des
travaux sur des souris thalassemiques ont montré que la protéine HRI module I'accumulation
de l'exces des chaines o globine et diminuerait de ce fait la sévérité de la pathologie (Han et
al. 2005).
VI11- La régulation équilibrée des deux loci de globine

La nécessité d’un tel équilibre est attestée par la pathologie thalassémique induite en cas
de désequilibre. Une avancée importante dans la compréhension de cette coordination a été la
mise en évidence d’une protéine chaperonne AHSP. Cette  protéine, stabilisant
specifiguement les monomeres a-Hb, est synthétisée dans les cellules érythroides. Lorsqu’elle
rencontre un monomere B-Hb libre, le monomére a-Hb se dissocie de I’AHSP pour former un
dimére af stable. C’est ’association des diméres qui va aboutir a la forme tétramérique

fonctionnelle de I’Hb telle que I’HbA (a2p2) (Kaplan et Delpech 2007, Ribeil et al. 2013).

-



Revue de littérature L’hémoglobine

IX- Les hémoglobinopathies
Les hémoglobinopathies peuvent étre classees en trois grandes catégories:

- Anomalies quantitatives : synthése diminuée ou nulle d’une chaine de globine
entrainant ainsi des perturbations dans la synthése de I’Hb (syndromes
thalassémiques) ;

- Anomalies qualitatives : synthése d’une chaine de globine structuralement anormale
(Drépanocytose ...).

- Défaut de swicth de chaines de globine aprés la naissance : par exemple la
persistance héréditaire de I’Hb F (Giordano 2013).

.
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I- Définition

Le terme «thalassémie» est dérivé des mots grecs «Thalassa» (mer) et «<Haema» (sang).
Il correspond a des troubles associés a la synthése défectueuse des sous-unités de globines, a
ou  de ’HbA (a2p2) (Eliezer et Giardina 2011).

Les B- thalassémies sont un groupe de troubles sanguins héréditaires caractérisés par des
anomalies dans la synthése des chaines p de I'Hb, qui se traduisent par des phénotypes
variables allant de I'anémie grave aux individus cliniquement asymptomatiques (Alain et
Marengo-Rowe 2007). Elles comprennent trois formes principales : la thalassémie majeure
("Anémie de Cooley" ou "Anémie méditerranéenne™), la thalassémie intermédiaire et la
thalassémie mineure ("Porteurs de p-thalassémie™ ou "Trait p-thalassémique™ ou "pB-
thalassémie hétérozygote™) (Galanello et Origa 2010).

I1- Histoire de la p-thalassémie

Quelques dates rappellent les principales étapes dans la compréhension de la maladie,
dans sa description clinique et dans sa physiopathologie:

-Dans les années 1800, Von Jaksch découvre a Prague une anémie non leucémique chez un
enfant de 14 mois porteur d’une splénomégalie et qui mourut avant I’dge de deux ans
(‘Yameogo 2009).

-En 1925, la thalassémie a eté décrite aux Etats-Unis, a Détroit, par deux pédiatres, Cooley
et Lee (Brumpt et Pays 1988). Le terme « thalassemie » fut introduit par Whipple et Brad-
Ford pour désigner une anémie en 1932.

-Aux Etats-Unis, Valentine et Neel, en 1944 et 1948 ont rapproché les différentes
observations des chercheurs et ont donné la description classique de thalassémie a hérédité
mendélienne hétérozygote et homozygote, telle que nous la connaissons aujourd’hui.

-Haldane, en 1949 pensait que la microcytose causée par la thalassémie était bénéfique pour
les gens souffrant de malnutrition ou de maladies infectieuses, comme le paludisme.

-En 1959, Ingram et Strett ont suggérérent 1’existence de deux types de thalassémies : la
thalasseémie o et la thalassémie B. Deisseroth a ensuite démontré que les genes pour les deux
types de chaines étaient sur différents chromosomes. Fessas rapporte que ce sont les chaines
libres o ou B qui lesent les GR et causent 1’hémolyse.

Nous arrivons aux dernieres années quand le repérage des génes a permis d’explorer les
cas de thalassémie non seulement au niveau des symptdémes cliniques, des paramétres
hématologiques, des études de familles, de la source méme de la maladie : séquence et
structure de I’ADN (Yameogo 2009).

-
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I11- Epidémiologie

La B-thalassémie est répandue dans les pays Méditerranéens, Moyen-Orient, Asie
centrale, Inde, Sud de la Chine et I'Extréme-Orient, ainsi que le long des pays de la cote nord
de I'Afrique et en Amérique du Sud. La figure 5 représente la prévalence de la maladie dans

les pays de 1’ancien monde.

Ceinture Thalassémique

Figure 5 : Répartition de la B-thalassémie dans I’ancien monde (Lahlou 2016).

La fréquence la plus haute des porteurs est signalée a Chypre (14%), en Sardaigne
(10,3%) et en Asie du Sud-Est. La migration de populations et le mariage mixte entre les
différents groupes ethniques a introduit la thalassémie dans presque tous les pays du monde, y
compris I’Europe du Nord ou la thalassémie était auparavant absente. On a estimé qu'environ
1,5% de la population mondiale (80 a 90 millions de personnes) sont des porteurs de B-
thalasseémie, avec environ 60 000 individus symptomatiques nés chaque année. L'incidence
annuelle totale des personnes symptomatiques est estimée a 1 sur 100 000 a travers le monde
et 1 sur 10 000 personnes dans I'Union Européenne (Galanello et Origa 2010).

En Algérie, la prévalence du trait thalassemique est variable, allant de 1.66 a 3% selon
les différentes enquétes réalisées sur plusieurs échantillons (Addour et al. 2009, Belhani
2009). Les approches épidémiologiques réalisées témoignent d’une augmentation de la
prévalence de la maladie. En 2006, 750 patients ont été recensés et 931 en 2014, dont 56

enfants (59.7%) et 66% sont des thalassémiques majeurs (Tensaout 2017).
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IV- Classification des syndromes B-thalassémiques

Les B-thalassémies sont réparties en trois grands syndromes selon I’importance des
signes cliniques exprimés :

-La B-thalassémie majeure et la B-thalassémie intermédiaire, constituent les formes séveres ;
- La B-thalassémie mineure qui représente généralement la forme asymptomatique.
IV-1- La B-thalassémie majeure (B-TM)

La B-thalassémie majeure, également nommée TDT, est la forme habituelle a 1’état
homozygote ou il existe une suppression totale (forme p°) ou une diminution considérable
(forme B*) de la synthése des chaines p de I’Hb. L’organisme réagit pour compenser le
manque en augmentant la synthése des chaines vy, ce qui aboutit a un fort pourcentage de
I’HDbF. Cela n’est néanmoins pas suffisant pour pallier le déficit complet d’HbA. Il en résulte
alors une diminution de I’Hb totale. Les transfusions sont vitales (Sandhya et al. 2013).

IV-2- La B-thalassémie intermédiaire (B-TI)

La B-TI désigne une entité clinique de gravite trés variable, plus sevére que la forme
mineure, mais moins sévere que la thalassémie majeure. Elle représente 5 a 10% de
I’ensemble des P-thalassémies homozygotes. Sur le plan génotypique, la P-thalassémie
intermédiaire est habituellement B*/B* ou peut étre B*/B° (Perrimond 2001 ; Thuret 2014). Les
B-TI sont également nommées TNDT (Taher et al. 2013).

IV-3- La B-thalassémie mineure

La B-thalassémie mineure ou hétérozygote, est due a la mutation d’un seul des deux
geénes de la B-globine, I’autre géne est capable de compenser 1’anomalie et produire un taux
d’Hb normal ou proche de la normale. Elle est en regle asymptomatique et ne nécessite
aucune prise en charge spécifique (Desrosiers 2003 ; Joly et al. 2014 ; Thuret 2014).

V- Complications de la B-thalassémie

Les patients atteints de B-TM nécessitent des transfusions sanguines répétées tout au
long de leur vie pour survivre, celles-ci peuvent étre inadéquates ou provoquant des
infections, ce qui entraine de nombreuses complications : troubles cardiaques, endocriniens et
hépatiques associés aux surcharges de fer et les toxicités des chélateurs de fer (Agarwal
2004). La majorité des ces problemes dépendent de I’dge. L’atteinte cardiaque est la
complication la plus importante et le principal déterminant de la survie (Dimitrios et
Kremastinos 2001). Elle est responsable de plus de la moitié des déces, celle-ci peut prendre
la forme de cardiomyopathie, hypertension pulmonaire, d’insuffisance cardiaque,
d’arythmies, péricardite et de myocardite (Sayed et al. 2013). Malgré que la surcharge en fer

soit la cause principale, d’autres facteurs génétiques, immunitaires ou infectieux, peuvent

0
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étres importants. Les complications endocriniennes incluent le diabete sucré, I'nypothyroidie,
I'hnypo-parathyroidie, I'hypogonadisme et la puberté retardée (Ayfer et al. 2011 ; Noetzli et al.
2012). Les complications les moins importantes comprennent l'atteinte hépatique, les
complications neurologiques et la manifestation psychologique (Deborah et Elizer 2005 ;
Manoj et al. 2013).

VI- Physiopathologie de la -thalassémie

Physiologiquement, les globines B et a sont synthétisées en quantité équivalente, afin
qu’une globine en particulier ne soit pas excédentaire aprés formation du tétrameére a3 de
I’HbA. Lorsque le taux de chaines B est nul ou diminué, 1’équilibre est rompu, un exces
proportionnel de chaine a est donc observé. Cette diminution de la production d’Hb est plus
évidente chez les porteurs sains, aboutissant a la réduction de la concentration intracellulaire
d’Hb et du VGM. Ceci a peu de conséquence clinique. Le déséquilibre de production des
chaines des globines a des consequences importantes sur les précurseurs erythrocytaires ce
qui aboutit au final a leur destruction précoce et massive a la fois dans la moelle osseuse mais
aussi dans les sites extra-médullaires. Cette érythropoiése inefficace est la caracteristique
principale de la thalassémie.

L’hémolyse périphérique contribut moins a I’anémie dans la forme majeure que dans la
forme intermédiaire et survient quand les chaines a-globines insolubles induisent des lésions
membranaires des érythrocytes circulants. La premiére réponse a I’érythropoic¢se inefficace et
a ’anémie est I’augmentation de la production d’érythropoiétine aboutissant a une hyperplasie
érythroide dont les consequences potentielles sont une majoration de la splénomégalie, des
déformations des os et du squelette, une ostéoporose et dans certains cas a la survenue de
masses extra médullaires. Les patients présentant une thalassémie majeure non-traitée ou
sous-traitée ont un retard de croissance résultant de I’anémie, mais aussi du surcroit de charge
sur le métabolisme imposé par I’expansion des lignées érythroide. L’anémie peut induire une
hypertrophie cardiaque et dans certains cas une insuffisance cardiaque. L’érythropoicse
inefficace est aussi associée a une augmentation de I’absorption du fer, via principalement une
augmentation de I’absorption intestinale consécutive & une inhibition de la synthése
d’hepcidine (peptide de 25 acides aminés synthétisé par le foie qui joue un role central dans

I’homéostasie martiale). La physiopathologie des p-thalassémies est résumeée dans la figure 6.
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Figure 6 : Conséquences de I’excés de production de chaines d’a-globines libres

dans la B-thalassémie (Cappellini et al. 2014).
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I- Transmission héréditaire

La B-thalassémie se transmet selon le mode autosomique récessif. Les parents d’un
enfant atteint sont obligatoirement hétérozygotes et portent une seule copie du gene muté de
la B-globine. A la conception, chaque enfant issu de parents hétérozygotes a 25% de chances
d’étre atteint (homozygote), 50% de chances d’étre porteur asymptomatique (hétérozygote) et
25% de chances d’étre sain et non porteur (figure7) (Sandhya et al. 2013). L’un des
problémes des maladies autosomiques récessives réside dans le fait que les couples a risque
I’ignorent souvent, les hétérozygotes n’étant pas symptomatiques, leur statut de porteur sain
n’est pas forcément connu. C’est parfois seulement a la naissance d’un enfant malade que la

présence d’une mutation chez les parents est décelée.

.
ERX

fA AJ/a A/fa a/a

[ Homozygote sain [l Homozygote malade
[l Hétérozygote porteur sain

Figure7 : Mode de transmission de la g-thalassémie
(Encyclopédie Orphanet Grand Public 2008).

11- Bases moléculaires de la g-thalassémie

Si le tableau cliniqgue des thalassémies est relativement homogéne, les bases
moléculaires en sont extrémement variées. Plus de 300 mutations ponctuelles, rarement des
délétions, affectant I’expression des geénes de globine ont été rapportées, les 3 quarts
concernant le locus B-globine (Bonello-Palot et Badens 2010 ; Couque et al. 2016). On sait
que la grande majorité des B-thalassemies est due a des mutations ponctuelles ou a des micro-
délétions ou insertions de nucléotides. Ces mutations ont été observées sur toute I’étendue du
géne B : exons, introns, promoteurs, autres régions non transcrites ou non traduites en 5’ et en
3’ (figure 8). Elles ont par ailleurs été identifiées a toutes les étapes de la synthése protéique :
transcription, maturation de I’ARNm, traduction, et méme pendant 1’étape post-
traductionnelle (Labie et Elion 2005).
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Figure 8 : Les différents types de mutations g-thalassemiques (Joly et al. 2014).

I1-1- Les mutations ponctuelles
Les anomalies les plus fréquentes dans le locus B sont les mutations ponctuelles. On

distingue les mutations B*-thalassémiques qui diminuent I’expression du géne sans 1’abolir,
des mutations °-thalassémiques qui abolissent totalement I’expression du géne B-globine :

- Mutations aboutissant a une suppression totale ou presque totale de I’expression du géne
(mutation B°-thalassémique). Ce sont des mutations non sens, des insertions ou délétions
entrainant un décalage du cadre de lecture ou des mutations des sites d’épissage ou du codon
d’initiation.

- Mutations entrainant une diminution de 1’expression : certaines mutations affectent des
séquences régulatrices comme les sequences conservees du promoteur (TATA box, CAAT
box ou motifs CACCC) ou les séquences 5’ ou 3’non traduites. D’autres créent ou activent un
site alternatif d’épissage. Ce dernier type de mutation peut étre localisé dans une région
codante du géne et avoir donc 2 effets : un effet faux-sens qui va aboutir a la synthése d’une
chaine de globine anormale et donc a une Hb anormale, et un effet sur 1’épissage (en créant ou
en activant un site cryptique d’épissage) qui conduit & une diminution du niveau de
production de la chaine protéique anormale. On parlera ici de variant de I’'Hb a effet
thalassémiant ; le plus fréquent de ces variant est I’HbE particulierement répandue en Asie.

- Certaines mutations siégeant dans le promoteur ou dans les régions 5’ et 3’ non traduites ont
un effet particulierement discret sur le niveau de synthese de la chaine B-globine. Chez

I’hétérozygote, elles n’entraineront aucune modification clinique ou biologique. Chez
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I’homozygote, elles produisent un tableau classique de trait thalassémique avec microcytose,
polyglobulie et ¢élévation de I’HbAz. Elles ne seront réellement pathogénes qu’en association
avec une mutation B°-thalassémique sur 1’autre alléle et produiront un phénotype de
thalassémie intermédiaire. On les appelle des mutations B-thalassémiques silencieuses ou
mutations B**-thalassémiques (Bonello-Palot et Badens 2010).
I1-2- Les formes délétionnelles

Les formes de P-thalassémies dues a des délétions sont plus rares mais pas
exceptionnelles (Pissard et al. 2013). On distingue deux types principaux, I’un relativement
fréquent et ’autre extrémement rare :
-Délétions emportant le géne B : elles emportent soit le géne B uniquement (B’-thalassémie),
soit les génes & et B ((5P)°-thalassémie), soit I’intégralité¢ du cluster B-globine ((eySp)°-
thalassemie). Les consequences hématologiques sont les mémes a 1’age adulte que celles des
alleles B°-thalassémicque a la différence prés que le taux d’HbA, n’est pas augmenté dans les
deux derniers cas. Certaines délétions qui emportent les génes 3, 6 et parfois Gy induisent une
persistance de I’HbF a I’age adulte qui atténue le phénotype 5-p-thalassémie en bloquant la
commutation y vers B qui se produit normalement entre 3 mois et 2 ans. Ce blocage est di a la
délétion de la région située entre les genes Ay et 8, zone de fixation de la protéine BCL11A
indispensable a la répression des genes y de globine a 1’age adulte (Sankaran et al. 2011 ;
Couque et al. 2016).
-Délétions emportant le LCR : il s’agit de délétions plus ou moins larges qui emportent toute
ou une partie de la région qui régule la transcription de I’intégralité du cluster B-globine. Les
délétions décrites au niveau de cette région semblent indiquer que c’est la région HS3 qui est
primordiale pour la transcription du cluster B-globine puisque son absence est le point
commun a toutes les délétions de ce type entrainant une (eydp)°-thalassémie (Joly et al. 2011).
Au niveau hématologique, I’hypochromie et la microcytose apparaitraient dés la vie
embryonnaire puisque les génes &, Gy et Ay d’expression embryonnaire et foetale sont

également inactivés (Joly et al. 2014 ; Couque et al. 2016).

I11- Corrélation génotype-phénotype

Il existe une corrélation assez forte entre le type de mutation B-thalassémique qui
conditionne le niveau de perturbation de la synthése de la chaine protéique et la sévérité
clinique. L’effet d’une mutation sur le niveau d’expression du géne dépend de sa nature et de
sa localisation. Les mutations B-thalassémiques sont schématiquement classées en 3°, B+, p++

ou selon un retentissement décroissant sur le niveau d’expression du gene. Les mutations
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localisées dans le promoteur ou dans les introns sont en principe moins délétéres que les
mutations non-sens ou les mutations localisées sur les sites consensus d’épissage ou encore
les délétions emportant 1’ensemble du geéne. En régle générale, I’hétérozygote J-
thalassémique ou porteur sain n’est pas symptomatique, il présente seulement les
modifications érythrocytaires typiques (pseudo-polyglobulie et microcytose) et une élévation
modérée de I’HbA2. Chez ’homozygote ou I’hétérozygote composite, les 2 all¢les sont mutés
; on observe alors, en fonction de la nature des mutations, un continuum de sévérité pouvant
aller d’une forme intermédiaire a une forme majeure (Bonello-Palot et Badens 2010 ;
Bonello-Palot et al. 2016).

IV- Les facteurs modulateurs d’origine génétique de la B-thalassémie

IV-1- Facteurs influengant I’équilibre entre les chaines a et 8

-Le type de mutation dans le gene B-globine

-Une a-thalassémie associée : I’inactivation d’un ou plusieurs génes a-globine peut corriger le
déséquilibre de synthese des chaines de globine en normalisant le rapport o/p. La sévérité de
la thalassémie est proportionnelle au niveau de déséquilibre entre les chaines de globine
(Bonello-Palot et al. 2016).

-La protéine AHSP: elle a un role éventuel dans la modulation de la sévérité chez le sujet B-
thalassemique. Ce rOle a été suggéré, mais d’autres visant a le démontrer ont donné des
résultats contradictoires (Bonello-Palot et Badens 2010).

IV-2- Facteurs génétiques influengant la synthése d’HbF a I’age adulte

-Un facteur présent dans le locus B-globine : une mutation dans le promoteur Ay, couramment
appelée polymorphisme Xmn1l. Des études ont montré que ce polymorphisme est associé a un
taux d’HDF plus élevé a I’age adulte.

-Autres facteurs présents non liés au locus B-globine : Des polymorphismes d’une région en
6923 ont été associés a un taux d’HbF élevé (Bonello-Palot et al. 2016).

V- Polymorphismes génétiques

La caractérisation et la compréhension des variations génétiques constituent un véritable
défi en génétique humaine tant pour les individus indemnes de toute pathologie que les
personnes malades. L’intérét de 1’é¢tude des variants génétiques est de démontrer leur
implication dans I’influence de 1’expression des génes et par conséquent de les mettre en

relation avec I’expression d’un phénotype précis. En effet, la plupart des variations peuvent

0



Revue de littérature Génétique de la B-thalassémie

étre neutres et I’enjeu est de mettre en évidence celles qui ont un caractére fonctionnel
(Ghesquieres 2010).
V-1-Méthyléne-Tétrahydro-Folate-Réductase (MTHFR) et la B-thalassémie

La B-thalassémie est une pathologie hypercoagulable chronique, le risque de développer
une thrombophilie peut varier d’un individu PB-thalassémique & un autre & cause des
polymorphismes pouvant étre associés a celui-ci. Les résultats rapportés dans diverses études
se concentrent sur le r6le du polymorphisme MTHFR dans le risque de développer une
thrombophilie. Chez les patients atteints de B-TM, ils ont montré des résultats négatifs (Al-
Sweedan et al. 2009).
V-1-1-Structure et localisation du gene MTHFR

Le géne MTHFR est localisé sur le chromosome 1, en 1p36.22 (Figure 9). 1l comprend
11 exons et s’étend sur une longueur de 2.2 Kb. Sa région promotrice contient plusieurs sites
de liaison pour les facteurs de transcription, mais ne possede pas une séquence TATA box.
Sur ’exon 1 du gene, il y a un site d’épissage alternatif ; la région UTR de ce géne est longue,

montrant la complexité dans la régulation de ce gene (Goyette et al. 1998).

=1
)
[N

Fi6. 32
pl6.21
pi6.12
pa3
pag .2
qlz2
g4l
q44

Figure 9 : Localisation du gene MTHFR sur le chromosome 1 (Genetics Home
Reference 2017).

V-1-2- Structure et fonction de la protéine MTHFR

Chez I’homme, le produit du géne MTHFR est une protéine catalytique active de
77KDa, c’est la 5,10-MTHFR qui est un homodimeére présent dans le cytoplasme. Cette
protéine est composée de 656 acides aminés possédant un domaine catalytique présentant un
site de liaison pour le coenzyme, le FAD et un domaine régulateur ou se lie I'inhibiteur
allostérique, la SAM. La 5,10-MTHFR catalyse la conversion du 5,10
méthylénetétrahydrofolate (5,10- CH-FH.) en 5-méthyltétrahydrofolate (5-CHs-FHa4) qui est
la forme biologique majeure des folates et la principale source du carbone nécessaire pour la
conversion de I’homocystéine en meéthionine. Cette conversion est tres importante pour la
biosynthese des nucléosides, la méthylation de I’ADN, et ainsi le métabolisme de

I’homocystéine (Leclerc et Rozen 2007).
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V-1-3- Le polymorphisme C677T

Une substitution d’une cytosine par une thymine au niveau de la 677éme paire de base
dans le quatrieme exon (C677T), aboutit & un remplacement d’une alanine par une valine dans
la séquence protéique. Cette mutation entraine une diminution de 1’activité enzymatique de
30% chez les hétérozygotes (CT) et de 70% chez les homozygotes (TT) (Robien et Ulrich
2003). 11 s’agit d’un polymorphisme commun dans la population générale. Sa fréquence a
I’état homozygote varie entre 5-15% avec une distribution hétérogene significative parmi les
différents groupes ethniques. Dans les pays du Maghreb, les résultats ont montré une
fréquence allélique de 17.8% en Tunisie (Jerbi et al. 2005) et de 34.3% en Algérie (Bourouba
et al. 2009).
V-2-Cytochrome P450 et la p-thalassémie

A notre connaissance, aucun travail traitant de la relation entre le polymorphisme
CYP1AI1 et la B-thalassemie n’a été réalisé.
V-2-1- Cytochrome P450

Le systeme d’enzymes Cytochrome P450s (CYPs) est une superfamille d’enzymes
impliqués dans les processus de détoxifications, le metabolisme oxydatif des composés
endogenes tels que les stéroides, les acides gras, les leucotrienes et les prostaglandines et le
métabolisme des produits chimiques étrangers tels que les médicaments, les agents
cancérogenes et d'autres polluants environnementaux (Merabet 2012 ; Pandey et al. 2016).
Les CYP, formés d’environ 500 acides aminés, ont une partie trés conservée qui se retrouve
dans le cceur de la protéine et reflete le mécanisme commun de transfert d’électrons et de
protons et d’activation d’oxygene. La région la plus variable correspond a la partie amino-
terminale impliquée dans I’ancrage a la membrane du réticulum endoplasmique et des
mitochondries, et a la séquence de liaison et de reconnaissance du substrat (Zidoune 2016).
V-2-2-Enzyme CYP1Al

CYP1AL est un membre de la famille CYPL1, il joue un rdle clé dans le métabolisme des
médicaments et des produits chimiques environnementaux. L'enzyme CYP1A1 humaine est la
plus active parmi les CYPs dans le métabolisme de pro-cancérogenes, en particulier les
hydrocarbures aromatiques polycycliques, en interméediaires hautement réactifs. Lorsque ces
composeés se lient a 'ADN et forment des adduits, ils peuvent contribuer a la carcinogenése
(Meng et al. 2015).
V-2-3- Le géne CYP1Al

Le géne CYP1A1 est localisé sur la région 15922-g24. 1l contient 7 exons et 6 introns et
s’étale sur 5,810pb (Merabet 2012).
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V-2-4- Polymorphisme T3801C

Le polymorphisme T3801C, T6235C, ml ou CYP1A1*2A, est la mutation découverte
en premier, résulte d’un replacement d’une thymine par une cytosine au niveau de la 3801¢me
paire de base (3801T>C) en créant un nouveau site de clivage pour Mspl au niveau de la
région non codante 3’, en aval de I'exon 7 (Paraskevaidis et al. 1998 ; Merabet 2012 ; Mandi
2014).
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I-Diagnostic
I-1- Diagnostic biologique et clinique
I-1-1- Diagnostic de la B-thalassémie majeure
I-1-1-1- Diagnostic hématologique

L’hémogramme est marqué par une anémie sévere (Hb<7-8g/dl), qui commence dés la
petite enfance, associée a une anémie microcytaire (VGM <70fl) et une hypochromie (CCMH
<20pg) (Thuret 2014). Le taux des réticulocytes est bas, voisin de 100 000 par mm?. Le frottis
sanguin montre des anomalies érythrocytaires (anisocytose, poikilocytose, hématies a
ponctuations basophiles et érythroblastose parfois tres élevée, jusqu’a 100 000 éléments par
mm?). La moelle osseuse est trés riche en érythroblastes (Steiger 2012 ; Bonello-Palot et al.
2016).
I-1-1-2- Diagnostic biochimique

L’¢électrophorése de 1’Hb montre que le taux de I’HbA est nul dans les formes (B°) ou
quasi-nul dans les formes (B*), I’HbF devient donc la fraction majoritaire avec un taux
superieur a 90%, le taux d’HbA> est normal ou augmenté (Vinatier 2006). La bilirubine non
conjuguée est augmentée du fait de I’hémolyse chronique. Le taux du fer est toujours
augmenté, méme en absence de transfusion, du fait de I’hyperabsorption intestinale du fer,
secondaire a la dysérythropoiese (Djemaa 2013).
I-1-1-3- Diagnostic clinique

La présentation clinique de la B-TM se produit entre 6 et 24 mois. Les nourrissons
atteints deviennent progressivement pales, souffrant d’irritabilité, fievre, diarrhée.
L’élargissement progressif de I'abdomen causé par la spléno-hépatomégalie peut survenir
mais il n’est plus observé de nos jours du fait de la prise en charge précoce par des
transfusions réguliéres. En 1’absence de transfusion, I’espérance de vie est inférieure a 20 ans
(Taher et al. 2008 ; Bonello-Palot et al. 2016).
I-1-2- Diagnostic de la p-thalassemie intermédiaire
I-1-2-1- Diagnostic hématologique

La numération sanguine montre une pseudo-polyglobulie associée a une anémie de
séveérité variable (Hb entre 6 et 9g/dl), microcytaire (VGM entre 50 et 80fl) et hypochrome
(CCMH entre 26 et 30pg). L’hyper réticulocytose, 1’érythroblastose et la poikilocytose sont
plus ou moins prononcés (Bonello-Palot et al. 2016).
I-1-2-2- Diagnostic biochimique

L’¢lectrophoreése de I’Hb montre une augmentation significative du taux de ’HbF (>7-

8%). Ce taux est extrémement variable d’un patient a un autre en fonction de I’importance du
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déficit relatif en chaines B-globine et il peut atteindre 60-70 % (Joly et al. 2014). Le taux
d’HbA> est anormalement élevé entre 4 et 7%, avec la présence d’HbA (Bonello-Palot et al.
2016).
I-1-2-3- Diagnostic clinique

Les formes de B-TI ont une sévérité qui peut étre tres variable mais qui ne sont pas
dépendantes des transfusions ou seulement pendant certaines périodes de la vie. Certains
patients, pendant leur enfance et leur adolescence peuvent évoluer vers une transfuso-
dépendance totale avec 1’age. Dans ces formes atténuées, 1’anémie sera plus ou moins bien
tolérée. La surcharge en fer est également une complication méme en 1’absence de
transfusion, car I’anémie chronique entraine une augmentation de 1’absorption intestinale du
fer (Bonello-Palot et al. 2016).
I-1-3- Diagnostic de la B-thalassémie mineure

Les porteurs de la p-thalassémie mineure présentent une hypochromie et une
microcytose marquées ainsi qu’une augmentation du taux d’HbA> (entre 3,8 et 5,5 % le plus
souvent) et un taux variable d’HbF (0,5 a 4 %). Le frottis sanguin peut montrer une
anisocytose et une poikilocytose (Joly et al. 2014 ; Thuret 2014).
I-2- Analyses de génétique moléculaire

La prévalence d'un nombre limité de mutations dans chaque population a
considérablement facilité les tests de génétique moléculaire. Les mutations communes du
géne de la B-globine sont détectées par des procedures basées sur la PCR. Les méthodes les
plus couramment utilisées sont : dot-blot inverse ou I'amplification spécifique de I'amorce,
avec un ensemble d'amorces complémentaires aux mutations les plus courantes dans la
population d'ou provient l'individu concerné (Al Mosawy 2017).
I-3- L’enquéte familiale

L’enquéte familiale est indispensable au diagnostic et peut révéler que les deux parents
présentent une B-thalassémie hétérozygote avec a 1’hémogramme une pseudo-polyglobulie
microcytaire et a 1’électrophorése de I’Hb une augmentation du taux d’HbA>> 3.3%. Ce qui
définit le caractére homozygote de la f-TM (Tensaout 2017).
I-4-Diagnostic prénatal

Le diagnostic prénatal pour les grossesses a risque accru est possible par I'analyse de
I'ADN extrait de cellules feetales obtenues par amniocentése, habituellement réalisée environ
15 & 18 semaines de gestation ou sur des villosités choriales a 11 semaines de la gestation.
L'analyse de cellules feetales dans le sang maternel et 1'analyse de 'ADN feetal dans le plasma

maternel peuvent également étre réalisées (Sandhya et al. 2013).
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I-5- Diagnostic préimplantatoire

Le diagnostic préimplantatoire peut étre disponible pour les familles dans les quelles les
mutations responsables de maladies ont été identifiées. Il consiste a la recherche de 1’anomalie
génetique responsable de la maladie sur des embryons obtenus par fécondation in vitro
(Djemaa 2013).

I1- Traitements des p-thalassémies

Il existe deux types de traitement des B-thalassémies : le traitement conventionnel et les
nouvelles thérapeutiques.
I1-1- Le traitement conventionnel
-Transfusion sanguine: Transfusions concentrées de globules rouges de fagon réguliére pour
maintenir I’Hb au-dessus de 9-10g/dl afin de permettre une croissance et une activité
normales. Le second but des transfusions est la répression de 1’érythropoiése thalassémique
pour prévenir déformations osseuses, splénomégalie et « tumeurs » d’hématopoiése extra-
médullaire (Galanello et Origa 2010 ; Thuret 2014 ; Joly et al. 2014).
- La chélation du fer : Le traitement chélateur du fer est systématiqguement associé aux
transfusions réguliéres. Il a pour but de prévenir les décés d’origine cardiaque et la morbidité
secondaire a la surcharge en fer (Olivieri et Brittenham 2013 ; Thuret 2014).
- Splénectomie : Lorsque les besoins transfusionnels sont trop élevés il peut s’avérer
nécessaire de retirer la rate par chirurgie (splénectomie) La splénectomie expose donc les
patients a un risque infectieux accru notamment aux germes encapsulés comme le
pneumocoque. Pour cela, il faut attendre 1’age de 5-6 ans avant d’opérer un enfant (Joly et al.
2014 ; Littee 2016).
11-2- Les nouvelles approches thérapeutiques
Ces approches thérapeutiques potentielles peuvent étre divisées en trois catégories, visant a
agir sur la synthese des chaines de globine par adressage ou compensation.
-La transplantation de moelle osseuse : Egalement appelée transplantation de cellules
souches hématopoiétiques. Elle est en pratique courante, le seul traitement curateur. Elle est
indiquée chez 1’enfant ou I’adolescent disposant d’un donneur familial HLA-identique,
permettant actuellement de guérir 9 enfants sur 10 (Lucarelli et al. 2012 ; Thuret 2014).
-Inducteur de ’HbF : Pour compenser la synthése de la chaine -globine réduite ou absente
chez les patients p-thalassemiques, des agents pharmacologiques capables d'induire la
production d'HbF sont utilisés (Bonello-Palot et al. 2016).

-
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- La thérapie génique

Aujourd’hui, la seule possibilité reconnue de traiter définitivement la p-thalassémie est
de recourir & la greffe allogénique de moelle osseuse. Mais cette approche est limitée par la
disponibilité de donneur compatible pour seulement 25% des patients et le risque significatif
de réaction de greffon contre I’hote. La thérapie geénique pourrait alors représenter une
alternative pour traiter définitivement 1’hémoglobinopathie en cas d’impossibilité de recourir
a un donneur pour une greffe allogénique, en offrant la possibilité d’une greffe autologue : les
propres cellules souches hématopoiétiques du patient sont genétiquement modifiées avant de
lui étre réinjectées. Ainsi, I’addition du géne B-globine par un vecteur et son intégration
chromosomique dans les cellules souches hématopoiétiques du patient est une approche de
choix, gréace a des éléments de régulation génétiques appropriés contenus dans le vecteur. Les
virus ont la capacité d’intégrer leur propre matériel génétique dans les cellules humaines, ils
représentent donc de potentiels vecteurs pour ce type de thérapie. Le principe général est
d’oter au virus les séquences génétiques responsables de son caractére pathologique, le
rendant inoffensif, et de lui supprimer la capacité de se reproduire. Enfin, Le géne a visée
thérapeutique vient remplacer ces séquences. Les obstacles a cette thérapie étant la nécessité
d’améliorer I’efficacité du transfert de gene, réguler et maintenir 1’expression du gene
introduit et insérer le gene dans un site non-oncogénique. Des transferts de genes de globines
ont été effectués avec succes dans des cellules hématopoiétiques humaines et de primates
(Lahlou 2016).

I11-Conseil génétique

Le conseil génétique fournit des informations pour les individus et les couples a risque
(c'est-a-dire les deux porteurs) concernant le mode de transmission, le risque génétique d'avoir
affecté des enfants atteints et I'histoire naturelle de la maladie, y compris le traitement

disponible et les thérapies en cours de recherche (Sandhya et al. 2013).
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I-Patients
I-1- Recrutement
Notre étude a porté sur 36 enfants atteints de B-thalassémie venant de différentes
régions de I'Est Algérien, diagnostiqués et traités a la pédiatrie de I’Hopital Militaire Régional
Universitaire de Constantine, sur une période de 3 mois (de Mars a Mai 2017). L’étude
génétique a été réalisée au niveau du laboratoire de biologie et génétique moléculaire du CHU
Ibn Badis Constantine3 (extraction de I’ADN) et au laboratoire de biologie moléculaire -
Faculté SNV - Constantine 1 (PCR/ Digestion). Dans 1’étude analytique cas-témoins des
profils génotypiques et alléliques, les profils de 10 témoins nous ont été fournis par Dr.
REZGOUNE D.
I-2- Critéres d’inclusion / exclusion
I-2-1-Critéres d’inclusion
- Tous les enfants atteints d’une B-thalassémie et dont le diagnostic a été confirmé par
une ¢lectrophorese de I’Hb.
I-2-2- Critéres d’exclusion
- Enfants dont le diagnostic est évoqué mais non confirmé par I’électrophoréese de I’Hb.
- Enfants atteints d’une association B-thalassémie / Drépanocytose.
I1- Méthodes
Nous avons entrepris une étude transversale des critéres familiaux, hématologiques,
biologiques et biochimiques des patients atteints de [-thalassémie, ainsi qu’une étude
analytique des profils génotypiques et alléliques de 12 patients par RFLP-PCR de deux
polymorphismes (T3801C du gene CYP1A1 et C677T du gene MTHFR).
I1-1- Préléevement sanguin
Le prélevement sanguin a été réalisé pour chagque patient a partir du sang veineux au pli
du coude, sous des conditions stériles. Le sang est recueilli dans des tubes vacutainer
contenant 1’anticoagulant EDTA (en quantité de 5 ml) qui est un inhibiteur de I’action des
enzymes ADNase ou nucléases, préservant ainsi 1’intégrité moléculaire. La collecte de sang a
eu lieu dans un intervalle de temps de transfusions d’un mois. Tous les prélévements ont été
stockés a +4°C pendant une semaine au maximum. Notons que ce préléevement est réalisé par
un laborantin du service.
I1-2- Hémogramme
L'Hémogramme est un examen essentiel mettant en évidence un éventuel
dysfonctionnement de la moelle osseuse ou des perturbations dites "périphériques”. Il est le

premier examen donnant des renseignements utiles permettant de suspecter une anomalie
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hémoglobinique. Il s’effectue a distance de toute transfusion. Les parametres inclus dans
I’hémogramme sont : Taux de GR, d’Hb, de VGM, d’HCT, de TCMH et de CCMH (Lahlou
2016).
11-3- Frottis sanguin
Le frottis sanguin, précieux outil de diagnostic cytologique, permet de déceler les
anomalies morphologiques (taille, forme, coloration, inclusions) des hématies. Il consiste en
I’étalement d’une goutte de sang sur une lame de verre, colorée par le MGG et lue au
microscope optique. Le protocole est fourni dans I’annexe 1 (Picaut 2006).
I1-4- Electrophoreése
L’¢électrophorese sépare les hémoglobines en fonction de leur différence de charge dans
un champ électrique. La méthode de I’électrophorése a pH alcalin a été entreprise dans notre
étude. A pH 8.6, la molécule d'Hb chargée négativement migre vers l'anode (+), les
hémoglobines qui ont un gain de charge positive migrent plus lentement (Couque et De
Montalembert 2013).
11-5- Questionnaire
Un recueil de données a été effectué au niveau du service de pédiatrie ; a partir des
dossiers des patients, complété par nos enquétes personnelles (Annexe 2). Un consentement
oral pour I’inclusion des enfants dans cette étude a été obtenu des parents ou tuteurs légaux.
La confidentialité des données a été respectée tout au long de notre étude.
11-6- Arbres généalogiques
Une famille originaire d’Azzaba (Skikda) a été choisie comme famille représentative vu
qu’elle renferme tous les cas de figures étudiés.
11-7- Extraction de PADN
L’extraction de I'ADN consiste en I’isolation de I’ADN pur des leucocytes sanguins de
chaque individu. Au cours de cette étude, la méthode d’extraction au NaCl a été entreprise
(Annexe 3).L’extraction de I’ADN leucocytaire se résume en 3 étapes :
- Préparation des leucocytes ;
- Extraction de ’ADN proprement dite ;
- Solubilisation.
11-8- Génotypage du polymorphisme T3801C du CYP1Al
Le génotypage du variant alléligue 3801T>C du gene CYP1Al a été réalisé par une
RFLP-PCR en utilisant 1’enzyme de restriction Mspl. Le profil de digestion a été obtenu par
plusieurs étapes successives :

- PCR suivie d’une ¢lectrophorése des produits sur gel d’agarose.
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- Digestion du produit de PCR par I’enzyme de restriction Mspl.
- Séparation des produits de digestion par migration électrophorétique sur gel d’agarose.
- Visualisation des produits de digestion par trans-illumination sous UV.
11-8-1- La PCR

La PCR permet I’amplification exponentielle d’une faible quantité d’ADN connue en
utilisant un mélange réactionnel contenant tous les réactifs nécessaires. L’ensemble est
soumis & une succession de réactions appelées cycles de réplication. Chaque cycle est
composé de 3 étapes : une dénaturation des brins d’ADN, une hybridation des amorces et une
élongation.
11-8-1-1-Dilution de ’ADN

Pour procéder & la PCR, les ADN fortement concentrés, doivent étre dilués (10uL
d’ADN dans 30uL d’eau distillée).
11-8-1-2- Préparation du milieu réactionnel

Les réactifs utilisés dans cette étape de PCR doivent d’abord étre dilués selon la formule
suivante : C1x V1 =CyxV,0u :
Cy: Concentration initiale de chaque réactif.
V1: Volume initial nécessaire a la dilution (inconnu).
C>: Concentration finale.
V2: Volume final.

Une fois que le volume initial (V1) est connu, le volume de I’eau distillée nécessaire
pour la dilution de chaque réactif est calculé comme suit :

Veau distillée =V2- V1

La composition du mélange réactionnel est mentionnée dans le tableau 1.

Tableau 1 : Composants du mélange réactionnel de PCR.

Réactifs Volumes nécessaires pour
un échantillon (pL)
dNTP 0.2mM 4.8
Tampon 10x 3
ADN de 20ng/pL a 50ng/uL 3
Oligo F 5’-GGCTGAGCAATCTGACCCTA-3’ 3
(100ng/puL)
Oligo R 5’-TAGGAGTCTTGTCTCATGCCT-3’ 3
(100ng/puL)
MgCl, 1.5mM 0.9
Taq Polymérase 5 U/uL 0.24
Eau distillée 12.06
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Apres avoir préparé le mix, dans un tube a PCR, 27uL de ce mélange ont été additionnés a
3uL d’ADN pour chaque échantillon.
11-8-1-3- Déroulement de la PCR

Nous avons programmé le thermocycleur pour 30 cycles. Les conditions pour le
déroulement de I’amplification par PCR sont présentées dans le tableau 2.

Tableau 2: Programmation d’un cycle de la PCR

Etapes Température (°C) Durée
Dénaturation initiale 94 4min
Dénaturation 94 30sec
Hybridation 61 30sec
Elongation 72 30sec

11-8-1-4- Electrophorése des produits de la PCR

Une électrophorese est necessaire pour le contréle de la taille des fragments amplifiés
par PCR et la détection d’une éventuelle contamination de I’ADN (grace au témoin négatif).
La migration d’une molécule d’ADN dépend de sa taille et de la concentration du gel
d’agarose, mais le voltage et la force ionique du tampon interviennent également.

Dans notre étude, nous avons assuré ce contrdle dans une cuve horizontale sur un gel
d’agarose a 2% (TBE a 1X) dans lequel ont été incorporé 10ul de BET (un agent intercalant
se fixant entre les bases nucléiques, rendant I’ADN fluorescent sous UV pour Vvisualiser les
bandes résultantes).

Dans chaque puits du gel et du cété cathode (-), nous avons déposé un mélange de 7ul
du produit d’amplification et 3ul du marqueur de mobilité BBP qui permet de suivre le front
de migration, en réservant 2 puits, un pour le dépdt du marqueur de taille (100pb) et le
deuxiéme pour le dépdt du blanc (témoin négatif). Ensuite, le systéme est soumis a une
migration sous un courant de 100 volts pendant 30 min. Aprés migration, la visualisation des
produits amplifiés est réalisée sous UV.
11-8-1-5-Digestion des produits de PCR par I’endonucléase de restriction Mspl

L’ADN est soumis a une digestion enzymatique clivant la molécule & des endroits
précis appelés sites de restriction. Dans notre étude, 20ul du produit PCR sont mélangés a
0,7ul d’enzyme de restriction Mspl. L’ensemble, est ensuite incubé toute une nuit a 37°C. La
mutation T3801C du CYP1A1l crée un site de reconnaissance pour l'enzyme de restriction

Mspl (Figure 10). L’action de clivage de cette enzyme est détectée par une variation du
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nombre et de la longueur des fragments de restriction obtenus aprés une digestion

enzymatique.

5...CCGG...3
3...GGCC... 5]

Figure 10 : Sites de restriction de I’enzyme Mspl.

11-8-1-6-Electrophorése des produits de digestion

Les fragments d’ADN digérés par I’enzyme de restriction sont séparés par
électrophorése, la petite taille de ces fragments, a nécessité la préparation d'un gel d'agarose
plus résolutif a 3% (3g d’agarose dans 100ml de TBE a 1X). Dans chaque puits, +/- 20ul du
produit digéré et 3ul de BBP sont déposés. La migration s’effectue sous un courant de
100volts pendant 30min. Les fragments résultants sont ensuite visualisés sous UV. Le gel est

ensuite photographié.

11-9- Génotypage du polymorphisme C677T du MTHFR
Pour aboutir au génotypage du variant alléliques 677 C>T du gene MTHFR nous avons suivi
un protocole similaire que celui du génotypage du polymorphisme T3801C du CYP1Al a
I’exception de quelques modifications :

- Les séquences des amorces du géne MTHFR utilisées :
oligo F: 5>-TGAAGGAGAAGGTGTCTGCGGGA -3’
oligo R : 5>~ AGGACGGTGCGGTGAGAGTG -3’

- Le thermocycleur a été programmé pour 40 cycles.

- La température d’hybridation de la PCR est de 69°C.

- Digestion du produit de PCR par I’enzyme de restriction Hinfl.
L’Hinfl reconnait et clive la séquence G/ANTC codant pour 1’Alanine en position 222
(Figure 11).

5% ..GIA N T E...3"
3" g T W AFEeasd’
Figure 11: Site de restriction de I’enzyme Hinfl.

11-10- Analyse statistique génétique
Dans ce travail, nous avons effectué une étude statistique d’association entre le
polymorphisme du CYP1A1 T3801C et la B-thalassémie et le polymorphisme de la MTHFR

C677T et la B-thalassémie. L’étude statistique est basée sur I’OR et la p-value dans le but de
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déterminer s’il existe une association significative entre les polymorphismes étudiés et la [3-
thalassémie (tableau 3). Les calculs ont été faits en utilisant le logiciel EPI-info 5.01b.

Pour le calcul de I’OR nous avons établi un tableau de contingence. Il est présenté sous forme
de tableau crois¢ 2x2. Le statut malade/non malade des sujets de I’étude est présenté en
colonne et le caractere exposé/non exposé en ligne. L’IC est de 95 % (ou 0,95).

Tableau 3 : Tableau de contingence.

Patients Témoins Total

Exposé a b a+b

Non exposé C d c+d
Total at+c b+d a+b+ct+d

L’OR est calculé comme suit: OR =a*b/c*d

Si:

OR =1: pas d’association entre I’exposition et la maladie.

OR < 1: association négative.

OR > 1 : association positive.

Pour la valeur p, le seuil critique a priori est de 0,05 (vu que I’'IC pour I’OR est de 95 %). Si

la valeur de p calculée a posteriori est inférieure a ce seuil, la difference entre les parametres
est déclarée statistiquement significative.
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I-Résultats
I-1-Caractéristiques épidémiologiques
I-1-1-Age des patients

L’age des patients au moment du diagnostic est illustré dans la figure 12.

89%
100% -
% 20% -
'...EJI 60% -
E A40% - 8,33%
3 20% X 2,78% ]
o - -—
0%

]0,4] 14,8] ]18,12] Ans

Age des patients au diagnostic

Figure 12 : Répartition des patients selon ’dge du diagnostic de la -thalassémie.

L’age des patients pendant la période de notre stage est illustré dans la figure 13.

47,22%
33,33%
13,89%
5,56%
[0,5] [5,10] [10,15] >15  Ans

Figure 13: Répartition des patients selon leur age actuel.

I-1-2- Sexe des patients
La répartition selon le sexe est illustrée dans la figure 14. Nous soulignons une

prédominance masculine avec un sexe ratio (M/F) de 2.27.

B Masculin

H Féminin

Figure 14 : Répartition des patients selon le sexe.
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I-1-3- Origine des patients
La figure 15 illustre la répartition des patients selon leur origine géographique.
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Figure 15 : Répartition des patients selon leur origine.

I-2- Consanguinité et antécédents familiaux
En ce qui concerne le nombre de patients issus d’un mariage consanguin, plusieurs cas

ont été répertoriés (figure 16).

A_o A

Consanguinite Consanguinite Consanguinite Pasde
lerdegre 2e degre 3edegre consanguinite

m Nombre de cas

Figure 16 : Répartition des patients selon le degré de consanguinité.

La figure 17 représente la répartition des patients selon leurs antécédents familiaux.

m Aucun Antécedent Ayant des antéceédent

Figure 17 : Répartition des patients selon leurs antécédents familiaux.
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1-3- Profil hématologique

Nos résultats de numération sanguine sont répertoriés selon les normes adaptées au
laboratoire d’accueil (Laboratoire d’hémobiologie de THMRUC) (Tableau 1, annexe 4).
I-3-1- Hémogramme des B-thalassémiques hétérozygotes

1-3-1-1-Globules rouges
Le nombre de globules rouges chez les B-thalassémiques hétérozygotes au diagnostic,

varie entre 2.37(x10%/uL) et 6.45(x10%/uL) avec une moyenne de 5.48(x105/uL) (Tableau 4).

Tableau 4: Variation du nombre des ilobules rouies chez les iatients hétéroziiotes.

<3.83 1 9.09
3.83-5.08 0 0

>5.08 10 90.91

Total 11 100

1-3-1-2- Hémoglobine
Les taux d'Hb chez les B-thalassémiques hétérozygotes au diagnostic, varient entre 6.7
et 11.7g/dl avec une moyenne de 10.12g/dl (Tableau5).
Tableau 5: Répartition des patients hétérozygotes selon le taux d’Hb au diagnostic.

<11.7 10 90.91
11.7-15.5 1 9.09
>15.5 0 0
Total 11 100

I-3-1-3- Volume globulaire moyen (VGM)

Le taux de VGM chez les B-thalassémiques hétérozygotes au diagnostic, varie entre
54.9fL et 81.8fL avec une moyenne de 62.04fL (Tableau 6).

Tableau 6 : Variation du taux de VGM chez les patients hétérozygotes.

<80.4 10 90.91
80.4-95.9 1 9.09

>95.9 0 0

Total 11 100
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I-3-1-4- Concentration corpusculaire moyenne en hémoglobine (CCMH)
Le taux de CCMH chez les B-thalassémiques hétérozygotes au diagnostic, varie entre
17.8 et 29.2g/dl avec une moyenne de 19.34g/dI(Tableau 7).

Tableau 7 : Variation du taux de CCMH chez les iatients hétéroziiotes.

<32.5 8 72.73
325-35.2 3 27.27
Total 11 100

I-3-2- Hémogramme des B-thalassémiques homozygotes
1-3-2-1-Globules rouges

Le nombre de globules rouges chez les B-thalassémiques homozygotes au diagnostic,
varie entre 2.10(x108/uL) et 6(x108/uL) avec une moyenne de 3.34(x10%/uL) (Tableau 8).

Tableau 8 : Variation du nombre des globules rouges chez les patients homozygotes.

<3.83 21 84
3.83- 5.08 3 12

>5.08 1 4

Total 25 100

I-3-2-2- Hémoglobine
Les taux d'Hb chez les B-thalassemiques homozygotes au diagnostic, varient entre 4.8 et
9.1g/dl avec une moyenne de 7.03g/dl (Tableau 9).

Tableau 9 : Répartition des patients homozygotes selon le taux d’Hb au diagnostic.

<11 25 100

1-3-2-3- Volume globulaire moyen (VGM)
Le taux de VGM chez les B-thalassémiques homozygotes au diagnostic, varie entre
63.7fL et 90.8fL avec une moyenne 74.33fL (Tableau 10).
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Tableau 10 : Variation du taux de VGM chez les patients homozygotes.

<80.4 21 84
80.4-95.9 4 16

>95.9 0 0

Total 25 100

I-3-2-4- Concentration corpusculaire moyenne en hémoglobine (CCMH)
Le taux de CCMH chez les B-thalassémiques homozygotes au diagnostic, varie entre 15

et 34.3g/dl avec une moyenne de 25g/dl (Tableau 11).

Tableau 11: Variation du taux de CCMH chez les iatients homoziiotes.

<32.5 7 28
325-35.2 11 44
>35.2 7 28
Total 25 100

I-4- Frottis sanguin
Le frottis sanguin d’un patient homozygote avant transfusion comparé a un frottis d’une
personne saine (Figure 18) a mis en évidence :

- Une hypochromie avec anisocytose poikilocytose-schizocytose.

- Lapresence de cellules cibles.

Figure 18 : Frottis sanguin :  a- B-thalassémique homozygote b- Personne saine
(MGG x100).
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Figure 19: Cellules du frottis sanguin d’un p-thalassémique homozygote (MGG x100).
I-5-Electrophorese de I’hémoglobine

L’¢lectrophorese a été réalisée chez tous les patients au moins une fois. Elle a objectivé

une B-thalassémie hétérozygote chez 11 patients et une B-thalassémie homozygote chez 25
patients (Figure 20).

B Hétérozygotes

B Homozygotes

Figure 20 : Répartition des patients selon le type de p-thalassémie.

Les résultats de [I’¢lectrophorése des 11 patients hétérozygotes ont révélé une
augmentation du taux d’HbA> qui varie entre 3.7 et 6.8% avec une moyenne de 5.6%. Les

résultats des patients atteints de formes sévéres de B-thalassémie (B-TM et B-TI) ont révélés

une augmentation de I’HbF qui varie entre 6.4 et 98.6%.

Les profils électrophorétique sont représentés dans la figure 21.
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Figure 21 : Profils électrophorétique d’individus a) sain b) homozygote c) hétérozygote
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I-6- Arbre généalogique
La figure 22 représente ’arbre généalogique de la famille représentative. Les autres

arbres sont représentés dans 1’annexe 5.

Ao mmiar

Homme sain - Homme atteint |:. Homme porteur
O Femme saine . Femme atteinte O Femme porteuse

Figure 22: Arbre généalogique de la famille représentative d’Azzaba (Skikda).

I-7- Profil génétique
I-7-1-Résultats de I’électrophorése de la PCR
I-7-1-1- Profil électrophorétique du polymorphisme T3801C du CYP1Al
Le profil électrophorétique de la PCR du polymorphisme T3801C du CYP1Al est

représente dans la figure 23.

340pb

Figure 23 : Contrdle PCR du polymorphisme T3801C du CYP1A1ml
(une bande de 340pb).
M : marqueur ; 1-5 : patients
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1-7-1-2- Profil électrophorétique du polymorphismeC677T de la MTHFR
Le profil électrophorétique de la PCR du polymorphisme C677T de la MTHFR est

représenté dans la figure 24.

200 pb 198 pb

Figure 24 : Controle PCR du polymorphisme C677T de la MTHFR
(une bande de 198pb).
M : marqueur ; 1-7 : patients

I-7-2- Etude analytique cas-témoins des profils génotypiques et alléliques
I-7-2-1- Etude analytique cas-témoins des profils génotypiques et alléliques du
polymorphisme T3801C du gene CYP1A

Notre analyse moléculaire vise a rechercher une association éventuelle entre le variant
alléliques T3801C du géne CYP1Alet la B-thalassémie.
La digestion du produit d’amplification du géne CYP1Al par I’enzyme de restriction Mspl a
révélé 3 fragments. Le premier apparait sur le profil électrophorétique sous forme d’une seule
bande correspondant au type homozygote normal TT (une bande de 340pb), le deuxiéme sous
forme de deux bandes (une de 200pb et ’autre de 140pb) correspondant au type homozygote
muté CC, le troisieme sous forme de 3 bandes correspondant au type hétérozygote TC (bandes
de 340pb, 200pb et 140pb) (Figure 25).

340pb

200pb
140pb

Figure 25: Profil d’électrophorése sur gel d’agarose (3%) des fragments apreés digestion
par I’enzyme Mspl.
M : marqueur ; 1-12 : sujets.
Notons que nous n’avons pas obtenu de résultats pour les individus 6, 7, 9, 11, 12. Ceci

pourrait étre du a une erreur de manipulation lors de I’extraction ou a une contamination.
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Les fréquences génotypiques et alléliques des différentes formes ont été calculées pour les
sujets genotypés (7 patients et 10 témoins) (Tableau 12, Figures 26 et 27).

Tableau 12: Répartition des fréquences génotypiques et alléliques du polymorphisme
T3801Cdu CYP1AL.

Patients Témoins OR p value
n % n %
3801 TT 5) 71,43 5) 50 / /

Fréquences
génotypiques | 3801 TC
1 1428 | 5 50 | 0,20[0,01-3,32] 0,43

3801 CC 1 14,29 0 0 indéfini 0,92
T 11 78,57 15 75 / /
Fréquences
alléliques C 3 |2143| 5 | 25 |0,82[012-531] 0,86
. 80 71,43
= 70
[=F]
3. 60 50 50
fso
g 407 B Témoins
B 30 -
2 90 - Patients
g |
;U-L 10 0
HE .l]
= TT TC cC
Génotypes

Figure 26 : Frequences génotypiques duT3801C du CYP1Aldes patients et des témoins.
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Figure 27 : Fréquences alléliques du T3801C du CYP1Aldes patients et des témoins.

25
== 71,43
C

T




Résultats

I-7-2-2-Etude analytique cas-témoins des profils génotypiques et alléliques du
polymorphisme C677T du géne MTHFR

La digestion du produit d’amplification du géne MTHFR par I’enzyme de restriction
Hinfl a reflété 2 fragments. Le premier apparait sur le profil électrophorétique sous forme
d’une seule bande (198pb) correspondant au type homozygote normal CC, le deuxiéme qui
est normalement sous forme d’une seule bande (175pb), correspondant au type homozygote
muté TT, n’a pas été retrouvé dans nos échantillons, le type hétérozygote CT apparait sous
forme de 2 bandes (198pb et 175pb) (Figure 28).

198pb
75pb

Figure 28: Profil d’électrophorése sur gel d’agarose (3%) des fragments apreés digestion

par ’enzyme Hinfl.
M : marqueur ; 1-12 : sujets

Les fréquences génotypiques et alléliques des différentes formes ont été calculées pour les
sujets génotypés (8 patients et 10 témoins) (Tableau 13, Figures 29 et 30).

Tableau 13 : Répartition des fréquences génotypiques et alléliques du polymorphisme
C677T du MTHFR.

Patients Témoins OR p value
n % n %
677CC 5 62,5 6 60 / /
Fréquences
génotypiques
677CT 1
3 37,5 2 20 | 1,80[0,14-25,91]
677TT
0 0 2 20 0[0-7,98] 0,67
C 8 72.73 | 8 |66.67 / /
Fréquences
alléeliques T 3 27.27 4 |33.33 0,54 [0,08-3,24] 0.69

E
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Figure 29 : Fréquences génotypiques du C677T du MTHFR des patients et des témoins.
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Figure 30 : Fréquences alléliques du C677T du MTHFR des patients et des témoins.
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I1-Discussions
I1-1- Répartition selon ’age du diagnostic

La répartition des patients selon leurs tranches d’ages montre que la p-thalassémie est
une maladie a réveélation pédiatrique, elle se déclare des la petite enfance et les complications
apparaissent au fur et & mesure de 1’évolution. Dans nos résultats, I’dAge moyen du diagnostic
est de 1,9 an avec des extrémes allant de 3 mois a 10 ans, alors que selon Lahlou (2016),
Bedir et Miloudi (2006), I’age moyen du diagnostic est de 5ans. Romdhane et al. (2014)
indiquent, par contre, un &ge moyen de 9 ans dans la population tunisienne avec des extrémes
allant de 2 a 17 ans.
I1-2- Répartition selon le sexe
Les résultats obtenus sont analogues a ceux de Djamaa (2013) et Romdhane (2014) soulignant
une predominance masculine. La prédominance masculine ne peut pas étre expliquée par une
relation entre le sexe et la maladie puisque sa transmission est autosomique récessive c'est a
dire qu'elle touche les deux sexes de facon egale (Bedir et Miloudi 2006). Nos résultats
different de ceux obtenus par Haddad et Bradai (2016), Sall et al. (2014) rapportant une légére
prédominance féminine avec un sexe ratio respectivement de 1.3 et 0.87. Le nombre de
patients étudiés (36 patients) ne permet pas d'établir une conclusion dans ce sens.
11-3-Le taux de consanguinité chez les patients thalassémiques

Dans notre série, 20 patients, soit 55.56% des cas sont issus d’un mariage consanguin,
dont 36.11% du premier degré, 5.56% de 2eme degré et 13.89% de 3eme degré. Ces résultats
sont appuyés par ceux de Bedir et Miloudi (2006) et Djamaa (2013), avec des taux de
consanguinité respectivement de 68% et de 61%. Par ailleurs selon Djenouni et al dans une
étude allant de 1995 a 2002, 23% des patients du CHU Annaba ont un antécédent de
consanguinité. La consanguinité seule, ne semble pas étre la cause principale de la
thalassemie mais elle augmente la probabilité de I'apparition de la maladie. Sa fréquence
élevée dans les pays du Maghreb est expliquée par la fréquence éleveée des mariages
consanguins dans ces régions. Le nombre d’enfants thalassémiques dans une famille peut
avoir des répercussions significatives sur la prise en charge des malades. Plus il y a d’enfants
malades, plus les charges sont élevées, plus il y a de décés. Dans notre étude, 4 patients, soit
11.11% des cas ont un autre membre dans la fratrie atteint de thalassémie. Dans I’étude de

Djenouni et al. 39,5% des cas dans la fratrie sont rapportés.
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11-4- Profils hématologique et électrophorétique des patients
11-4-1- B-thalassémiques hétérozygotes

Nos résultats sont analogues a ceux de Haddad et Bradai (2016) rapportant la présence
d’une pseudo-polyglobulie microcytaire chez les enfants avec les taux moyens suivants :
VGM 62.84fL, GR 5.22 x10%uL, et d’HbA, 5.7%. Les résultats publiés par Dogaru et al.
(2011) ont par ailleurs, montré que les taux d’HbA. varient entre 3.5 et 7.8%. Sall et al.
(2014) expliquent la microcytose par la survenue d’une déficience lors de la synthése de I’'Hb,
aboutissant a une réduction de sa concentration cytoplasmique et a une augmentation du
nombre de mitoses afin de poursuivre une certaine maturation de 1’érythroblaste. Cette
microcytose est souvent accompagnée d’une hypochromie et constitue un signe biologique
évocateur d’une hémoglobinopathie telle la P-thalassémie. En outre, Desrosiers (2003)
explique la pseudo-polyglobulie par la réaction de la moelle osseuse qui augmente la synthese
de GR pour satisfaire aux besoins de transport de 1’0O2. Joly et al. (2014) indiquent que
I’laugmentation du taux d’HbA, est la conséquence d’une augmentation relative de la
proportion des chaines 6-globine par rapport aux chaines g-globine.

11-4-2- B-thalassémiques homozygotes

Nos résultats montrent d’une part, une intense diminution du nombre de globules rouges
chez les patients atteints de formes sévéres de B-thalassémie (84% des cas), accompagnée
d’une anémie sévere chez tous les patients (100%), alors que I’anémie microcytaire est
marquée chez 84% des cas, I’hypochromie n’a été marquée que chez 7 patients. D’autre part,
une augmentation du taux de I’HbF variant entre 6.4 et 98.6% a été observée. Ces
observations sont largement confirmées par Bonnello-Palot et al. (2016) rapportant que les
formes sévéres de B-thalassémies sont marquées par une anémie plus ou moins profonde liée
directement au déficit quantitatif de la chaine B qui limite ou empéche la formation du
tétramere, la chaine o privée de son partenaire, précipite dans I’érythroblaste et dans le
globule rouge et entraine leur destruction. Selon Mario et Sala (2016), une B-thalassémie
intermédiaire ou majeure est évoquée devant une anémie (Hb<10g/dl) microcytaire
hypochrome, et un taux augmenté d’HbF pour compenser le manque en augmentant la
synthése des chaines y.

Nos résultats se rapprochent de ceux publiés par Loutfi et al. (2016), indiquant que deux
tiers des anémies diagnostiquées étaient des anémies microcytaires. De méme, Belhadi
(2011), a indiqué un taux moyen de globules rouges de 3.899x10%/uL chez les malades, un
taux bas de VGM, CCMH et d’Hb.

.
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11-5- Arbre généalogique de la famille représentative

L’individu I1.4 s’est mari¢ la premiére fois avec sa cousine qui était saine (mariage
consanguin 1% degré), tous leurs enfants (IIL.5, II1.6, et II.7) sont des porteurs de B-
thalassémie. Apres le déces de son €pouse, il s’est remarié avec une autre femme (I1.3) dans
un mariage non consanguin, cette deuxieme femme était une porteuse de B-thalassémie, ses
enfants II1.3 et I11.4 sont des B-thalassémiques homozygotes. I1.2 la sceur d’I1.3 est également
porteuse de la B-thalassémie et est mariée avec un porteur (II.1), I'un de leurs enfants est
porteur (ITL.1) et ’autre et atteint (II1.2). Ces observations concordent avec ce qui est rapporté
dans la littérature concernant, d’une part le mode de transmission de la B-thalassémie qui est
autosomique récessif puisque plusieurs enfants atteints (homozygotes) et appartenant aux
deux sexes, sont issus de parents non atteints (hétérozygotes). Ainsi, la présence des deux
alleles mutés du geéne est nécessaire pour que la maladie se manifeste. D’autre part, la
consanguinité n’est pas la cause principale de I’apparition de la maladie mais elle augmente sa
probabilité.
11-6- Profil génétique des p-thalassemiques
11-6-1- Etude analytique cas-téemoins des profils genotypiques et alléliques du
polymorphisme T3801C du géene CYP1A

La distribution des fréquences génotypiques du polymorphisme T3801C du CYP1Al,
montre que le génotype sauvage (TT) est le plus fréquent dans la population malade. Le
génotype hétérozygote (TC) vient en deuxiéeme position dans les deux populations (saine et
malade). Par ailleurs, le génotype homozygote muté (CC) n’a été retrouvé que chez les
malades. Les calculs de I’OR et de la p-value montrent que le polymorphisme T3801C du
CYP1AL ne représente pas un facteur de risque pour la B-thalassemie (p value >0.05). Ces
résultats ne sont pas concluants vu le nombre réduit de notre échantillon. En ce qui concerne
les fréquences alléliques du T3801C du CYP1Al, les calculs de I’OR et de la p-value ne
montrent aucune corrélation entre le polymorphisme T3801C du CYP1Alet la B-thalassémie.
A notre connaissance aucune étude, nous permettant de confirmer ou infirmer nos résultats,
n'a été établie concernant la relation entre le polymorphisme T3801C du CYP1Al et la B-
thalassémie.
I1-6-2- Etude analytique cas-témoins des profils génotypiques et alléliques
dupolymorphismeC677T du géne MTHFR

La distribution des fréquences génotypiques du polymorphisme C677T du MTHFR dans
notre échantillon montre que le génotype homozygote sain (CC) est le génotype prédominant

dans les deux populations (patients et témoins). Le génotype hétérozygote (CT) est
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prédominant dans la population malade. En ce qui concerne le génotype homozygote muté
(TT), il est présent uniqguement dans la population saine. Les calculs de I’OR et de la p-value
suggérent que le polymorphisme C677T du MTHFR ne semble pas impliqué dans la survenue
de la B-thalassémie. La répartition des fréquences alléliqgues du C677T du MTHFR indique
que l’allele C est prédominant dans la population malade, tandis que I’allele T est plus
fréquent dans la population saine. Les calculs de I’OR et de la p-value indiquent qu’il n’existe
aucune association entre le polymorphisme en question et la B-thalassémie.

Nos résultats sont en accord avec plusieurs études. En effet, Mustafa et al. (2010), dans
une étude menée au Kuwait et portant sur 50 patients B-thalassémiques et 50 témoins sains,
montrent que 32% des patients étaient hétérozygotes et 4% étaient homozygotes pour la
mutation C677T MTHFR. lls ont révélé que le polymorphisme en question ne semble pas étre
un facteur de risque dans les événements thrombotiques. De méme, une étude Iranienne
effectuée par Rahimi et al. (2008) qui a porté sur 151 patients atteints de B-TM et 7 patients
atteints de B-TI dont 82 hommes et 76 femmes avec un age moyen de 13.6+/- 6.3ans, et 180
témoins (103 hommes et 77 femmes) avec un &ge moyen de 16.8+/- 2.1, ont mentionné que la
prévalence du polymorphisme C677T de la MTHFR était légérement plus élevée chez les
patients (50%) que chez les témoins sains (48.3%), et que les mutations thrombophiliques ne
sont pas associées a des événements thrombotiques chez les patients B-thalassémiques,
suggerant que ces résultats doivent étre confirmes par une étude sur un échantillon de taille
plus importante. Dans une étude Jordanienne, évaluant la prévalence de la mutation C677T
de la MTHFR chez les B-thalassémiques, Al-Sweedan et al. (2009) ont constaté que cette
mutation était légerement plus élevée, mais non significative, chez les patients atteints de -
TM que les témoins. La B-TM est ainsi une maladie hypercoagulable chronique indépendante
de facteurs génétiques prédisposant. Dans deux autres études de la région de la Méditerranée
orientale menées par Zalloua et al. (2003) et lolascon et al. (2001), la présence de la mutation
C677T de la MTHFR n'a pas été significativement corrélée avec le risque thrombotique.

Alors qu’aucune association entre le polymorphisme C677T et la B-thalassémie n’a été
rapporté, nous suggérons que 1’allele C en position 677 de la MTHFR est tres conservé dans
notre population d’étude. Ces résultats ne peuvent étre concluants que si la taille de la

population d’étude sera plus importante.
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Conclusion et perspectives

Notre travail de recherche a consisté en étude avec deux volets ; une étude descriptive
transversale para-clinique (hématologique et biochimique), et une étude génétique analytique
(cas-témoins par génotypage du CYP1A1 pour le polymorphisme T3801C, et génotypage de la
MTHFR pour le polymorphisme C677T).

Nos résultats ont montré que la B-thalassémie est une maladie a révélation pédiatrique
avec une prédominance masculine, et que son apparition n’est pas uniquement due a la
consanguinité. Ainsi, les résultats obtenus par I’étude des profils hématologiques et
biochimiques des deux types de B-thalassémies (homozygotes et hétérozygotes) concordent
totalement avec ce qui est rapporté dans la littérature.

Par ailleurs, I’exploration génotypique des deux polymorphismes, indiquent que ces

derniers ne sont pas associés a la B-thalassémie. Cependant, la taille relativement restreinte
des cohortes utilisées pour ces études ne permet pas de mettre en évidence I’effet réel de ces
polymorphismes sur cette pathologie.
Afin de diminuer I’incidence des p-thalassemies, il serait nécessaire de développer un
programme de prévention reposant sur 1’éducation sanitaire, la diminution des mariages
consanguins, le dépistage des hétérozygotes, le conseil génétique, le dépistage anténatal de la
maladie et la création de centres spécialisés.

A la lumiére de ce travail nous proposons en perspectives de :

- Identifier les mutations du géne de la B-globine dans nos échantillons.
- Poursuivre I’étude de I’'influence du polymorphisme C677T de la MTHFR et du
polymorphisme T3801C du CYP1AL sur la B-thalassémie en utilisant un échantillon de

taille plus importante.
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Annexe 1 : Protocole de la réalisation d’un frottis sanguin
La goutte de sang doit étre étalée sur une lame porte-objet.
Matériel a disposition :
- Tube a hémolyse contenant du sang ; Pipette compte-gouttes; 2 lames; Gants; Papier

essuie-tout ; Feutre indélébile.

Protocole :
Etapes Précisions
1 - Homogénéiser le sang - Manipuler délicaternent.
- Attendre quelques instants aprés 'agitation avant d’ouvrir.
2 - Ouvrir le tube - Saisir le bouchon avec un papier, poser le bouchon sur le
papier.

3 - Déposer une goutte de sang 4 1 cm de }
Larme Lamelle

I'extrémité de la lame (1) sang
T

4 - Faire glisser la seconde lame a étalement /}‘

inclinée de 45° vers la goutte de sang jusqu’a la V

toucher (2).

5 - Laisser s"étaler la goutte de sang le long de

1|2
I'aréte de la lame a étalement (3). 34
6 - Glisser la lame en tirant ou en poussant :
tout le sang doit étre étalé avant d’atteindre

l'autre extrémité de la lame (4).

Mise en contact lamelle / sang

Realisation du frottis

- Le mouvement doit étre rapide, régulier, sans trop
appuyer, en maintenant la méme inclinaison.

7 - Sécher le frottis par agitation dans 1'air. - Le sechage doit étre rapide afin d'éviter que les cellules ne
se réfractent.

8 - Marquer la lame au feutre, cété frottis.

Coloration d’un frottis sanguin

La reconnaissance des différentes cellules du sang nécessite une coloration du frottis par le
MGG :

Matériel : - La lame de frottis; Bac de coloration inox + barrettes de support; Flacons
compte-gouttes ; Papier essuie-tout ; Eau distillée ; Un bécher 100mL pour prélever de I’eau
distillée au compte-gouttes ; Colorants (MGG) ; Cristallisoir pour la récupération des eaux de

ringage.

Etapes Manipulations Dureées d’action

- a: Placer la lame du frottis sur les barrettes
de support horizontal d'un bac de coloration.

1- Colorati May - Griinwald 3 minute:
oforafion au Vay - Lninw - b : Recouvrir le frottis de 15 gouttes de rimutes
colorant.
2 - Coloration au May — - ¢ : Ajouter 15 gouttes d’eau distillée. )
2 minutes

Griinwald (suite)

- a: Eliminer le May — Griinwald sous un
faibl bd distillée.

3 - Coloration au Giemsa aible cotran” reaul disttiee . 10 minutes
- b : Déposer 2 gouttes de Giemsa puis 20

gouttes d'eau distillée

- a: Rincer par un faible jet d"eau distillée.

i - b : Laisser sécher la lame a I’air, en position .
Sechage . . . , . An moins 5 minutes
inclinée, apres avoir essuyé la face inférieure

avec du papier essuie-tout.




Annexe 2 : Questionnaire

Date :

Numeéro (code) :
Nom:

Prénom:

Age:

Adresse:
Diagnostique:

Age du diagnostique:

L"électrophorése de I'Hb:
Al%:

A2 %:

F%:

Bilan hématologique:

Hb: GR:
Ht: VGM:
TCMH: CCMH:

L'électrophorése d’Hb des parents:
Pére: Al: A2%: F%:
Mere : A1%: A2%: F%:

L'enquéte familiale:

Consanguinité des parents : degreé:

Lien de parenté des parents :

Nb d'enfants par famille: Nb d'enfants atteints par famille:

Nb d’enfants atteints par grande famille :

Lien de parenté avec les enfants atteints dans la grande famille (cousin, tante maternelle,
oncle paternel ....) :

Nombre des antécédents familiaux:

Nombre des déces:



Annexe 3 : Protocole de I’extraction de I’ADN a I’NaCl
I. Principe :

Les leucocytes sont séparés du sang total par lyse hypotonique et traités ensuite par un
détergent (SDS) et une protéinase K. L’ADN nucléaire est libéré dans le milieu et les
protéines qui lui sont associés sont digérées et éliminées par précipitation au NaCl. La pelote
d’ADN est formée dans le surnageant par précipitation avec 1’éthanol. L’ADN est solubilisé
en phase aqueuse par le rapport de la DO a 260nm sur la DO a 280nm (longueur d’onde
d’absorption des protéines) qui doit étre compris entre 1,5 a 2. (Miller S.A, Dykes D.D.et
Polesky H.F. (1988) Nucleic acid research 16(3) 1215).

Il. Préparation des leucocytes :

1. Dans un tube falcon de 50ml, mettre le sang et compléter a 25ml avec du TE 20 :5.Laisser
10 min dans la glace.

2. Centrifuger 10min a 3900g (3800rpm).

3. Aspirer le surnageant avec la trompe a vide.

4. Ajouter quelques ml de TE (20 :5) au culot et le remettre en suspension avec une pastette
stérile.

5. Compleéter a 25ml du TE 20 :5 et laisser 10min dans la glace.

6. Centrifuger dans les mémes conditions que la premiére fois.

7. Aspirer le surnageant avec la trompe a vide : Obtention d’un culot des leucocytes (sion veut
s’arréter a ce niveau les mettre dans un tube nunc de 1,5ml avec du TE 10 : 1 et les conserver
a—20°C dans le réfrigérateur).

I11. Extraction de I’ADN :

1. Transvaser le culot de leucocytes dans un tube Falcon de 15ml.

2. Ajouter 3ml de tampon de lyse (NaCl 400mM, EDTA 2mM, Tris 10mM, pH 8,2) en
dilacérant le culot avec une pastette stérile.

3. Ajouter 200ul de SDS a 10%.

4. Ajouter 100ul de protéinase K a 10mg/ml.

5. Agiter le tube sur une roue a 37°C une nuit.

6. Le lendemain, refroidir dans la glace.

7. Ajouter 1ml de NaCl 4M et agiter vigoureusement a la main.

8. Remettre 5min dans la glace (précipitation des proteines).

9. Centrifuger 15min a 2500rpm.



10. Transvaser le surnageant dans un tube falcon de 15ml, ajouter 2 fois son volume d’éthanol
absolu préalablement refroidi (environ 8ml) et agiter en retournant le tube plusieurs fois : La
pelote d’ADN se forme.

11. Laisser éventuellement 30min a -20°C si la pelote ne se forme pas.

12. Récupérer la pelote d’ADN avec une pipette Pasteur et la rincer 2 fois dans 1’éthanol a
70%.

13. Mettre la pelote dans un tube nunc.

IV. Solubilisation :

1. Ajouter entre 300 et 1000ul de TE 10 :1 selon la grosseur de la pelote et la concentration
souhaitée.

2. Laisser une nuit sur agitateur rotateur a 37°C, puis a température ambiante jusqu’a

dissolution complete (1 & 2 jours).



Annexe 4 : Normes d’hémogramme utilisées au laboratoire d’hémobiologie de

PHMRUC
Parametres Normes
GR 3.83 - 5.08 10%/uL
Hb 11.7 - 15.5 g/dI
VGM 80.4 -95.9fL
CCMH 32.5—35.2 g/dI




Annexe 5 : Arbres généalogiques
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Résumé

La B-thalassémie est une anémie hémolytique héréditaire, sa fréquence en Algérie est de
3%. Ce travail est une étude rétrospective transversale portant sur des cas de p- thalassémies
suivis au sein du service de Pédiatrie du HMRUC, sur une période de 3 mois, allant de Mars a
Mai 2017.

Notre objectif est d’étudier a travers ces patients, d’une part, les aspects
épidémiologiques et para-cliniques de la B-thalassémie, et d’autre part, une étude génétique en
recherchant par RFLP-PCR d’éventuelles associations entre les polymorphismes T3801C du
CYP1Al et C677T de la MTHFR et la B-thalassémie.

Nous avons colligé durant cette période 36 cas de pB-thalassémies agés entre 3 mois et 10
ans avec une moyenne de 1.9 ans et un sexe ratio (M/F) de 2.25. Les parents sont consanguins
dans 55,56% des cas. Les enfants ont un antécedent familial de thalassémie dans 64 % des
cas. L’hémogramme a été marqué par une pseudo-polyglobulie et une anémie microcytaire
hypochrome chez les porteurs de trait thalassémiques et une diminution du nombre de
globules rouges et une anémie microcytaire sévere chez les patients atteints de formes
séveres. L’¢lectrophorese de I’hémoglobine a objectivé une B-thalassémie hétérozygote dans
11 cas (30.55%) et une B-thalassémie homozygote dans 25 cas (69.44%).

L’analyse statistique des reésultats préliminaires des génotypages moléculaires,
représentée par 1’0Odds ratio et la p-value, indique I’absence d’association entre les
polymorphismes, C677T de la MTHFR et T3801C du CYP1Alet la B-thalassémie. Cependant,
la taille de I’échantillon ne permet pas d’infirmer ou de confirmer avec certitude la présence

ou I’absence de cette association.

Mots clés : B-thalassémie, anémie, polymorphisme, MTHFR, CYP1Al, RFLP-PCR.



Summary

The B-thalassemia is an hereditary hemolytic anemia, its frequency in Algeria is 3%.
This work is a retrospective cross-sectional study of cases of B-thalassemia followed in the
pediatric department of the HMRUC, over a period of 3 months, from March to May 2017.

Our aim is to study the epidemiological and para-clinical aspects of B-thalassemia and,
on the other hand, a genetic study using RFLP-PCR for possible associations between
T3801C polymorphisms of CYP1AL and C677T of MTHFR and B-thalassemia.

We collected 36 cases of B-thalassemias aged between 3 months and 10 years with an
average of 1.9 years and a sex ratio (M / F) of 2.25. Parents are consanguineous in 55.56% of
the cases. Children have a family history of thalassemia in 64% of cases. The hemogram was
marked by pseudopolyglobulia and hypochromic microcytic anemia in thalassemic trait
carriers and a decrease in the number of red blood cells and severe microcytic anemia in
patients with severe forms. Hemoglobin electrophoresis revealed heterozygous p-thalassemia
in 11 cases (30.55%) and homozygous p-thalassemia in 25 cases (69.44%).

Statistical analysis of the preliminary results of molecular genotyping, represented by
the odds ratio and the p-value, indicates the absence of association between polymorphisms,
MTHFR C677T and CYP1A1 T3801C and B-thalassemia. However, the size of the sample
does not make it possible to invalidate or to confirm with certainty the presence or absence of

this association.

Key word: B-thalassemia, anemia, polymorphism, MTHFR, CYP1A1, PCR-RFLP.
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La B-thalassemie est une anémie hémolytique héréditaire, sa fréquence en Algérie est de 3%. Ce
travail est une étude rétrospective transversale portant sur des cas de B- thalassémies suivis au sein du
service de Pédiatrie du HMRUC, sur une période de 3 mois, allant de Mars a Mai 2017.

Notre objectif est d’étudier a travers ces patients, d’une part, les aspects épidémiologiques et para-
cliniques de la B-thalassémie, et d’autre part, une étude génétique en recherchant par RFLP-PCR
d’éventuelles associations entre les polymorphismes T3801C du CYP1ALl et C677T de la MTHFR et la -
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L’analyse statistique des résultats préliminaires des génotypages moléculaires, représentée par
1’0Odds ratio et la p-value, indique 1’absence d’association entre les polymorphismes, C677T de la MTHFR
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