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Introduction

La drépanocytose est une pathologie génétique, héréditaire a une transmission autosomique
récessive. Causée par une mutation spécifique dans le gene de I'némoglobine (Hb), appelée la
mutation du géne de la S-globine qui provoque la polymérisation de 1’Hb normale en HbS en
réponse a une désoxygénation. Cette polymérisation entraine une déformation des globules
rouges (GR) en forme de faucille, ce qui altere leur structure et leur fonctionnement. Les
conséquences de cette déformation sont multiples, comme la rigidité des GR qui va mener a
une augmentation anormale de leur adhérence, ce qui peut conduire a une hyperviscosité
sanguine. Ces altérations peuvent entrainer des complications graves telles que des crises vaso-

occlusives et des infarctus (Mathie & Jenerett, 2015 ; Nouvelli & Gladwin, 2016).

La drépanocytose est parmi les maladies monogéniques les plus courantes dans le monde entier
(Ebakisse, 2010). 1l s’agit 312000 personnes atteintes de I’Hb SS naissent chaque année dans
le monde, avec la majorité de ces naissances 236000 en Afrique sub-saharienne (Boutehloula,
2019). L’ Algérie est 1’'un des pays méditerranéens, malheureusement, touché par cette maladie

avec une proportion de 2 a 3% (Bellis et al., 2021).

Le géne NOS3 fait référence a la nitric oxide synthase, une enzyme qui catalyse la synthése du
monoxyde d'azote (NO), une molécule importante pour de nombreuses fonctions
physiologiques, y compris la régulation de la vasodilatation et la modulation de la fonction
plaquettaire. Les polymorphismes génétiques dans le gene NOS3 peuvent affecter la fonction
de l'enzyme et influencer divers aspects de la physiologie et de la santé. Certains de ces
polymorphismes sont associés a un risque accru de certaines maladies cardiovasculaires, telles
que I'hypertension, la maladie coronarienne et les accidents vasculaires cérébraux. Parmi les
polymorphismes les plus étudiés du géne NOS3, le polymorphisme de la région promotrice
(T786C), le polymorphisme du codon 298 (G894T) et le polymorphisme du codon 27 (VNTR
27-bp) (Dias et al., 2011) (Oliveira et al., 2016).

Dans le contexte de la drépanocytose, le (NO) joue un rdle crucial car il peut aider & maintenir
la vasodilatation et a améliorer le flux sanguin. Les personnes atteintes de la drépanocytose ont
souvent des niveaux réduits de NO, ce qui contribue aux crises vaso-occlusives et a d'autres
complications de la maladie. Certaines recherches suggérent qu'une dysfonction de la
production de NO, liée a une expression altéréee de la NOS3, pourrait contribuer aux
phénomenes vaso-occlusifs observés chez les patients atteints de la drépanocytose (Francis et
al., 2010 ; Oliveira et al., 2016).



Introduction

En Algérie, aucune étude antérieure ou en cours sur la corrélation entre la drépanocytose
et le polymorphisme T786C du gene NOS3.

Par conséquent, le but de ce travail est de :

- étudier les parametres épidémiologiques des patients atteints de la drépanocytose ;

- appliquer ’extraction d’ADN par le kit Wizard® Genomic DNA Purification ;

- apprendre la technique de la PCR en temps réel ;

- faire une exploration moléculaire du polymorphisme T786C du géne NOS en utilisant Tests
de Génotypage TagMan® SNP.

- analyser I’association du polymorphisme T786C du géne NOS3 et la drépanocytose par les

tests statistiques et analytiques.
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Etude Bibliographique

I. Hémoglobine humain

1. Définition

En 1862, le physiologiste allemand Hoppe-Seyler a créé le terme Hb pour désigner le pigment
respiratoire, transportant I'oxygéne, contenu dans les GR (Dahmani et al., 2017).

L’Hb est un hétérotétramére chez tous les vertébrés du monde vivant. A chaque stade
d'évolution de la vie, cette protéine voit son contenu modifié au niveau de la nature des
différentes chaines qu'elle porte. L’Hb représente 33% du poids du GR. Sa concentration
moyenne est de 34 g/dL, et son poids moléculaire est de 64500 daltons (Wajcman & Kiger,
2002 ; Wajcman, 2005).

2. Structure de I'hémoglobine
La structure de I'Hb fut décrite pour la premiére fois en 1960 par Max Perutz et John Kendrew.
L'Hb humaine est une protéine tétrameérique de 64,5 kD constituée de quatre sous-unités
identiques deux a deux et qui sont constitués, aux méme, de I’association d’une chaine
polypeptidique, la globine, et d’un groupement prosthétique, I’héme d’ou son nom d'Hb (héme
+ globine) (Figure 1) (Baudin, 2016).

Hémoglobine Fer héme

chaine o il SN, chaine f

globule rouge

chaine B

polypeptide en
forme d’hélice

Figure 1 : Structure de I'Hb humain (Elkamah et al., 2015)

Les sous-unités de type o sont formées de 141 acides aminés et les sous-unités de type  de 146
acides aminés. Chaque sous-unité (ou globine) renferme un site actif de liaison de I'oxygéne,
I'neme, dans une poche hydrophobe. L'héme est constitué d’un atome de fer qui, a I'éat réduit

3
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(Fe2+) capable de fixer 1'0O2 au niveau pulmonaire et de le transporter jusqu'aux tissus. Chaque
molécule d'Hb peut fixer quatre molécules d'O2 (une par atome de fer) (Wajcman, 2005).
Il existe chez I’homme quatre variétés physiologiques d’Hb et de nombreuses formes
pathologiques n’ayant pas toutes d’expressions cliniques.

- un type prédominant (97 a 98 %).

- Hb normale de 1’adulte HbA a2B2 constituée de deux chaines a et deux chaines 3.

- un type mineur, Hb mineure de I’adulte HbA2 0262 2 a 3 % de I’Hb totale.

- I’Hb feetale HbF a2y2 (Le Gal, 2010).

2.1. Heme

L’héme constitue la partie non protéique de I’Hb, il est formé d’une structure aromatique et
d’un atome de fer. C’est une ferro-protoporphyrine résultant de I’association d’une partie
organique (porphyrine : structure aromatique, constituée de quatre noyaux pyrrol) et d’un atome
de fer ferreux a I’état réduit (Fe++) pouvant réversiblement fixer un atome d’oxygeéne, 1’atome
de fer est li¢ par six valences (hexacoordiné). Quatre d’entre elles fixent le fer sur les quatre
atomes d’azote de la porphyrine. Une valence du fer est liée a un des azotes d’une histidine de
I’hélice F (His proximale), et la derniére a une histidine de 1’hélice E (His distale) (Figure 2)
(Wajcman, 2005).

Protoporphyrine IX W\
tétrapyrrolique

FER FERREUX

HsC. /CH3
N CH,
H
-
HO
o “\\
— ? —0 CH; Heme
Histidine proximale \

Figure 2 : Structure de I’héme (Keohane et al., 2015) .



Etude Bibliographique

2.2. Globine
La globine est la partie protéique de I’Hb il est composé de quatre chaines polypeptidiques qui
sont similaires deux a deux. Ces monomeres sont assemblés par 1’intermédiaire de liaison de

faible énergie (Couque et al., 2013).

2.3. Liaisons entre les sous-unités de I’hémoglobine

La cohérence entre les quatre chaines de globine est assurée par des liaisons a faible énergie
permettant I'établissement de la structure quaternaire de la molécule d'Hb. Les liaisons entre
sous-unités du méme dimeére (ol — non a1 ou a2 —non a2) sont fortes. Les liaisons entre sous-
unités de diméres différents (a1l —non 02 ou a2 — non al) sont faibles. Sur chaque globine, il y
a une poche hyophobe ou se fixe I'heme. Au centre, se fixe la molécule de 2,3-
diphosphoglycérate a 1’état désoxygéné. Cette molécule issue de la glycolyse, régule 1’affinité
de I’Hb pour I’oxygéne, avec libération du 2,3-diphosphoglycérate et contraction de la poche
centrale au cours de la fixation de I’oxygéne sur les molécules d’héme (Christine, 2003).

Dans I’Hb adulte, les liaisons al-p2 et a2-B1 sont faibles, coulissantes et relativement peu
nombreuses (contacts entre 19 acide amine) ce qui permet la contraction et la relaxation d’Hb
lors de I’oxygénation et la désoxygénation. Alors que les liaisons al-B1 et a2-p2 sont plus fortes

et rigides (35 acide amine) (Wajcman, 2005).

3. Role et fonction de I’hémoglobine

L’Hb assure le transport de 1’oxygéne des poumons vers les tissus. Une molécule d’oxygene se
fixe par atome de fer et 1 g d’Hb peut transporter au maximum 1,34 ml d’oxygeéne lorsque la
saturation est totale, soit environ 20 ml d’oxygene pour 100 ml de sang.

L’Hb peut aussi se combiner aux substances suivantes : Dioxyde de carbone, L’hydrogene
(H+), Le monoxyde de carbone (CO) et NO.

Les GR, constitués pour 33 % de leur poids par I'Hb, sont a I'origine du pouvoir oxyphorique
du sang. Ainsi chez I'homme, avec un taux normal de 14 a 15 g/dl d'Hb, la capacité de transport
d'un décilitre de sang est d'environ 20 ml d'oxygene. Ce méme volume de plasma ne peut
transporter sous forme dissoute que 0,5 ml d'oxygene. Il est impeératif de pouvoir libérer
facilement une fraction importante de cet oxygene au niveau des tissus pour créer un gradient
de pO2 (Shimdit, 2019).
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4. Biosynthése de I’hémoglobine

L’Hb est une molécule dont la production est dépendante de deux génes autosomiques. En effet
la production de I’héme est dépendante de la disponibilité de certains substrats (fer, pyridoxine
ou vitamine B6, vitamine B12, acide ascorbique ou vitamine C, acide folique, cuivre) s’effectue
a partir de la glycine et de 1’acide succinique.

Environ 300 millions de molécules d’Hb sont synthétisées de facon journaliére (Labie & Elion,
2005).

- Les chaines de globine sont synthétisées dans les érythroblastes, issus de cellules souches
hématopoiétiques.

- La molécule d’héme est synthétisée dans la mitochondrie, puis le cytosol, a partir d’acides
aminés (porphyrino-synthése).

- dans la derniére étape, 1’atome de fer se lie par coordination métallique sur les molécules de
protoporphyrine lié a chromosome sexuel X.

- Les quatre chaines s’associent dans le cytosol pour former la molécule d’Hb préte a lier du
dioxygeéne.

Les Hb sont catabolisées dans le systéme réticulo-histiocytaire apres lyse des hématies vieillies
(en moyenne apres 120 jours) dans la rate, le foie et la moelle osseuse. Les macrophages du
foie, en particulier, vont libérer de I’Hb qui va perdre ses molécules d’héme subissant des
oxydations transformant les porphyrines en bilirubine dont une partie sera conjuguée
(glucuronoconjugaison) pour une élimination biliaire (Labie & Elion, 2005).

5. Genes de I’hémoglobine

Dans l'espéce humaine, plusieurs Hb se succedent au cours de la vie et, a tout moment, il en
existe plusieurs simultanément. Deux types de chaines a et B sont presentes lors de la vie
embryonnaire :

» lachaine zeta  (la premiere & apparaitre)

» la chaine o proprement dite

» lachaine epsilon ¢ (spécifique a la vie embryonnaire)

» des chaines gamma y qui deviendront majoritaires chez le foetus

Six mois apres la naissance le profil hémoglobinique de l'adulte est atteints I'HbA (a2B2)
représente alors plus de 95 % de la totalité des Hb. Il existe un constituant mineur, 'HbA2
(0262), exprimeé a un taux d'environ 2,5 % dont la synthese débute dans la période néonatale.

L'HbF quant a elle, n'existe plus qu'a I'état de traces inférieures a 1 %
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Les genes de globine comportent trois exons séparées par deux introns. 1l existe également des
zones non codantes situées en 3’ et 5° du géne. Les genes «a, S et (' différent considérablement
par la taille des introns.

Un promoteur est situé en 5 de la région transcrite du gene. Cette zone, impliqué dans la
fixation de ’ARN polymérase comporte la séquence ATA qui se situe a une trentaine de
nucléotides du site codant pour la coiffe, la séquence > CCAAT...”, localisée entre les
nucléotides -70 a -80, et une séquence plus variable, >> CACC...”, située entre les nucléotides
-80 et -100 le gene y posséde entre les séquences -170 et -190 une région de séquence GATA
fixant des facteur de régulation érythroide spécifique. Il existe également des séquences
activatrices (enhancers) et inhibitrices (silencers) régulant le niveau d’expression des génes au
cour de I’évolution. La séquence AATAA, en 3’ serait le signal de terminaison pour la
polymérase ou nu site de reconnaissance pour la poly-adénylation. Des séquences de spécificité
tissulaire, appelées LCR (Locus Control Région) sont situées en 5° a distance du complexe B et
a Elles permettent une expression efficace et coordonnée des génes qu’elles contrélent (Couque

et al., 2016).

5.1. Groupe des génes de type a

Ces genes sont localisés sur des chromosomes différents. Par ailleurs, quelques Hb anormales
provenant de genes de fusion (exemple : 8B) ont apporté de précieux renseignements sur
I’organisation séquentielle des génes de globine sur le chromosome. Il est localisé sur le
chromosome 16 dans la région distale entre 16p12 et 16p ter. Il comprend, de 3" a 5" (sur une
petite séquence de DNA de 35Kb) :

- deux génes de structure a/ et a2, fonctionnels dés la vie embryonnaire

- un gene de structure ¢ permettant la formation des chaines { (qui remplacent les chaines o au
cours des premiers semaines de la vie embryonnaire).

Chez un sujet normal, les genes a/ et a2 sont dupliqués. Il existe donc quatre genes de structure
a pour une paire de chromosomes. En revanche, les génes a2 sont trois fois plus exprimeés que
les génes a/. De plus, il existe des sequences assez similaires a celles des génes mais ne codant
pour aucune chaine polypeptidique et de fait appelées pseudo-génes (¥P¢, Pal, Va2 et ¥B) en
3’de la famille des génes «, il existe un géne 6 qui pourrait étre actif dans les tissus érythroides

primitifs de I’embryon (Hardison, 2012).

5.2. Groupe des génes de types f



Etude Bibliographique

Il est localisé sur le bras court du chromosome 11 dans la région 11 p125 p 128 (dans un
fragment d’ADN de 60 Kb) et il comprend de 3" vers 5™ :

- un gene g, dont I’expression débute a la fin du premier trimestre de gestation ;

- un gene J, fonctionnel apres la naissance ;

- deux génes y4 et yG qui différent par la variation d’un acide aminé en position 136 de la chaine
feetale (glycine et alanine) ;

- un gene ¢ embryonnaire.

Le géne S n’est pas dupliqué, contrairement aux génes a. Les Iésions qui touchent les genes S
s’expriment :

- pour 50% de I’Hb totale si un seul gene est atteint.

- pour 100% de 1’Hb totale si aucun des deux génes n’est fonctionnel (Figure 3) (Hardison,
2012).

Chromosome 16

Famille de genes aipha

MCS-R13R4 o a2 a1

AHH—H H H - —
B 8 8 $ N

Hb embryonnaire Hb foetale Hb aduites
Hb Gower/Hb Portiand HbF HDAZ /HbA
HS543 21 € Gr Ar < B

HHH—— -

Chromosome 11l

PLCR \ Familie de genes beta

Figure 3 : différents genes de globines et les différentes Hb synthétisées (Couque et al.,
2016).

En conséquence, la plupart des lésions qui porte sur le géne g sont plus séveres que celles qui
atteignent les genes a. Pour chacun des groupes de génes (a et f5), il est possible de mettre en
évidence des pseudogenes qui représentent des analogies avec les génes de groupe consideré
mais qui ne sont pas fonctionnels. Des structures participent au contrdle de 1’activité des geénes,
comme les sites de reconnaissances de I’ARNm polymérase permettant la transcription ou des

enzymes de clivage des introns et d’épissage des exons (Labie & Elion, 2005).
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5.3 Régulation de géne d’hémoglobine

LCR est la séquence de site hypersensible 40 (HS) en amont du locus B-globine, sur le
chromosome 11. Ce sont les zones de destruction nucléosomique dans lesquelles I'ADN est
susceptible d’étre digérer par I’ADNas |. Ces zones rendent la région accessible a la
transcription et aux facteurs de remodelage de la chromatine (Labie & Elion, 2005). Il se
compose de 5 sites hypersensibles a I’ADNasl (5'HS 1 a 5) qui constituent une région
controlant I’expression des chaines de B. Les HS 1 a 4 ne se forment que dans les cellules
érythroides, alors que 5'HS5 se retrouve dans de multiples lignées de cellules, mais n'est pas
constitutif (Labie & Elion 2005) . Deux autres HS: HS6 et HS7, en amont de HS5. Sur le
chromosome 16, un site unique, HS-40 contrdle I’expression des genes de type « (Bonello et
al., 2010).

Les génes des chaines de globine sont donc sous le contrdle de locus régulateurs situés a une
grande distance (40-50000 pb) en amont de la partie 5* des génes de globine.

Ces régulateurs permettent 1’activation de la transcription de génes en venant a proximité du
promoteur des genes de globine par un repliement de la chromatine qui forme des boucles. La
liaison entre le régulateur et le promoteur des genes de globine permet ensuite de recruter et
d’activer I’ARN polymérase II pour transcrire I’ARNm indispensable a la synthése des chaines
de globine. D’une autre maniére, tout un groupe de protéines parviennent interagir avec le LCR
et les séquences d’ADN des génes de globine pour contrdler I’expression des genes de la famille

B, ce qui devient plus difficile a comprendre cette régulation (Labie & Elion, 2005).

6. Anomalies d’hémoglobine

Les différentes séquences d’Hb sont la conséquence de certaines anomalies liées a I’ADN. 11
s’agit des hémoglobinopathies (polymorphisme des séquences d’ADN) et des thalassemies
(anomalies de I’association des chaines de globine) qui représentent un polymorphisme

d’activité synthétique (Segbena et al., 2002).
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6.1. Hémoglobinopathies
Les hémoglobinopathies sont des maladies héréditaires génétiqguement déterminées qui
constituent un probléeme de santé publique dans de vastes parties du monde. Les
hémoglobinopathies sont classiqguement séparées en deux catégories :
» soit un défaut qualitatif avec production en quantité normale d’une Hb « anormale »
» soit un défaut quantitatif de production de I’Hb normale, ce qui correspond a une
thalassemie.
La difference est physiopathologique plus que génétiqgue car les mémes anomalies
moléculaires sont le plus souvent rencontrées dans les deux pathologies (Couque et al., 2016).
Les affections génétiques peuvent étre réesumées de la sorte :
» production d’une Hb de structure anormale : Mutants (o, B, 8, y) qui représentent les
variantes de I’Hb.
» défaut de production d’une chaine de globine a, p ou o : Thalassémies (Couque et al.,
2016).

6.1.1 Hémoglobine S
Cette anomalie est la plus fréquente, elle cause une maladie génétigue nommée la
drépanocytose (Schmidt, 2019) (Chapitre 2).

6.1.2 Hémoglobine C

L'HbC est I'une des mutations d'Hb anormales les plus répandues dans le monde avec 1I’Hbs et
I'HbE. L’HbC est le deuxiéme plus répandu des hémoglobinopathies aux Etats-Unis et le
troisieme au monde. L'HbC est une variante structurelle de I'Hb émoglobine A normale (HbA)
causée par une substitution des acides aminés de la lysine par l'acide glutamique en position six
de la chaine béta de I'némoglobine. (Schmidt, 2019).

L'HbC homozygote (CC) est caractérisée par un syndrome anémique modéré, une
splenomégalie, une lithiase biliaire. Le taux d'Hb se situe entre 10 et 13 g/dL, il y a 100-200
G/L de réticulocytes, 50 a 90 % d'hématies en cible. A I'électrophorese de I'Hb : HbC > 90 %,
HbA2 absente, HbF 3 a 8 %. Elle ne justifie aucun traitement. Le double hétérozygotisme SC
doit étre considéré comme la drépanocytose homozygote SS, bien que la symptomatologie soit
un peu moins sévere que chez les sujets SS. Parmi les complications, on note une perte
progressive de la vision a I'age adulte due a une rétinopathie. L'anémie est modérée, les
réticulocytes = 100-200 G/L, il y a 30-50 % d'hématies en cible et de rares drépanocytes. A
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I'électrophorése de I'Hb : HbS 40-50 %, HbC 40-50 %, HbA absente ; HbF normale ou +
augmentée (Schimdt & Randolph, 2019).

6.1.3 Hémoglobine E

C'est la seconde hémoglobinopathie dans le monde aprés I'némoglobinopathie S. Elle s'observe
en Asie du sud-est, en particulier en Thailande, au Cambodge, au Laos ou 35 % de la population
est atteinte. Au total, 30 a 50 millions de personnes sont porteuses. Elle est due au remplacement
d'un acide glutamique par une lysine. Comme la drépanocytose, I'hémoglobinopathie E confére
une certaine résistance au paludisme. L'HbE hétérozygote (AE) se caractérise par une
microcytose sans anémie ou un pseudo polyglobulie microcytaire. Le taux d'Hb est normal. Il
y a plus de 10 % d'hématies en cible. A I'électrophorése de I'Hb : HbE 30-40 %, HbA 60-70 %.
L'hémoglobinose E homozygote (EE) entraine une microcytose avec anémie absente ou
modérée. Le taux d'Hb est de 12 a 15 g/dL, il y a plus de 30 % de GR en cible. Le double
hétérozygotisme HbE/B a un aspect de thalassémie majeure (Schimdt & Randolph, 2019).

6.2. Thalassémies

Les thalassémies constituent un groupe hétérogene d’anomalies moléculaires qui a en commun
un défaut de synthése d’une des chaines de globine. Sur le plan physiopathologique, ces
anomalies sont a I’origine d’un déséquilibre de synthése avec accumulation de chaines non
appariées responsable de dysérythropoiése. Les deux types d’anomalies les plus fréquentes sont

les a et B thalassémies (Couque et al., 2016).

6.2.1. B -Thalassémies

Les B-thalassémies, appelées aussi « maladies des globules rouges » se caractéerisent par
l'absence ou le défaut congénital de la synthése de la chaine B de I'Hb. Donc dans ce cas, les
chaines béta de 1’Hb sont produites en quantité insuffisante ou nulle, ce qui provoque une
production insuffisante d’Hb globale. Seule la synthése de I'HbA est entravée. Pres de 200
alleles ont été décrits et elles touchent chaque année 200 000 enfants a la naissance (Higgs et
al., 2012).

11
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6.2.2. a -Thalassémies

Les a-thalassémies correspondent a un défaut de synthése des chaines o de globine de I’Hb. Les
a-thalassémies sont dues dans la majorité des cas a des délétions, il s’agit deux types de
délétions : les délétions de type 1 qui entrainent la perte des deux genes HBA1 et HBA2 sur le
méme chromosome, les délétions de type 2 qui entrainent une perte de la partie intergénique
entre HBA1 et HBA2 (Couque et al., 2016).

Il. Drépanocytose

1. Définition

La drépanocytose est une maladie génétique de 1I’Hb se transmettant sur un mode autosomique
récessif. Elle résulte d’une mutation ponctuelle du 6¢ codon du géne S-globine. Cette mutation
est responsable de la synthése d’une Hb anormale, I’HbS, qui, a 1’état désoxygéné, peut
polymériser. Cette polymeérisation des molécules d’Hb mutées dans les GR drépanocytaires est
a DPorigine d’une fragilisation et d’une perte de plasticité de ces hématies responsables de

I’hémolyse et des phénomeénes vaso-occlusifs (Mattioni et al., 2016).

2. Historique

» En 1910 : la premiére description de la drépanocytose est faite par Herrick, médecin a
Chicago. Il note, chez un patient Jamaicain, la présence d’hématies déformées en
faucilles.

» En 1917 : le caractére familial est évoqué par Emmel.

» En 1927 : Hahn et Gillepsie montrent que la déformation en faucilles des hématies est
en rapport avec la désoxygénation et ’hémoglobine.

» En 1933 : Diggs décrit deux tableaux cliniques différents : des enfants présentant des
signes d’anémie sévere et leurs parents asymptomatiques, et les anomalies globulaires
provoquées seulement in vitro. Il parle alors de « trait» drépanocytaire.

» En 1940 : Ham et Castle definit la viscosité sanguine chez le drépanocytaire qui
augmente de manicre significative en cas d’hypoxie.

» En 1947 : Neel décrit ces deux tableaux cliniques différents comme les formes
homozygote et hétérozygotes d’une méme anomalie transmise selon les lois

mendéliennes.
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» En 1949: Linus Pauling et Harvey Itano, utilisant la nouvelle technique
d’électrophorése des protéines, découvrent la migration éléctrophorétique de I’Hb S
chez des patients ayant la drépanocytose.

> Harris en 1950 : observe la formation d’un gel tactoide par désoxygénation de I’HbS
concentrée et Perutz met en évidence une diminution de la solubilit¢ de la
désoxyghémoglobine.

» En 1956 : Vernon Ingram montre que I’Hb S ne différe de I’Hb A que par un acide
aminé en position 6, ’acide glutamique remplacé par la valine. C’est la premicre

maladie génétique dont la structure moléculaire est connue (Owonom & Chiabi, 2004).

3. Epidémiologie

Jusqu’a la premiére moiti¢ du XXe siécle, les anomalies de I’Hb se limitaient pratiquement aux
zones impaludées et aux pays qui ont connu, au cours des siécles derniers, un important afflux
d’esclaves d’origine africaine. Dans ces pays, les sujets homozygotes mouraient dans la petite
enfance, alors que les hétérozygotes survivaient tout en bénéficiant d’un avantage sélectif
(Bardakdjman et Wajcman, 2004).

Selon I’organisation mondiale de la santé (OMS, 2005), la drépanocytose est classée au 4¢ rang
des maladies prioritaires de I’OMS aprés le paludisme, le VIH et la tuberculose. Elle s’observe
dans le monde entier avec une prévalence accru en Afrique. Cette pathologie affectant plus de
300000 nouveau-nés chaque année (Figur 4) (Diakité et al., 2010 ; Banza et al., 2019).
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Figure 4 : Répartition mondiale de la fréquence de I’alléle HbS de la drépanocytose (Piel et
al., 2017).

4. Classification des syndromes drépanocytaires majeurs (SDM)
L’¢état homozygote est la forme la plus fréquente de cette maladie mais d’autres alleles des

genes f de I’Hb peuvent s’associer a I’HbS et induire un syndrome drépanocytaire majeur

(SDM) ((Nicoleau et al, 2023).

4.1. Drépanocytose homozygote (malade, individu SS)

Lorsque les deux genes 5 portent la mutation S, les deux genes f s’expriment a égalité, 1’un de
provenance paternelle, I’autre d’origine maternelle (Balédant, 2016).Cette forme génétique de
la maladie est tres riche en symptomes et trés polymorphe par son mode de début et par les
complications qui marquent son évolution. Les premiers symptomes cliniques apparaissent
chez le nourrisson, mais trés rarement avant six mois lorsque I’HbS qui devient prédominante
va remplacer I’Hb feetale. Les premiers symptomes peuvent étre représentés par un accident
aigu (crise douloureuse, crise brutale de déglobulisation) ou par une complication infectieuse

ou thrombotique grave (Tchokoteu, 2004).

4.2. Drépanocytose hétérozygote (porteur sain, individu AS)
Lorsque I’un des deux genes S porte la mutation S et I’autre celle a I’origine de I’HbC (56 glu-

lys). Les sujets porteurs sains AS sont susceptibles de transmettre le géene C a leur descendance
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(Balédant, 2016). Les individus présentant une drépanocytose hétérozygote, également connus
sous le nom de porteurs du trait drépanocytaire ou porteurs sains AS, ont hérité d'un géne
normal A de la g-globine d'un de leurs parents et d'un géne drépanocytaire S de l'autre. Cette
combinaison génétique fait en sorte qu'ils portent le trait de la drépanocytose, mais n'en
souffrent généralement pas dans leur état de santé quotidien. Dans la plupart des cas, les
individus hétérozygotes AS sont asymptomatiques ne s’associe généralement pas a des
manifestations cliniques. En raison de la présence suffisante d’HbA, les porteurs hétérozygotes
d’HbS ont une capacité adéquate pour contrer la polymérisation dans des conditions de
désoxygenation, ce qui réduit considérablement le risque de complications cliniques associées
a la drépanocytose. Bien que ces individus soient asymptomatiques, certaines rares
complications peuvent survenir. Par exemple, ils peuvent présenter des infarctus spléniques,
d’ont I’incidence est favorisée par un séjour en altitude, ainsi que des épisodes d’hématuries
dus a une nécrose papillaire. De plus, des crises passagéres peuvent se produire chez ces
individus en cas d’hypoxie, d’efforts physiques intenses ou de déshydratation (Bellouch, 2021).

5. Hemoglobinopathies associées a la drépanocytose
Il s'agit de situations ou les deux genes S de la globine présentent des mutations différentes.
Cette diversité de mutations entre les deux globines peut entrainer une gamme de symptémes

cliniques dont la gravité varie selon les cas (Noetzli et al., 2012).

5.1. Hétérozygote composite SC

Le syndrome drépanocytaire composite SC représente 20% a 30% des SDM. Elle constitue une
entité autonome de la drépanocytose homozygote et résulte de 1’association de deux genes f
mutés de la globine, le géne S et le géne C chez un méme patient.

Les individus hétérozygotes pour HbC (AC) sont asymptomatiques alors que les homozygotes
pour HbC (CC) présentent le plus souvent une hémolyse compenseée par une discréte
splénomégalie. Chez les hetérozygotes composites SC, HbC provoque une déshydratation
intracellulaire qui déclenche la précipitation de I’Hb S et donc la falciformation d’ou une
augmentation de la pathogénicité comparée aux hétérozygotes AS. Ces patients SC présentent
des symptdmes cliniques semblables a la forme SS mais avec un SDM par rapport a la forme
homozygote SS. Ainsi, leur espoir de vie est supérieure de 20 ans a celle des drépanocytaires
homozygotes (Biaz et al., 2017).
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5.2. Hétérozygote composite Sp-thalassémique (SP)
C’est le 3¢ cas de SDM reconnu plus fréquemment. Il associe a deux mutations a la fois ;
quantitative (B-thalassémique) et qualitative (HbS). Il y a deux génotypes qui présentent des
symptdmes bien différents.
» Le génotype SP correspond a une absence de la chaine B, ce qui entraine 1’absence
d’HbA. Les symptomes et la gravité sont similaires a ceux de I’homozygote SS.
> Le génotype SP+ se caractérise par la présence d’un taux variable d’HbA, estimé entre
3 et 25% (Girot & Bégué, 2004).

6. Physiopathologie

La drépanocytose est liée a I’inversion d’une paire de base (A=T — T=A). Le sixi¢éme codon
de la chaine P de la globine [GAA] devient [GTA]. En conséquence, le sixieme acide aminé
(acide glutamique, chargé négativement) est remplacé par une valine, hydrophobe. Un site
hydrophobe est donc présent sur I’extérieur de la chaine B de I’HbS. Celui-ci contracte une
liaison hydrophobe avec la phénylalanine en position 85 et avec la leucine en position 88, qui
s’externalisent dans la désoxyhémoglobine. Il se crée donc un polymere d’HbS qui déforme le
GB et entraine la crise vaso-occlusive au pdle veineux du capillaire.

La polymérisation de I’HbS concerne essentiellement les patients drépanocytaires
homozygotes, les doubles hétérozygotes SC et les drépano-thalassémiques. Elle est déclenchée
par ’hypoxie, la déshydratation, 1’acidose et I’infection. La survenue de crises nombreuses et
répétitives rend la polymérisation irréversible en raison des lésions oxydatives membrano-
érythrocytaires qui s’installent a moyen et a long terme. Par ailleurs les données
physiopathologiques actuelles pour la drépanocytose rendent compte de la grande complexité
des mécanismes de la vaso-occlusion faisant intervenir en plus de 1’hyperadhérence
érythrocytaire d’autres facteurs, notamment la vasoculpathie liée a 1’activation chroniques des
cellules endothéliales,|’hyperadhésion et I’activation leucocytaires mais aussi la thrombophilie
et la vasoconstriction dues a la perturbation du métabolisme du monoxyde d’azote (NO)
graisseux incriminés dans le syndrome thoracique aigu a été aussi soulevée comme mécanisme
de stimulation d’expression érythrocytaires et endothéliales de ces molécules d’adhésions

notamment les intégrines VLA-4 et CD36 (Figure 5) (Serraj et al., 2012).
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Figure 5 : Physiopathologie de la drépanocytose (Allali et al., 2024)

7. Complication

7.1. Crise douloureuse vaso-occlusive

La crise douloureuse vaso-occlusive (CVO) est la premiere complication aigué de la
drépanocytose par sa fréquence et son retentissement sur la vie des malades. Elle intéresse les
os longs, le bassin, le rachis, les cotes. Plusieurs territoires peuvent étre atteints simultanément.
Des signes inflammatoires locaux et des signes généraux peuvent accompagner la douleur
(Girot, 2021).

7.2. Anémie aigue

La durée de vie moyenne des drépanocytes est courte en raison de I’hémolyse chronique, ce qui
entraine une érythropoiése active pour compenser la destruction accélérée des GR . Chaque
patient a un niveau d’Hb de base qui lui est propre, résultant de 1’équilibre entre I’hémolyse et
la production de GR. Ce niveau d’Hb varie généralement entre 6 et 11g/dl et reste relativement
stables chez un méme patient en 1’absence de complications. Pendant une CVO, qui est une
complication courante da la drépanocytose, le taux d’Hb n’est généralement pas
significativement modifié. Cela signifie que la CVO n’a pas un effet direct sur le niveau d’Hb

dans la circulation sanguine (Mongardon et al., 2015).
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7.3. Infections

Les infections représentent une des complications les plus fréquentes. Elles émaillent tout le
cours de la vie du drépanocytaire et peuvent mettre en peéril sa vie, en particulier les nourrissons
et les plus jeunes enfants. Cette grande susceptibilité a I’infection s’observe principalement
chez les sujets drépanocytaires homozygotes, mais aussi, bien qu’a un moindre degré, chez les
malades atteints de béta-thalasso-drépanocytose ou de double hétérozygote SC. Classiquement,
les infections a germes encapsulés (Pneumocoque, Haemophilus, Méningocoque) et
salmonelles mineures favorisés par 1’asplénie fonctionnelle doivent étre évoquées. Il faut

redouter les infections liées aux soins (Staphylocoques et Entérobactéries) (Barry et al., 2019).

7.4. Syndrome thoracique aigue (STA)

Le syndrome thoracique aigue se manifeste par la fievre, des symptdmes respiratoires comme
la toux et une respiratoire rapide, ainsi que des douleurs thoraciques. Il est souvent accompagné
d’une opacité pulmonaire visible a la radiographie. Ainsi les infections sont observées chez
environ un tiers des patients et une embolie graisseuse dans la moitié des cas. Chez les adultes,
le risque de décés est 9 fois plus éleve que chez les enfants.

Le bilan biologique est caractérisé par une baisse de I’Hb d’environ 0,5g/dl, une augmentation
du nombre de globules blancs et de la température corporelle. Le STA est causé par des

probléemes de circulation sanguine dans les petits vaisseaux des poumons (Girot et al., 2003)

7.5. Priapisme

Le priapisme est en effet une complication sérieuse chez les patients drépanocytaires males. Il
se caractérise par une érection prolongée et douloureuse, et il est particulierement préoccupant
car il peut menacer la fonction érectile a long terme. Cette condition affecte principalement les
individus atteints de la drépanocytose de type SS et SC, et elle survient chez environ 40 % des
garcons drépanocytaires, souvent des I'enfance (Tchamago, 2006 ; Whyte et al., 2021).

8. Diagnostic

Le diagnostic de la drépanocytose peut étre realise a partir d'un prélévement sanguin effectué
au moins trois mois aprés une transfusion. Les principaux éléments diagnostiques

comprennent :
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> analyse de I'némogramme : elle révele une anémie de gravité variable, caractérisée par
des globules rouges normochromes et normocytaires, parfois de taille augmentée
(macrocytose), avec une réponse régenérative marquée (nombre élevé de réticulocytes).

» observation du frottis sanguin au microscope : les GR en forme de faucille sont
facilement identifiables, de méme que des variations de taille (anisocytose), de forme
(poikilocytose), la présence de corps de Jolly et parfois des GR immatures
(érythroblastose).

Utilisation de techniques spéciales : la méthode de référence est 1’isoéléctrofocalisation, qui
permet de distinguer les différentes formes d’Hb en fonction de leur point isoélectrique. Elle
est complétée par 1’électrophorése en citrate d’agar a pH acide. Le test de solubilité démontre
la tendance de I’HbS a se polymériser in vitro. La chromatographie liquide de haute pression
est une méthode précise pour séparer et quantifier les différentes fractions d’Hb, y compris les

variants pathologiques (Bonnet, 2019).

9. Prise en charge des patients atteints de la drépanocytose
La prise en charge debute par la détermination du génotype du SDM homozygotie SS,
hétérozygotie composite SC ou S-B-thalassémie, pour les trois syndromes drépanocytaires les
plus fréquemment rencontrés. Chacune de ces formes a ses spécificités : la plus sévere est
I'nomozygotie SS (complications aigués fréquentes, anémie profonde, espérance de vie
diminuée), alors que les formes SC et S-B-thalassémie sont d'expression différente (Habibi et
al., 2015).
Les grands principes de la prise en charge sont :
» I’importance du dépistage précoce néonatal
> la couverture par une antibiothérapie préventive pendant ’enfance et des vaccins
spécifiques est indispensable pour prévenir les infections
> le support transfusionnel est trés souvent nécessaire a certaines périodes de la vie d’un
patient drépanocytaire, avec des fréquences trés variables selon les individus.
> laprise en charge et la prévention des crises douloureuses sont capitales. Ces crises sont
des expériences effroyables et beaucoup de malades, particulierement des enfants,
vivent dans la terreur de leur récidive.
» I’hydroxyurée (médicament prescrit pour le traitement de certains troubles sanguins)
peut beaucoup améliorer les conditions de vie de nombreux patients. Ses possibles effets

secondaires réservent son usage aux services spécialises.
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» d’autres abords thérapeutiques tels que la greffe de moelle ne sont proposés que dans
des centres spécialisés.
> le conseil génétique doit étre une information donnée clairement et répétée autant de

fois qu’il le faut, dans le souci d’éclairer sans imposer ni juger (Tursz et al., 2006).

I11. Genétique de la drépanocytose

1. Transmission de la drépanocytose
La drépanocytose est une maladie génétique héréditaire due a une mutation unique et
ponctuelle. Cette maladie héréditaire de 1’Hb est transmise de fagon autosomique récessive,
c'est-a-dire elle atteint les filles et les garcons. Elle s'exprime lorsque les deux chromosomes
transmis par les parents aux enfants sont porteurs du géne de la maladie. Ainsi, les deux géenes
S-globine s'expriment a égalité, l'un de provenance paternelle, I'autre d'origine maternelle.
Lorsqu'un seul chromosome est porteur du géne de I'HbS (transmis par la mere ou par le pére),
la maladie est dite hétérozygote, le porteur est sain. Lorsque les deux chromosomes sont
porteurs du géne (transmis par la mére et par le pere), la maladie est dite homozygote, le porteur
est malade. (Balédent ,2016).
I1 s’agit 3 génotypes :

* AA = homozygote normal,

» AS = hétérozygote porteur sain,

* SS = homozygote drépanocytaire malade.

Il est donc possible de prévoir le risque d'atteinte des enfants en fonction du génotype des

parents (Tableau 1).

Tableau 1 : Risques de transmission de la drépanocytose (Ouakassa, 2015)

Pére
AA AS SS
Mere
AA= 50
AA AA =100 AS= 100
AS= 50
AA=25
AA= 50 AS= 50
AS SS= 25
AS= 50 SS= 50
AS= 50
AS=50
SS AS= 100 SS=100
SS= 50
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Pour qu'un enfant soit malade, il faut que les deux parents soient transmetteurs, c'est-a-dire

porteurs du géne de la drépanocytose.

Si les deux parents ne portent aucun géne drépanocytaire (AA/AA), le risque est nul, les
enfants seront tous AA.

Si les deux parents sont hétérozygotes (AS/AS), le risque de transmission du gene est
de 75% (risque AS =50% et risque SS = 25%).

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

Si l'un des parents est hétérozygote et l'autre parent homozygote (AS/SS), le risque de
transmission du gene est de 100 % (risque SS = 50% et risque AS = 50%).

Si les deux parents sont homozygotes (SS/SS), le risque de transmission est de 100 %,

tous les enfants seront homozygotes SS (Figure 6) (Balédent ,2016).

\

Porteur sain Porteur sain

Porteur sain /@

Enfant non atteint Enfant malade

Figure 6 : Schéma de transmission de la drépanocytose (Richard et al., 2014)

2. Détection de la drépanocytose par analyse génétique

2.1. Principe de la détection

Le géne S-globine est un située sur le chromosome 11p15.5 qui contient 3 exons (sequences

codantes) sépares par 2 introns (séquences non codantes). Les genes du locus de la g -globine

sont disposés sequentiellement de 5' a 3. La séquence de la S-globine est la suivante : en
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commencant par le géne exprimeé au cours du développement embryonnaire (les 12 premieres
semaines apres la conception) appelé epsilon, gamma, delta et béta. Il y a deux copies du géne
gamma sur chaque chromosome 11. Les autres sont présents en un seul exemplaire. Par
conséquent, chaque cellule possede deux genes de béta-globine, un sur chacun des deux
chromosomes 11 de la cellule (Elion et al., 2016) ( Figure 7).

La structure du géne béta Intron Intron

w CCAAT == TATA wem E-l E-ll E-lll == Enhancer »
3’

1-30  31-104 105-146

Chromosome 11

€ Gy Ay B, 6 B
' 60 kb {

Figure 7 : Structure du gene de la s-globine (Luizon et al., 2018)

La substitution d’une adénine par une thymine dans la séquence de nucléotides du géne de la
S-globine entraine une modification de la séquence protéique dans laquelle un acide glutamique
est remplacé par une valine. La mutation présente dans le géne f-globine est responsable de la
formation d’une protéine d'Hb anormale appelé HbS. La mutation responsable de la maladie
est située au niveau d'une séquence reconnue par I’enzyme de restriction Bsul. L'ADN muté ne

peut plus étre coupé par I'enzyme a cet endroit (Figure 8) (El Barjraji et al., 2004).

Séquence reconnue

par I’enzyme : CCTNAGG (N: A,C,GouT)
ADN normal : CCTGAGG —— Reconnu et clivé par I’enzyme Bsul
ADN muté « CCTGTGG — Non reconnu et donc non clivé par

I’enzyme Bsul

Figure 8 : Principe de la détection (El Barjraji et al., 2004)
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3. Gene NOS3

3.1. Structure du géne NOS3

Le géne NOS3 est située dans la région 7935-7936 du chromosome 7 chez I'homme. Ce géne est
présent en une seule copie dans le génome humain haploide et contient 21-22 kb, 25 introns et
26 exons, qui codent un ARNm de 4052 nucléotides (Perira et al., 2007). Ce géne contient une
région promotrice présentant des sites de liaison de facteurs de transcription tels que GATA,
NF-1 et AP-1, ainsi que les domaines de régulation positive (PRD) I et Il (Oliveira et al., 2016)
(Figure 10).

4b/4a VNTR

AP-1 786T>C GATA PRDI
l l l l 123 4l5678 9 1013 1416 17 20 2223 24 26
s—li - Promo;eur a

1

T T Glu298Asp

~
NF-1 -665C>T PRDII

Figure 10 : Structure du gene NOS3 (Gustavo et al., 2016)

3.2. Produit du gene NOS
NOS3 est une enzyme dimérique dont I'expression et l'activité sont régulées au niveau
transcriptionnel, post-transcriptionnel et post-traductionnel responsable de la production d'une
petite molécule, I'oxyde nitrique (NO), codée par le gene NOS3. La NOS3 est principalement
exprimée dans le tissu endothélial qui tapisse le systéme circulatoire et le cceur, ou elle joue un
réle clé dans la régulation de la production de NO (Oliveira et al., 2016). L'enzyme agit comme
un homodimere et se trouve dans la membrane cellulaire, le cytoplasme et I'appareil de Golgi.
L'enzyme utilise 5 cofacteurs :

- Un héme

- FAD (flavine adénine dinucléotide)

- FMN (flavine mononucléotide)

- BH4 (cofacteur tétrahydrobioptérine)

- NADPH (nicotinamide adénine dinucléotide phosphate)
L'enzyme NOS possede 3 isoformes :
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- nNOS ou NOS de type | (oxyde nitrique synthase neuronale)
- INOS ou NOS de type Il (oxyde nitrique synthase inductible)
- eNOS ou NOS de type Il (oxyde nitrique synthase endothéliale). (Dias et al., 2011).

L'enzyme catalyse la conversion de la L-arginine en oxyde nitrique. La synthese s'effectue en
deux réactions. Dans un premier temps, I'enzyme agit comme une arginine hydroxylase. Dans
la seconde réaction, elle agit en tant qu'hydroxyarginine monooxygénase. Dans cette réaction,
il y a un transfert net de cing électrons, dont quatre sont nécessaires pour réduire 1'02 du
NADPH et de l'arginine. Dans la premiére réaction, le NADPH assigne deux électrons qui
oxydent I'azote du groupe guanidine de I'arginine. Dans la deuxieme étape, le NADPH fournit
un électron et la N-hydroxyarginine subit une oxydation de trois électrons pour former de la
citrulline et du monoxyde d'azote (Figure 11) (Qian & Fulton, 2013).

Arginine
}giw @ Nitric oxide

\[NoswnNos
¥2,% 0 —= (NOS2/INOS ) —= & "
NAD%\‘/[NOSNeNOS \ %.ITIADP
o) i

Citrulline

\

A AN

Figure 11 : Synthese de I'oxyde nitrique (NO) (Mattila et al., 2014)

Le NO joue de nombreux réles protecteurs dans le systeme cardiovasculaire lorsqu'il est produit
correctement. Agissant comme un vasodilatateur, le NO, lorsqu'il est sécreteé, se diffuse a travers
la surface d'un vaisseau sanguin dans le tissu musculaire lisse qui I'entoure, provoguant son
relachement. En outre, le NO inhibe également la formation de caillots dans les vaisseaux
sanguins en empéchant les plaquettes, les petites cellules présentes dans le sang qui forment les
caillots, de se fixer et empéche également les cellules immunitaires d'adhérer aux parois des

vaisseaux sanguins (Francis et al., 2010).

3.3 Polymorphismes du gene NOS3
Le géne NOS3, présente un certain nombre de sites polymorphes, notamment des

polymorphismes nucléotidiques simples (SNP), des répétitions en tandem & nombre variable
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(VNTR), des microsatellites et des insertions/délétions. Certains polymorphismes de la NOS3
ont des effets fonctionnels sur I'expression ou l'activité de la NOS3, affectant ainsi la
formation de NO. Il est intéressant de noter que de nombreuses études ont évalué les effets
des polymorphismes fonctionnels de la NOS3 sur la susceptibilité aux maladies et la réponse
aux médicaments (Leonardo et al., 2015).

Trois polymorphismes principaux du gene NOS3 ont été étudiés dans différentes maladies et
se sont avéres associés a la néphropathie diabétique dans différentes études 16,17 : 894G>T
ou Glu298Asp (rs1799983), repétition de 27 pb dans l'intron 4 (VNTR), variantes 4b/a, et -
786 T>C. (Dellamea et al., 2014) (Figure 12).

Les polymorphismes du géne NOS3
786T>c Glu298ASP
(RS2070744) Rs1799983 53918188 rs743506 rs7830
/ S8 l
123475 78 910 131416 1920 222324 2526
5 3'UTR
Promoteur

Figure 12 : Localisation des polymorphismes du géne NOS3 (Luizon et al., 2018).

3.3.1. Polymorphisme GLU298ASP (RS1799983)

Le polymorphisme 894G>T, localisé dans l'exon 7, consiste en un changement de l'acide
glutamique en acide aspartique (Glu298Asp). Le changement du glutamate (E) par l'acide
aspartique (D) affecte le domaine de I'enzyme oxydase, qui est le site de liaison pour le BH4 et
I'acide aminé L-arginine. Ce changement entraine une variation de lI'enzyme, la rendant plus
sensible au clivage proteolytique en position D238-P239. Elle génére une forme plus courte de
I'enzyme et entraine donc une production moindre de NO (Dias et al., 2011). Ce polymorphisme
a été principalement associé a différentes maladies cardiovasculaires, telles que la maladie
coronarienne, I'athérosclérose, le spasme coronarien I'Alzheimer, I'hypertension induite par la
grossesse, le cancer de la vessie, le cancer de la prostate, la néphropathie diabétique (Szabo,
2013).
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3.3.2. Polymorphisme 4 B/A (VNTR DANS L'INTRON 4)

Ce polymorphisme est composé de 27 pb, caractérisees par l'allele "a" qui contient 4
modifications répétées (délétion/polymorphisme) et l'allele "b™ qui consiste en 5 modifications
(poussees/sauvages).

Des études récentes suggerent que ce polymorphisme peut réguler I'expression de ce gene par
la production d'un petit ARN interférent (ARNI) de 27 nucléotides, diminuant I'expression du

géne et/ou la synthése de la protéine (zhang et al., 2008).

3.3.3. Polymorphisme 786 T>C (RS2070744)

Ce polymorphisme, situé dans la région flanquante 5', a été associé a une diminution de
I'expression du géne NOS3, car il réduit le taux de transcription du gene de 50 %. 1l peut se lier
a la protéine de la réplication Al ; cette protéine participe a plusieurs processus cellulaires
comme la transcription (Casas et al., 2006).

Le polymorphisme T867 du gene NOS3 implique une substitution d'une base nucléotidique
dans la séquence d’ADN, remplacant la thymine (T) par une autre base (par exemple, cytosine,
C) alaposition 867 du géne. Cette variation peut affecter la fonction ou I'expression de I'enzyme
NOS3, ce qui peut avoir des implications sur la régulation de la pression artérielle, la
vasodilatation, la coagulation sanguine et d'autres processus physiologiques controlés par le
NO. Des études ont examiné l'association entre le polymorphisme T867 du gene NOS3 et
diverses conditions medicales, notamment les maladies cardiovasculaires, I'hypertension, la

dysfonction endothéliale, et d'autres troubles liés a la circulation sanguine (Casas et al., 2006).

4. Conseil génétique et le diagnostic prénatal

Le dépistage prénatal est crucial pour les couples a risque de transmettre des maladies
génétiques a leur enfant. Traditionnellement, il implique des procédures invasives telles que
des prélévements placentaires ou des amniocenteses, realisées généralement entre la 12 e et la
16 e semaine de grossesse. Cependant, de nouvelles avancées technologiques ont permis le

développement de méthodes non invasives de diagnostic prénatal (Touboul et al., 2008).

Une de ces avancées est I'approche de diagnostic prénatal non invasif basée sur une simple prise
de sang de la mere. Cette méethode permet de détecter des mutations génétiques specifiques
présentes dans I'ADN feetal circulant dans le sang maternel. Ce test est particuliérement
prometteur car il pourrait étre disponible des la 8e semaine de grossesse, offrant ainsi un

dépistage plus précoce et moins invasif (Touboul et al., 2008).
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Pour garantir I'efficacité et la fiabilité des conseils génétiques délivrés dans le cadre du
diagnostic prénatal, il est essentiel d'obtenir une caractérisation précise des génotypes des deux
parents. Cela signifie gu'il ne faut pas se contenter d'informations partielles, et il peut étre
nécessaire de réexaminer la caractérisation moléculaire du couple si des doutes persistent. Dans
les cas ou l'accés a la caractérisation génétique du pére est impossible, les informations
épidéemiologiques de la région d'origine du pére peuvent étre prises en compte pour éclairer le
processus de conseil génétique. En résumé, les progrés dans le domaine du diagnostic prénatal
offrent aux couples a risque de nouvelles options moins invasives et plus précoces pour détecter
les maladies génétiques chez leur futur enfant. Cependant, pour garantir des conseils génétiques
précis, une caractérisation rigoureuse des génotypes des parents est essentielle, et des
considérations supplémentaires peuvent étre nécessaires dans les cas ou des informations

génétiques complétes ne sont pas disponibles (Galactéros, 2021).
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1. Type d’étude

Notre étude est transversale de type cas-témoins et avait pour but de rechercher d’éventuelle
corrélation entre le polymorphisme T786C du gene NOS3 et la drépanocytose.

Les participants de notre étude sont des patients atteints de la drépanocytose qui ont été
sélectionnés parmi les consultants du service d’hématologie du Centre Hospitalo-Universitaire
(CHU) Benbadis - Constantine, durant la période de 21 décembre 2023 au 3 janvier 2024.
L’étude moléculaire a été réalisée a 1’échelle du Centre de Recherche en Biotechnologie
(CRBt), durant la période de 27 février au 13 mars 2024, ¢lle consiste en une extraction d’ADN
au niveau du laboratoire de chimie, ainsi la réaction de la polymérisation en chaine du
polymorphisme T786C du gene NOS3 s’est pratiquée dans le laboratoire de biologie

moléculaire du méme centre.

2. Population d’étude

L'étude enferme deux populations distinctes : le groupe des témoins et le groupe des patients.

2.1. Groupe des témoins

Les témoins sont recrutés a partir d’une population supposée saine, leurs ages
s’échelonnent de 27 a 47 ans, leurs ADN constituent un pool stocké au sein du laboratoire de
biologie et génétique moléculaire.

Nous avons recruté 23 témoins des deux sexes (10 hommes et 13 femmes) qui n’ont pas des

antécédents de drépanocytose dans leurs familles.

2.2. Groupe des patients

Dans cette étude, nous avons inclus un total de 10 patients répondants au seul critére d’inclusion
d’avoir une drépanocytose de la forme homozygote SS confirmé par un médecin clinicien.
Nous avons exclu de cette prospection les patients présentant les caracteres suivants :

- sujets difficiles a piquer,

- hétérozygote composite SC

- sujets refusant de faire le prélévement et de participer a I’étude.

Tous nos patients, apres lecture et explications exhaustives, ont signé un consentement éclairé
nous autorisant a 1’utilisation de leurs données clinico-biologiques et de leur matériel génétique

(ADN) pour la réalisation de 1’étude moléculaire (Annexe ).
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3. Méthodologie

3.1. Collecte des données

Toutes les patients, aprés explication et lecture, ont accepté I’utilisation de leurs données
clinique, biologique et génétique dans le cadre de cette étude. Ces individus ont répondu
également au questionnaire visant a recueillir les données cliniques et biologiques en rapport
avec le dysfonctionnement étudié tels que (les antécédents familiaux, le mode de vie ...). Un

exemple de questionnaire est présenté en Annexe 1.

3.2. Préléevements sanguins et conservation

Le prélevement sanguin a été effectué pour chaque patient en respectant des conditions légales
strictes et stériles. Le sang a été préleve par ponction veineuse. Il a été recueilli dans des tubes
vacutainer EDTA d'une quantité de 5 ml, ce dernier est un type de tube utilisé pour la collecte
et la conservation des échantillons de sang ; EDTA, ou éthylene diamine tétraacétique, un
anticoagulant présent dans le tube, qui empéche la coagulation du sang en se liant au calcium.
Le tube Vacutainer EDTA est généralement utilisé pour les tests hématologiques et
moléculaires. Son role est donc de maintenir le sang dans un état liquide, sans coagulation, afin
de faciliter les analyses ultérieures en laboratoire.

Les échantillons prélevés ont été conservés a une température de -20°c. Ainsi chaque tube est
étiqueté avec le nom, le prénom et le numéro successif de tube d’ADN selon le registre du

laboratoire. Ces informations essentielles pour assurer 1’identification correcte de chaque sujet.

4. Etude moléculaire
4.1. Extraction d'ADN

L’extraction d’ADN est une technique permettant d’isoler I’ADN contenu dans les
cellules. Il existe de nombreux protocoles d’extraction, celui utilisé dans notre étude est la
méthode d’extraction par le kit Wizard® Genomic DNA Purification du Promega (A1125). Les
leucocytes sanguins représentent la source majeure d’ADN.

Nous avons appliqué le protocole suivant :

- ajouter 900ul de solution de lyse cellulaire dans un tube stérile de 1,5 ml.

- agiter doucement le tube de sang jusqu'a ce qu'il soit complétement mélangé, puis transférer
300 ml du sang dans le tube contenant la solution de lyse puis inverser le tube 5-6 fois pour le

mélanger
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- incuber le mélange pendant 10 min & température ambiante (inverser le tube 2- 3 fois une fois
pendant I'incubation) pour la lyse des GR.

- centrifuger le tube a 13000-16000 xg pendant 20 secondes a température ambiante.

- retirer et jeter le surnageant sans perturber le culot blanc visible, donc environ 10 a 20ul de
liquide résiduel resteront dans le tube de 1,5 ml.

% Nos échantillons du sang ont été congelés, donc il faut répéter les étapes précédentes
jusqu’a ce que le culot soit blanc.

- vortexer le tube vigoureusement (10-20 secondes) pour remettre les globules blancs en
suspension.

- ajouter 300 ul d'une solution de lyse nucléique dans le tube contenant les globules blancs en
suspension.

- pipeter la solution 5-6 fois pour lyser les globules blancs et avoir une solution tres visqueuse.
Si des touffes de cellules sont visibles aprés le mélange, incuber la solution & 37°C jusqu’a ce
que les touffes soient perturbées. Si les amas sont encore visible apres une heure, ajouter 100ul
de solution de lyse nucléique et répéter 1’incubation.

% facultatif: Ajouter 1,5 pl d’une solution RNase au lysat nucléique, et mélanger
I’échantillon en inversant le tube 2 a 5 fois, puis incuber le mélange & 37°C pendant 15
min et faire un refroidissement a température ambiante.

- ajouter 100 pl de solution de précipitation protéique au lysat nucléique, et vortexer
vigoureusement pendant 10-20 secondes. Des petits grumeaux de protéines peuvent étre

visibles apres le vortex.

- centrifuger a 13000-16000 xg pendant 3 min a température ambiante, une pastille de protéine
brune foncée devrait étre visible.

- Transférer le surnageant dans un tube a 1,5 pl contenant 300 pl d’Isopropanol (a température
ambiante).

- mélanger doucement la solution par inversion jusqu’a ce que les brins d’ADN ressemblant a
du fil blanc formant une masse visible.

- centrifuger a 13000-16000 xg pendant 1 min donc I’ADN sera visible sous la forme d’une
petite pastille blanche.

- décanter le surnageant et ajouter a I’ADN un volume de 1’éthanol a 70 % (& température
ambiante). Inverser doucement le tube plusieurs fois pour laver le culot d’ADN et les cOtés de
tube.

- centrifuger a 13000-16000 xg pendant 1 min.
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- aspirer soigneusement 1’éthanol a I’aide d’une pipette pasteur ou d’une pipette de séquencage.
-Inverser le tube sur un papier absorbant propre et sécher a 1’aire le culot pendant 10-15 min.

- ajouter 100 puL d’une solution de réhydratation d’ADN dans le tube (tube eppendorf) et
réhydrater I’ADN en incubant a 65° C pendant 1 heure.

- conserver I’ADN entre 2 et 8°C.

4.2. Détermination de la pureté et de la concentration d’ADN

L’ADN est quantifié¢ par spectrophotométrie, profitant de sa propriété d’absorber la lumicre
ultraviolette. Cette absorption est maximale a 260 nm. La présence de contaminants peut étre
évaluée en calculant des "ratios". Le ratio A260/280 est utilisé pour estimer la pureté de I’ADN.
Les protéines absorbent également a 280 nm, donc un ratio d’environ 1,8 est indicatif d’un
ADN pur. L’absorption a 230 nm renseigne sur la contamination par d’autres substances. Les
hydrates de carbone, les peptides, les phénols et les composés aromatiques absorbent a cette
longueur d’onde.

Un ratio A260/A230 d’environ 2,2 est caractéristique d’un échantillon pur. Le dosage d’ADN
au laboratoire est réalisé a I’aide d’un spectrophotomeétre Nano Drop 8000. I suffit d’y déposer
2 ul d’ADN extrait pour en déterminer la concentration et la pureté, représentées par une

courbe.

4.3. Geénotypage du gene NOS3 par TagMan® SNP

Pour la mise en évidence du polymorphisme T786C du gene NOS3, nous avons utilisé la

technique de PCR en temps reel.

4.3.1. Principe de la PCR en temps réel par TagMan

La technologie de PCR en temps réel est basée sur la détection et la quantification d’un reporter
fluorescent dont I’émission est directement proportionnelle a la quantité d’amplicons générés
pendant la réaction de PCR. Etant donné qu’elle utilise généralement des systémes en tubes
fermés et que la quantification ne requiert aucune manipulation post-amplification, les
problémes de contamination post-PCR par les amplicons sont significativement réduits. Le
processus complet est automatisé du début a la fin rendant. Le principe de cette technique repose
sur la fonction exonucléase 5°->3’de la Taq polymérase. La sonde est un oligonucléotide
spécifique d’un morceau interne a la séquence amplifiée. Elle est marquée en 5’ par un

fluorophore appelé ‘reporter’ et en 3’ par un autre type de fluorophore appeleé ‘quencher’.
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L’émission du reporter est atténué ou ‘quenché’ (éteint) par la proximité du quencher. Si la
sonde est dégradée par I’activité exonucléase de la taq, les fluorophores ne seront plus reli¢s
entre eux et I’émission du reporter sera augmentée. L augmentation du signal correspondant a
la composante du fluorophore reporter est proportionnel au nombre de copies polymérisées a
chaque cycle de la PCR.

4.3.2. Principales réactifs
Le premier réactif : TagMan® Genotyping PCR Master Mix qui contient :
- ADN polymérase AmpliTaq Gold®, ultra pure (UP).
- Tésoxyribonucléotides triphosphates (dNTP).
- référence passive ROX™.,
- tampon avec des composants optimisés pour des clusters de fluorescence a point final
étroit, une discrimination allélique reproductible et une stabilité sur paillasse
Le deuxieme réactif : TagMan® SNP Genotyping Assay qui contient :
- deux amorces pour amplifier la séquence polymorphe d’intéréts

- deux sondes TagMan® MGB pour distinguer les deux alléles

Les sondes : chaque sonde TagMan MGB contient :

- Uun colorant rapporteur aux 5’ extrémités de chaque sonde

Le premier colorant colorant VIC® est relié¢ a ’extrémité 5° de la sonde de I’all¢le 1.

Le colorant FAM™ est relié a I’extrémité 5° de la sonde de I’alléle 2.

- MGB et reli a I’extrémité 3° de chaque sonde.
Cette modification augmente la température de fusion (Tm) pour une longueur de sonde donnée,
ce qui permet de concevoir des sondes plus courtes.

- un extincteur (quencher) non fluorescent (NFQ) a I'extrémité 3' de chaque sonde.

4.3.3. Mécanisme de la PCR en temps réel

Pendant la PCR, les étapes suivantes se produisent :

1. chaque sonde TagMan MGB se raccorde spécifiqguement a sa séquence complémentaire entre
les sites des deux amorces

(forward et reverse).

2. lorsque la sonde oligonucléotidique est intacte, la proximité du colorant rapporteur avec le
colorant extincteur (quencher) entraine I'extinction de la fluorescence du rapporteur

principalement par transfert d'énergie de type Froster.
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3. 'ADN polymérase AmpliTaq Gold® étend les amorces liées a 'ADN matrice.

4. I'ADN polymérase AmpliTaqg Gold ne clive que les sondes hybridées a la séquence cible.

5. le clivage sépare le colorant rapporteur du colorant extincteur (quencher), ce qui entraine une
augmentation de la fluorescence du rapporteur.

6. I’augmentation du signal de fluorescence se produit lorsque les sondes qui ont hybridé a la
séquence complémentaire sont clivés. Ainsi, le signal de fluorescence général par amplification

PCR indique quels-alléles sont présents dans 1’échantillon (Annexe 111).

4.3.4. Protocole de la PCR en temps réel
4.3.4.1. Directives procédurales
» Conservez les produits de TagMan® SNP Genotyping Assays congelés et a 1’abri de la
lumiére jusqu’a leurs utilisations. Une exposition excessive a la lumiére peut affecter
les sondes fluorescentes.
> Ne pas effectuer plus de 10 cycles de décongélation- congélation des produits TagMan®
SNP Genotyping Assays
» Pour assurer une analyse optimale du génotypage par les produits TagMan® SNP
Genotyping Assays, préparer une plaque de réaction optique contenant les éléments
suivants pour chaque essai (Tableau 2)

Tableau 2: Types de réactions recommandés pour chaque essai

Type de réaction Composant
Les échantillons a testés Echantillons d’ADN avec génotype inconnu au
polymorphisme d’intérét
Controle négatif Eau distillée UltraPure™sans DNase.
Contrdle positif (facultatif) Echantillon d’ADN avec génotype connu au
polymorphisme d’intérét

4.3.4.2.Préparation des réactifs de la PCR et les échantillons de I’ADN
4.3.4.2.1. Dilution et aliquotage des produits TagMan® SNP Genotyping Assays
> Diluer les produits TagMan® SNP Genotyping Assays (40 X) a une concentration de
20X dans un tampon TE1X (10_mM tris-HCL, ImM EDTA, pH 8,0, eau ultra pure
filtré et stérile).
» Vortex, puis centrifuger le mélange
» Stocker plusieurs aliquotes des produits TagMan® SNP Genotyping Assays a une

température entre —15 a —25 °C dans ’obscurité.
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4.3.4.2.2. Dilution des échantillons d>’ADN

>

Remettre en suspension les échantillons d’ADN décongelés par vortex, puis centrifuger
brievement les tubes d”’ADN.

Diluer chaque échantillon d’ADN, dans une solution de réhydratation de I’ADN a une
concentration de 10ng/pl.

Faire une deuxi¢me dilution de I’ADN a une concentration de 1ng/ul dans I’eau distillée
UltraPure™sans DNase (DNase-Free Water) pour assurer une quantité d’ADN entre 1
a 10 ng par puit (exemple: le volume total est de 30pul=3ul d’ADN +27ul de DNase free

water).

4.3.4.2.3. Préparation du mix réactionnel

Avant chaque exécution PCR :

>

remettre en suspension une aliquote de produits TagMan® SNP Genotyping Assays (20
X) par vortex, puis centrifugez brievement le tube.

calculer le volume nécessaire pour chaque réactifs selon le nombre des réactions a faire
(= le nombre des échantillons a testés + le nombre des contréles positifs et négatifs +
10% de volume surplus).

combiner les composants suivants pour le nombre de réactions requises (Tableau 3)
vortexer brievement le mix.

centrifuger brievement pour amener le mix de réaction au fond du tube et éliminer les

bulles d’air.

Tableau 3: Mix de réactions

Composant Volume Volume pour 31
(réaction de 12 pl) | échantillons + 2NTC+2
PTC+ 10%
2X TagMan® Master Mix 6 ul 231 pl
TagMan® SNP Genotyping Assays (20 X) 0.6 pl 23,1l
Volume total par puits 6.6 ul 6.6 ul
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4.3.4.2.4. Préparer la plaque de réaction

A- Ajouter le volume approprié de mix de réaction (6.6 pl) a chaque puits de la plaque de
réaction (MicroAmpMC a 96 puits).

B. Ajouter le volume d’échantillon d’ADN approprié (5,4ul) ou I’ADN des controles positifs
dans chaque puits.

C. Fermer la plaque avec un film adhésif, vortexer la plaque pour bien mélanger I’ADN avec
le mix réactionnel, puis centrifuger brievement pour apporter le mélange de réaction au fond du

puits et éliminer les bulles d’air.

4.3.4.3. Déroulement des cycles de la PCR en temps réel
Le déroulement des cycles de la PCR a été assuré par un thermocycleur (Applied Biosystems

7500 Real-Time PCR System) et les conditions d’amplification étaient présentées dans le

tableau 4.
Tableau 4: Conditions thermique du cycle
Etape Tests de génotypage SNP TagMan® prédéfinis et

personnalisés

Température Duree Cycles
Activation par polymérase | 95°C 10 minutes HOLD
Dénaturation 95°C 15 minutes 40
Hybridation/Elongation 60 °C 1 minute

4.3.4.4. Effectuer la lecture et ’analyse de la plaque post-PCR
Pour analyser les données de discrimination allélique ou de génotypage, il faut suivre les étapes
suivantes :

» créez un document ou un fichier d’expérience post-PCR

> effectuer une lecture de plaque post-PCR sur I’instrument de la PCR en temps réel.

» analyser les données expérimentales en utilisant le Logiciel SDS v2.0.6

> effectuer I’identification des alléles automatiques ou manuels. Voir «Tracés de

discrimination alléliques» pour plus d’information

» convertir I’identification des alléles en génotypes.
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4.3.4.5. Graphique de discrimination allélique

Le logiciel de I’instrument de la PCR en temps réel trace les résultats des donnes de
discrimination allélique comme un tracé de ’allele 1 (colorant VIC™) par rapport a I’all¢le 2
(colorant FAM™), Le graphe de la discrimination allélique (DA), également connu sous le nom
de graphe de cluster ou de nuage de points, chaque point sur le graphe représente un échantillon
ainsi qu’un individu. Un graphe DA typique montre des clusters homozygotes, un cluster
hétérozygote, et le contrble négatif. Les points de chaque cluster sont regroupeés étroitement et

chaque cluster bien loin des autres clusters (Figure 13) (Tableau 5).
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Figure 13 : Discrimination allélique typique
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Tableau 5 : Répartition de clusters dans un graphique de discrimination allélique

Contenu des échantillons Emplacement dans le tracé AD
Alléle 1 (homozygote), marqué au | coin inférieur droit

colorant VIC™
Alléle 2 (homozygote), marqué au | coin supérieur gauche
colorant FAM™

Alléles 1 et 2 (hétérozygote) Approximativement au milieu de graphe, entre les
clusters de I’alléle 1 et alléle 2

Contrdle Négatif le coin inférieur gauche

Non déterminé N'importe ou en dehors des régions décrites ci-
dessus

pas d'amplification Avec le cluster NTC dans le coin inférieur gauche

5. Etude statistique analytique

Les calculs statistiques de tous les échantillons obtenus ainsi que de tous les parameétres
considérés ont été obtenus par le logiciel MedCalc software Ltd version 22.023. L’étude
statistique est basée sur 1’évaluation d’un odds ratio (OR) et des p- value.

L’intensité de [’association entre le polymorphisme et la présence de la MC est
calculée comme suit : OR= A* D/ B* C
L’OR représente une mesure d’association épidémiologique entre un facteur et une
maladie, en particulier lorsque la maladie est rare parmi la population (prévalence < 5 %)

Le choix de la p- value

Le seuil critique est évalué a 0,05 (risque o). Si la valeur de p-value calculée a posteriori est

inférieure a ce seuil, la différence entre les paramétres est déclarée statistiquement significative.
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Résultats et Discussion

|. Caractéristiques principales des patients
1. Age

Dans notre étude, 1’age moyen de nos patients est de 30 £ 5,17 ans avec des extrémes allant de
22 ans et 39 ans. La tranche d’age des 30 a 34 ans était la plus représentée et regroupait 40 %
des patients, alors que la tranche d’age des 25 a 29 ans ne représente que 10 % de la population
(Tableau 6).

Tableau 6: Répartition des patients par tranche d’age

Tranche d’age Effectif (n) Pourcentage (%)
[20-24] 3 30
[25-29] 1 10
[30-34] 4 40
[35-39] 2 20

Il semble que la moyenne d'age des patients atteints de la drépanocytose varie considérablement
selon les populations étudiées. Les résultats que nous avons obtenus se situent dans une
fourchette similaire a ceux observés dans les populations gabonaise et togolaise, qui présentent
des moyennes d'age autour de 30 ans (30,4 + 7,8 dans la population gabonaise et 29,1 + 11,2
dans la population togolaise) (Igala et al., 2022 ; Maneh et al., 2024).

Cependant, il y a des écarts significatifs avec d'autres populations, comme celle du Maroc, ou
la moyenne d'age est beaucoup plus jeune, aux alentours de 13 ans (13,22 + 16,36 ans)
(Dahmani et al., 2016). De méme, la population mauritanienne semble avoir une moyenne d'age
plus élevée, autour de 24 ans (Laghdaf et al., 2022) .

Nous avons comparé les tranches d'age de notre cohorte qui est de 30 a 34 ans, avec celles
trouvées dans les études menées par Igala et al sur la population gabonaise, Diop et al sur la
population sénégalaise, ainsi que Maneh et al sur la population togolaise. Dans I'étude menée
par Igala et al, les tranches d'age retrouvées sont de 25 a 29 ans, ce qui est inférieur a notre
cohorte. Dans I'étude de Maneh et al, les tranches d'age de 20 a 30 ans, avec un chevauchement
partiel de notre cohorte, mais notre population couvre une gamme plus large. Tandis que dans
I'étude de Diop et al, les tranches d'age sont de 20 a 29 ans avec une partie de notre échantillon
également incluse dans cette fourchette (Diop et al., 2003 ; lgala et al., 2022 ; Maneh et al.,
2024).

Il semble donc que notre cohorte soit Iégérement plus agée que celles des études comparatives,
avec une tranche d'age allant jusqu'a 34 ans, tandis que les autres études ont des tranches d'age
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inférieures, allant jusqu'a 29 ou 30 ans. Les differences dans les moyennes d'age des patients
atteints de drépanocytose entre différentes populations peuvent étre influencées par plusieurs
facteurs, comme les fréquences de la mutation de drépanocytose qui peuvent varier selon les
populations, ce qui peut influencer I'dge moyen auquel les individus présentent des symptomes

et sont diagnostiqués.

Les variations dans les pratiques de dépistage de la drépanocytose ainsi que l'acces aux soins
de santé peuvent jouer un r6le majeur dans la détection précoce de la maladie. Dans certaines
régions ou les programmes de dépistage sont moins répandus ou l'accés aux soins de santé est

limité, les patients peuvent étre diagnostiqués a un age plus avancé.

Les conditions environnementales telles que le climat, l'altitude et la prévalence des infections
peuvent également avoir un impact sur la santé des patients atteints de drépanocytose. Par
exemple, les patients vivant dans des régions ou les infections sont plus fréquentes peuvent

développer des complications plus t6t dans la vie.

Les différences dans la disponibilité des traitements et dans la gestion de la drépanocytose
peuvent également influencer I'age auquel les patients sont diagnostiqués et la maniére dont la
maladie progresse. Des programmes de dépistage et des soins médicaux appropriés peuvent
permettre une détection précoce et une meilleure gestion de la maladie, ce qui pourrait retarder

I'apparition des symptémes graves (Frédéric et al., 2019).

2. Sexe et sexe-ratio

Nos résultats confirment que cette pathologie peut toucher approximativement les deux sexes.
Le nombre des patients de sexe masculin est de 4 cas ce qui représente 40 % de I’ensemble des
cas (10 cas), ce nombre est relativement inférieur au nombre de malades de sexe féminin 6 cas

qui est représenté 60% de I’ensemble des cas (Figure 14).
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M Féminin

m masculin

Figure 14: Répartition des patients selon le sexe

Dans notre série, nous notons une légére prédominance féminine soit un sex-ratio de 1,5 (6 F/4
H). Cela suggére que le genre n’influence pas significativement la susceptibilité a la
drépanocytose, car le caractere est hérité génétiqguement et indépendamment du sexe.

Etant donné que la drépanocytose n’est pas un trouble 1i¢ a 1’X, donc les variations des résultats
d’une étude a l’autre pourraient é€tre attribuées a des biais de recrutement ou de taille
d’échantillon.

Dans I’ensemble, ces répartitions entre les deux sexes concordent avec celles signalées dans
d’autres régions, comme les études menées en République Démocratique du Congo (Dokékias
etal., 2011 ; Shongo et al., 2015), qui ont révélé une prédominance féminine avec des rapports
entre les deux sexes (H/F) de 0,8 et 0,9, respectivement. Cependant, deux études distinctes
menées a Dakar (Diagne et al., 2000) et au Centre National de Référence pour la drépanocytose
au Niger (Mounkaila, 2015) ont révélé une légere prédominance masculine avec des rapports
sexuels de 1,02 et 1,2, respectivement. D’autres chercheurs, comme Than et al n’ont observé
aucune prédilection pour le genre (Than et al., 2008).

Dans la littérature, I'étude de Kueviakoe et al. (2019) menée au Togo a révélé un sex ratio H/F
de 0,81, suggérant une légére prédominance masculine dans leur échantillon. En revanche,

I'étude de Tolo et al. (2010) en Cote d'Ivoire a montré un sex ratio plus élevé, a 1,28, mettant
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en évidence une nette prédominance masculine. Ces différences soulignent I'importance des
contextes sociaux, culturels et démographiques dans la composition des échantillons. Elles

peuvent étre influencées par divers facteurs tels que les migrations.

3. Age et sexe-ratio

Dans notre étude constituée d’une majorité de femmes composant 60 % de I'échantillon et
d’hommes qui représente les 40 % restants, le sexe masculin affichent un 4&ge moyen de 28,25
ans, concentrant principalement leur présence dans la tranche d'age de (20 a 24 ans). En
revanche, le sexe féminin présente un &ge moyen de 31,1 ans, avec une predominance dans la
tranche d'age de (30 a 34 ans), également a hauteur de 50 % (Figure 15).

Répartition des patients selon I'age
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Figure 15 : Répartition des patients selon I’age et le sexe

Dans notre étude portant sur la drépanocytose, nous avons constaté que I'age moyen des femmes
atteintes de cette maladie est de 31,1 ans, tandis que celui des hommes est Iégérement inférieur
a 28,25 ans. En comparaison avec les resultats de Diop et al (2003) sur la population
sénégalaise, nous observons que dans notre échantillon, les hommes atteints de drépanocytose
sont plus 4gés en moyenne que ceux de la population sénégalaise (27 ans), avec une différence
d'environ 1,25 ans. De méme, les femmes dans notre échantillon ont un 4ge moyen similaire a

celui de la population sénégalaise (28,4 ans).

Par ailleurs, lorsque nous comparons nos résultats avec ceux de I'étude menée par Kueviakoe

et al sur la population togolaise, nous constatons que I'age moyen des hommes dans notre
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échantillon est Iégerement inférieur a celui des hommes togolais atteints de drépanocytose
(31,29 + 11,12 ans), tandis que I'dge moyen des femmes dans notre échantillon est également
Iégerement inférieur a celui des femmes togolaises (32 + 10,55 ans) (Kueviakoe et al., 2019).

Dans notre étude, nous avons repéré des tranches d'age spécifiques chez les hommes et les
femmes, avec une concentration significative des hommes &gés de 20 a 24 ans et des femmes
agées de 30 a 34 ans. En comparaison, les resultats de I'étude menée par Dzone et al sur la
population congolaise révélent des tranches d'age différentes, Dans cette étude, les individus
agés de 10 a 19 ans étaient plus représentés, indépendamment du sexe. Cette différence dans la
distribution des tranches d'age entre notre cohorte et celle de I'étude congolaise suggere des
variations potentielles dans la prévalence et la manifestation de la drépanocytose dans

différentes populations et groupes d'age (Dzone et al., 2020).

L'observation des différences d'dge moyen entre les hommes et les femmes atteints de
drépanocytose dans notre étude souléve des questions intéressantes sur les facteurs sous-jacents
a ces variations. Selon la littérature plusieurs causes potentielles peuvent contribuer a ces

différences :

Hétérogénéité genétique : la drépanocytose est une maladie génétique complexe résultant de
mutations dans le gene de I'Hb. Les variations génétiques entre les individus, ainsi que les
différences dans les haplotypes drépanocytaires, peuvent influencer I'age de manifestation de

la maladie et sa progression chez les hommes et les femmes.

Hormones sexuelles : les hormones sexuelles, telles que les cestrogénes chez les femmes et la
testostérone chez les hommes, peuvent avoir un impact sur la pathogenese de la drépanocytose.
Par exemple, les cestrogenes peuvent avoir des effets protecteurs sur la fonction endothéliale,
tandis que la testostérone peut aggraver la dysfonction vasculaire chez les hommes. Ces
différences hormonales peuvent influencer I'age de début et la progression de la maladie chez

les hommes et les femmes.

Facteurs socio-économiques : les disparités socio-économiques peuvent également jouer un
réle dans les différences d'age moyen entre les hommes et les femmes atteints de drépanocytose.
Par exemple, l'accés inégal aux soins de santé, aux médicaments et aux ressources socio-
économiques peut influencer la gravité de la maladie et I'dge auquel les patients sont

diagnostiqués et recoivent un traitement.
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Interactions genotype-environnement : les interactions complexes entre les facteurs génetiques
et environnementaux peuvent également contribuer aux variations d'dge moyen entre les
hommes et les femmes atteints de drépanocytose. Les différences dans les expositions
environnementales, telles que le stress oxydatif, I'inflammation chronique et l'adhésion
cellulaire, peuvent moduler la progression de la maladie de maniere différentielle selon le sexe
(Oudin-doglioni et al., 2019).

4. Consanguinité

La répartition des patients selon la notion de la consanguinité révele que 60 % des patients sont
issues d’un mariage consanguin, alors que 40 % des patients sont issus d’un mariage aléatoire
(Figure 16).

60%
40%

20%

0%
Pourcentage %  OUI NON

Figure 16 : Répartition des patients selon la consanguinité

En comparant nos resultats avec plusieurs études antérieures menées sur des populations
africaines, des tendances similaires sont observés, bien que les taux spécifiques de
consanguinité varient. Les recherches antérieures, notamment celles menées au Sénégal et au
Mali, ont rapporté des pourcentages de consanguinité allant de 45 % a 77,8 % pour les premiers
degrés. L'étude de Bioro et al réalisée au Senégal, a revélé une consanguinité parentale de 50
%, dont 46,7 % concernaient le premier degré. Diakité et al étudiant la population malienne,
ont trouvé une consanguinité du premier degré de 77,8 %. De méme, Seck et al, ont constaté
que 51,3 % des patients étaient issus de mariages consanguins, tandis que Bah et al ont rapporté

que 51,43 % des patients provenaient de mariages consanguins dans leur étude portant sur la
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population malienne. Enfin, I'étude de Belala et al réalisée au Maroc a trouvé que 45 % des
patients étaient issus de mariages consanguins, tandis que 55 % provenaient de mariages non
consanguins. Ces constatations soulignent I'importance de poursuivre les recherches dans ce
domaine pour mieux comprendre les impacts de la consanguinité sur la santé et élaborer des
stratégies de santé publique appropriées pour ces communautés (Belala et al., 2016 ; Bioro et
al., 2016 ; Diakité et al., 2019 ; Bah et al., 2021 ; Seck et al., 2021).

5. Transfusion sanguin
Dans notre étude, 50 % des patients drépanocytaires nécessitent une perfusion sanguine, tandis

que les 50 % restants n'ont pas besoin de cette intervention (Figure 17)

Répartition des patients selon le besoin
tranfusionelle

50%

= Qui Non

Figure 17 : Répartition des patients selon le besoin transfusionnelle

La répartition des patients salon le besoin transfusionnelle souligne une diversité de besoins
médicaux au sein de la population drépanocytaire et concorde avec les résultats d'une recherche
menée par Gantet et al et al en 2014 sur la population francaise, qui a également abouti a cette
répartition. Cependant, il convient de noter qu'une étude antérieure sur la population parisienne
en 2004, menée par De montalembret, a révélé que 60 % des patients avaient besoin d'une
transfusion. La différence entre les résultats de I'étude de Gantet et al en 2014 et ceux de I'étude
de De montalembret en 2004 peut étre attribuée a plusieurs facteurs. Tout d'abord, il est possible
que les echantillons de population étudiés dans les deux recherches aient été différents. Par
exemple, la population étudiée par De montalembret  pourrait avoir des caractéristiques
différentes de celle étudiée par Gantet et al a I'échelle nationale. De plus, les méthodologies de
recherche utilisées peuvent également jouer un réle crucial. Les critéres de sélection des

participants, les protocoles de collecte de données et les analyses statistiques peuvent varier
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d'une étude a l'autre, ce qui pourrait influencer les résultats obtenus. En outre, des changements
dans la prise en charge médicale de la drépanocytose au fil du temps pourraient également
expliquer les différences observees. Il est donc essentiel de considérer ces facteurs lors de
I'interprétation des résultats et de reconnaitre que des études ultérieures pourraient étre
nécessaires pour éclaircir davantage cette question (De montalembert, 2004 ; Gantet et al.,
2014).

Les transfusions sanguines sont souvent utilisées pour traiter les complications liées a I'anémie,
telles que la douleur, les crises vaso-occlusives et les complications pulmonaires.

Cependant, tous les patients drépanocytaires ne nécessitent pas systématiquement des
transfusions sanguines. La fréquence et la nécessité des transfusions peuvent varier en fonction
de plusieurs facteurs, notamment la gravité de la maladie, la présence de complications
médicales, la réponse au traitement et d'autres considérations cliniques individuelles.

Il est également important de noter que les transfusions sanguines ne sont pas sans risques et
peuvent étre associées a des complications telles que la surcharge en fer, les réactions
immunologiques et les infections transmises par le sang. Par consequent, la décision d'initier
ou de poursuivre des transfusions sanguines chez les patients drépanocytaires doit étre
soigneusement évaluée en tenant compte des avantages potentiels et des risques associés a cette
intervention (Habibi & Pirenne, 2023).

I1. Résultats de I’analyse moléculaire du polymorphisme T786C
gene NOS3

La lecture des graphes de la discrimination allélique permet d’identifier trois génotypes
(Photographie 1) :

L’homozygote CC : I’alléle 1 (colorant VIC™) marqué au colorant vert positionné sur le coin

inférieur droit (Photographie 2).

L’homozygote TT : I’alléle 2 (colorant FAM™) marqué au colorant bleu positionné sur le coin

supérieur gauche (Photographie 3).

L’hétérozygote TC : approximativement au milieu du graphe, entre les clusters de I’all¢le 1 et

allele 2, marquée avec la couleur rouge (Photographie 4).
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Photographie 1 : Graphe de la discrimination allélique (I’alléle T et I’alléle D du géne NOS3)
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Nous avons calculé les fréquences genotypiques et alléliques dans la population drépanocytaire
et la population témoins. Ensuite I’analyse statistique des donné obtenus montre une association
significative entre les deux groupes (p=0.0321 pour CC versus TT+CT; p = 0,00009 pour TT
versus CC et p = 0.0096 pour T versus C) (Tableau 7).

Tabeau 7: Résultats de 1’analyse statistique du polymorphisme T786C du géne NOS3 dans la
population patients et témoins

Patients Témoins
n n OR P-value
% %
CC 5 3 / /
50% 13%
CT 4 11 45833 0.1035
40% 47.8% (0,7333-28,6469)
TT 1 9 15,00 0.0347
10% 39,1% (1,2149-185,2069)
CC 5 20 6,6667
Vs 50% 86,9% (1,1763-37,7823) 0.0321
TT+CT
TT 9 14 0,1728
Vs 90% 60,8% (1,0186-1,6062) 0.1227
CC+CT
Allele C 14 17 / /
70% 36,95%
Allele T 6 29 4,7765 0.0096
30% 63,04% (1,4623-15,6022)

L’analyse des résultats révele une répartition des fréquences génotypiques et alléliques
hétérogéne entre les patients et les témoins. En effet, le génotype homozygote CC
est plus fréquent chez les patients (50 %) que chez les témoins (13 %). A 1’opposé, le
génotype de I’hétérozygote CT est relativement plus fréquent chez les témoins (47,8 %) que
chez les patients (40 %). La fréquence du génotype TT est de 10 % chez les patients et de 39,1
% chez les témoins (Figure 18).
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Figure 18 : Répartition des fréquences génotypiques dans notre population

De méme que pour les fréquences génotypiques, les fréquences alléliques présentent une
certaine disparité entre les deux groupes. En effet, 1’all¢le C est le plus fréquent chez le groupe
des patients (70 %), alors que I’allele T est le plus fréquent chez les témoins (63 %) (Figure
19).

70%

63,04%
70%
60%
36,95%
50%
’ 30%
40%
30%
20%

10%

0%
Patients Témoins

Allele T mAllele C

Figure 19 : Répartition des fréquences alléliques dans notre population
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En comparant nos résultats avec ceux de I'étude de Cheno et al (2020) menée sur la population
brésilienne, Nous avons constaté une similarité dans les conclusions, malgré des différences
dans les fréquences génotypiques et alléliques entre les populations étudiées. Par exemple, dans
I'étude brésilienne, les fréquences alléliques de T et de C étaient de 63,04 % et 36,95 % chez
les témoins respectivement, tandis que dans votre étude, elles étaient de 39,10 % et 60,90 %
respectivement. Ces variations ethniques peuvent influencer les associations génétiques avec la
drépanocytose et soulignent I'importance de considérer les contextes populationnels spécifiques

dans la recherche génétique (Cheno et al., 2020).

Dans notre étude les fréquences génotypiques chez les patients montrent une prévalence élevée
du génotype CC par rapport aux témoins, ainsi qu'une augmentation significative de I'allele C
chez les patients. Cela est cohérent avec les conclusions de I'étude de Nishank et al menée sur
une population indienne, qui a également trouvé une association significative entre le
polymorphisme T786C du gene NOS3 et la drépanocytose, avec une valeur de p-value de 0,02.
Les fréquences génotypiques dans cette étude indiquent également des différences
significatives entre les patients et les témoins, bien que les variations dans les fréquences
génétiques entre les populations étudiées puissent étre attribuées a des facteurs génétiques et

environnementaux spécifiques a chaque population (Nishank et al., 2013).

En contraste, I'étude de Sharan et al. réalisée sur la population afro-américaine n'a trouvé aucune
association significative entre ce polymorphisme et la drépanocytose, avec une valeur de p-
value de 0,08. De plus, les fréquences génotypiques chez les patients et les témoins dans cette
étude montrent des différences significatives, mais pas dans la méme direction que notre étude
(Sharan et al., 2004)

Cependant, des résultats contradictoires ont été observés dans d'autres études, telles que celle
d’Armenis et al (2016) en Gréce, qui n'a pas trouvé d'association significative entre le
polymorphisme T786C du géne NOS3 et la drépanocytose malgré des fréquences génotypiques
differentes entre les patients et les témoins. Des conclusions similaires ont été rapportées par
Tanya et al (2014) pour la population africaine et par Yousri et al (2016) pour la population

égyptienne (Tanya et al., 2014; Armenis et al., 2016 ;Yousri et al., 2016)

Les résultats contradictoires observés dans d'autres études soulignent I'importance de prendre
en compte les différences ethniques et environnementales dans I'étude de la drépanocytose. Par
exemple, les variations dans les fréquences alléliques et génotypiques entre les populations

brésilienne, grecque, indienne, africaine et égyptienne pourraient refléter des différences dans
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les profils de risque génétique et environnemental associés a la maladie. Ces différences
soulignent également la nécessité d'une approche personnalisée dans la prévention et le
traitement de la drépanocytose, en tenant compte des facteurs génétiques et environnementaux

spécifiques a chaque individu.

En outre, des études fonctionnelles approfondies sont nécessaires pour élucider les mécanismes
biologiques sous-jacents aux associations observees. Ainsi la collaboration entre chercheurs de
différentes régions géographiques est nécessaire pour I’utilisation de techniques de séquengage
de nouvelle génération qui peuvent permettre d'identifier de nouveaux variantes génétiques
associes a la drépanocytose et de développer des stratégies de dépistage et de traitement plus

efficaces et individualisées (Brousse et al., 2019).

En conclusion, notre étude apporte une contribution précieuse a la recherche sur la génétique
de la drépanocytose, mais elle souléve également de nouvelles questions qui nécessitent des
investigations approfondies. En combinant des approches génétiques, fonctionnelles et
épidémiologiques, nous pouvons espérer mieux comprendre cette maladie complexe et

améliorer la prise en charge des patients atteints de drépanocytose.
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Conclusion

La drépanocytose est une maladie génétique causée par une mutation du géne S-globine,
conduisant a la production d'une forme anormale d'Hb. Cette Hb, lorsqu'elle est desoxygénée,

peut polymériser, fragilisant les GR et provoquant une hémolyse et des obstructions vasculaires.

Le gene NOS3, qui code pour NOS, est lié a la drépanocytose a travers des études de
polymorphismes génétiques, tels que le polymorphisme T786C. Cette relation réside dans le
role de l'oxyde nitrique (NO) dans la pathophysiologie de la maladie. Le NO est un
vasodilatateur important qui régule le tonus vasculaire et favorise la circulation sanguine
normale.

Notre étude transversale de types cas-témoins (& propos de 10 patients et 23 témoins) avait pour

but d’étudier la drépanocytose d’une part et de rechercher d’éventuelle association entre le
polymorphisme T786C du géne NOS3 d’autre part. Cela nous a permis de tirer quelque
conclusion :

- un &ge moyen de 30 + 5,17 ans avec des extrémes allant de 22 ans et 39 ans. La tranche
d’age des 30-34 ans était la plus représentée et regroupait 75% des patients.

- une légeére prédominance féminine soit un sex-ratio de 1,5 (6 F/4 H). Cela suggére que le
genre n’influence pas significativement la susceptibilité a la drépanocytose, car le caractére
est hérité génétiquement et indépendamment du sexe.

- 60 % des patients étaient issus de mariages consanguins.

- 50 % des patients drépanocytaires nécessitent une perfusion sanguine.

Concernant I’exploration génotypique du polymorphisme T786 du géne NOS3, nous avons
révélé une association significative entre le polymorphisme génétique étudié et la
drépanocytose, avec des valeurs de p-value inférieures a 0,05 pour les comparaisons CC versus
TT+CT, TT versus CC, et T versus C. Les fréquences génotypiques montrent une prévalence
plus élevée du génotype CC chez les patients par rapport aux témoins, ainsi qu'une

augmentation significative de I'allele C chez les patients.

Cependant, les résultats obtenus, laissent entrevoir de nombreuses perspectives, il serait donc
intéressant de pouvoir continuer ce travail par :
> elargir la taille de 1’échantillon afin d’augmenter la puissance statistique et de confirmer
I’association du polymorphisme T876 du géne NOS de drépanocytose.
» etudier d’autres genes impliquée dans la drépanocytose, comme : BCL11A, GATAL,
GATA2 et KLF1 qui jouent un réle important dans la synthése de 1’hémoglobine, en

prenant en considération les facteurs environnementaux, géographiques et ethniques.
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Résumé

La drépanocytose est une anémie hémolytique congénitale douloureuse apparaitre avec une
anomalie qualitative de I’hémoglobine qui constitue un véritable probléme de santé publique
avec 300000 nouveau-né chaque année. Cette maladie est héréditaire avec une transmission
autosomique récessive causée par une mutation dans le géne du S-globine.

Objectif : notre travail est a double visée : réaliser une étude statistique avec des definitions
des caractéristiques générales et cliniques de la population d’étude d’une part, et d’autre part
rechercher d’éventuelles associations entre le polymorphisme T786C du gene NOS3 et la
drépanocytose dans I’Est algérienne.

Méthodes : 10 patients ont participé a cette étude, comparés a 23 témoins. Apres extraction
de I’ADN leucocytaire par le kit Wizard® Genomic DNA Purification du Promega (A1125).
La séquence d’intérét avait été amplifiée par PCR en temps réel en utilisant Applied Bio
System 7500.

Résultat : les résultats de I'analyse indiquent une association significative entre les différents
groupes de patients et de témoins, avec des valeurs de p-value révélatrices (p=0,0321 pour
CC versus TT+CT; p=0.00009 pour TT versus CC; p=0.0096 pour T versus C). Les
fréquences génotypiques varient entre les groupes de témoins et de patients, montrant une
prévalence du génotype CC chez les patients (50 %) par rapport aux témoins (13 %). Pour
I'alléle C, sa fréquence est plus élevée chez les patients (70 %) que chez les témoins (36,95
%). L'age moyen des patients est de 30 ans, avec une légére prédominance féminine (sex-ratio
est 1,5). Ainsi la notion de consanguinité a été notée chez 50 % des cas. Méme pourcentage a
été noté chez les patients qui nécessitent une transfusion sanguine.

Conclusion : les tests statistiques effectués ont montré qu’il y a une association significative
entre le polymorphisme T786C du géne NOS et la drépanocytose. Cependant, des études plus
approfondies sont nécessaires pour comprendre 1’influence de ce polymorphisme sur la
maladie et ses complications, ainsi que ses interactions avec d'autres facteurs génétiques et

environnementaux.



Abstract

Sickle cell anemia is a painful congenital hemolytic anemia with a qualitative Hb abnormality
that constitutes a real public health problem, with 300,000 newborns each year. This disease is

hereditary with an autosomal recessive transmission caused by a mutation in the $-globin gene.

Aim: The aim of our work is twofold: to carry out a statistical study with definitions of the
general and clinical characteristics of the study population on the one hand, and on the other to
investigate possible associations between the T786C polymorphism of the NOS3 gene and

sickle cell disease in eastern Algeria.

Methods: 10 patients participated in this study, compared with 23 controls, after extraction of
leukocyte DNA using Promega's Wizard® Genomic DNA Purification kit (A1125). The
sequence of interest was amplified by real-time PCR using the Applied Bio System 7500.

Result: The results of the analysis indicate a significant association between the different groups
of patients and controls, with revealing p-values (p=0.0321 for CC versus TT+CT; p=0.00009
for TT versus CC; p=0.0096 for T versus C). Genotype frequencies varied between control and
patient groups, showing a higher prevalence of the CC genotype in patients (50%) than in
controls (13%). For the C allele, its frequency is higher in patients (70%) than in controls
(36.95%). The average age of patients is 30, with a slight female predominance (sex ratio is
1.5). Consanguinity was noted in 50% of cases.The same percentage was noted in patients

requiring blood transfusions.

Conclusion: statistical tests showed a significant association between the T786C polymorphism
of the NOS gene and sickle cell disease. However, further studies are needed to understand the
influence of this polymorphism on the disease and its complications, as well as its interactions

with other genetic or environmental factors.
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Résumé : la drépanocytose est une anémie hémolytique congénitale douloureuse apparaitre avec une anomalie
qualitative de I’hémoglobine qui constitue un véritable probléme de santé publique avec 300000 nouveau-né chaque
année. Cette maladie est héréditaire avec une transmission autosomique récessive causée par une mutation dans le
géne du S-globine.

Objectif : notre travail est a double visée : réaliser une étude statistique avec des définitions des caractéristiques
générales et cliniques de la population d’étude d’une part, et d’autre part rechercher d’éventuelles associations entre
le polymorphisme T786C du géne NOS3 et la drépanocytose dans I’Est algérienne.

Méthodes : 10 patients ont participé a cette étude, comparés a 23 témoins. Aprés extraction de I’ADN leucocytaire
par le kit Wizard® Genomic DNA Purification du Promega (A1125). La séquence d’intérét avait été amplifiée par
PCR en temps réel en utilisant Applied Bio System 7500.

Résultat : les résultats de I'analyse indiquent une association significative entre les différents groupes de patients et
de témoins, avec des valeurs de p-value révélatrices (p=0,0321 pour CC versus TT+CT; p=0.00009 pour TT versus
CC; p=0.0096 pour T versus C). Les fréquences génotypiques varient entre les groupes de témoins et de patients,
montrant une prévalence du génotype CC chez les patients (50 %) par rapport aux témoins (13 %). Pour l'alléle C, sa
fréquence est plus élevée chez les patients (70 %) que chez les témoins (36,95 %). L'age moyen des patients est de
30 ans, avec une légére prédominance féminine (sex-ratio est 1,5). Ainsi la notion de consanguinité a été notée chez
50 % des cas. Méme pourcentage a été noté chez les patients qui nécessitent une transfusion sanguine.

Conclusion : les tests statistiques effectués ont montré qu’il y a une association significative entre le polymorphisme
T786C du géne NOS et la drépanocytose. Cependant, des études plus approfondies sont nécessaires pour comprendre
I’influence de ce polymorphisme sur la maladie et ses complications, ainsi que Ses interactions avec d'autres facteurs
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