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Introduction

Les désordres des hémoglobines humaines ou hémoglobinopathies, occupent
une position unique en génétique pour plusieurs raisons. Elles sont les maladies
génétiques les plus fréquentes du sang dans le monde, et elles sont responsables

d'une morbidité substantielle.

N

La beta-thalassémie est une maladie héréditaire du sang, a transmission
généralement autosomique récessive, résultant d’une insuffisance de production des

chaines de B-globine de I’hémoglobine [Higgs et al., 2001].

La maladie est due a une mutation dans le locus de la béta-globine, pour laquelle

environ 300 alleles de béta-thalassémies ont été caractérisés [Thein, 2013].

Les mutations du gene HBB sont dues a un nombre élevé des défauts
moléculaires qui sont majoritairement de nature ponctuelle, altérant les différentes
étapes de  l'expression du  gene [Weatheraller al., 2012]. La [-thalassémie
majeure est causée par un défaut dans deux genes qui conduit a une absence ou a
une diminution importante de la synthese de la [B-globine conduisant a
I'accumulation des a- globines et par conséquent une destruction oxydative de la
membrane cellulaire des globules rouges. De nombreux troubles de la chaine de la
B-globine de 1'hémoglobine conduisent a différents phénotypes de 1la maladie
[Thein, 2002]. Parmi ceux-ci, une anémie héréditaire avec un large spectre
phénotypique qui peut avoir une morbidité et une mortalité significative [Rund et
Rachmilewitz, 2005]. Ces pathologies présentent une gamme de sévérités, chacune

correspondant a une absence ou a une réduction de la synthese de la protéine B-

globine.

Ces maladies sont wun véritable probleme de santé publique généralement
aggravé par le taux de consanguinité de la population (30 a 32%) [Bellis et al,
2001]. Différentes populations ont leur propre spectre de mutation [Thein, 2002].
En Algérie, la fréquence des mutations du gene beta-globine est de 3% [Belhani,
2009];des recherches antérieures ont révélé une hétérogénéité moléculaire élevée de

la B-thalassémie en Algérie [Bennani et al., 1993].

En Algérie, dans une étude réalisée, a Alger, sur 1000 couples mariés en 2006, la

prévalence de la thalassémie hétérozygote est de 2% [Zidani, 2012].



La détermination de la fréquence du geéne de la beta thalassémique en Algérie a
été estimée a 3%, découlant d'études sur des échantillons ciblés [Belhani, 2009].
En 2006, sur les 1000 couples en instance de mariage, habitant a Alger, que la
prévalence de la thalassémie est de 2%, contre 1,2% pour la drépanocytose [Zidani,
2012]. La plupart des malades (77.5 %) ont un phénotype [-thalassémique majeure,
la faible proportion des malades (14.5 %) ont le phénotype intermédiaire [Belhani,
2009].

Les transfusions sanguines sont souvent nécessaires pour traiter les patients

atteints de beta-thalassémie majeure [Qarietal., 2013].

L’objectif de notre ¢étude est d’effectuer un diagnostic biologique et
moléculaire de la [-thalassémie chez une partie d’ enfants Algériens dans la wilaya
de Batna, et d'étudier les aspects biologiques ainsi que de caractériser des mutations
du gene HBB portées par les sujets malades (homozygotes et hétérozygotes) pour les
placer dans le spectre de répartition dans la population Algérienne, ainsi que les
effets de ces mutations sur les variations des parametres biologiques chez ces
patients. Les tests génétiques moléculaires seront de plus en plus important a
I’avenir parce qu’ils sont prévus dans la compréhension de la base moléculaire de la
maladie et peuvent conduire a des traitements pharmacologiques spécifiques a

[’avenir.
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Chapitre 1 L’hémoglobine

I. L’hémoglobine
I.1. Structure

L’hémoglobine (Hb), assemblage particulier de molécules, est une protéine
présente dans les globules rouges [Eleftheriou, 2007], elle s’agit d’une protéine qui
a un poids moléculaire de 64 450 daltons. Elle comprend quatre sous-unités formant
une structure  appelée tétramere. Chaque sous-unité contient une portion
appelée « Héme » [Gyamong et Jobin, 2005], qui contient un atome de fer ferreux

pouvant lier une molécule d’oxygéne (O2) [Schechter, 2008].

Figure 1. Représentation du tétramére d’hémoglobine avec deux chaines a (vert) et deux
chaines P (jaune) contenant chacune une molécule de I’héme (bleu) [Caroline et Andrew,

2012].
1.1.1. L’héme

C’est une porphyrine contenant un  atome de fer. La porphyrine comprend
elle- méme quatre noyaux pyrrol a sommet azote réunis par des ponts méthene (-
CH=); et huit chaines latérales ; méthyl, vinyl ou acide propionique. Le fer est au
centre, fixé sur 4 azotes des noyaux pyrrol et garde 2 valences libres. La molécule

est plane [Bernard et al., 1998].
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Figure 2. Structure de la molécule d’heme [Edward et al., 2005].
1.1.2. Globine

La globine comporte quatre chalnes polypeptidiques semblables deux a deux
[Couque et De montalembert, 2013]. Ces monomeres sont de deux types
assemblés par I'intermédiaire de liaison de faible énergie: deux chaine o (type o
et o-globine) constituées chacune de 14lacides aminés et deux chaines non
a (type B: e vy, 0o, et [-globine) composées de 146 acides aminés. Chaque
chaine est liée a une molécule d’héme ayant en son centre un atome de fer

[Wajcman et al., 2002 ].

1.2. Fonction

Etant le composant primordial d’hématie, ’hémoglobine détermine la taille de
la cellule, sa forme, sa déformabilité et son rdle, grice a son aspect allostérique,
I’hémoglobine a comme fonction principale, le transport de 1’oxygeéne des poumons
vers les tissus et I’élimination du CO2 [Annaix et Thuillier, 2000]. Une molécule
d’oxygene se fixe par atome de fer et 1 gramme d’hémoglobine peut transporter au
maximum 1,34 millilitre (ml) d’oxygene lorsque la saturation est totale. soit environ
20 ml d’oxygeéne pour 100 ml de sang [Rosa et al, 1993]. L’Hb est encore
impliquée dans le transport du gaz carbonique (CO2) des tissus aux poumons et
dans le maintien de 1’équilibre acido-basique [Hessissen et Harif, 2010]. Mais
réciproquement a 1’02 seulement une partie du CO2 est transportée sous cette

forme. En effet en cas de compétition 1’affinit¢ est en faveur de 1’O2 [Wajcman et

et Riou, 2009].
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L.3. Biosynthese

La synthése de I’hémoglobine commence dés la troisieme semaine de la vie
intra-utérine. La synthe¢se de I'heme a lieu dans les mitochondries [Bernard et al,
1998], dont la production (dépendante de la disponibilit¢é de certains substrats
(fer, pyridoxine ou vitamine B6, vitamine BI12, acide ascorbique ou vitamine
C, acide folique, cuivre) s’effectue a partir de la glycine et de I’acide succinique
[Bedir et Miloudi , 2005], les porphyrines sont synthétisées puis le fer s'incorpore
pour donner la molécule de 1I'heme. La synthese de la globine suit le schéma de la
synthése des protéines et est sous la dépendance de gene de structure autosomique
[Bernard et al., 1998]. Environ 300 millions de molécules d’hémoglobines sont

synthétisées de facon journalicre [Eleftheriou, 2007].
L.4. Structure et organisation des génes de globine
L.4.1. Structure des génes de globine

Les genes de globine o et B ont de petite taille, respectivement de 1,8 kb et
1,2 kb [Greene et al., 2015], leur structure globale semblable : 3 exons et 2 introns.
Tous les différents genes de globine qui vont étre décrits ci-dessous sont issus de
I’association  et/ou de duplications de ce géne ancestral unique. Chaque geéne a
ensuite pu évoluer indépendamment par des évenements mutationnels qui ont abouti

aux variations observées aujourd’hui entre les différents genes [Hardison, 2012].
1.4.2. Localisation et organisation des genes de globine

Les genes de la globine humaine sont regroupés en deux  groupes, le groupe
a (, o2, al) et le groupe B (&,Gy, Ay, 9, P). Ces genes sont organisés sur un
méme modele a 3 exons et résultent de transcriptions successives d’un ancétre
commun. L’ordre des génes, de l'extrémité 5’vers l'extrémité 3°, au sein de chaque
complexe, refléte 'ordre de leur expression séquentielle au cours de [’ontogénese
[Kazaaian et Antonarakis, 1997]. Les chaines de type o codées par un ensemble
de geénes au niveau du chromosome 16 (cluster a-globine). Les chaines de type P
codées par les geénes du cluster B-globine sur le chromosome 11[Schechter, 2008]

(Fig.3).

v
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Figure 3. Localisation des génes codant pour les sous-unités alpha et beta de I’hémoglobine

[Cao et Galanello, 2010].

1.4.3. Genes de globine

. Geénes du locus a (cluster a-globine)

Les geénes de type o sont situés sur le chromosome 16, dans la partie
terminale du bras court [Joy et al, 2000]. La famille o comporte 3 génes
fonctionnels : le gene { code pour la chaine embryonnaire { et précede les deux
genes des chalnes a: ol et o2. Les génes W{, WYal et Wa2 sont, quant a eux, des

pseudogenes non fonctionnels [Kaplan et Delpech, 2007].

. Génes du locus B (cluster f -globine)

Les genes de type P se trouvent a Dextrémité distale du bras court du
chromosome 11[Joy et al, 2000]. La famille B comporte cinq genes fonctionnels: le
géne de la chaine & embryonnaire qui est suivi par les deux genes des chaines
feetales (Gy et Ay), puis par les deux génes des chailnes adultes (6 et ). WP est un
pseudogene non fonctionnel [Kaplan et Delpech, 2007] (Fig.3).

1.4.4. Régulation des génes de globine

LCR (Locus Control Region) est la séquence HS40 en amont du locus p-
globine, sur le chromosome 11. Ce sont les zones de destruction nucléosomique
dans lesquelles I'ADN est susceptible d’étre digérer par la DNase I. Ces zones

rendent la région accessible a la transcription et aux les facteurs de remodelage de la
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chromatine [Harju et al., 2002]. Il se compose de 5 sites hypersensibles a la DNasel
(5'HSs 1 a 5) qui constituent une région controlant I’expression des chaines de J,
Les HS 1 a 4 ne se forment que dans les cellules érythroides, alors que S5'HSS se
retrouve dans de multiples lignées de cellules, mais n'est pas constitutif [Li et
al., 1999]. Deux autres HS ont été décrits par Routledge et al [2002]: HS6 et HS7,
en amont de HSS5. Sur le chromosome 16, un site unique, HS-40 controle
I’expression des genes de type o (Fig4) [Labie et Elion, 2005]. Les genes des
chaines de globine sont donc sous le contrdle de locus régulateurs situés a une
grande distance (40-50000pb) en amont de la partie 5° des genes de globine. Ces
régulateurs permettent ’activation de la transcription de geénes en venant a proximité

du promoteur des genes de globine par un repliement de la chromatine qui forme des

boucles [Schechter, 2008].

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
genes de globine pour controler 1’expression des geénes de la famille B, ce qui

devient plus difficile a comprendre cette régulation [Labie et Elion, 2005].

HS - 40

§ ¢ ol 2 o o1
Famille des &' J] : Vs Voo 02 0

génes - o 7

5 HS5—1
Famille des J]J]M
génes - 7
4« »
LCR

Figure 4. Structure et organisation des deux familles de genes-globine [Labie et Elion,

2005].
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L.5. Modulation temporelle de I’expression de I’hémoglobine humaine au cours de

développement

Chez I’homme quatre types physiologiques d’hémoglobines et de plusieurs
formes pathologiques n’ayant pas toutes les mémes expressions cliniques [Donze
et al, 1995]. L’hémoglobine A (HbA) (a2 PB2) est 1I’hémoglobine majoritaire au
stade adulte et représente plus de 97% de 1’hémoglobine totale [Forget, 2001], un
type mineur, I’hémoglobine A2, représentant 2 a 3 % de I’hémoglobine totale et
I’hémoglobine feotale est appelée hémoglobine F (inferieur de 0,5%) [Donze et al.,
1995], elle est progressivement remplacée par I’Hb A au cours des premiers mois de
vie. La chaine alpha est donc commune a toutes les Hb présentes pendant la vie
feetale et adulte, ’'Hb A, I’'HbA2 et I’HbF ; seule la chaine non-alpha differe
[Forget, 2001].

La modulation de I’expression des génes globine s’effectué a certains niveaux
[Labie, 2005]. Les geénes du cluster o, les génes {1 et (2 sont prédominants a la
6éme semaine de stade embryonnaire. Au 2°™ trimestre, commence I’expression
des genes al et a2. A propos des génes du cluster [, & est transcrit durant les 6
premicres semaines de vie embryonnaire, ensuite le relais est pris par les génes Gy
et Ay. Le géne [ débute son expression au troisieme trimestre, quelques semaines
avant la naissance et devient majoritaire a 6 mois de vie ; les geénes Gy et Ay
n’ont alors plus qu’une faible expression résiduelle. Le geéne J, ne différant
seulement de quelques nucléotides avec le geéne P, est activé apres quelques
mois de la vie, avec une expression faible et constante tout au long de la vie
[Eleftheriou, 2007]. Les geénes exprimés du type [ subissent plus de changement ,
dites « commutations », au cours du développement que les genes du cluster a.
Les génes [ sont donc plus sujets a présenter des anomalies génétiques que les

genes o [Philippe ef al., 2014].

v
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Figure 5. L'expression des génes de globine de type a et B est régulée par le développement,
ce qui entraine la syntheése des hémoglobines fonctionnellement distincts. A: structure des
grappes de génes a et § de la globine humaine. B: I'ensemble des hémoglobines
embryonnaires, foetaux et adultes Hb structurellement distincts, avec des sous-unités codées
par chacun des genes de type a et B exprimés avant et apres la naissance. C: calendrier de
développement pour les changements dans les niveaux d'expression des différents génes de
type a et 3 depuis les premiers stades de 1'embryogenese jusqu'a la fin de la premiere année

de vie [Opazo ef al 2015].

e Chez ’embryon

La formation des érythrocytes a lieu dans le sac vitellin et les globules rouges
contiennent totalement des Hb embryonnaires. Deux types de chaines o ({ puis o) et

de 2 chaines de type P (¢ et y) coexistent [Panja, 2012]. Ces différentes sous-
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unités permettent de réaliser les trois hémoglobines de [’embryon, d’apres

Eleftheriou [2007], trois hémoglobines différentes sont synthétisées :

- Hb Gower 1 (de combinaison génétique {1€2),

- Hb Gower 2 (de combinaison génétique (2 a 2),

- Hb Portland (de combinaison génétique (2y2).
e Chez le feetus

De la 9™ semaine de développement jusqu’a la naissance, 1’hémoglobine
F(HbF) est prépondérante. L’érythropoiese se déroule au niveau du foie et de
la rate. Cette période foetale débute a partir de la 6eme semaine et on observe une
synthése d’hémoglobine feetale ou HbF (a2y2). A ce stade le taux de I'Hb F est
faible puis entre la 8eme et 10eme semaine son taux s’éléve jusqu’a 90% [Wajcman
et Riou 2009 ; Panja et al., 2012]. A noter que durant les périodes de vie intra-
utérine, le cluster o-globine subit une seule commutation ou Switch pendant le
développement ({ , a), alors que le cluster B en subit deux (¢ , y) pendant la vie
embryonnaire puis de y [ [Philippe ef al, 2014; Wajcman et al, 2002], qui
s’achéve vers 1’age de 6 a 12 mois [Degirot et al., 2013].

e A la naissance et chez I’adulte

La synthése des hémoglobines se poursuit dans la moelle osseuse. Chez le
nouveau-ng, I’Hb feetale  est primordiale avec un taux proche de 85% [De

Girot et al., 2013], de ’'Hb A et de I’'Hb A2 vers 0,3 a 0,7% [Jeanne, 2010].

Le taux d'Hb F est inférieur a 1 % vers l'dage d'un an, mais il peut diminuer
plus tardivement [Siguret et Andreux, 1997], cependant continuer a synthétiser
toute la vie adulte avec la majorité des adultes ayant <1% HbF. L’hémoglobine Al
devient donc majoritaire de facon définitive, a un taux de plus de 95% chez I’adulte.
L’hémoglobine A2 (HbA2, de I’association génétique 0262) est ¢également
synthétisée, avec un taux de 3% chez I’adulte. Elle n’a pas de rdole physiologique

[Thein, 2009].

v
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II.1. Généralités

Les beta-thalassémies sont un groupe de troubles héréditaires du sang,
caractérisées par une syntheése réduite ou absente de chaine [-globine [Galanello et
Origa, 2010]. Dans les conditions physiologiques, ces deux chaines, o et B-
globine, sont synthétisées en des proportions identiques; elles fixent chacune une
molécule d’héme et se combinent entre elles pour former un tétramere a2 B2. Tout
déséquilibre dans la synthése de I'une des chaines [Shriers, 2006] résulte une

diminution de synthése de I’hémoglobine adulte [Haddad et al., 2014].

La transmission de la beta-thalassémie s’effectue de maniere autosomique
récessive, ce qui explique que les parents ne sont pas malades, mais qu’ils sont tous
les deux porteurs d’un exemplaire du gene défectueux. Bien qu’étant porteur de la
thalassémie n’a pas d’effets néfastes sur la santé, si un porteur a un enfant avec un
autre porteur, il y a une probabilité sur quatre, soit 25% de chance pour que cet
enfant aura la thalassémie majeure. Comme I’indique la figure 6, si les deux parents
sont porteurs, pour chaque grossesse il ya une probabilit¢ sur quatre (25% de

chance) que I’enfant sera entierement sain [Eleftheriou, 2007].
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Figure 6. Transmission de la beta-thalassémie : cas des parents ayant chacun deux genes

beta-globines mutés [Lainé, 2004].
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I1.2. Classification du syndrome béta -thalassémiques

On distingue trois syndromes cliniques de sévérité variable :
I1.2.1. Béta -thalassémie mineure (trait p-thalassémique)

Les sujets  porteurs sont  asymptomatiques, exceptionnellement ~ une
splénomégalie peut étre constatée. Le taux d’hémoglobine est normal ou peu réduit
[Weatheral, 2001], mais ont parfois une légere anémie. Quand les deux parents sont
porteurs, il existe un risque de 25% a chaque grossesse d'avoir des enfants atteints de

thalassémie homozygote [Galanello, 2010].
I1.2.2. Béta -thalassémie intermédiaire

Dans la béta-thalassémie intermédiaire, les deux genes béta sont altérés,
mais  ils permettent tout de méme de fabriquer 1’hémoglobine en quantité
réduite [Thuret , 2008]. Le spectre clinique des patients [-thalassémiques
homozygotes est tres variable. Elle regroupe environ 10% a 20% des béta-
thalassémies séveres. Elle présente les signes de la maladie de Cooley, mais sous
une forme atténuée ne nécessitant pas un traitement transfusionnel systématique
. Les enfants atteints de cette forme atténuée de béta-thalassémie ont une

croissance normale, une puberté parfois retardée mais complete [Weatheral, 2001].
I1.2.3. Béta-thalassémie majeure ou maladie de Cooley

La beta-thalassémie majeure est un type d'anémie chronique, héréditaire et
microcytaire [Abed mahdi, 2014], la forme la plus grave d'entre les différents types
de la thalassémie est la béta thalassémie majeure qui se produit a la suite de
I'héritage de deux mutations de la chaine béta globine soit dans les états
homozygotes ou hétérozygotes composites. Les patients atteints de béta-thalassémie
majeure ont besoin de transfusions répétées de sang pour la survie en raison de
l'anémie sévere [Shazia, 2012]. Malgré la gravité de la forme homozygote, aucune
manifestation néonatale n’est observée [Perrimond, 2001].

L’anémie apparait souvent au cours du deuxieme semestre de la vie, ce qui
cause une fatigue excessive et une sensation de faiblesse chez le nourrisson, on
remarque les manifestations suivant : fatigue , pleures, paleur et jaunisse des levres,
et des paumes des mains, ictere et perte d’appétit. Par ailleurs, en cas

d’anémie séveére prolongée, On remarque une « hépatomégalie » (augmentation
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du volume du foie), ainsi qu'une « splénomégalie » (celle de la rate) [Thuret,

2008].
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Figure 7. Schématisation du gradient de gravité des B -thalassémies en fonction du génotype

et des principaux facteurs secondaires [Philippe et al., 2014].

I1.3. Physiopathologie de la béta-thalassémie

La mutation p-thalassémique aboutissant a une suppression totale ou presque
totale de I’expression du gene B globines [Efremov, 2007]. Quand les chaines J
globines sont réduites ou absentes, les chaines o non assemblées précipitent
au niveau des précurseurs des érythrocytes ,les a- globines forment des agrégats
moléculaires qui précipitent formant des inclusions qui endommagent la membrane
cellulaire et les membranes des organites intracellulaires [Rund et Rachmilewitz,
2005] et conduisent a une destruction oxydative de la membrane cellulaire

provoquant une apoptose (érythropoiese inefficace) [Stefano, 2009].

Les chaines agrégées déclenchent également la formation d'especes réactives
de l'oxygene qui endommagent encore les protéines et les constituants lipidiques des
membranes cellulaires. Ainsi que 1'héme et le fer [Rund et Rachmilewitz, 2005],
I'un des produits les plus toxiques de a- chaines est 1'hémichromes [Weatherall et

al., 2012 ]. Le mécanisme physiopathologique est représenté dans la figure 8.
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Figure 8. Physiopathologie de beta-thalassémie [Olivieri, 1999].
I1.4. Bases moléculaires des syndromes beta-thalassémique

Si les symptdmes cliniques des beta-thalassémies sont corrélativement
homogenes, les bases moléculaires en sont extrémement variées. [Bonello-Palot et
al., 2010]. Prées de 300 alleles de B-thalassémie ont été caractéris€s [Thein,
2013], ayant un impact sur la transcription de I’ADN en ARN, de I’épissage de
I’ARN messager ou la traduction de I’ARN messager (codon non-sens, décalage du
cadre de lecture) de la PB-globine peuvent étre a 1’origine de beta-thalassémies [Cao
et Galanello, 2010]. Des mutations sur la région régulatrice (LCR) des genes de

globine ont aussi été décrites [Higgs, 2012].
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Figure 9. Mutations responsables de la beta-thalassémie [D’apres Labie, 2005].

Dans la figure 9 sont représentés les grands types de 1é€sions moléculaires conduisant
d'une B-thalassémie hétérozygote, et ceux qui entrainent une B- thalassémie homozygote

[Labie, 2005].

La grande majorit¢é des p-thalassémies sont causées par des mutations
impliquant au sein du gene HBB ou ses régions adjacentes [Giardine et al, 2011].
Des mutations ponctuelles ou a des microdélétions ou insertions de nucléotides. Ces
mutations ont ¢été observées sur toute 1’étendue du géne [ : exons, introns, sites
d’épissage et leurs séquences consensus, promoteurs, autres régions non transcrites

ou non traduites en 5’ et en 3’ [Labie, 2005].

Tableau 1. Quelques exemples des différents types de mutations p-thalassémiques [D’aprés

Philippe et al., 2014].

Type de Localisation sur Nomenclature usuelle Nomenclature HGVS
mutation HBB
B°-thal. Codon initiation Codon 0 ATG->ATT HBB:c.3G>T
Exon 1 Codon 39 (C->T) HBB:c.118C>T
Site épissage IVS-I-1 (G->A) HBB:c.92+1G>A 817
p*-thal. Promoteur -88 (C->T) HBB:c.-138C>T
Intron 1 IVS-1I-5 (G->A) HBB:c.92+5G>A 822
p-thal dominante Exon 3 Codon 124 (-A) HBB:c.375delA
B-thal silencieuse | 3’-UTR — Site polyA Poly A (T->C) ; AATAAA- HBB :c.*+110T>C
>AACAAA

*HGVS : Human genome variation society ; HbVar ID : identification sur HbVar (http://globin.bx.psu.edu/hbvar/menu.html)
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I1.4.1. Mutations ponctuelles

Ces mutation résultant a une suppression totale ou presque totale de
I’expression du géne (mutation beta®-thalassémique): ce sont des mutations non
sens, [Bonello-Palot et al, 2010], qui entralnent un arrét de la traduction de
I'ARNm dans l'initiation ou la phase d'¢longation, conduisent a phénotype B°-
thalassémie. La plupart de ces défauts résultent de [D’apparition d’un codon de
terminaison prématurée en aval en raison de décalage ou de mutations non-sens du
cadre de lecture et presque tous se terminent dans le premier et le second exon
[Thein. 2005] et les mutations des sites d’épissage GT et AG eux-mémes, mais

aussi des mutations moins fréquentes du codon d’initiation [Labie, 2005].
I1.4.2. Mutations délétionnelles

Ces formes sont plus rares dans le groupe des beta-thalassémies mais peuvent
étre existées. Elles emmenent le gene beta-globine de facon séparée ou en
combinaison avec d’autres geénes du locus. Ces délétions peuvent aussi ne toucher
que la région régulatrice le LCR située en amont du locus et indispensable a

I’expression correcte du gene de HBB [Bonello-Palot et al., 2010].

Les délétions affectant uniquement le gene de la B-globine de 105 pb a 67
kb. Le phénotype associé a ces délétions est celui de la P-thalassémie

majeure [Thein et Wood, 2009].

Deux délétions éliminent l'extrémité 3' mais préservent l'intégrité de l'extrémité
5' du géne de la B-globine. La délétion de 0,6 kb impliquant la fin 3 'du gene de la f-
globine est une cause relativement fréquente de [-thalassémie chez les Indiens
d'Asie et représente environ un tiers des cas de P-thalassémie dans cette population
[Thein et al, 1984 ; Varawalla et al., 1991].La deuxicme délétion a récemment
été décrite dans 1'hétérozygotie composée avec Hb S chez une femme des iles du
Cap-Vert qui a présenté une drépanocytose [Andersson et al, 2007]. La délétion
supprime 7,7 kb, en commengant dans IVSII du gene de la PB-globine et s'étendant
7,1 kb en aval. Les autres délétions different largement en taille, mais suppriment en
commun une région dans le promoteur du géne HBB (des positions -125 a +78 par
rapport au site de cap de I'ARNm), qui comprend les éléments CACCC, CCAAT et

TATA. Ils sont associés a des niveaux exceptionnellement élevés de HbA > et des

<
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augmentations variables de HbF dans les hétérozygotes. Il a été proposé que la
délétion du promoteur élimine la concurrence pour le LCR en amont et la limitation
des facteurs de transcription, permettant une plus grande interaction de le LCR avec
les genescisd et vy, améliorant ainsi leur expression. En effet, les études d'un
individu hétérozygote pour la délétion de la B-thalassémie de 1,39 kb et un variant
de la chaine 6 ont montré qu'il existe une augmentation disproportionnée de
I'HbA > dérivée du geéne 6 encisa la délétion du gene B-globine [Codrington et al.,
1990 ]. Le promoteur du géne HBB peut également étre inactivé par des mutations
ponctuelles et a nouveau, les porteurs ont des niveaux HbA.et HbF

exceptionnellement élevés [Huisman, 1997].
11.4.3. Mutants affectant ' ARNm

Des mutations affectant 'ARNm de [-globine sont situées dans la 5' et 3' de la
jonction d'épissage (le site donneur et le site accepteur), ainsi que dans les séquences
consensus des jonctions d'épissage. Les mutations modifiant le site d'épissage
conduisent a un déficit de la production d'ARNm fonctionnel entrainant une absence
totale de chaines polypeptidiques [-globine et par conséquent a [°-thalassémie

[Thein, 1998].

Les mutations perturbant la traduction de 1'ARNm dans la phase d'initiation ou
l'allongement donne phénotype [-thalassémie majeure. La plupart de ces défauts
résultent de l'introduction de codon stop par mutations non-sens et presque tous se

terminent dans le premier et second exon [Thein, 2005].

Les mutations qui modifient le processus de maturation de I'ARN: ce processus

a lieu par :

- les altérations des sites donneurs et accepteurs, ce qui empéche le processus
d'excision des introns, processus d'épissage, et causent des formes graves de type [°-
thalassémie [Husman 1993] et la dégradation de I'ARNm, la modification du
niveau de dinucléotide invariant jonctions exon / intron, qui empéchent le processus

normal de séparation.

- les modifications des régions consensus autour des sites donneurs et accepteurs, ce
qui réduit l'efficacité avec laquelle se produit l'excision des introns et donnent lieu a

des formes de B- thalassémie de sévérité variable [Routledge ef al., 2002].
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- les substitutions de nucléotides qui créent des sites d'épissage alternatif, aussi bien
dans les introns, celle des exons. En général, ils provoquent un phénotype de type P
+ et ont différents degrés de gravité, qui dépend de la région dans laquelle Ie

nouveau site est activé [Husman, 1997].
IL.5. Distribution et épidémiologie

Les syndromes [-thalassémie sont I'un des autosomiques le plus commun des
troubles héréditaires récessifs, ont une prévalence élevée dans les populations du
bassin  méditerranéen (surtout  Sicile, Sardaigne, Calabre, Grece), mais on les
trouve aussi dans le Sud-Est asiatique (Thailande), plus rarement au Moyen-Orient,
en Afrique et aux Antilles [Cao et Galanello, 2010]. Elle est considéré comme
maladie génétique la plus répandue dans le monde entier [Patel et al., 2016]. On
¢value a 7% de la population mondiale, le nombre de porteurs d’une

hémoglobinopathie sévere [Hamamy et Al-Allawi, 2013].

Il y a environ 15 000 patients atteints de - thalassémie majeure en Iran, avec
la plus forte incidence de Mazandaran, Fars et provinces Khuzestan [Adib-
Hajbaghery et al, 2015]. Aux Etats-Unis, environ 1000 personnes ont [3-
thalassémie majeure [Qari, 2013]. Alors que des sources expertes estiment que pres
de 1,5% de la population mondiale de 80 millions a 90 millions de personnes, sont
porteurs de la thalassémie, Cependant, selon les dossiers de la Fédération
Internationale de Thalassémie, seulement environ 200,000 patients atteints de

thalassémie majeure [Eleftheriou, 2007].
I1.6. Beta-thalassémie en Algérie

La beta-thalassémie est une maladie endémique dans la région méditerranéenne
[Cao et al, 1989]. Elle est fréquente en Algérie et l'incidence du gene beta-globine
est estimée de 2 a 3% [Labie et al., 1990].

En Algérie quatre alleles ont été généralement trouvés, IVS-I-110 (G>A)
(26.4%), codon non sens 39 (C>T) (25.9%), codon 6 (—A) (12.9%), et IVS-I-1
(G>A) (9.1%). La cinquieme, IVS-I-6 (T> C) (6,2%) est effectivement trouvée dans

une zone tres limitée [Boudrahem et al., 2009].

<
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La mutation de codon 39 (C> T), et la mutation IVS-I-110 (G> A), ce sont en
grande partie prédominante de 54 a 70% des mutations du gene de beta-globine en
Algérie [Hadj Khelil et al, 2010], la mutation du codon 39 est clairement
dominante dans les environs d'Alger et dans l'ouest de pays [Boudrahem et al.,
2009] et fréquente dans les pays d'Afrique du Nord. C’est une mutation de la
Méditerranée occidentale peut-€tre une origine romaine [Hamamy et Al-Allawi,

2013].

7] Région sanitaire Est

[:] Région sanitaire Centre
[ Région sanitaire Ouest
[] Région sanitaire Sud Ouest
[[] Région sanitaire Sud Est

Figure 10. Répartition géographique des patients beta-thalassémiques majeurs dans le nord

d’Algérie [Belhani, 2009].
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II1.1. Diagnostic biologique

Dans la majorité des cas, les beta-thalassémies sont les conséquences d’une
mutation survenue dans le géne [-globine. La transmission génétique est

mendélienne récessive autosomique [Weatherall et al., 2001].
I11.1.1. Béta-thalassémie mineure

Le trait beta-thalassémique est la forme observée chez le porteur sain ou
hétérozygote [Yuan et al, 1993], pour un allele B° et B* [Philippe et al, 2014 ].
Elle n'a pas d'expression clinique mais est associée a des signes biologiques
extrémement constants, une pseudo polyglobulie microcytaire, une hypochromie et
augmentation de la fraction A2 de [‘hémoglobine [Yuan et al, 1993]. 1l existe
cependant de rares formes silencieuses du trait Béta-thalassémique, sans
augmentation de 1'hémoglobine A2 [Perrimond, 2001]. Puisqu’on peut également la
rencontrer sous traitement antirétroviral ou en cas de troubles thyroidiens ou de
carence de vitamine B12 ou en folatres [Mosca et al, 2008]. Mais dans la majorité
des cas les formes hétérozygotes sont détectées au cours d’une enquéte familiales et

ils présentent un hémogramme normal [Belhadi, 2011].
I11.1.2. Béta-thalassémie majeure

La beta-thalassémie majeure est la forme correspondant a I'absence totale d'HbA
par défaut de chaines B-globine [Yuan et al, 1993]. Elle apparait chez [’enfant
entre 1 et 5 ans [Modell et Berdoukas, 1984].

L’hémogramme révele une anémie profonde, inférieur a 7g/dl, microcytaire
(volume globulaire moyen (VGM) entre 60 et 65fl), hypochrome (teneur moyenne
en hémoglobine inférieur a 26 pg) [Borgna-Pignatti et al, 2004]. L’examen des
frottis sanguin des hématies montre une hypochromie, une anisocytose, une
poikilocytose et une érythroblastose parfois tres élevée, jusqu’a 100 000 éléments
par mm3. La moelle est trés riche en érythroblastes [Girot, 1999]. Le diagnostic
repose sur |’électrophorése de I’hémoglobine (Hb) avec augmentation de I’HbF (40
a 90%) alors que chez un sujet normal, aprés 1’dge de 6 mois, il n’en existe pas plus
de 2%, légere augmentation d’HbA, et taux tres faible d’HbA2 [Khayat et Auclerc,
1990].

0



Chapitre 111 Diagnostic et Traitement

II1.1.3. Béta-thalassémie intermédiaire

Les patients atteints de la - thalassémie légere a modérée ont une anémie
intermédiaire et dans la plupart des cas ne nécessitent pas de transfusions sanguines
[Taher et al., 20006].

Cette condition est plus doux que la thalassémie majeure en raison de I'héritage
d'une mutation du gene de globine-f associée Avec chaine [ -globine de production
réduite. Le génotype déduit est le plus souvent B* / Pp* [Aessopos et al., 2007]. Le
phénotype clinique de thalassémie intermédiaire est a peu pres intermédiaire entre
thalassémie majeure et mineure [Harteveld et al., 2008].

II1.2.Techniques de diagnostic biologique
I11.2.1. Bilan hématologique

L'hémogramme ou Numération Formule Sanguine est le premier examen
donnant des informations nécessaires permettant de suspecter une
hémoglobinopathie. [Belhadi, 2011]. Les parametres biologiques  sont mesurés de
facon électronique par un compteur d’hématies donnant : la numération
érythrocytaire, 1’hématocrite, le taux d’hémoglobine, les indices érythrocytaires
(VGM, TCMH, CCMH) [De Girot, 2012]. Par ailleurs, le frottis sanguin, précieux
outil de diagnostic cytologique a permis de détecter les anomalies morphologique

(taille, forme, coloration, inclusions) des cellules sanguines [Greene et al., 2012].
I11.2.2. Explorations biochimiques

Pour une identification préconcue des anomalies hémoglobiniques ou
quantification des hémoglobines, les techniques analytiques basées sur la séparation

des particules sont employées au sein du laboratoire [Stephens et al., 2011].
¢ Electrophorese capillaire de zone

Cette technique, récemment adaptée a 1’é¢tude des Hb, est rapide, automatisée
et donne une méthode plus efficace et rapide que celle de I’électrophorese a pH
alcalin, et qui tend a devenir une technique de choix pour 1’é¢tude de I’Hb [Cotton
et al., 2006]. Les fractions d’Hb se séparent sous l’influence d’un champ ¢électrique,

généralement sur base de leur rapport charge/masse [Blessum et al., 1999].

Sl
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¢ Techniques chromatographiques

L’utilisation d’une méthode chromatographique permet l'identification et la

quantification précise des hémoglobines [Traeger-Synodinos et al., 2014].

- Chromatographie liquide haute performance sur colonne échangeuse de
cations (CLHP-EC) : considérée par de nombreux laboratoires comme la méthode
de choix pour quantifier les différentes fractions des Hb normales et anormales. Les
différentes fractions d’hémoglobine sont séparées par un gradient de tampons de
force ionique et de pH croissants [Lacan et al, 2002]. En effet, il est recommandé
d’utiliser comme premier test 1’électrophorése capillaire automatisée ou la CLHP
par échange de -cations (Antonia et al, 2009). L’étude de I’hémoglobine par
chromatographie liquide haute performance (CLHP) doit étre pratiquée avant toute
transfusion [Alla, 2004].

- Chromatographie liquide haute performance en phase inverse (RP-
HPLC): Elle procéede a 1’étude séparative des chaines de globine en fonction de
leur Hydrophobicité . Cette méthode destinée aux laboratoires spécialisés de 1’étude
de I’Hb, contribue a la séparation et I’identification de la majorit¢é des hémoglobines

instables [Wajcman et Riou J, 2009].

Tableau 2. Valeur biologique des différents parametres pris en compte dans le diagnostique

des B-thalassémies [Couque et De Montalembert, 2013 ; Al-Riyami et al., 2014].

Témoin non | B-Thalassémie |B-Thalassémie |B-Thalassémie

malade Majeure Intermédiaire Mineure

Hb (g/dL) 13-17 X < 5-7 7-10 x >10

VGM (fL) 80 -100 50-70 60-70 60-70

Hémogramme | TCMH (pg) 27-32 12 - 20 29-31 20-22
Fer (mg/L) 0,55 - 1,65 élevée normale normale

Ferritine (ug/L)] 20-310 <1000 élevée normale

absente ou trés

HbA (%) 97 faible 30-90 87-96
Hémoglobines

HbA2 (%) 2.5 3,5-7 >3,5 3,5-7,5

HbF (%) 0,5-1 90 > 7-70 0,5-4

.
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I11.3. Diagnostic moléculaire

Dans le cas d’une suspicion de beta-thalassémie mineure, une confirmation
génétique chez le propositus et ses parents est indispensable étant donné la gravité
potentielle de la maladie, la caractérisation génétique de la mutation apporte une
grande chose dans la thérapie ainsi que dans le cas d’un couple ou les deux
membres sont porteurs en raison d’un risque de beta-thalassémie homozygote pour
leur descendance. Dans ce cas, il faut impérativement identifier les mutations des
deux membres pour pouvoir proposer un conseil génétique éclairé et

éventuellement, un diagnostic prénatal [Philippe et al., 2014 ].

La caractérisation exacte de génotypes dans des supports permet d’assurer la
présence d’une  béta-thalassémie. L’étude  des Iésions moléculaires  affectant les
geénes  passe par des méthodes précieuses qui analysent I’ADN [Couque et De
Montalembert, 2013]. Les techniques utilisées pour la caractérisation moléculaire
des anomalies de I’Hb sont les mémes que pour 1’é¢tude de n’importe quel autre gene

[Amato et Giordano, 2009].
IT1.3.1. DGGE (Denaturing Gradient Gel Electrophoresis)

L’¢électrophorese sur gel en gradient dénaturant (DGGE) et le séquencgage des
genes de globine constituent respectivement des outils important dans le diagnostic
et la confirmation de la présence des hémoglobines anormales [Martinez, 2007].
Cet examen consiste a effectuer une électrophorese d'un produit PCR (ADN double
brin) dans un gel de polyacrylamide contenant un gradient linéaire croissant de
dénaturants chimiques (urée et formamide) a une température de 60 °C [Ghanem et

al., 1992 ; Sheffield et al., 1989 ; Lerman et Silverstein, 1987].
I11.3.2. PCR-RFLP (Polymorphisme de Longueur des Fragments de Restriction)

La technique de la PCR en temps réel est reposée sur I’exploration et la
quantification d’un «reporter» fluorescent. L’augmentation du signal fluorescent est
proportionnelle a la quantit¢é d’amplicons générés pendant la réaction de PCR

[Bustin, 2000].

-
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II1.3.3. Technique Reverse dot-blot (RDB)

C’est une  technique  d'immobilisation des sondes  d'oligonucléotides
spécifiques d'alleles sur une membrane en nylon, plutot que les échantillons d'ADN
individuels. Ceci est un procédé non radioactif. Dans ce format, plusieurs paires de
sondes mutantes et normales sont repérés sur des bandes de membranes en nylon
[Saiki et al, 1989], cette technique est développée plus tard a 1'écran de
nombreuses mutations de B- thalassémie dans la population sicilienne et pour une
utilisation dans le diagnostic prénatal [Maggio et al, 1993; Giambona et al.,
1995].

II1.4. Traitements

II n'existe aucun traitement spécifique permettant de corriger les défauts
structuraux des hématies thalassémiques [Orsini, 1982].

I11.4.1. Béta-thalassémie majeure

Si le traitement transfusionnel n’est conformément adopté, la décédé se produit
pour la majorité des patients avant 1'age de 4 ans, les autres dépassent parfois I'dge
de 10 ans. Quelques tres rares sujets porteurs d'une forme homozygote atteignent
l'age adulte. La décédé se produit dans tous les cas, dans un état de dégradation

générale et d'insuffisance pluriviscérale [Perelman, 1977].

a. Transfusion sanguine:

Les transfusions régulieres corrigent I'anémie, suppriment I'érythropoicse, et
inhibent 1l'augmentation de l'absorption digestive du fer. Avant de commencer les
transfusions, il est absolument nécessaire d'effectuer la vaccination contre I'hépatite
B et deffectuer de nombreuses analyses sanguines et la détermination
dimmunoglobuline sérique, ce dernier qui détecte les individus avec un déficit en
IgA qui requierent une attention particuliere, la préparation de l'unité de sang avant
chaque transfusion. Le régime de la transfusion est concu pour obtenir une pré-
transfusion  concentration dHb de 95-100 g / L.Les transfusions sont

habituellement donnés tous les deux a trois semaines [Taher et al., 2010].
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b. Chélation du fer :
. Desferrioxamine .

Cette molécule hexadentée, qui lie le fer de maniere stable dans un ratio 1: 1,
elle est utilisée depuis plus de 40 ans et reste un agent précieux malgré le lourd
nature de son utilisation parentérale. I a une toxicité douce [Taher et al, 2009].
C’est le premier chélateur introduit cliniquement était désferrioxamine B (MPO)
administré cinq a sept jours par semaine par perfusion sous-cutanée continue de
12 heures par l'intermédiaire d'une pompe portative. La posologie recommandée
dépend de l'age de l'individu et la concentration de ferritine sérique. la thérapie
desferrioxamine B empéche les effets secondaires de la surcharge en fer, ce qui
entrailne une diminution constante de la morbidité et de la mortalit¢ [Borgna-

Pignatti ef al., 2004].

° Défériprone

Un chélateur oral, est administré a une dose de 754 100 mg /kg/jour [Galanello et
Campus, 2009]. L’effet de la défériprone sur la concentration hépatique en fer peut varier
entre les individus traités. Cependant, les résultats d’études indépendantes suggerent que la
défériprone est plus cardioprotecteur que désferrioxamine [Anderson et al., 2002 ; Piga et

al., 2003].

o Déférasirox

Le déférasirox a été développé en tant que monothérapie orale une fois par
jour pour le traitement de la surcharge en fer transfusionnelle. 1l est efficace chez
les adultes et les enfants et a un profil de sécurité défini qui est cliniquement
gérable avec une surveillance appropriée. Les événements indésirables les plus
fréquents li€s au traitement sont des troubles gastro-intestinaux, éruptions cutanées,
et une légere augmentation, non-progressive de la concentration de créatinine
sérique [Cappellini, 2008].
c¢. Splénectomie

Le développement d’un hypersplénisme est pratiquement constant, souvent
évoqué devant [D’augmentation des besoins transfusionnels avec parfois une
leucopénie ou une thrombopénie. La vaccination anti-pneumococcique  est

nécessaire ; le risque thromboembolique est élevé [Weatherall et Clegg, 1981].



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK1426/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK1426/
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d. Médications divers

Quelques médications peuvent étre utilisées dans le traitement de la maladie de
Cooley. L'administration de vitamine B et l'acide folique peuvent améliorer dans
une certaine mesure l'érythropoiese de ces patients, qui, du fait de Ileur
hyperactivit¢é médullaire ont des besoins accrus en ces vitamines. L'administration
d'androgenes a été proposée par analogie avec certaines insuffisances médullaires,
en dehors d'une amélioration certaine de 1'état général, leur effet sur I'érythropoiese
thalassémique n'est pas démontré. La prescription de vitamine B ou de
préparations polyvitaminiques a un effet non négligeable sur 1'état général. La
calcitonine est une thérapeutique tres efficace des formes séveres de 1'ostéoporose
thalassémique [Orsini, 1982].

e. Transplantation médullaire

Dés la premiere greffe de moelle intrafamiliale en 1981, les enfants peuvent
étre guéris. C’est la seule thérapeutique curative actuelle. Mais, dans la pratique,
moins de 30% des malades trouvent un donneur compatible et le taux de réussite de
I’intervention dépend de leur age et de la qualit¢ de la prise en charge clinique
[Girot et De Montalembert, 2006]. Les greffes de la moelle osseuse a partir de
donneurs non apparentés ont été effectués sur un nombre limité de personnes ayant
B-thalassémie. Pourvu que le choix du donneur est basée sur des criteres rigoureux
de compatibilitt HLA et que les individus ont une surcharge en fer limitée [La Nasa

et al., 2005].
f. Thérapie génique

La possibilit¢ de correction du défaut moléculaire dans des cellules souches
hématopoiétiques par transfert d'un gene normale par l'intermédiaire d'un vecteur
approprié est étudiée activement. Les résultats les plus prometteurs dans le modele

de souris ont été obtenus avec des vecteurs antiviraux [Personnes, 2009].

Un essai clinique de [-thalassémie a commencé en France, et une personne avec
Hb E transfusion-dépendante / beta-thalassémie a démontré un effet thérapeutique
apres transplantation avec CD autologues 34 (+) des cellules, génétiquement modifié
avec un vecteur lentivirus béta-globine [Kaiser 2009 ].Les niveaux de cellules

génétiquement modifiées ont augmenté de 2% au cours des premiers mois a 11 a

33% mois post-transplantation [Cavazzana-Calvo et al., 2010].



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK1426/#b-thal.REF.lanasa.2005.186
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK1426/#b-thal.REF.lanasa.2005.186
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/n/gene/glossary/def-item/gene/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK1426/#b-thal.REF.persons.2009.690
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK1426/#b-thal.REF.kaiser.2009.1468
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK1426/#b-thal.REF.cavazzanacalvo.2010.318
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g. Conseil génétique et le diagnostic prénatal

La prévention de la béta-thalassémie est basée sur le conseil génétique et
diagnostic prénatal [Cao et al, 1998].La détection de porteuse a été décrite
précédemment. Le conseil génétique donne des renseignements pour les particuliers
et les couples a risque (c'est a dire les deux transporteurs). Le diagnostic prénatal
pour les grossesses a risque accru est possible par l'analyse de 1'ADN extrait de
cellules foetales obtenues par amniocentese, habituellement effectuée a de gestation
ou villosités choriales a 11 semaines de gestation. L'analyse des cellules fcetales
dans le sang maternel et l'analyse de I'ADN feetal dans le plasma maternel pour la
présence de la mutation du pere sont actuellement sous enquéte. e diagnostic
préimplantatoire peut étre disponible pour les familles dont les mutations pathogenes

ont été€ identifiés [Mavrou et al., 2007 ; Lo, 2005].

I11.4.2. Béta-thalassémie mineure

Il n'existe aucun traitement de la [ thalassémie hétérozygote en dehors de
traitements banaux de stimulation générale. Toute médication martiale est
évidemment contre indiquée car sans action sur le taux dhémoglobine mais
susceptible d'entrainer une surcharge en fer, ce traitement est cependant nécessaire
quand une carence martiale est associée a la thalassémie. Bien entendu le patient
doit étre soigneusement prévenu des risques que court sa descendance s'il se marie
avec un sujet également porteur hétérozygote, il faut éviter les mariages consanguins
[Orsini, 1982]. Les transfusions systématiques sont absentes ou occasionnelles et le

pronostic est généralement bon [Mbodji, 2013].
II1.4.3. Béta-thalassémie intermédiaire

Le traitement transfusionnel systématiquement n'est pas de mise dans ces
formes intermédiaires; certains patients peuvent se passer de traitement
transfusionnel ou ne nécessite que des transfusions trés intermittentes; pour certains,
enfin, le traitement transfusionnel systématique est utilisé pendant des périodes de
plusieurs mois, voire de plusieurs années, mais peut étre abandonné dans l'intervalle

[Orsini, 1982].

Les principaux facteurs qui déterminent  la décision de transfuser sont

généralement [’apparition des symptomes de 1’anémie. Les transfusions entrainent
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de méme que pour la béta-thalassémie majeure des complications liées a la
surcharge en fer, notamment 1’ulcére de jambe, les complications rénales,
I’hématopoiese  extra- médullaire, 1’ostéoporose, les thromboses, 1’hypertension
artérielle pulmonaire, 1’hypogonadisme [Philippe et al., 2014; Haddad et al,
2014]. Des cas de compression médullaire ont aussi été décrits. Le risque d’allo-
immunisation est plus important [Thuret ,2014]. Le taux global d’allo-
immunisation chez les patients thalassémiques est de 5 a 30% dans le monde [Philip

et Jain, 2014].

En dehors des transfusions, les thérapeutiques visant a  améliorer
1‘érythropoiese inefficace ont également la capacité d’améliorer la surcharge en fer
qui en est la conséquence directe des beta-thalassémie intermédiaires [Thuret,
2014]. Ainsi, D’identification trés récente de 1’érythroferrone ouvre la voie de cibler
cette hormone pour prévenir la surcharge en fer occasionnée par [’érythropoiese [EL

Sayed et al., 2014].
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I. 1. Diagnostic biologique !
I.1.1. Patients

Ce travail est une étude transversale descriptive incluant 19 enfants  beta-
thalassémiques homozygotes et hétérozygotes, pris en charge dans le service de
pédiatrie du CHU de Batna, durant une période d’un an allant du 1 janvier au 31
décembre 2014.

Afin d’étudier les paramétres biologiques, nous avons inclus, tous les
enfants suivis pour la  béta thalassémie majeure 4gés de 5 ans a 15 ans. Les
prélevements de sang ont été effectués juste avant la transfusion. En outre, les
échantillons de sang des témoins ont également été prélevés a partir de 10 enfants
sains. Les patients et les témoins sains étaient de méme Aage et de sexe. Tous les
enfants ont bénéficié des tests hématologiques tels que I’hémogramme
(numération des hématies, calcules des indices érythrocytaire VGM et TCMH,
mesure du taux de I’hémoglobine) examen des hématies sur frottis et un test
biochimique en l’occurrence  d’électrophorése d’hémoglobine  sur Capillarys® de
Sébia et le dosage de la ferritine.

Pour les formes hétérozygotes sont cliniquement asymptomatiques et qui  sont
détectés lors d’une enquéte familiale, ils présentent un hémogramme normale avec
une augmentation de taux de I’Hb A2 a 3,5 %, généralement entre 4 et 8 %. Alors
que chez les sujets normaux, il est entre 2,2 et 3,2 %.

I.1.2. Méthodes

Les examens biologiques exploitées dans cette étude ont  été réalisés au
sein du laboratoire central d’hématologie et le laboratoire de biochimie CHU Batna.
Les informations cliniques ont été recueillies a 1’aide d’une fiche préétablie (voir
annexe n°l) et remplie a partir des dossiers médicaux des malades. Nous avons

étudié pour chaque patient :

¢ Données épidémiologiques

Age, age de diagnostic et le sexe.
e Résultats de ’enquéte familiale

Consanguinité parentale, degré, nombre d’enfants par famille, nombre d’enfants
atteints.

¢ Examen hématologique : I’hémogramme complet, il comprend :
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- La numération de ces éléments figurés (globules rouges, leucocytes,
plaquettes, réticulocytes).
- Calcule des constantes érythrocytaires : volume globulaire moyen (VGM),
teneur corpusculaire moyenne en hémoglobine (TCMH),
- La mesure des taux d’hémoglobine (Hb)
- L’examen des frottis sanguins périphériques.
. Examen biochimique : Electrophorése capillaire ou électrophorése de 1'Hb a
pH alcalin sur Capillarys® de Sébia, évaluation de la surcharge en fer par le dosage
de la ferritine. Les parametres biologiques sont mesurés avant toutes transfusions.

I.1.2.1.Technique de FNS (Formule Numération Sanguin)

L'hémogramme ou Numération Formule Sanguine (NFS) est un examen
indispensable qui donne des informations sur le dysfonctionnement de la moelle
osseuse ou des perturbations des éléments figurés du sang. C’est le premier test
donnant des renseignements utiles et qui permet de révéler une anomalie

hémoglobinique.

Elle permet de mesurer le nombre absolu de cellules contenues par unité de
volume de sang: numération des hématies, des globules blancs et des plaquettes,
calcule de I’hématocrite, dosage de I’hémoglobine, étude des indices érythrocytaires
(VGM et TCMH). La réalisation de I’hémogramme, qui a longtemps reposé sur une
énumération en microscope optique apres dilution manuelle, a été révolutionnée par
le développement d’automates. Les automates permettent [’analyse d’un grand
nombre de cellules et donnent ainsi des résultats reproductibles. Cependant, ils
doivent étre vérifiés tous les jours et calibrés pour s'assurer qu'ils ne s'écartent pas
des seuils de normalité et les résultats doivent étre vérifiés dans toutes les situations

susceptibles de favoriser les artefacts.
¢ Numération des éléments figurés du sang

L’automate utilis¢ est Medonic M- Series M32 dont 1’aiguille qui absorber 270
pul de sang veineux prélevé directement dans des tubes contenant 0,5 ml d’EDTA,
dans une température ambiante varie de 20 a 22°C. L’automate permet a partir d’un
petit échantillon de sang de compter simultanément les globules rouges, les globules

blancs, les plaquettes, les réticulocytes, et de calculer le volume globulaire moyen, la
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teneur corpusculaire moyenne en hémoglobine, et le taux d’hémoglobine totale et

sont de plus en plus souvent associés a un analyseur qui fournit la formule sanguine.

e Hématocrite (HT)

Elle est définit comme le rapport du volume des globules rouges au volume
total de sang apres une centrifugation a haute vitesse. Dans ’automate 1’hématocrite

est calculé a partir du volume globulaire moyen que I’appareil mesure directement.

¢ Volume globulaire moyen (VGM)

Il se fait en divisant le volume globulaire compris dans 1 mm3 de sang (fournit par
I’hématocrite) par le nombre de globules rouges contenus dans le méme volume (fourni par la
numération). La normale se situe entre 85et 95 fl. En dessous de 85fl, on parlera de
microcytose, au —dessus de 95 fl de macrocytose, dans les limites normales de normocytoses.

¢ Teneur corpusculaire moyenne en hémoglobine (TCMH)

Elle s’obtient en divisant le résultat du dosage d’hémoglobine par le nombre
d’hématies et indique le poids moyen d’hémoglobine par globule, soit a [I’état
normale 27 pg. Elle dépend du contenu en hémoglobine par unité de volume et du

volume globulaire. En dessous de 27 pg on parlera d’hypochromie.
¢ Taux d'hémoglobine (Hb)

Le taux d’hémoglobine est calculé a partir de la dilution 1:40. Pour chaque
échantillon, un vide est mesuré comme une référence, Le systeme photometre
consiste en une photodiode, une cuvette d'une longueur de 15 mm et un filtre a une
longueur d'onde de 535 nm. L’automate utilise un agent de lyse ( cyanure de
potassium) qui permet de lyser les érythrocytes en produisant une solution
d'hémoglobine uniformément répartie , Toutes les formes d'hémoglobine présentes
dans le sang sont completement converties en un seul composé le cyanmethemo-
globine, Lorsque la réaction est terminée, l'absorbance de la solution est mesurée
dans le  spectrophotométre a4  535nm. A cette longueur donde, le
cyanméthémoglobine a wun large pic d'absorbance. Pour obtenir la quantité
d'hémoglobine dans 1'échantillon inconnu, son absorbance est comparée a celle de la
solution standard de cyanmethemoglobine (dont la concentration dhémoglobine est

connue).

5]



Chapitre 1 Matériel et Méthodes

1.1.2.2. Ferritinémie

La ferritine est le premier parametre biochimique étudié pour rechercher une
surcharge en fer. Le fersérique est le fer qui circule dans le sang de fagcon
immédiate et qui est partagé avec les cellules en permanence et la ferritine est une
protéine qui stocke les réserves en fer de l'organisme. C'est pour ca que la ferritine
est un examen plus intéressant que le fer sérique. C'est inutile de doser un autre

marqueur du métabolisme du fer.

C’est un test immunologique qui détermine quantitativement in vitro de la
ferritine dans le sérum et le plasma humains. C’est le test par électro

chimiluminescence « ECLIA » s’utilise sur 1’analyseur Elecsys de cobas® 6000.

C’est la méthode « sandwich » qui est utilisée pour le dosage de la ferritine. La durée totale
du cycle analytique est 18 minutes. La 1ére incubation consiste & une prise d’essai de 10 pl
est mise en présence d’un anticorps monoclonal anti-ferritine spécifique marqué a la biotine
(18 mL: Anticorps anti-ferritine monoclonal biotinylé (souris) 3,0 mg / L; Tampon phosphate
100 mmol / L, pH 7,2; conservateur) , et d’un anticorps monoclonal anti-ferritine spécifique
marqué au ruthénium(18 mL: Anticorps monoclonal anti-ferritine (souris) marqué au

ruthénium complexe de 6,0 mg / L; Tampon phosphate 100 mmol / L, pH 7,2; conservateur).

Il se forme un « sandwich ». La 2eme incubation s’effectué aprés addition de microparticules
tapissées de streptavidine (12 mL: Microparticules tapissées de streptavidine 0,72 mg / mL;
conservateur), qui sont ajoutées dans la cuvette réactionnelle. Le complexe immun est fixé a

la phase solide par une liaison streptavidine-biotine.

Le mélange réactionnel est transféré dans la cellule de mesure, les
microparticules sont soutenues au niveau de 1’¢lectrode par un aimant. Une
différence de potentiel appliquée a 1’électrode provoque la production de
fluorescence qui est mesurée par un photomultiplicateur. Les résultats sont obtenus
a l’aide d’une courbe de calibration. Celle-ci est engendrée, pour I’analyseur utilisé,
par une calibration en 2 points et une courbe de référence mémorisée dans le code-

barres du réactif (Fig.11).



http://www.allodocteurs.fr/actualite-sante-quels-sont-les-bons-apports-en-fer-_1009.html
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Test principle: Competitive immunoassay

Cyclesporing In the
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Figure 11. Représentation schématique du principe de test ECLIA. Les échantillons
prétraités sont combinés avec des anticorps biotinylés spécifiques, marqués et récupérés avec

des microparticules de streptavidine [Bieglmayer et al ., 2004].

Si les réactifs sont préts a I’emploi et ne peuvent étre utilisés séparément. Toutes
les renseignements indispensables au déroulement du test sont enregistrés sur le

code-barres des flacons de réactifs et doivent Etre saisies.

L'analyseur calcule automatiquement la concentration de la ferritine de chaque

échantillon (soit en pug / L ou ng / mL).
1.1.2.3. Examen des frottis sanguins périphériques

L’examen microscopique de frottis sanguin permet la confirmation du comptage
plaquettaire, la différenciation leucocytaire ainsi que [’examen morphologique des
hématies et des leucocytes. Le matériel nécessaire pour réaliser cet examen est : un
automate de coloration Hema-Tek® 2000, un microscope, des lames de
microscope.

Pour préparer un frottis sanguin, on retire le bouchon d'un tube de sang entier
anticoagulé bien mélangé. EDTA est l'anticoagulant de choix. On place une goutte
de sang bien mélangé pres d'une extrémité d'une lame de haute qualité. On tient une
deuxieme glissiere d'écartement a un angle de 45 degrés et on approche la goutte de

N

sang ce qui permet au sang de se propager pratiquement a la largeur du bord de la

N

lame. Puis rapidement et facilement on pousse la glissicre d'écartement a I'extrémité

opposée de la lame, en tirant le sang derricre elle. Le film de sang doit étre d'au
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moins 1,57 cm a partir de l'extrémité opposée de la glissiere pour éviter de prolonger
au-dela de la surface du cylindre d'impression et en contact avec les réactifs de

coloration. On laisse le frottis sécher completement avant la coloration.

La coloration automatique des frottis de sang périphérique est réalisée par
Hema-Tek® 2000 stainer, il s’agit d’un équipement utilis€é dans le laboratoire
d'hématologie est concu spécifiquement de coloration automatisée pour qui ont été
préparés sur la norme de 25 mm x 75 mm lames de verre. Les frottis sanguins qui
sont colorées selon les instructions fournissant a l'examinateur la caractéristique de
coloration différentielle de haute qualit€¢ pour tous les composants sanguins

cytologiques.

On retire le couvercle du panneau avant. On allume le stainer. On vérifie le
niveau des réactifs. Si elle est faible, changer en conséquence. On assure que la bulle
du niveau centré dans le cercle inscrit. On met les réactifs jusqu'a ce que tout l'exces
de colorant soit apparu sur le panneau de coloration. On nettoyé la platine aussi bien.
On charge deux diapositives vides pour voir si le stainer fonctionne
convenablement. Un film de sang périphérique d’un patient est utilis€ comme lame

de contrdle de la qualité.

Une fois que la coloration et le rincage ont été accomplis, le coulisseau est séché
par un flux dair a partir d'un ventilateur a faible vitesse. La lame est livrée dans le
tiroir coulissant, prét pour l'examen. Apres coloration de la diapositive, on prend les
précautions suivantes. On examine les lames colorées le plus tot possible. On
protege les lames colorées des rayons du soleil et on les stocke dans un endroit frais

25 C° et sec.

N

Le kit Wright Giemsa Stain Kit est destiné a un usage en laboratoire pour
différencier, par microscopie optique, les cellules hématopoiétiques dans des
échantillons de tissu, de moelle osseuse. Des échantillons traités en routine (inclus
en paraffine) de 2 a 3 microns peuvent €tre utilisés. Wright-GiemsaStain Solution est
un mélange de plusieurs thiazine des colorants dans un solvant de type méthanol.
Les forces ioniques et non ioniques sont impliquées dans la liaison de ces colorants.
La solution de coloration a des propriétés anioniques et cationiques. Les groupes
d'acide phosphorique chargés négativement de 1'ADN attirent les colorants

cationiques polychromatiques violets pour les noyaux. Les granulés de basophiles
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bleus sont colorés par les colorants cationiques polychromes. Les composants
cellulaires cationiques, tels que les globules rouges et des granules éosinophiles, sont
colorés par des colorants anioniques, rouge et rose. Les tampons utilisés dans la
procédure de coloration libérer et activer les ions de colorant qui leur permet de se

lier chimiquement avec les composants cellulaires spécifiques.

I.1.2.4.Electr0ph0rése capillaire de zone ou électrophorese de I’Hb a pH alcalin sur

Capillarys® de Sébia

Il s’agit d’électrophorese dont le milieu de migration est basique (ph= 9.4), cette
technique a ¢été appliqué a 1’analyse de 1’hémoglobine pour doser des formes
anormales et pour séparer des fractions de 1’hémoglobine par électrophorese

capillaire dans le systtme automatique CAPILLARYS.

Cet électrophorese est une méthode de séparation selon la charge et la masse
effectuée dans un tube de dont le diametre de 100 pm chargé d’un tampon

d’électrolytes.

La séparation est effectuée en placant une différence de potentiel des milliers
de volts aux limites de tous les capillaires. La révélation directe des hémoglobines
est réalisée a 415 nm du coté cathode. Les capillaires sont lavés avant chaque
examen. Avec le tampon utilis¢ a pH basique, D'ordre de déplacement des
primordiales hémoglobines normales et anormales est le suivant, de la cathode vers
I’anode : 0A2 (variant d’A2), C, A2/O-Arab, E, S, D, G-Philadelphia, F, A, Hope,
Bart, J, N-Baltimore et H.

e Prélevement et préparation des échantillons

S5 ml du sang sont recueillis dans un tube contenant un anticoagulant (EDTA).
Les échantillons peuvent étre gardés au maximum 7 jours au réfrigérateur (entre 2

et 8 C°).

Pour la préparation des échantillons, on laisse sédimenter les globules rouges du
sang totale pendant plusieurs heures a 2- 8 C° ou le centrifuger pendant 5 minutes a
5000tr/min. on élimine avec précaution le maximum du plasma, puis on agite au

vortex pendant 5 secondes.

<
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Ensuite on effectue une dilution automatique, dans un microtube, on mélange un
volume (80u/L) de globules rouges de 1’échantillon a analyser et un volume de
controle Hb A2 normal (80u/L), on coupe le bouchon du microtube et on place ce
dernier sur un tube a hémolyse neuf qui servira de support, sur un portoir de

CAPILLARYS et on effectue I’analyse de 1’échantillon.
e Technique analytique

Le systtme CAPILLARYS est un instrument multiparamétrique automatique qui
assure l’analyse des hémoglobines sur 7 capillaires en paralleles selon les étapes

suivantes :

- Lecture des codes —barres des tubes primaires (jusqu’a 7) et du portoir ;

- Hémolyse et dilution des échantillons a partir des tubes primaires (sans

plasma) ;

- Lavage des capillaires ;

- Injection des échantillons hémolysées ;

- Séparation et détection directe des hémoglobines dans les capillaires.

Les étapes manuelles sont les suivantes: On met en place des tubes primaires
(débouchés) dans les portoirs en position 1 a 7; du tube de solution hémolysante en
position 8 dans les portoirs ; d’une barrette neuve sur le portoir; puis on les introduit
dans le systtme CAPILLARYS et on récupere des portoirs apres analyse.

e Traitement des données

Le traitement des données est effectué par le logiciel Phoresis®. A la fin de
I’analyse, le dosage relatif des fractions est effectué et les profils peuvent étre
interprétés. Les pics d’hémoglobine A (HbA), F (Hb F) et A2 (Hb A2) sont
identifiés de manicre automatique et le pic d’Hb A est ajusté au centre de la fenétre

de reprise.

La détection directe sur les capillaires permet de définir les concentrations
relatives (pourcentage) de chaque fraction. Les différentes zones de migration de
variant (identifiées de Z1 a Z15) sont repérés a [’écran et sur le compte rendu
résultats. Le passage de la souris sur le nom d’une zone entraine [’affichage d’une
info bulle indiquant les variants possibles de I’hémoglobine migrants dans cette

zone. Pour chaque fraction, la position du maximum définit la zone de migration.
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I.1.2.5. Analyses statistiques

Nous avons calculé des fréquences simples et des fréquences relatives
(pourcentages) pour les variables qualitatives au moyen du logiciel Excel et la
méthode statistique utilisée est le test « t » de student pour comparer les moyennes
des échantillons. Les résultats sont exprimés en moyenne + sem, les calcules ont été
effectués a l’aide du logiciel Graph Pad Prism 7,00. Dans tous les tests statistiques,

le seuil de signification a été fixé a 0,05.
L. 2. Diagnostic moléculaire (recherche de mutations)

Les analyses moléculaires du geéne HBB ont été effectué au sein du laboratoire
de cytogénétique, de génétique moléculaire et de biologie de la reproduction au
CHU Farhat-Hached de Sousse, Tunisie. On s’ajoute dans cette étude la fratrie. Les

échantillons du sang sont prélevés avant toute transfusion.

I.2.1. Extraction de ’ADN a partir de lymphocytes sanguins

L’extraction d’ADN est réalisée sur un prélevement de 5 ml du sang veineux
recueilli dans un tube conique de 15 ml sur EDTA.

L’extraction a été réalisée par le kit «FlexiGene DNA » de Qiagen. Son principe
est basé sur la lyse des hématies et la digestion des globules blancs par une solution
hypotonique. Apreés avoir ¢€liminé les protéines par une solution saline, I’ADN sera
précipité par 1’éthanol.

Dans un tube de 15 ml, on met 7.5 ml de FG1 (solution de lyse des globules

rouges) et 3 ml du sang recueilli et on centrifuge a +4°C pendant 10 minutes a une
vitesse de 2500 tours/min, puis on aspire le surnageant sans toucher a la couche du
culot. On ajoute une mixture faite de FG2 et de Protéase-FG3 pour dégrader les
protéines histones auxquelles est attaché la molécule d’ADN, puis on mélange par
un vortex immédiatement jusqu’a homogénéisation totale.
NB :3-4 pulsations de vortex a grande vitesse pendant 5 secondes suffisent
habituellement pour homogénéiser le culot. Cependant, des traces de culot d’aspect
gélatineux peuvent persister. Si c’est le cas, on ajoute encore 300 pl de FG2 et on
vortex. On agite le tube manuellement en le faisant basculer 3 fois puis on I’incube
a 65°C pendant 10 minutes (pour activer la protéase).

La couleur initialement rougeatre, vire au vert olive signe de digestion protéique.

<
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A cet ensemble, on additionne 1.5 ml d’isopropanol (100%) et on agite
délicatement d’un jeu de main jusqu’a la formation d’une méduse d’ADN (une
bonne agitation manuelle est importante pour la précipitation de I’ADN et doit étre
surveillée par inspection). Pour les échantillons a faible teneur en globules blancs,
on agite au moins 20 fois). Puis on centrifuge pendant 10 min a une vitesse de 2500
tours/min (s’il n’y a pas formation de culot au fond du tube, on prolonge Ia
centrifugation ou on augmente sa vitesse). Ensuite, on déverse délicatement le
surnageant, et on laisse égoutter les tubes sur le papier absorbant, en veillant a ce
que le culot reste au fond du tube (si le taux de globules blancs est suffisant, un petit
culot blanc doit étre visible).

On ajoute 1.5 ml d’éthanol a 70% puis on centrifuge pendant 3 min, on élimine le
surnageant et on laisse sécher I’ADN pendant une nuit. On fait dissoudre I’ADN
dans 300 pul de FG3 (solution de conservation) a 65°C pendant une heure.

Si ’ADN n’est pas complétement dissout, on laisse I’échantillon sur la paillasse a
température ambiante pendant une nuit. Si un faible volume de FG3 a été utilisé, on
prolonge le temps d’incubation. On conserve le mélange obtenu a +4°C pour une

utilisation immédiate ou a -20°C pour une utilisation a long terme.

Blood /buffy coat/cultured cells

]

J Mix with lysis buffer
“ Add denaturation buffer
l WVortesxx

incubate

i[' g Add isopropanol and mix
[ J Add 70% ethhanol
[ 1 Agr—dry pellet and resuspend DNA

FPuure DNA

Figure 12. Procédure de purification d’ADN utilisant FlexiGene DNA

*
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1.2.2. Détermination de la concentration de ’ADN

Il est indispensable de connaitre la qualit¢ et la concentration de I’ADN obtenu
par cette méthode d’extraction afin de pouvoir réaliser les dilutions nécessaires et
valider les résultats obtenus. Un dosage par spectrophotométre s’avere donc étre une
étape nécessaire. Nous avons utilis€ un spectrophotometre Nanodrop (ND1000). 1l
présente 1’avantage de ne nécessiter que 1 ul de la solution mere d’ADN.

Le ND-1000 trace wune courbe d’absorbance (A) (Fig. 13), calcule Ia
concentration de D’échantillon et fournit des rapports qui nous renseignent sur la
puret¢ de ’ADN. 260 nm étant égale a D’absorbance des acides nucléiques ADN et
ARN; 280 nm [Dabsorbance des protéines, 230 nm [’absorbance d’autres agents

contaminants tels que les alcools, phénol...

T
Be £t teb
Measurement
o| _Blank | Print Report | Show Repor] somplete
Overlay control  Clesr groph each Sampl -]
Sample # | 7
A ‘) 260 Abs. | 2080
A-260 10 mm path | 2.080
A-280 10 mm path | 1.061
260/280| 1.97
260/230| 2.16
SR R T A T
3383425 0317128724 Hesiermhn ngfuL [_]54—,5—
x
N\
Concentration

Figure 13. Exemple de courbe de dosage obtenue par le Nano Drop

On procéde a la lecture de I’absorbance a 260 nm. La concentration d’ADN est
estimée en mesurant le rapport d’absorbance 260/280. Sachant qu’une unit¢ de DO a
260 nm correspond a 50 ng/ul d’ADN double brin, la concentration est donnée par
cette formule : C = 50 x DO a 260 nm x Facteur de dilution.

Le rapport des densités optiques (R) 260/280 nm permettra d’estimer la pureté de
I’ADN.

- Si 1.8 <R <2 :I’ADN est considéré assez pur.
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- SiR < 1.8:1lasolution d’ADN est contaminée par des protéines.
- Si R >2: lasolution d’ADN est contaminée par des ARN.

La qualité et la quantité de I’ADN ont été estimées aussi par migration de 1 ul de
I’ADN sur un gel d’agarose (2%).

Et pour améliorer la qualit¢ d’ADN de certains échantillons, on procede une
précipitation a I’éthanol selon le protocole suivant :

On mesure le volume de 1’échantillon d’ADN, on ajuste la concentration du sel
par addition de 1/10 du volume d’acétate d’ammonium, ensuite, on ajoute 2 a 2,5
fois du volume d’éthanol 100% et on mélange, puis, on place les tubes dans la glace
ou a -20°C pendant 20 minutes, on centrifuge pendant 10 a 15 minutes avec une
vitesse maximale et on décante prudemment le surnageant, par la suite, on ajoute 1
ml d’éthanol 70% et on mélange, puis, on centrifuge rapidement pendant 5 minutes,
on décante prudemment le surnageant, on laisse sécher a I’air ambiante pendant une
nuit, et enfin, on redescend dans le volume approprié de tampon (FG3) (1/2 volume
initial de 1’échantillon d’ADN)).

1.2.3. Détermination de la qualit¢ de IADN par électrophorése sur gel
d’agarose

Le choix de gel dépend des longueurs de fragment a migrer. Dans notre cas, on a
préparé un gel a 2%. Les étapes de préparation sont les suivants :

On pese 3g d’agarose; en suite on rajoute 150 ml TBE 1x; puis on chauffe
dans la micro-onde pendant 1 a 3 minutes jusqu’a dissoudre 1’agarose; en suite on
met sous agitation et laisser refroidir; et 1’ajout de 10 pl de BET. L’agarose est
coulé dans le moule avec les peignes et laisser refroidir ;puis on enléve les peignes
et le gel est introduit dans une cuve remplie de tampon de migration (TBE 1x) et on
dépose dans le premier puit le marqueur de taille: 100 pb DNA; de plus on mélange
dans un tube eppendorf 5 ul de produit de PCR avec 5 ul de bleu de chargement puis
on les dépose dans les puits; finalement on fait migrer en appliquant une tension
ou un courant adapté (migration a 150 V pendant 1h).

1.2.4. Miniséquencage a I’aide du kit SNaPshotTM

Nous avons choisi la méthode de miniséquencage a 1’aide du kit SNaPshotTM (Applied
Biosystem) puisqu’elle permet la recherche rapide des 4 mutations les plus communes et
fréquentes du gene HBB.

De plus, la fiabilité, la sensibilité, la robustesse, et la capacité élevée de multiplexage de

cette méthode ont été décrites dans de nombreuses études.
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Le principe de cette technique repose sur une séparation des alleles
correspondant a une réaction d’extension d’amorce d’une seule base. Cette réaction
est appelée SBE pour (Single Base Extension) ou réaction de miniséquencage et les
étapes ont été effectuées sont comme suit :
1.2.4.1. Amplification du gene HBB: PCR 1

Avant de faire la réaction de miniséquengage, une étape d’amplification
spécifique du gene HBB est nécessaire. L’amplification a ¢été réalisée a I’aide du
couple d’amorces suivant :

HBB F: 5°- CTG ACA CAA CTG TGT TCA CT-3’ Primer A (Forward)
HBB R: 5’- TTC ACC TTA GGG TTG CCC -3’ Primer B (Reverse)
Les conditions optimales de la réaction de PCR ont été obtenues avec :

» 100 pg/ml d’ADN génomique

» 5 uM amorce sens

» 5 uM amorce antisens

» Taq DNA polymérase

L’amplification a été réalisée dans le thermocycleur ABI 2700 (de chez la firme
Applied Biosystems), selon le programme adapté pour la DNA polymérase suivant :

94 °C 5 minutes

94 °C 30 secondes
30 cycles 60 °C 30 secondes
72 °C 30 secondes

72 °C 15 minutes
4°C Pause
1.2.4.2. Réaction de miniséquencage : SNaPshot®
La réaction d’extension d’amorces est réalisée dans un volume final de 8 pl
comprenant :
- 2,5 pl du tampon de réaction (SNaPshot® Multiplex read reaction mix,
Applied Biosystems)
- 2,6 ul du Primers mix (incluant les 4 amorces de SNaPshot® a une
concentration de 5 pmol/ul pour chacune)

- 2 pl du produit de PCR purifié
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Les conditions

d’extension utilisées

ont comporté 25 cycles

constitués d’une

¢tape de dénaturation a 96°C pendant 10 secondes suivie d’une étape d’hybridation a

50°C pendant 5 secondes et une étape d’extension a 60°C pendant 30 secondes.

Tableau 3. Amorces utilisées lors de la réaction de miniséquengage

Mutation étudiée Nomenclature Les amorces de Normale mutant
miniséquencage

Hb S [b6(A3)Glu- HBB: c.20A>T TATG GTG CACCTGACTCCT | Vert, A Rouge,T
Val] S
Codon 6 (-A) HBB: ¢.20delA Z}ATG GTG CACCTG ACTCCT | Vert, A Bleu, —
IVS-1-2 (T>G) HBB: c.9242T>G | TGTGAGGCCCTGGGCAGG | Rouge,T Bleu, G
IVS-1-110 (G>A) HBB: c.92-21G>A ¥ TACT GACTCTCTCTGCCTA | Bleu, G Vert, A
Codon 39 (C>T) HBB: ¢.118C>T BEIGGICTAC CETTGGACERIEN 51 re N (E Rouge, T

*Les variantes sont décrites en utilisant * Human Genome Variation Society nomenclature”

1.2.4.3. Purification du produit de SNaPshot®

Le produit de SNaPshot® est ensuite incubé a 37°C pendant 15 minutes apres

I’ajout d’une unité de

SAP (Shrimp Alcaline Phosphatase,

Applied Biosystems),

puis I’enzyme est inactivée 15 minutes a 72°C. Ce traitement est important afin

d’éviter la migration simultanée des ddNTPs non incorporés. La SAP permet de

déphosphoryler les ddNTPs résiduels.

1.2.4.4. Migration sur séquenceur automatique

La migration est réalisée dans un volume final de 20 pl comprenant :

2 ul de produit d’extension purifié

17 pl de formamide Hi-DiTM (Applied Biosystems)
1 pl de standard de taille interne 120-LIZTM GeneScan (Applied Biosystems)

Le mélange est

dénaturé par chauffage

a 95°C pendant

3 minutes puis

rapidement refroidit sur un bloc de glace. Les produits d’extension sont ensuite

.
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séparés selon leur taille et la fluorescence est détectée par électrophorese capillaire
sur un séquenceur ABI PRISM® 310 Genetic Analyser (Applied Biosystems) en
utilisant le polymere POP-4TM (Applied Biosystems).
1.2.4.5. Analyse des résultats

Les données brutes générées par le séquenceur automatique sont analysées a

I’aide du logiciel GeneScan Analysis v.3.7 (Applied Biosystems).

ESEon

:t"mwmm“:“ g 2
= T 3 T 1
=~ | |
B Ll 1 i

(VS
P 4= [V$4-110
_F— «Codon 39

Figure 14. Analyse GeneScan de la réaction de miniséquencage multiplex.
Electrophérogramme: (a) montre les résultats d'analyse d'un échantillon de type normale; (B)
illustre le schéma des pics pour toutes les positions mutantes a I'état hétérozygote; (C) illustre

le schéma des pics pour toutes les positions mutantes a I'état homozygote.

41
»



Chapitre 1 Matériel et Méthodes

1.2.5. Séquencage par la méthode de Sanger
Notre objectif est de détecter s’il y a des mutations, pour cela les couples

d’amorces doivent amplifier les différentes régions ou ils présentent les mutations.

I.2.5.1. Réaction de séquencage

L’amplification du géne HBB a ¢été déa réalisée dans 1’étape de
miniséquengage.

Les produits de PCR1 sont par la suite séquencés. C’est une amplification
asymétrique de D’amplicon déja purifié avec une amorce et des 4 ddNTP (ddATP,
ddTTP, ddCTP, ddGTP) dont chacun est marqué par un seul fluorochrome émettant
une couleur différente lors de [D’excitation par le LASER. Ainsi chacun de ces
ddNTP va donner de facon aléatoire des fragments de tailles différentes et
correspond aux 4 couleurs spécifiques.

La réaction de séquencage est effectuée par le kit BiG Dye Terminator

(Applied Biosystems) :

- 8 ul de produit de PCR purifié

- 4 ul de Buffer (tampon)

- 3 pl d’amorce sens ou anti-sens

- 2 ul BiG Dye (contenant les dNTP, dANTP fluorescentes, taq polymérase et
tampon)

- 3 ul d’eau désionisé autoclavé pour compléter le volume réactionnel a 20 pl

Puis D’amplification est faite dans le thermocycleur ABI 2700 de chez Applied

Biosystems, selon le programme suivant :

95°C | 95°C 60°C |
l |
5 min : 30 sec\ 50°C /4 min : \, 25°C
l |
10 sec 0
e - =
25 cycles
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1.2.5.2. Purification par le KIT « WIZARD® MAGNESIL™ » de PROMEGA

Le produit de la réaction de séquencage est purifi¢ a [’aide des billes
magnétiques chargées positivement. L’ADN est chargé négativement donc il sera
attaché aux billes. L’¢lution de nos fragments est faite par le formamide désionisé

permettant aussi de garder nos fragments a 1’état simple brin.

On transfere les 20 pl du produit de séquencage dans un tube de 1.5 ml et on
ajoute 180 pl de solution de Magne-SII®GREEN en mélangeant par pipetage
pendant 5 min, puis on les met dans un portoir aimanté jusqu’a l’apparition d’un

culot marron.

On ¢élimine le surnageant et on fait un lavage avec [’éthanol 90% (200ul) en
pipetant a une température ambiante pendant 5 min, puis on les remet dans le
portoir aimanté et on ¢élimine délicatement le surnageant (On répete [’opération de
lavage deux ou trois fois). On met les tubes a 50°C pendant 20 ou 40 min pour se
débarrasser de 1’éthanol. On Additionne 12 ul le formamide désionisé qui permet de
cliver la liaison entre les billes magnétiques et I’ADN, et on laisse a une

température ambiante pendant 5 min puis on les met dans le portoir aimanté. On

récupere délicatement le surnageant dans un nouveau tube.

I.2.5.3.Visualisation et analyse du produit d’amplification par migration
électrophorétique

La séparation des produits d’amplification, obtenus par la PCR de séquence a
été réalisée par migration électrophorétique sur D’analyseur génétique monocapillaire
«ABI PRISM™ 310 Genetic Analyzer » qui est entierement automatisé et permet
d’analyser a la fois une série de 96 échantillons. Pour le séquencage, la migration est
faite dans un capillaire contenant un gel de polyacrylamide : le POP6 (polydiméthyl

acrylamide).

Le gel de polyacrylamide est un gel dénaturant de haute résolution qui, sous
I’influence d’un champ électrique, va séparer les fragments d’ADN selon leurs
tailles.

Pour le séquencage le produit de PCR de séquence est déja mélangé avec le
Formamide.

Le mélange du produit de PCR est dénaturé pendant 3 minutes a 95°C puis

immédiatement placé dans la glace de fagon a garder I’ADN sous sa forme

<
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monobrin. La migration du mélange de tous le produit de PCR est par la suite faite
par 1’¢lectrophorése capillaire sur I’analyseur génétique ABI PRISM 310.

Le séquencage automatique est une adaptation de la technique de «Fred
Sanger » ou les 4 didésoxynucléotides sont chacun marqués spécifiquement par un

fluorophore (méthode dite des dyes Terminator).

Au cours de leur migration, les fragments de différentes tailles marqués par les
ddNTP vont traverser une fenétre de lecture ou ils seront excités par un LASER (Fig
15). Ces molécules fluorescentes vont alors émettre quatre longueurs d’ondes
différentes qui seront captées par une caméra CCD grice a un systeme optique de

prismes.

Figure 15. Séparation des fragments dans le capillaire et passage au niveau de la fenétre de

lecture ou ils sont excités par le LASER.

Pour le séquencage, les résultats obtenus sont trait€s par le logiciel SeqScape

v2.0 (Applied Biosystems). Donnant le profil ci-dessous ;

f'\!l‘”l

f
/
= %

Figure 16. Profil de séquence d’ADN
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I1.1.Caracteres généraux de nos patients

II.1.1. Répartition par age, age de diagnostic, sexe et complication a I’age de

diagnostic.

Tableau 4. Représentation des enfants beta-thalassémiques selon 1’age, 1’age de diagnostic,

sexe et complications.

Patients | L’age L’age de Sexe Complications
(ans) diagnostic (mois)

P1 9 24 M Ictere, fatigue, abdomen tres volumineux

P2 10 10 M Ictere, sensibilité aux infections,

P3 5 12 M Ictére, déformation de 1’os facial

P4 15 22 M Icteére, un retard de croissance, abdomen tres
volumineux

P5 6 14 M Ictére, déformation de 1’os facial

P6 7 16 F Ictere, paleur, abdomen volumineux

P7 6 12 M Ictere, une déformation osseuse avec aspect
mongoloide de visage

PS8 10 15 F Ictere, paleur, fatigue

P9 13 18 M Subictere, un retard de croissance, abdomen
volumineux

P10 8 9 M Ictere retard de croissance important

B Féminin
B Masculin

Figure 17. Répartition des enfants beta-thalassémiques selon le sexe.
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D’apres les résultats du (Tab.4), ’age de nos patients varie entre 5 ans et 15
ans, avec un age moyen 8.9 ans suivis par leur age de diagnostic qui varie de 9 mois

a 24 mois.

Dans 1’¢tude de Howard et al, 1996 parmi les 271 patients P-thalassémie
homozygote de 48 centres d'Amérique de nord, 77% des 172 patients de groupes

ethniques avec beta-thalassémie majeure étaient agés de moins de 15 ans.

Sirachainan et al., 2016 détectent que 17 patients diagnostiqués avec la
maladie [B-thalassémie ont le moyenne d'dge 15.0 +3.8 et Asadi-Pooya et
Doroudchi [2004] ont dépisté que 1'4ge moyen de 648 patients atteints de beta-

thalassémie majeure des patients €tait 11,8 +£5 années.

D'apres la Haute Autorité de Santé (HAS), [2008] ainsi que = Renzo Galanello
et Raffaella Origa, [2010] le diagnostic clinique de cette maladie est généralement
porté entre 6 et 24 mois ce qui en accord avec nos résultats. Les enfants dépistés en
période néonatale sur 1’absence d’HbA sont suivis tous les mois a partir de I’age de

3 mois afin d’observer ’apparition de ’anémie et d’évaluer sa sévérité.

D’aprés les résultats du tableau 4, L’enfant beta-thalassémique majeure
présente une paleur est généralement le premier signe de la maladie et peut étre

reconnue a 3-6 mois d'age [Lukens, 1999].

Bien que la gravit¢ de la forme homozygote, aucune manifestation a la
naissance, la paleur devient progressivement extréme, alors que 1’abdomen tres
volumineux du nourrisson révele un trés important élargissement de la rate et du foie

en rapport avec une érythropoiese locale intense [Perrimond, 2000].

Les patients atteints de cette maladie ont un sinus maxillaire agrandi et ont
tendance a avoir une supraclusion maxillaire. Le visage prit progressivement une
apparence  "mongoloide" [Rund et Rachmilewitz, 2005]. Les anomalies
squelettiques résultent essentiellement  de I'hypertrophie et de l'expansion de Ila
moelle érythroide [Lawson et al., 1981]. Cela se traduit par un agrandissement de
l'espace de la moelle et affinement du cortex a l'ostéoporose consécutive [Caffey,

1957].

<
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L’anémie qui désigne un manque d’hémoglobine et des hématies, entraine un
transport insuffisant de 1’oxygéne par le sang, qui s’explique par une fatigue
excessive et une sensation de faiblesse [Thuret, 2008] et un ictere qui est le plus
fréquent et qui est di a [Daugmentation de la bilirubine non conjuguée du fait de

I’hémolyse chronique [Murray et Roberts, 2012 ; Barro, 2005].

Les infections étaient la deuxieme cause de déces apreés une insuffisance
cardiaque dans la thalassémie. Des résultats similaires ont été signalés en Grece et
Taiwan alors que chez les patients béta-thalassémiques en Thailande, les infections

sont la principale cause de pathologie et de mortalité [Ricerca et al., 2009].

Les enfants atteints de béta-thalassémie sévere sont trés sensibles aux
infections. Les infections auxquelles ces enfants sont essentiellement sensibles
comme celles des poumons, les infections de l’enveloppe du cerveau, les infections

graves généralisées et la grippe [ Thuret, 2008].

Si la PB-thalassémie majeure est mal diagnostiquée et non traitée, elle peut
provoquer une pénurie de globules rouges (anémie), des dommages d'organe, ou
méme la mort, c'est pour ca, il est tres important de l'identifier et traiter tot, les

enfants peuvent souvent mener des vies plus saines [Origa, 2000].

Les résultats obtenus indiquent que les patients beta- thalassémiques du sexe

masculin sont plus nombreux (80%) que ceux du sexe féminin (20%) (Fig.15).

La prédominance masculine ne peut pas étre expliquée par un signe d’une
relation entre le sexe et la maladie, puisque d' une part la transmissions de cette
maladie est autosomique récessive, c'est a dire qu'elle touche les deux sexes

également [Ferrier, 1980].

Cette différence sex-ratio chez les patients thalassémiques (les hommes plus
touchés que les femmes) est remarquable et mérite une enquéte plus approfondie
compte tenu de la thalassémie comme une maladie monogénique transmise par un

mode récessif.
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II.1.2. Répartition des patients selon la présence de consanguinité, degré de
consanguinité et la forme de béta-thalassémie.

Tableau 5. Résultats de I’enquéte familiale.

Patient Consanguinité Degré Nombre d’enfants Nombre d’enfants atteints
par famille (homozygotes ou hétérozygotes)
P1 non ) 3 1
P2 oui 1% degré 1 1
P3 oui 1% degré 5 4
P4 oui 2eme degré 2 2
P5 oui 2eme degré 2 1
P6 oui 1% degré 4 2
P7 non () 3 2
PS8 non ) 2 1
P9 oui 1% degré 4 3
P10 oul 2eme degré 3 2

M patients non consanguins

M patients consanguins

Figure 18. Le taux de la consanguinité chez nos patients

_ B enfants sains
34,48%

B enfants beta-thalassémiques
hétérozygotes

enfants beta-thalassémiques
homozygotes

Figure 19. Répartition des enfants selon les résultats de I’enquéte familiale.
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D’aprés les résultats du (Tab.S). La répartition de nos patients beta-
thalassémiques en fonction de la consanguinité, a donné deux groupes de malades le
premier constitué de patients issus de mariage consanguin (70%) des 10 patients, le

second de patients issus de mariage non consanguin (30%) (Fig.18).

Le degré de consanguinité differe d'un patient a un autre. Cette  derniere
favorise la transmission des alleles porteurs des mutations beta-thalassémiques si les

deux parents sont porteurs des genes récessifs.

La Beta-thalassémie est fréquente dans le bassin méditerranéen a cause de la
présence de consanguinité, mais elle ne semble pas étre la cause principale de la

thalassémie mais elle semble augmenter la probabilité de 1'apparition de la maladie.

Une étude a fournit des informations sur 648 patients béta- thalassémie a
Chiraz est une ville du sud-ouest de ITran. Dans 40,6% des familles étudiées, les
patients béta- thalassémique étaient 1issus de mariages entre cousins germains
[Bruneteau et al., 2000].

Néanmoins 57% des nmariages entre cousins germains a exposé une
diminution de 16,4% parmi les familles a haut risque [Nasab, 1979]. Cette baisse
significative est le résultat de la consultation pré- mariage et de la sensibilisation de
la population générale sur la maladie du Cooley [Ghanei, 1997].

En 2007 fait état d'un degré élevé de consanguinité chez les couples dépistés
pour les mariages consanguins étatiques et porteuses béta-thalassémie (premiers et
deuxieme degré ) constitué plus de 40% des mariages dans la bande de Gaza
[Tarazi, 2007].

Nos résultats confirment I'existence de différents types de beta-thalassémie
dans la population de Batna, parmi les patients qui ont été recensés au cours de cette
étude, 31.03% atteints de la forme p-thalassémie hétérozygote 34.48 % sujets béta-
thalassémiques homozygotes et 34.48% des patients sains( Fig.19).

Les béta-thalassémies sont hérités dans un mode autosomique récessif. Les
parents d'un enfant atteint sont hétérozygotes obligatoires et portent une seule copie
d’une mutation du gene HHB responsable de la maladie. Les parents porteurs de la
maladie ont la possibilit¢  de 25% d’engendrer des enfants atteint de la beta-
thalassémie homozygotes, 25% des enfants sains et 50% des enfants hétérozygotes

pour chaque grossesse [Thein, 1992].
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Les sujets hétérozygotes d'une béta-thalassémie ne sont pas anémiques ;
exceptionnellement, une splénomégalie a été observée sous le grill costal. Le taux
d'hémoglobine est normal ou légerement faible, le nombre des réticulocytes  est
normale ou un peu élevé [Ragusa et al, 2003]. Les deux signes biologiques
caractéristiques sont la microcytose avec une élévation de I'hémoglobine A2 (>
3,5%). Ce dernier signe peut étre masqué par une carence en fer, c'est pourquoi, en
pratique, on peut étre amené a faire un controle biologique aprés un traitement
martial de quelques semaines, si le fer sérique est bas au premier examen
[Bruneteau et al., 2000]. La béta-thalassémie majeure ou anémie de Cooley (B°
thal) ou le patient présente une anémie hémolytique pouvant se compliquer de
lithiase biliaire, des déformations morphologiques, une hypertrophie de la lignée
érythroblastiques, une splénomégalie, une hépatomégalie et une surcharge en fer
[Hageg et al., 2001; Bradai et al., 2003]. Les cellules érythropoitiques médullaires
ne subissent pas aprés la naissance la répression au niveau du gene vy et synthétisent

I’hémoglobine F (02y2), la synthése d’HbA2 étant possible (0252) [Girot, 1994].
I1.1.3. Différentes endocrinopathies associés a la beta-thalassémie majeure

Tableau 6. Fréquences des différentes endocrinopathies associés a la béta-thalassémie

majeure de nos patients.

Endocrinopathies Nombre Pourcentage

(%)

L’ostéoporose 5 26,31%

Hypothyroidie 2 10,5%

Hypo-parathyroidie 2 10,5%

Diabeéte 1 5,26%

Déficit en GH 4 21,05%
Hyperglycémie modéré a jeun 0 0%

L’hypogonadisme 5 26,31%

D’aprés nos résultats (Tab.6), des différentes endocrinopathies sont associés a

la beta-thalassémie majeure de nos sujets. Les complications endocriniennes sont

.
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particuliecrement  fréquentes chez les patients béta  thalassémiques majeurs

polytransfusés. La surcharge en fer semble jouer un rdle prépondérant.

A travers cette étude nous avons montré que ces complications étaient
dominées par l’ostéoporose (26,317%) et I’hypogonadisme (26,31%). Une anomalie de
I’hypothyroidie et I’hypo-parathyroidie étaient objectivées  presque dans la moitié
des cas (10,5%7%). Le déficit en GH était retrouvé aussi dans les cas précédentes (4
patients : 21,05%). Pour le diabete il a été trouvé que chez (5,26%). Et I’inexistence

des I’hyperglycémie modéré a jeun dans les cas précédents.

De multiples endocrinopathies, y compris hypogonadotrophique,
hypogonadisme, un déficit en hormone de croissance et le diabéte, sont connus

comme complications dans la béta-thalassémie majeure [Vogiatzi et al., 2009].

L’hypogonadisme est la plus fréquente des complications endocriniennes
[Sanctis et al., 2004] due a la surcharge en fer atteint directement le
parenchyme glandulaire ainsi que 1’axe  hypothalamo-hypophysaire. La glande
pituitaire, secrétant les hormones sexuelles, est sensible au stress oxydatif
consécutif a cette accumulation ferrique. Une diminution de la sécrétion des
hormones  gonadotrophines (LH, hormone lutéinisante et FSH, hormone
folliculostimulante) est donc observée, sans doute, causée par une perte de réponse
sélective de la zone sécrétrice : elle est moins sensible a la stimulation par la GnRH
(Gonadotrophine Release Hormone). Cet hypogonadisme est donc qualifi¢ d’

hypogonadotrophique [Vogiatzi et al., 2009].

D'apres [Vogiatzi et al., 2009], les patients avec des concentrations croissantes
de ferritine sérique (P = 0.002) et ceux avec la béta-thalassémie majeure avaient des
taux plus élevés de plusieurs endocrinopathies, la présence de l'hypogonadisme (P =

0.01) et les chances de hypogonadisme ont augmenté de 13,9% a partie du 5 ans.

Le retard pubertaire est lié principalement a une insuffisance gonadotrope,
I’antéhypophyse étant particuliérement sensible au stress oxydatif. Plus rarement le

fer en exces provoque aussi des 1ésions gonadiques directes [Thuret, 2008].

D’apres [Karamifar et al., 2005] 10 des 11 adolescents ou jeunes adultes beta-

thalassémiques avaient une hypogonadisme [Karamifar et al., 2005].

<
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L'ostéoporose est responsable de la morbidité importante chez les patients
adultes atteints de p-thalassémie majeure affectant 40-50% de cette population et
conférant un risque significativement accru de fractures [Terpos et Voskaridou,
2010].

La pathogénese de l'ostéoporose est multifactorielle et comprend de
I'environnement (régime alimentaire et le mode de vie), iatrogenes (médicaments)
acquise (expansion de la moelle osseuse, 1'hémochromatose, 1'hépatite, 1'insuffisance
de I'hormone de croissance ou un facteur de croissance de l'insuline I et

hypogonadisme) et les facteurs génétiques [Skordis et Toumba, 2011].

La surcharge en fer a de nouveau un r1dle prépondérant dans cette
complication du systéme osseux. D’une part, des dépots de fer s’effectuent a la
surface des ostéoides, empéchant leur maturation et la  minéralisation locale des
os. Il en résulte un phénomeéne d’ostéomalacie: une décalcification osseuse.
D’autre part, ce fer intoxique les ostéoblastes ce qui, aboutit a un taux réduit de
formation osseuse. Enfin, DI’incorporation de fer dans les cristaux d’hydroxyapatite
de calcium affecte la croissance de ces cristaux et réduit leur résistance. De plus, les
ostéoclastes montrent également une augmentation de leur activation [Haidar,

2011].

L’hypothyroidie, caractérisée par des faibles valeurs de thyroxine (T4) et de
thyroxine libre (FT4) avec des signes et des symptOmes tels que la lenteur mentale et
physique, le gain de poids, sensation de froid, de la somnolence, de la bradycardie et

la constipation [Farmaki et al., 2010].

D'apres La Haute Autorité de Santé (HAS) [2008], I’hypoparathyroidie varie
selon 1’age des patients étudiés, les criteres diagnostiques de 1’hypoparathyroidie
d’un dosage annuel de parathormone (PTH) de dépistage. L’hypoparathyroidie, par
atteinte des glandes parathyroidiennes est diagnostiquée devant des anomalies du

métabolisme phosphocalcique et des taux sanguins abaissés de PTH.

L’hypoparathyroidie est une autre complication du systeme endocrinien dans
la thalassémie, qui peut se développer a la fin de I'adolescence et de contribuer a
l'ostéopénie, puis l'ostéoporose. Une étude récente a rapporté la prévalence de

13,5%, sans différence de sexe [Angelopoulos et al., 2006].
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La surcharge en fer avec le dépdt sur des cellules parathyroides et la fibrose
des tissus sont les principales causes de I'hypoparathyroidie tandis que I'anémie
chronique est un facteur supplémentaire causant la dysfonction parathyroidienne

[Karimi et al., 2003].

L’hypoparathyroidie se manifeste par un faible taux de PTH (parathormone),
un faible taux de calcium (Ca) (inférieur a 2,1 mmol/L, associé a une
hypercalciurie), tandis que la concentration en phosphore (P) est significativement

augmentée par rapport aux valeurs physiologiques [Angelopoulos et al., 2006].

N

Un déficit en hormone de croissance GH est estimé a présent a 8-50% des
courts enfants thalassémiques, déficit de croissance est souvent observée chez les
patients atteints de béta-thalassémie polytransfusés, surtout a I'adolescence. Il ne
dépend pas entiecrement de l'absence de leur poussée de croissance pubertaire

[Cavallo et al.,1997].

Dans une étude sur Soixante-neuf patients touchés par béta-thalassémie
majeure, 21 ont de grave déficience en GH et 18 autres patients avaient déficience
partielle en GH. et 20 des patients avec de graves GH déficience [Danesi et al.,

2007].

Nos résultats accordent avec [La Rosa et al., 2005] qui ont trouvés 4 sur 16
de ces patients jeunes adultes atteints de la maladie de Cooley sont diagnostiquée

dans l'enfance avec GH déficience partielle.

L'hormone de croissance (GH) et les stéroides sexuels jouent un role crucial
dans le remodelage osseux et dans le maintien de l'architecture squelettique pendant
la vie adulte. il stimule I'expression des protéines morphogénétiques osseuses, qui
sont importants pour la différenciation des ostéoblastes et de la formation osseuse,
Via ces Mécanismes le GH stimule la croissance osseuse longitudinale [Toumba et

Skordis, 2010].

Le diabete de type 1 est une complication fréquente chez les patients atteints
de béta-thalassémie [Khalifa et al., 2004], un dépot en fer sur les ilots de
Langerhans du pancréas induit un déficit en insuline est considérée comme la
principale cause des anomalies dans le métabolisme du glucose observé chez les

thalassémiques [Cher et al., 2001 ; Monge ef al., 2001].



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cavallo%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9274700
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Toumba%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20976089
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Skordis%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20976089
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Skordis%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20976089
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D'autres études ont rapporté une hyper-insulinémie avec des tests de tolérance
au glucose par voie orale, ce qui suggere un role pour la résistance a l'insuline dans
la médiation de ces anomalies métaboliques [Maerkel ef al., 1998].
L’hémosidérose, les infections du foie, et les facteurs génétiques semblent étre

crucial dans le développement du diabete [Jansen et al., 1997].

Chez les patients béta-thalassémie majeur , c’est la résistance a 1’insuline
qui est significativement augmentée, engendrant une intolérance au  glucose.
Chez les béta-thalassémie ayant des transfusions réguliecres [Swaminathan et

al., 2007].

Nos résultats concordent avec ceux de [Khalifa et al., 2004] qui ont trouvé que
Sur ces 48 patients atteints de béta-thalassémie majeure, cinq (10,4%) sont des

patients diabétiques.
I1.2. Etude des parametres biologiques de notre population

I1.2.1.Variation du nombre des GR, des GB, des réticulocytes et des plaquettes

chez des enfants béta-thalassémiques homozygotes

Tableau 7. Variation du nombre des GR, des GB, des réticulocytes et des plaquettes chez des

enfants beta-thalassémiques homozygotes.

Etat/ Test biologique TEMOINS MALADES
Globules rouges (10° /mm?3) 4,72 +0,1245 3,08 + 0,07572%*
Réticulocytes (/mm?) 24701 + 287 16372 £419,1%**
Leucocytes (10° /mm?) 4304+ 111 7186£556***
Plaquettes (10° /mm?) 168356 + 19131 336987 + 34719%**

-
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nombre des globules rouges (106/mm3)

Figure 20.Variation du nombre des globules rouges (10° /mm3) chez les malades de B-

thalassémies homozygotes (P<0,01 **)
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Figure 21.Variation du nombre des réticulocytes (Rétic /mm?3) chez les malades de béta-

thalassémies homozygotes (P<0,01 **)
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Figure 22.Variation du taux des plaquettes (10 /mm3) chez les malades de béta-thalassémies
homozygotes (P< 0,005 **%*).
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Figure 23.Variation du nombre des leucocytes (103 /mm?3) chez les malades de béta-

thalassémies homozygotes (P< 0,005 ***).
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Nos résultats révelent, une différence statistiquement treés  significative (P<0,01
**) des hématies chez nos patients (3,08 = 0,07572) par apport aux témoins (4,72 +
0,1245) (Fig.20), ainsi une diminution trés significative (P<0,01 **) des
réticulocytes chez nos patients (16372 + 419,1) par apport aux témoins (24701 =+
287) (Fig.21).

Cependant une augmentation hautement significative (P< 0,005 ***) des
plaquettes chez nos patients (336987 * 34719) par apport aux témoins (168356 =+
19131) (Fig.22) ainsi que une augmentation hautement significative (P< 0,005 **%)
des leucocytes chez nos patients (7186+£556) par apport aux témoins (4304+ 111)
(Fig.23) ont été constatés.

D’aprés [Hagege et al., 2001], il n'y a pas d'anémie a la naissance puisque
I'Hb F est le principal constituant de I'hémoglobine a ce moment de la vie.
La dysérythropoiese  qui en résulte est le principal mécanisme de l'anémie dans la
B-thalassémie homozygote. Certains érythroblastes, particulierement ceux qui
produisent de I'Hb F, parviennent a donner naissance a un réticulocyte, puis a un
érythrocyte mature qui passe dans le sang périphérique. L'hématie circulante,
appauvrie en hémoglobine (hypochromie), déformée (poikilocytose), a une demi-vie
raccourcie et rend compte du deuxieme mécanisme de 1'anémie: ['hyperhémolyse
[Thuret, 2014]. La plupart des érythroblastes étant détruits dans la moelle, 1'anémie
est peu régénérative, moins que ne le voudrait le taux dhémoglobine circulant si la
moelle fonctionnait correctement. Ainsi, 1'érythropoiese inefficace et

I'hyperhémolyse sont les deux composants de I’anémie [De Montalembert, 2002].

L’érythropoiese inefficace  étant le processus  dominant. Par contre, comme
dans toute anémie hémolytique, 1'hyperhémolyse peut augmenter du catabolisme

des noyaux et de I'ADN qu'ils contiennent explique la tendance a un taux excessif

d'acide urique dans le sérum sanguin [Olivieri ef al., 1994].

Le tissu hématopoiétique s’étend hors de la moelle osseuse sous forme
tuméroide. Une déformation osseuse peut alors étre observée. C’est I’hématopoicse
extramédullaire  qui est rencontrée dans pres de 1 cas sur 5 entre 20 et 30 ans, et 1

sur 3 apres 30ans des patients béta-thalassémiques [Thuret, 2014].

<
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Nos résultats sont en accord avec [Agouti ef al., 2015] qui ont trouvé un taux
élevés des plaquettes chez 37 patients jeunes et adultes atteints de la maladie béta-

thalassémie majeure.

Des études sur Dactivité plaquettaire des patients [-thalassémiques  montrent
que la durée de vie de leurs plaquettes est diminuée. Cependant, une agrégation
plaquettaire chronique anormale a été confirmée. En effet, la P-selectin, un
marqueur de I’activation plaquettaire, est augmentée sur les plaquettes  normales
des  patients thalassémiques. Les agrégats plaquettaires sont donc  plus
fréquents dans la circulation sanguine, d’autant plus chez les patients splénectomisés

[Panigrahi et Agarwal, 2007].

Une perte des activités de filtrage de la rate peut permettre aux cellules
endommagées de persister dans la circulation, ce qui conduit a des changements
dans l'endothélium qui aboutissent a hypercoagulabilité. La splénectomie peut
également contribuer au risque de thrombose en augmentant les leucocytes et les

plaquettes avec une activation accrue et d'agrégation plaquettaire [Frey et al., 2014].

I1.2.2.Variation du volume globulaire moyen (VGM) et la teneur corpusculaire
moyenne en hémoglobine (TCMH) chez les malades de B -thalassémies
homozygotes

Tableau 8. Variation du volume globulaire moyen (VGM) et la teneur corpusculaire moyenne
en hémoglobine (TCMH) (pg) chez les malades de beta-thalassémies homozygotes

Etat/Test biologique Témoins Malades
VGM (f1) 74,3 £5,224 59,3 £0,7311%*
TCMH (pg) 29,2 +0,5333 15,1 £ 0,6574%**

.
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Figure 24. Variation du volume globulaire moyen (VGM) (fl) chez les malades de béta-
thalassémies homozygotes (p<0,01 **).
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Figure 25. Variation la teneur corpusculaire moyenne en hémoglobine (TCMH) (pg) chez les
malades de béta-thalassémies homozygotes (p<0,001 ***),

L’examen de ces résultats permet de mettre en évidence une diminution tres

significative de volume globulaire moyen (p<0,01**) chez ces malades (59,3 %

0,7311) par apport aux témoins (74,3 + 5,224) (Fig.24).

L’hémogramme révele une anémie (Hb < 70 g/l), microcytaire (VGM : 59,3 +
0,7311f1), hypochrome (TCMH : 15,1 + 0,6574 pg), avec réticulocytose, moins
¢levée que ne le voudrait le degré de D’anémie. La moelle est trés riche en

érythroblastes [Bruneteau et al, 2000].

Selon nos résultats, on ne constate qu’une diminution hautement significative
de la teneur corpusculaire moyenne en hémoglobine (p<0,001 ***) chez ces malades

(15,1 £+ 0,6574) par apport aux témoins (29,2 =+ 0,5333) (Fig.25). Selon

F
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Vanbourdolle et al, 2007; le défaut de production d’hémoglobine entraine une
anémie microcytaire hypochrome. L'hémogramme révele une anémie souvent
microcytaire, hypochrome (teneur globulaire moyenne en hémoglobine inférieure a

26 pg) [Girot, 1994].

II.2.3.Variation du taux de I’hémoglobine (g/dl) chez les malades de béta-
thalassémies homozygotes

Tableau 9. Variation du taux de ’hémoglobine (g/dl) chez les malades de beta-thalassémies

homozygotes
Etat/ Test biologique Témoins Malades
Taux de I’Hb (g/dl) 12,4 +0,3055 5,8 £ 0,6464%%*
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Figure 26. Variation du taux de I’hémoglobine (g/dl) chez les malades de B-thalassémies
homozygotes (p<0,001 *#*%*),
D’aprés nos résultats, on a constaté un allongement trés hautement significatif
(p< 0,001) du taux de I’Hb chez les témoins (12,4 + 0,3055) par apport aux malades
(5,8 £0,6464) (Fig. 26).

L’hémoglobine A, tétramere o 2 P2 est synthétisée en quantité extrémement
réduite ou nulle ou cours des p-thalassémies majeurs, proportionnelle au déficit de

syntheése de la beta-globine [Girot, 1994].
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Le motif dhémoglobine chez les patients souffrant de thalassémie homozygote
(béta-thalassémie majeure) consiste en une augmentation variable HbF, qui
représente alors de 8% a 90% de la concentration d'hémoglobine totale [Marengo-

Rowe, 2007].

Les chaines a célibataires sont instables et précipitent dans les érythroblastes.
Cet exces de chaine o libre induit des oxydations anormales, provoque a la mort
cellulaire ce qui entraine a une érythropoiese inefficace [Drefys, 1992; Maier et

Girot, 1996].

I1.2.4.Etude d’aspect cytologique du sang chez les enfants beta-thalassémiques

homozygotes

On admet que la supériorité de la formule sanguine automatisée se limite aux
globules blancs matures, tandis que la microscopie manuelle est principalement
utilisée pour différencier les cellules plus immatures et anormales. Ainsi, en plus des
données quantitatives, les analyseurs donnent des informations qualitatives, qui
avertissent 1’opérateur de possibles résultats inexacts en raison d’interférences ou de
la présence de cellules anormales. Au vu de cela, seule une revue manuelle sélective

du frottis sanguin est indispensable, sur la base de données quantitative anormale.

."6

..s.,, -

Figure 27. Photo-lame d’un enfant beta-thalassémique homozygote montrant des hématies
hypochromes microcytaires avec une anisocytose et poikilocytose. (Coloration de
Wright : 40x100)
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D’apres  les photo-lames  obtenues, des enfants beta-thalassémiques
homozygotes, et dans toutes les observations microscopiques on a constaté  des
modifications morphologiques de microcytose, hypochromie, anisocytose,

poikilocytose (Fig. 27).

La synthése de la chaine béta est presque completement inhibée dans la
thalassémie majeure, une anémie sévere commence a environ 3 a 6 mois, le moment
ou la synthese gamma-chalne diminue normalement [Badens, 2011]. L'anémie
produit une situation de stress dans la moelle osseuse. Cela conduit a la poursuite de
la synthese HbF mais a un rythme bien inférieur a ce qui est nécessaire pour une
compensation adéquate de l'anémie. Le HbF produit est inégalement répartie dans
les globules rouges et représente pour I’anisochromasie. Un grand nombre de
globules rouges imparfaits sont détruits dans la moelle osseuse, ce qui donne lieu a
une érythropoiese inefficace, ce qui est une caractéristique importante de la maladie.
apoptose accélérée, la principale cause de 1'érythropoiese inefficace, est causée par
la chaine alpha excédentaire déposé dans les précurseurs érythroides [Pootrakul et

al., 2000].

Dans [I'érythroblaste, l'exces relatif de chaines alpha précipite sous la forme
d’inclusions, toxiques pour les membranes cellulaires et nucléaires. La déformation
de ces membranes entraine une destruction de l'érythroblaste dans la moelle [Beris
et al, 1991]. Cette dysérythropoicse intéresse essentiellement les érythroblastes

polychromatophiles et acidophiles [Weatherall et Clegg., 1981].

Lorsque les chaines o insolubles sont contenues dans des hématies circulants,
elles forment alors des hémichromes, qui précipitent sous la forme d’un  corps
de Heinz. Ces derniers provoquent I’hémolyse des globules rouges qui sont

détruits de maniere précoce dans la rate [Badens, 2011].
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I1.2.5. Etude de DP’Hb par électrophorése avant toute transfusion (Hb pré-

transfusionnelle)

Tableau 10. Etude de I’Hb par électrophorese avant toute transfusion (Hb pré-

transfusionnelle)
Patients HbF % HbA2% HbA %
P1 87 6 7
P2 58 7 35
P3 93,3 5 1,7
P4 63 5 32
| 86,5 9 4,5
Po6 75 6 19
P7 87,5 8 4,5
P8 58 5 37
P9 65 4 31
P10 73 7 20

Electrophorése de I'Hémogilobine
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Figure 28. Exemple d’un profil ¢lectrophorétique de I’Hb a pH alcalin chez un enfant béta-

thalassémique homozygote
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Electrophorése de I'Hémoglobine
: 12131 i\ z11 Zz10:[29]: i Zzz i ze iz5i 24 [23]:i22;} z1
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Name % Normal Values %
Hb A 97,5 96,0 - 97,8
Hb A2 2,5 2,2- 4,0

Figure 29. Exemple d’un profile électrophorétique d’un sang normal.

Les résultats obtenus montrent le pourcentage de I’'HbF est de 58 a 93,3% et
augmentation de I’'Hb A2 de 4 a 9 %) chez un enfant [-thalassémique homozygote
(Fig 28). La beta-thalassémie est associée a un tableau hématologique assez
caractéristique qui rend le diagnostic clinique facile a établir (ou tout du moins a
suspecter) phénotypiquement. Une béta- thalassémie majeure se caractérise par une
anémie trés profonde avec absence d’HbA et des HbA2 et F élevées (> 80 % pour
I’HbF) ; ou absente et des HbA2 et HbF élevées. Chez l'adulte normal, le taux d'Hb

F est inférieur a 0,5 % mais il existe des variations génétiques et liées a l'age

[Maier-Redelsperger et Girot, 1996].

La coexistence d'un taux d'Hb F entre 50 et 80 % et d'une anémie microcytaire
hypochrome évoque une B-thalassémie majeure [Bardakjian-Michau et al, 2003].
En effet, il existe une répartition hétérogene de I'Hb F dans les hématies : une

population d'hématies contient de I'Hb F, 1'autre non [Montalembert, 2002].

L'anémie sévere dans la thalassémie reflete a la fois wune érythropoiese
inefficace, ainsi que la persistance de 1’expression d’HbF, couramment observée, est
en grande partie liée a la survie sélective des cellules normalement riches en HbF, ou

cellules F, dont la proportion est génétiquement déterminée [Forget, 2001].
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I1.2.6. Evaluation de la surcharge en fer par le dosage de la ferritine de notre

population

Tableau 11. Evaluation e la surcharge en fer par le dosage de la ferritine de notre population

Parametre Témoins Patients
Ferritine (umol/l) 175,2 £7,728 1278 + 87,74%**
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Figure 30.Variation du taux de la ferritine chez des enfants beta-thalassémiques
homozygotes (P<0,001 **%*).

D’aprés nos résultats, on remarque un taux trées hautement significatif (p<
0,001#**) du taux de ferritine chez les témoins (1278 =+ 87,74) par rapport aux
malades  (175,2 + 7,728) (Fig 30). D'apres [Olivieri et Brittenham, 1997], la
ferritine est le parametre le plus généralement utilis€é pour surveiller la surcharge de
fer. On remarque que le taux de la ferritine des malades est trés élevé par rapport
aux témoins, Les surcharges en fer sont toxiques pour l’organisme en raison de la
capacit¢ du fer a réagir avec l’oxygéne pour former des radicaux libres. D’apres
[Shamsian et al., 2012], la surcharge de fer a été due aggraver a la transfusion et a
l'absorption élevée de fer. Nos résultats concordent avec ceux de [Ghone et al.,
2008] qui ont trouvé que les patients beta-thalassémies majeurs ont un taux de
ferritine élevée et d'anémie grave due a l'érythropoiese inefficace qui est la raison

primaire de la surcharge de fer et de la transfusion sanguine[Shamsian et al., 2012].

-
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Quand les chaines [ globines sont réduites ou absentes, les chaines a
non assemblées précipitent au niveau des précurseurs des érythrocytes et
conduisent a une destruction oxydative de la membrane cellulaire des hématies
provoquant une apoptose, les chaines agrégées déclenchent également la formation
d'especes réactives de l'oxygene qui endommagent encore les protéines et les
constituants lipidiques des membranes cellulaires. Ainsi que l'heme et libere le fer
[Rund et al., 2005].

Ainsi, le dépdt de fer peut affecter tous les organes comme le cceur, le foie et le
pancréas. Une fois que l'insuffisance cardiaque ou hépatique se produit, l'espérance
de vie du patient serait réduite en raison de changements irréversibles [Shamsian et
al., 2012].

La distribution du fer est également différente pour chaque patient béta-
thalassémie majeur. [Kolnagou et al., 2013], ont proposé que cette variation de la
concentration en fer chez les patients souffrant béta-thalassémie majeur puisse étre
due aux procédés de chélation, ainsi que des facteurs génétiques, alimentaires et
pharmacologiques. Il est donc recommandé que la surcharge en fer de tous les
organes soit surveillée de pres pour les patients atteints de béta-thalassémie majeure.

IL.3. Quantification de ’ADN par le spectrophotométre Nanodrop

Les ADN sont quantifiés a 1’aide d’un spectrophotometre Nanodrop (ND-1000)
en déposant 1 pl d’échantillon. Les avantages primordiaux du dosage au Nanodrop
sont le faible volume d’échantillon et 1’absence de la dilution de 1’échantillon.
L’ADN absorbe habituellement a 260 nm. D’aprés les résultats du controle au

Nanodrop, le degré de pureté de I’ADN des échantillons est bon.
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I1.4. Contréle de la qualité d’ADN aprés extraction : Résultats d’électrophorese

sur gel d’agarose 2%

Figure 31. Exemple représentatif d’¢lectrophorése sur gel d’agarose a 2% des produits
d’amplification par PCR1 (355pb) géne HBB. La piste M indique le marqueur de poids
moléculaire (échelle d’ADN a 100 pb). Les autres pistes correspondent a des cas [3-

thalassémiques.

La réaction du PCR1 visant I’amplification d’une séquence de 355pb située dans
le gene HBB, permet la détermination de la taille de chaque fragment d’ADN en
mesurant leur distance en le comparant a celle d’un marqueur de taille. Tous les cas
ont montré une amplification de ce geéne témoignant de la présence d’ADN de bonne

qualité pouvant servir a notre étude (Fig31).

IL.5. Identification des mutations fréquentes du géne HBB par la méthode de

miniséquencage multiplex a I’aide du kit SnapShot

Cette ¢étude est la premiere enquéte au niveau moléculaire de la B-

thalassémie dans la région de Batna (nord-est de 1'Algérie).

La sélection des mutations cibles est une considération importante affectant
I'applicabilité¢ de la méthode. Nos choix étaient basés uniquement sur la prévalence
de la mutation dans notre population algérienne. Pour détecter les quatre variantes
génétiques algériennes du gene HBB, Une PCR allele-spécifique a été réalisée,

suivie d'une réaction de miniséquencage hautement multiplexée. Dans cette étape,

67
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les  mutations ont ¢été¢ détectées par extension nucléotidique  unique d’amorces

N

directement adjacente a la terminaison de la mutation  d'intérét. Les tailles des

amorces spécifiques du gene HBB allaient du 18 au 20 nucléotides.

Ainsi, la position du pic dans 1'‘électrophérogramme d'amorce allongée est

spécifique au locus de la mutation, tandis que la couleur créte (s) / fluorescence
indique le génotype. L’ADN des échantillons provenant des enfants atteints de la

beta-thalassémie ont été analysés par cette technique.

Le séquencage d'ADN direct des régions completes de l'intron et de l'exon du
géne HBB  ont été effectuées aprés miniséquencage et I’obtention d’un SnapShot

normale. Les électrophorétogrammes obtenues de nos patients sont présentés dans

les figures 32, 33, 34,35 et 36.

Tableau 12. Résultats de ’analyse moléculaire (génotype des patients en fonctions des

mutations identifiées)

Nom de la | Phénotype | Localisation Variation N° Yo
mutation du Dans le gene | génomique d’Alleles

gene HBB HBB (HGVS)
Codon 39| p° Exon 2 c.118C>T 32 84,21
(C>T)
IVS-1-110 B+ Intron 1 c.93-21G>A 3 7,89
(G>A)
Codon 27 | B+ Exon 1 c.82G>T 1 2,63
(G>T)
Hb Knossos
Codon 54(-T) | B° Exon 1 c.165delT 2 5,26

.
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L

Codon 39

Figure 32. Electrophérogramme montre un pic pour codon 39 (C> T) mutation a I'état

homozygote.

Codon 39

Figure 33. Electrophérogramme montre un pic pour codon 39 (C> T) mutation a I'état

hétérozygote
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IVS-1-110 Codon 39

Al L

I .

Figure 34. Electrophérogramme montre un pic pour codon 39 (C> T) et un pic pour IVS-I-

110 (G>A) mutation a 1'état hétérozygote composite.
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Figure 35. Electrophérogramme montre un pic pour IVS-I-110 (G>A mutation a I'état

hétérozygote.
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Figure 36. SNaPshot normale a séquencer

Les résultats obtenus montrent la présence des mutations différentes
responsables de B-thalassémie avec une prédominance de la mutation non-sens

au codon 39 (C > T) qui représente 84,21% des alleles étudiés.

Trois autres mutations ont été décrites dans notre population : IVS-I-110 (G>A)
qui représente une fréquence minoritaire (7,89%), cette mutation est associée avec la
mutation non sens codon 39 (C>T) aussi elle est détectée a 1’état hétérozygote. Deux
rares mutations ont €té observées avec des fréquences différentes, il s'agit du codon
54(-T)  (5,26%) cette lésion est détectée chez une deuxieme famille algérienne et la
mutation du codon 27 (G > T) ou Hb Knossos (2,63%) qui représente une premiere
association avec la mutation non sens du codon 39 (C > T). Bien que les défauts
moléculaires a l'origine de cette pathologie soit d'une extréme diversité, chaque
population se caractérise par un groupe de 4 a 5 mutations qui lui est spécifique.
Presque chaque type d’anomalie qui diminue la synthese de I’ARN messager ou

d’une protéine a été identifiée comme cause de la B-thalassémie.

Les deux mutations codon 39(C>T) et IVS-I-110 ont été déja décrites dans la
population Algérienne [Addour et al., 2009; Bennani ef al., 1994]. Ces deux
mutations sont retrouvées a égale fréquence, représentent 80% des alleles f3-
thalassémique. Une grande hétérogénéité des défauts moléculaires a l'origine de [3-
thalassémie en Algérie est détectée. Le nombre de mutations de [-thalassémie en
Algérie est de 25 mutations [Cao ef al., 1989]. D'autre part, la population algérienne
est caractérisée par quatre mutations dominantes, qui représentent plus de 80% des

alleles B-thalassémie. Ce sont le non-sens de la mutation du codon 39 C — T; IVS-I-
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110 substitution G — A; framshift le codon 6 (-A) et la mutation IVS-I-1 G — A
[Lemsaddek et al., 2004]. La B-thalassémie en Algérie, est par son fréquence et
sa gravit¢ pose un grand un probleme de santé publique, principalement dans le

soutien de la transfusion [Cao et al ., 1989].

Les défauts moléculaires responsables de [-thalassémie sont la plupart des
mutations ponctuelles, et plus de 200 de ces mutations ont été décrits dans le monde
entier et pres de 300 alleles de B -thalassémie ont été caractérisés

(http://globin.cse.psu.edu). Le nombre de mutations détectés dans chaque population

varie en fonction de son origine et l'interaction avec d'autres populations, ainsi que la
les méthodes utilisées pour la caractérisation, bien que généralement une poignée de
ces mutations sont responsables de la majeure partie des cas dans une population
donnée parmi les Arabes, 1'hétérogénéité de ces mutations varie de 44 mutations
différentes [Al-Ali et al., 2005; Baysal, 2001]. La mutation la plus répandu et
commune chez les Arabes est I'TVS-I-110 (G> A). Cette mutation a sa plus forte
prévalence de Chypre et de la Grece [Baysal et al., 1992; Kattamis ef al., 1990].
Selon [Labie et al., 1990], la prévalence des mutations de la P-thalassémie en
Afrique du Nord, passerait de l'ouest vers l'est des pays méditerranéens (le Maroc
0,94%, 1’Algérie 1,4%, la Tunisie 3% et I'Egypte 4,5%) [Bennani et al., 1993 ;
Bennani et al., 1994].

La mutation non sens du codon 39 (C> T) a été décrite pour la premiere fois en
Sardaigne en 1981 [Trecartin ef al., 1981]. Au niveau du codon n ° 39, il y a la
conversion du codon CAG codant pour la glutamine au niveau du codon TAG, qui
est un codon d'arrét et, par conséquent, il a l'arrét de la synthese des protéines. Tout
cela est di a la substitution d'une cytosine par une thymine, dont le résultat final est
la terminaison prématurée de la traduction de la chaine protéique, responsable d'un

phénotype d’une [-thalassémie homozygote [Orkin et Goff, 1981].

La mutation non sens du codon 39 (C> T) est trées répandue en Algérie avec une
fréquence de 25, 94%, 27,6% [Barragan et al., 2006] et est plus fréquente dans
l'ouest et diminue dans le centre elle peut étre prédominante dans I'Est [Tadmouri

et Basak, 2001].

Dans notre étude cette mutation représente 84,21% des alleles béta

thalassémiques. Sa distribution en Algérie est en relation avec la présence des

N
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Romain qui a duré pendant plus de cinq siecles en Afrique du Nord avec ses deux

principaux poOles d'entrée, 1'Espagne de l'ouest et I'ltalie a l'est. Au Maroc, elle

représente la mutation la plus fréquente (26.2%) [Lemsaddek et al., 2004].

Cette lésion moléculaire est une mutation de la méditerranée occidentale
éventuellement une origine romaine, ayant son plus haut dans le monde entier la
prévalence en Sardaigne, ou elle est associée a neuf différents haplotypes [Pirastu et
al., 1987]. Sa distribution dans le monde arabe est plus ou moins conforme a Ia
regne de I'Empire romain, qui a prolongé jusqu'a le Ve siecle [Agouti et al., 2008;
El-Latif et al., 2002; Haj Khelil et al., 2010; Makhoul ef al., 2005]. Ce dernier a
conduit Haj Khelil et ses collegues de suggérer une possible origine locale de cette

mutation en Afrique du Nord [Haj Khelil et al., 2010].

La mutation IVS-I-110 G> A, bien que cette mutation a ét€ découverte en 1981
[Spritz et al., 1981 ; Westaway et Williamson, 1981] et est provoquée par le
remplacement d'une guanine par l'adénine dans la séquence consensus, située dans le
premier intron du gene P-globine de 19 nucléotides loin du site d'épissage AG. Le
résultat de la substitution est l'activation d'un site cryptique d'épissage qui provoque
a son tour un défaut dans la reconnaissance de la région de jonction exon / intron
[Orkin et al., 1982]. Le dinucléotide AG, formé a la suite de la mutation, en
concurrence avec la normale, en elle-méme identique; mais que ce qui a changé
favori, ce qui entraine la transformation anormale de 80% de pré-ARNm [Husman,
1993] et la production de molécules dARNm anormaux et instable, en une quantité
quatre fois plus élevés que les cellules normales. La pathologie résultant est la [3-
thalassémie sévere, [Denmat, 1997], qui, dans une des conditions homozygotes ou
hétérozygotes pour d'autres défauts associés au gene de la [-globine, pourrait
provoquer a la fois la plus grande que la [-thalassémie intermédiaire [Asano et al .,

1999].

Cette mutation est dominante dans la partie centrale et orientale du pays. Elle est
la plus fréquemment observée en Grece [Kattamis et al., 1990 ; Boussiou et al.,
2008], et presque seule au Liban [Makhoul NJ, et al. 2005]. Elle est également
présent en Tunisie [Fattoum et al., 2004 ; Chouk et al., 2004], mais exceptionnelle
au Maroc. Elle est apparu, par conséquent, a coincider avec le Empire Ottoman

diffusion [Perrin et al., 1998].

5
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L'analyse de 1I'ADN de cet enfant par la méthode de miniséquencage du gene
HBB a permet d'identifier la présence de deux mutations différentes, une mutation
du codon 39 C>T sur un allele et une autre mutation IVS-1-110 G>A sur l'autre
allele. Electrophérogramme de ce patient montre un pic pour codon 39 (C> T) et un
pic pour IVS-I-110 (G>A) mutation a 1'état hétérozygote composite .Ce patient a un

frere qui est hétérozygote pour cette mutation.

Dans des conditions de homozygotie, d'un point de vue clinique, ce changement
semble étre prédominante dans les cas de beta-thalassémie majeure; Au contraire, en
cas d'hétérozygotie, ils ont ét€é détecté des symptdmes cliniques plus ou moins
différents a la fois de la beta-thalassémie majeure, associ€s a la co-héritage avec
IVS-I-110 G> A, et autre fois celui de la beta-thalassémie intermédiaire, associée a
IVS- I-6 T> C [Le Rigoli et al., 2001]. En outre, cette mutation a également été

trouvée en association avec HbC et HbE [Husman, 1993].

La mutation IVS-I-110 a été trouvée associée a un seul I'haplotype RFLP
(haplotype I) au Liban, dans le territoires palestiniens et en Tunisie, a Chypre [El-
Latif et al., 2002; Filon et al., 1994; Flint et al., 1993; Makhoul et al., 2005].
L'haplotype I est Aussi le prédominant de deux haplotypes vu en Egypte, Le Maroc
et I'Algérie [Flint et al., 1993 ; Haj Khelil et al., 2010]. IVS-I-110 est associée a
quatre haplotypes RFLP (I, II, IV et IX) en Turquie, suggérant qu'il pourrait Sont
originaires de Turquie (Anatolie), probablement période néolithique, puis propagée a
d'autres parties Méditerranée orientale et en Afrique du Nord par Grecs, Phéniciens
ou plus tard par Othmans [Haj Khelil ef al., 2010; Tadmouri et al., 2001;
Tadmouri et Gulen, 2003]. Les haplotypes séquentiels ont soutenu ces dernieres
suggestion puisqu'l a été trouvé que IVS-I-110 était associ€é Avec six haplotypes en
Turquie, deux au Liban, deux en Algérie et en Tunisie [Haj Khelil et al., 2010;
Perrin ef al., 1998; Tadmouri et al., 2001; Zahed et al., 2002].

I1.6. Identification des mutations rares du gene HBB par la méthode de Sanger

(séquencage direct)

Deux mutations rares sont identifiées par un séquencage génomique. La
mutation codon 54(-T) (c.165delT) présente dans 26% des chromosomes séquencés

et la mutation du codon 27 (G>T) (Hb Knossos) est de 2,63%. En raison de leur

-
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portance clinique et géographique, ces deux mutations rares sont présentées en
détail.

cttgcaaaggaggatgtttttagtagcaatttgtactgatggtatggggccaagagatatat
cttagagggagggctgagggtttgaagtccaactcctaagccagtgccagaagagccaagga
caggtacggctgtcatcacttagacctcaccctgtggagccacaccctagggttggccaatc

tactcccaggagcagggagggcaggagccagggctgggcataaaagtcagggcagagccatc
tattgcttACATTTGCTTCTGACACAACTGTGTTCACTAGCAACCTCAAACAGACAC

TGCATCTGACTCCTGAGGAGAAGTCTGCCG‘ITACTGCCCTGTGGGGCAAGGTGAACGTGGAT
GAAGTTGGTGGTGAGQCCQTGGGCAGQptggtqtcgagg;tagaagacgggtttqaggagac7 i Fannnmhehu:numeunn }
(

caatagaaactgggcatgtggagacagagaagaCtCttgggtttCtgataggcaCtgatht %ﬁﬂgsﬂhpAﬂ&Hmel

ctctgcctattggtctattttcccacccttagGCTGCTGGTGGTCTACCCTTGGACCCAGAG
TTCTTTGAGTCCTITGECRATCTETCCACTCCTGATGCTGTTATGGECAACCCTAAGGTGA (co'mmmire [52] Aer mi]
AGGCTCATGGCAAGAAAGTGCTCGGTGCCTTTAGTGATGGCCTGECTCACCTGGACAACCTC o 1654eT) SRR 0Vt

AAGGGCACC:I'?TGCCACACT GAGTWCTGTGACAAGCTGCACGTG_GA‘!QCTGAGM WIS en forme : Surlignage J

catgtcataggaaggggataagtaacagggtacagtttagaatgggaaacagacgaatgatt
gcatcagtgtggaagtctcaggatcgttttagtttcttttatttgctgttcataacaattgt
tttcttttgtttaattcttgctttctttttttttcttctccgcaatttttactattatactt
aatgccttaacattgtgtataacaaaaggaaatatctctgagatacattaagtaacttaaaa
aaaaactttacacagtctgcctagtacattactatttggaatatatgtgtgcttatttgcat
attcataatctccctactttattttcttttatttttaattgatacataatcattatacatat
ttatgggttaaagtgtaatgttttaatatgtgtacacatattgaccaaatcagggtaatttt
gcatttgtaattttaaaaaatgctttcttcttttaatatacttttttgtttatcttatttct
aatactttccctaatctctttctttcagggcaataatgatacaatgtatcatgcctctttgc
accattctaaagaataacagtgataatttctgggttaaggcaatagcaatatctctgcatat
aaatatttctgcatataaattgtaactgatgtaagaggtttcatattgctaatagcagctac
aatccagctaccattctgcttttattttatggttgggataaggctggattattctgagtcca
agctaggcccttttgctaatcatgttcatacctcttatcttcctcccacagCTCCTGGGCAA
CGTGCTGGTCTGTGTGCTGGCCCATCACTTTGGCAAAGAATTCACCCCACCAGTGCAGGCTG
CCTATCAGAAAGTGETGGCTGETETaGCTAATaCCCTaacccAChATATCAClscTCa
TTTCTTGCTGTCCAATTTCTATTAAAGGTTCCTTTGTTCCCTAAGTCCAACTACTAAACTGG
GGGATATTATGAAGGGCCTTGAGCATCTGGATTCTGCCTAA!AAAAAACATTTATTTTCATT
GCaatgatgtatttaaattatttctgaatattttactaaaaagggaatgtgggaggtcagtg
catttaaaacataaagaaatgaagagctagttcaaaccttgggaaaatacactatatcttaa

Figure 37.Séquence d'ADN du geéne B-globine humaine, y compris la localisation les deux

mutations rares détectées.

I1.6.1. Identification de la mutation codon 54(-T) (c.165 delT)

L'échantillon de sang est d'un garcon de 8 ans a atteint de la P-thalassémie
modérée, et il présente une anémie microcytaire hypochrome qui conduit a  un

ctere, une légere hépato splénomégalie et sans os évident  expansion de la moelle
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osseuse , en plus des autres signes cliniques et qui s’expriment par un faciés
thalassémiques . L'analyse hématologique du révele Hb de 8,1g / dl, GR= 3,8(10°
/mm3) , GB= 6,9(10* /mm3), plaquettes = 246 (10®> /mm3), VGM= 65f], TCMH=
24 .8 pg, avec Hb A2= 5% et HbF = 58%

Le frottis sanguin de ce patient a  montré une  anisocytose avec tendance

microcytaire, hypochromie et une présence de nombreux annulocytes.

Apres séquencage direct, ’ADN du patient a montré la présence de la mutation
du codon 54(-T) (Fig.38). C’est la deuxieéme famille algérienne qui présente cette
Iésion moléculaire d’aprés (http://globin.cse.psu.edu) et [Landin et Berglund |,

1996].
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Figure 38. Une partie d’¢lectrophérogramme obtenu par séquengage de 'ADN génomique
provenant du patient beta-thalassémique homozygote montre la présence de la mutation

Codon 54(-T) (c.165delT)

D’apres Landin et Berglund [1996], la délétion de T du codon 54 conduit a un

décalage de cadre avec un codon non-sens au codon 60 (TGA) et a la terminaison

prématurée de la traduction. La séquence nucléotidique:

GGGATCTGTCCACTCCTGATGCTGT [/T] ATGGGCAACCCTAAGGTGAAG
GTC

<
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La mutation du codon 54 (-T); modifi¢é 1la séquence C-terminal: (54) Val-Trp-
Ala-Thr-Leu-(59)Arg-COOH

Tableau 13. Les parametres hématologiques d’un patient qui présente la
mutation du codon 54 (-T) a [D’état hétérozygote d’aprés Landin et Berglund

[1996]

Présentation clinique | Parameétres hématologiques

e Hb9.5-12.3 g/dL
Hétérozygote e HbA25.1-62%

e MCV 58-66fL

o Reticulocytes 56 - 69 10"9/L.

Une étude décrit une trés rare mutation génique de la P-globine, le codon 54 (-T)
(HBB: c.165delT), dans une famille du nord de 1Tran. Le séquencage nucléotidique
de I'ADN amplifié obtenu a partir d'un homme de 28 ans révele une délétion (-T) au
codon 54 du gene de la B-globine qui se traduit par une séquence non-sens au niveau
du codon 60 et une terminaison en phase au codon 59. Il s'agit du deuxiéme article
relatant la mutation du codon 54 dans le monde et le premier rapport de cette

mutation dans la population iranienne [Nadia- Ghasemian et al., 2015].

11.6.2. Identification d’une nouvelle association de 1’ Hb Knossos avec la

mutation du codon 39 (C> T) dans la population algérienne

Nous avons constat¢ ce variant de I’hémoglobine  en association avec la
mutation du codon 39 (C> T) chez un patient d’originaire de la région de Batna. Le
proband était un garcon de 13 ans, lorsqu'il était étudié pour la premiere fois. Il a été
référé a cause de l'anémie microcytaire hypochrome. L'analyse hématologique du
révele Hb 7,2 g / dl; GR= 2,9 10° /mm3 GB= 6,6 103 /mm3, PLT= 226 103 /mm?3,
VGM = 71,1 fl, TCMH= 25pg. L’électrophorése d’hémoglobine en milieu alcalin
montre Hb A2= 4 % HbF= 65% et le frottis sanguin confirme une microcytose
hypochromie, et montrant la présence de nombreux dacryocytes avec une hyper
éosinophilie. Aucune Hb anormale n'a été détectée par électrophorese Capillarys en

milieu alcalin.

-
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L'exploration moléculaire, nous a permis d'identifier la présence de deux mutations
différentes sur les deux alleles. Nous avons conclu que cet enfant est doublement
hétérozygote pour un génotype. L'analyse d'ADN par la méthode de
miniséquencage du géne HBB a révélé la mutation du codon 39(C> T) et le
séquengage direct de 1'ADN a révélé une seconde mutation au niveau du codon 27
de I'exon 1 avec GCC> TCC (HBB: ¢.82G> T) c’est la  substitution du G par T a la
position nucléotidique 82 (Fig.39). Ce changement a été identifi€é comme  HBB:

¢.82G> T, connu sous le nom Hb Knossos dans la base de données HbVar.
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Figure 39. Une partie d’électrophérogramme obtenu par séquencage de ' ADN génomique

provenant d’un enfant beta-thalassémique montre la présence de la mutation ¢.82G>T (Hb

Knossos) a 1’¢tat hétérozygote.
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Figure 40. Electrophérogramme montre un pic pour codon 39 (C> T) mutation a 1'état

hétérozygote.
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Depuis la premiere description de 1'hémoglobine Knossos dans une famille
grecque en 1982, comme variante silencieuse [-thalassémie, cette variante Hb a été
observée dans d'autres familles d'origine méditerranéenne (Turquie, Egypte, Algérie,
Chypre). 11 a été trouvé en association avec d'autres mutations de thalassémie: codon
8, IVS-I-1, IVS-I-6 et IVS-I-110, ainsi qu'en combinaison avec Hb S et Hb Lepore
[Stanojevic et al., 2006].

Cette hémoglobine a également été découverts a 1'état hétérozygote dans deux
familles algériennes [Rouabhi et al., 1983 ; Morlé et al., 1984], et une famille de
I'Ouest francais Indes [Galacteros et al., 1984]. Le premier cas homozygote du Hb
Knossos était signalé dans le nord-est de 1'Algérie [Baklouti et al., 1986]. Parmi les
pays arabes, Hb Knossos a été identifié plus tard en Egypte [Olds et al., 1991], la
Tunisie, la Jordanie et la bande de Gaza avec une fréquence varie entre 0,1% et

3,3% des alleles totaux [Zahed , 2001].

D’aprés [Phaedon ef al., 1986], il devient certain que I'anomalie de Hb
Knossos  provoque un  syndrome relativement modeste de  B-thalassémie
intermédiaire  lorsqu'elle est associée a un gene classique de la P-thalassémie.
L’hémoglobine Hb Knossos, en raison de l'interaction de cette mutation avec un
gene de B- globine. Pourtant, les patients sont en bon état clinique malgré leur taux
d'hémoglobine extrémement faible (6-7 g / dl habituellement). IIs ont proposé que
l'affinité faible en oxygene de Hb Knossos contribue significativement a la douceur
du tableau clinique [Papasotiriou ef al., 1983]; Une indication similaire dérive
également a partir de 1'étude des Hb Knossos / Hb Lepore composés hétérozygotes
[Morlé et al., 1984]. Les parametres hématologiques sont: anémie hypochromique
marquée avec des indices trés microcytaires. Ces altérations sont confirmées par les
globules rouges a morphologie caractérisée par une poikilocytose frappante et une
microcytose; ils donnent l'impression d'étre causés par une fragmentation extensive
des érythrocytes. Les réticulocytes ne sont que légerement augmentés ou pas du tout

associés a I'hémoglobine déficit [Phaedon et al., 1986].

<
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I1.7. Effets des mutations du gene HBB  sur les variations des parametres
biologiques de nos patients avant toute transfusion et sur D’aspect cytologique

des hématies

I1.7.1. Effets des mutations du gene HBB a I’état homozygote sur les variations des

parametres biologiques de nos patients avant toute transfusion

Tableau 14. Effets des mutations du gene HBB a I’état homozygote sur les

variations des parametres biologiques

Nom de la GR GB PLT VGM TCMH Hb totale Hb HbF Ferritine
mutation du (10 (103 (103 /mm?3) () (pg) (g/dl) A2 % (ng/ml)
gene HBB /mm?3) /mm?3) %

Homozygote : 3,220 12,4£11%%*% | 390,9+141.1%** | 60,80 + 18,47 + 3,0£0.9%%* | 5a 58a >2000
Codon 39 (C>T) | +0.2778%** 2.014%%*% | 0.6023*** 9 93,3

Hétérozygote 3,4580 10, 84 366 63,53 19,85 5,1 8 87,5 >2000

composite : IVS-
I-110 (G>A)-
Codon 39 (C>T)

Hétérozygote 29 6,6 226 71,1 25 72 4 65 >2000
composite :
Codon 27 -
(G>T)- Codon
39 (C>T)

Homozygote : 3,18 6,9 246 65 24,8 8,1 5 58 >2000
Codon 54(-54)

Différentes mutations dans un méme gene peuvent produire des phénotypes
cliniques trés différents. En d’autres termes, 1’hétérogénéité génétique a un locus
donné (hétérogénéité allélique) est souvent responsable de 1’hétérogénéité -clinique.
Une illustration dramatique de ce point est donnée par les mutants de structure de la
B-globine. Les présentations cliniques des mutations sont tellement différentes que,
du point de vue cliniques, il n’est pas toujours évident qu’elles touchent une seule et
méme protéine. Une partie de la variabilit¢é de la présentation clinique reflete la
propriété spécifique de la protéine qui a été perturbée (par exemple, la fonction de
liaison de 1’oxygéne de [I’hémoglobine dans les polycythémies c'est-a-dire une

augmentation significative de la quantité totale d'érythrocytes circulants).

.
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D’aprés le tableau (14) les enfants beta-thalassémiques homozygotes pour la
mutation du codon 39 présentent les mémes signes cliniques (hypogonadisme,
Hypothyroidisme, Hématopoicse extra médullaire) ainsi une anémie sévere avec une

microcytose, une hypochromie. En outre une hyperleucocytose, une thrombocytose.

Ces résultats sont semblables que chez le patient qui présente un génotype

composite IVS-I-110 (G>A)- Codon 39 (C>T).

Evidemment, le patients hétérozygote composite  pour la mutation du codon 27
-(G>T)/ codon 39 présente une anémie sévere, une hypochromie microcytaire mais

ces parametres biologiques sont moins séveres par rapport a ceux des patients qui

présentent la mutation du codon 39(C>T).

Le patient homozygote de la mutation du codon 54(-T) est caractérisé par des
manifestations anémiques modérées, une tendance microcytaire, hypochromie. Cette
mutation relativement sévere par rapport aux autres mutations et qui est
intermédiaire dans la gravit¢ de la maladie. Une différence significative a été
observée sur la sévérit¢é de la maladie entre la mutation du codon 39 avec les trois
autres mutations du gene de la PB-globine. En tenant compte des résultats de cette

recherche.

Le principal déterminant de la gravité de la maladie est le degré de déficit en
chaine B-globine résultant de la nature des alleles [-thalassémie. Comme le
phénotype est en corrélation avec la déficience en chaine de p-globine et le
déséquilibre amélioré de la chaine o / non-a, un taux résiduel accru de HbF dans la
vie adulte compense la diminution de la chaine B-globine, donc un déterminant

majeur de la gravité de la maladie [El-Kamah, et al., 2009 ; Thein et al., 2009].

La diversité des mutations et la variable consécutive degré de déséquilibre de la
chalne des globines sont les principaux déterminants pour des phénotypes plus doux,
la coincidence d’homozygotie ou hétérozygotie composée pour la P-thalassémie. Les
alleles étant responsables d'une production de chaines [ a partir du locus de pB-
globine affecté. Cependant, une grande partie de la variabilit¢ phénotypique
expliqué par d'autres déterminants génétiques capables de réduire le déséquilibre o /
non o -chaine entrainant ainsi un degré moindre d'une précipitation en chaine [Cao

et al., 1994].



http://www.intechopen.com/books/references/inherited-hemoglobin-disorders/thalassemia-from-genotype-to-phenotype#B45
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I1.7.2. Effets des mutations du géne HBB sur ’aspect cytologique des hématies

Figure 41. Photo-lame d’un enfant beta-thalassémique homozygote présente de la mutation
codon 39 (C>T) montrant la présence des érythroblastes basophiles et érythroblastes
acidophiles, une augmentation du taux des plaquettes et des leucocytes avec des hématies

hypochromes microcytaires. (Coloration de Wright : 40x100).

Figure 42. Photo-lame d’un enfant beta-thalassémique homozygote présente de la mutation

hétérozygote composite IVS-1-110 (G>A)- Codon 39 (C>T) montrant la présence
d’érythrocytes anormalement petits, une augmentation du taux des plaquettes et des

leucocytes avec des hématies hypochromes microcytaires. (Coloration de Wright : 40x100).

E
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Figure 43. Photo-lame d’un enfant beta-thalassémique homozygote présente une association
de I’ Hb Knossos avec la mutation du codon 39 (C> T) montrant une microcytose
hypochromie, une présence de nombreux dacryocytes avec une hyper éosinophilie.

(Coloration de Wright : 40x100).

Figure 45. Photo-lame d’un enfant beta-thalassémique homozygote présente de la mutation

Codon 54(-T) (c.165delT) montre une anisocytose avec tendance microcytaire, hypochromie

et une présence de nombreux annulocytes. (Coloration de Wright : 40x100).
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Dans cette étude, nous avons ¢étudi¢ D’effet de chaque mutation détectée sur
I’aspect cytologique des hématies. A partir des observations microscopiques des
frottis sanguins de nos patients, on a constat¢ que les mutations peuvent &tre a

I’origine de modification d’intensité variable du phénotype macroscopique.

L’examen des frottis sanguins du sang périphérique de nos patients montre une
anisopoikilocytose =~ et une hypochromie microcytaire chez tous les patients mais

chaque mutation est caractérisée par une morphologie spécifique des hématies.

Tant que la mutation du codon 39 (C>T) est la plus sévere par rapport aux autres
mutations, on a détecté des modifications morphologiques de microcytose,
hypochromie, anisocytose, poikilocytose (spiculée larme et cellules allongées) des
hématies avec la présence des érythroblastes basophiles et érythroblastes acidophiles
(globules rouges nucléés) en outre une augmentation du taux des plaquettes et des
leucocytes (Fig.41). Ce sont les méme aspects morphologiques sont observées dans

la mutation hétérozygote composite I[VS-I-110 (G>A)- Codon 39 (C>T) (Fig.42).

Alors que I’association de I’ Hb Knossos avec la mutation du codon 39 (C> T)
montrant une microcytose  hypochromie, une  présence de nombreux dacryocytes

avec une hyper éosinophilie(Fig.43).

Enfin la mutation codon 54(-T) (c.165delT) montre une anisocytose avec
tendance microcytaire, hypochromie et une  présence de nombreux annulocytes

(Fig.44).

Malheureusement 1’absence de recherches sur les effets des mutations du gene
HHB sur l’aspect cytologique des hématies que pour I’Hb Knossos ou les
parametres hématologiques sont uniformes: anémie hypochromique marquée avec
des indices tres microcytaires. Ces altérations sont confirmées par la  morphologie
des hématies qui sont caractérisées par une poikilocytose frappante et une
microcytose; ils donnent I'impression d'étre causés par une fragmentation extensive
des érythrocytes. Les réticulocytes ne sont que légerement augmentés ou pas du tout

liés au déficit de 1'hémoglobine [Phaedon, 1986].

Les patients p-thalassémiques sont caractérisés par la présence de différents
degrés et types de poikilocytose qui pourrait étre liée a la gravité de l'état clinique de

la patients [Weatherall, 2001]. L'é¢tat poikilocytaire signalé chez les patients [3-
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thalassémiques qui conduisent a des troubles hémodynamiques, les globules rouges
déformées aggravent les conditions cliniques des patients, mais ils ont suggéré que
I'amélioration des propriétés rhéologiques des traitements de la thalassémie [Chen et

al., 1996].

D’apres [Gauravi et al., 2014], les frottis sanguins des patients beta
thalassémiques homozygotes montrent une anémie modérée a sévere, le volume
globulaire moyen et la teneur corpusculaire moyenne en hémoglobine sont réduits.
Un degré marqué d'anisopoikilocytose est évident avec des globules rouges
microcytaires hypochromiques avec peu de cellules en forme de crayon. Cellules
cibles et de nombreux globules rouges nucléés sont visibles [Galanello et Origa,

2010].




Conclusion et perspectives

Au cours de cette étude, on a pu montrer que la beta-thalassémie résulte d’un
mécanisme d’altérations fonctionnelles du géne HBB  qui conduit a la production
réduite de I’hémoglobine. Cette maladie est essentiellement due un grand nombre
de mutation du géne de la beta-globine, elle est caractérisée par une anémie sévere,
Celle-ci se traduit a l'dge de diagnostic par une paleur, ictere, fatigue, abdomen tres
volumineux et une déformation osseuse. L’anémie s’accompagne par des
complications d'endocrinopathies  diverses  (l'hypogonadisme et l'ostéoporose,

déficit en GH.....). Selon la gravit¢ de 1’anémie, les premiers signes vont apparaitre

dans la petite enfance (entre 6 et 12 mois) ou plus tardivement.

Cette pathologie est tres rare dans la région de Batna. D’apres les résultats
obtenues on a constaté que cette maladie est une anomalie de I’enfant que
tous nos patients avaient un  age inférieur a 15ans, elle est a dominance
masculine. Par ailleurs tous les parametres biologiques étudiés ont révélé des

différences significatives entre les patients et les témoins.

Le diagnostic moléculaire repose sur la recherche des mutations du gene HBB.
Dans notre étude, nous avons utilis€ la technique de miniséquengage comme une
rapide procédure de diagnostic génotypique ce qui nous a permis d’identifier les
quatre mutations génétiques les plus fréquentes du gene /’HBB dans la population
algérienne. Tandis que le séquencage direct par la méthode de Sanger de 1I'ADN afin

de détecter les mutations rares.

Nos données ont révélé la prédominance de la mutation du codon 39 (C> T) du
gene HBB dans la région de Batna, malgré 1'hétérogénéité des mutations de la beta-
thalassémie  dans la population algérienne. Quatre mutations différentes ont été
identifiées dans la population de la wilaya de Batna. La mutation du codon 39 (C>
T) est la plus fréquente dans notre province, suivie par la mutation du codon 54 (-
T), et une premiere association de Hb Knossos: codon 27 (G> T) avec le codon 39
(C> T) dans notre population algérienne. Nous avons également détecté

I'association du codon 39 (C> T) avec la mutation IVS-I-110 (G> A).



Nos résultats ont contribué a  démontrer les mutations prédominantes qui
pourraient étre recherchées en premier lieu dans le cas d'un diagnostic moléculaire.
Nous construisons une base de données pour les différents types de mutations J3-

thalassémie en Algérie.

Nous proposons ¢également d’éviter les mariages consanguins qui favorisent
I’apparition des maladies génétiques a transmission autosomique récessive. Ainsi
que le conseil génétique est recommandé pour que les couples a risque puissent faire

un choix éclairé entre les différentes options dont celle du diagnostic prénatal.

Par ailleurs, nous promouvons les efforts de recherche scientifique qui mettent
l'accent sur ['utilisation des outils moléculaires modernes pour le diagnostic

génétique.
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MINISTERE DE LA SANTE, DE LA POPULATION ET DE LA REFORME HOSPITALIERE

CENTRE HOSPITALO-UNIVERSITAIRE BENFLIS Touhami BATNA

LABORATOIRE CENTRALE D'HEMATOLOGIE

N°:.... /lab./200....

*ETUDE DE L'HEMOGLOBINE*
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3-1 Le malade a-t-il été transfusé :

- Groupe ABO & Rhésus: / /- Chronique ://

- Quand :// - Ictere splénomégalie : //

- Combien ://
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* Résultats des examens biologiques :

-GR://-Fer Sérique ://

- Hb :// - Bilirubine: //

-TCMH ://-COOBS://

-VGM ://

DIAGNOSTIC/ Thalassémies / / Drépanocytose / / Autres / /
NB:Fiche de renseignement a remplir a 'occasion d’'une demande d’exploration de
I’'hnémoglobine.

Batna Le / 20






Annexe n°2

Electrophorése de I'Hémoglobine
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) 0 60 80 100 120 220 20 260 280 :{)5
Name % Normal Values %

HbA 93,3 < 96,0-97,8
Hb F 0,7 > =< 0,5

Hb A2 6,0 > 22-40

Commentaire

Image Electrophoretique montre une augmentation de I'HbA2 a6% et la
presence de I'Hb Fa 0.7%

Figure 1. Exemple représentatif d’un profile électrophorétique d’un patient atteint de la beta-
thalassémie hétérozygote.



Abstract

The aim of this work is to carry out a biological and molecular diagnosis in a part of the
Algerian children in the wilaya of Batna (East of Algeria) to study the biological aspects as
well as to characterize mutations of the gene HBB carried by the diseased subjects to place
them in the distribution spectrum in the Algerian population. In addition, our work allows us
to study the effects of mutations in the HBB gene on changes in biological parameters in our
patients.

As regards biological diagnosis, blood samples were taken from 10 homozygous beta-
thalassemic children who are transfused and managed in the Batna University Hospital. Blood
samples were taken just before the transfusion. In addition, blood samples from the controls
were also taken from 10 healthy children. Cases and controls were matched in age and sex.
All the cases are covered by hematological tests such as blood count (red blood cell counts,
erythrocyte count calculations, MCV and MCH, measurement of hemoglobin level), red
blood cell examination and finally a biochemical test, in this case Electrophoresis
CAPILLARYS HEMOGLOBIN and the dosage of ferritin.

The results obtained showed a distribution of our beta-thalassemic patients according to
the inbreeding, gave about 70% of the major patients, the parents are cousins of the 1st degree
and 2nd degree. Severe anemic cases were observed in patients with a decrease in hemoglobin
compared to controls 12.4 + 0.3055g/dl vs 5.8 £ 0.66464 g / dl, respectively. Microcytosis
with hypochromia was significantly more noticeable in patients than in controls with MCV
and MCH values of 74.3 + 5.224f] and 29.2 + 0.5333 pg in patients compared with 59.3 +
0.7311 fl and 15.1 £+ 0.6574 pg. In addition, significantly secondary thrombocytosis and
leukocytosis have been reported in these patients. The complications of endocrinopathies are
associated with the major beta-thalassemia of our subjects are hypogonadism and osteoporosis
26.31%, GH deficiency 21.05%, Thus, biochemical characteristics have shown that there is an
iron overload in patients versus controls with serum ferritin 1278 + 87.74ng / 1 vs. 175.2 +
7.728ng / 1.

However, molecular diagnosis was performed in 19 beta-thalassemic children. We have
chosen the minisequencing method using the SNaPshotTM (Applied Biosystem) kit since it
allows the rapid search of the 4 most common and frequent mutations (Codon39, IVS-I-110,
IVS-I-1, G6V) of the HBB gene and direct sequencing by the Sanger method to detect rare
mutations.

The results obtained show the presence of different mutations responsible for f-
thalassemia with a predominance of the nonsense mutation of codon 39 (C> T) which
represents 84.21% of the alleles studied. Three other mutations have been described in our
population: IVS-I-110 (G> A) which represents a minority frequency (7.89%), this mutation
is associated with the non-codon mutation 39 (C> T). Two rare mutations have been observed
with different frequencies, codon 54 (-T) (5.26%), this lesion is detected in a second Algerian
family and mutation of codon 27 (G> T) or Hb Knossos (2.63%) which represents a first
association with the nonsense mutation of codon 39 (C> T) in the Algerian population. While
the detected mutations of the HBB gene have different effects on the variations of the
biological parameters as well as on the cytological aspect of the erythrocytes.

Key words: Beta-thalassemia, HBB gene mutations, Diagnosis, Children.
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Résumé

Le présent travail a pour but d’effectuer un diagnostic biologique et moléculaire chez une
partie d’enfants algériens dans la wilaya de Batna ( L’est Algérien), est d'étudier les aspects
biologiques ainsi que de caractériser des mutations du gene HBB portées par les sujets
malades pour les placer dans le spectre de répartition dans la population Algérienne. En outre
notre travail nous permettra d’étudier les effets des mutations du géne HBB sur les variations
des parametres biologiques chez nos patients.

Concernant le diagnostic biologique, les échantillons de sang ont été prélevés sur 10
enfants beta-thalassémiques homozygotes suivis au niveau du CHU de Batna. Les
prélevements de sang ont été effectués juste avant la transfusion et également a partir de 10
enfants sains. Les patients et les témoins étaient de méme age et de méme sexe. Tous les cas
ont bénéficié des tests hématologiques tels que ’hémogramme (numération des hématies,
calcules des indices érythrocytaire, VGM et TCMH, mesure du taux de I’hémoglobine),
examen des hématies sur frottis et enfin un test biochimique en 1’occurrence d’électrophorése
CAPILLARYS HEMOGLOBINE et le dosage de la ferritine.

Les résultats obtenus ont montré que 70% des cas de beta thalassémique majeure sont
issus des mariages consanguins, les parents sont cousins du ler degré et 2eme degré. Des cas
anémiques graves ont été observés chez les patients ou une diminution de I'hémoglobine par
rapport aux témoins 12,4 + 0,3055 vs 5,8 + 0,6464 g / dl, respectivement. Une microcytose
avec hypochromie est significativement perceptible chez les patients que chez les t€émoins
avec des valeurs VGM et TCMH de 74,3 + 5,224 f] et 29,2 + 0,5333 pg chez les patients par
rapport a 59,3 + 0,7311 fl et 15,1 + 0,6574 pg. En outre, une thrombocytose sensiblement
secondaire et une leucocytose ont été signalés chez ces patients. Les complications
d'endocrinopathies sont associées a la beta-thalassémie majeure de nos sujets sont
I'hypogonadisme et 'ostéoporose 26.31%, déficit en GH 21.05%, Ainsi, Les caractéristiques
biochimiques ont montré qu'il y a une surcharge en fer chez les patients par rapport aux
témoins avec la ferritine sérique 1278 + 87,74ng /1 vs 175,2 +7,728ng / 1.

Cependant le diagnostic moléculaire a été réalisé sur 19 enfants beta-thalassémiques.
Nous avons choisi la méthode de miniséquengage a 1’aide du kit SNaPshotTM (Applied
Biosystem) puisqu’elle permet la recherche rapide des 4 mutations (Codon39, IVS-I-110,
IVS-I-1, G6V) les plus communes et fréquentes du gene HBB et le séquengage direct par la
méthode de Sanger pour détecter les mutations rares.

Les résultats obtenus montrent la présence des mutations différentes responsables de 3-
thalassémie avec une prédominance de la mutation non-sens ducodon 39 (C > T) qui
représente 84,21% des alleles étudiés. Trois autres mutations ont ét€é décrite dans notre
population : IVS-I-110 (G>A) qui représente une fréquence minoritaire (7,89%), cette
mutation est associée avec la mutation non sens codon 39 (C>T). Deux rares mutations ont été
observées avec des fréquences différentes, il s'agit du codon 54(-T) (5,26%), cette 1ésion est
détectée chez une deuxieme famille algérienne et la mutation du codon 27 (G > T) ou Hb
Knossos (2,63%) qui représente une premiere association avec la mutation non sens du codon
39 (C > T) dans la population algérienne. Tandis que les mutations détectées du gene HBB
ont des différents effets sur les variations des parametres biologiques ainsi que sur I’aspect
cytologique des hématies.

Mots clés : Beta-thalassémie, Mutations gene HBB, Diagnostic, enfants.



