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Résumé

Pour 'OMS, 'UNESCO et I'ONU, la drépanocytose occupe le quatrieme rang dans leurs priorités de santé
publiqgue mondiale (derriére le cancer, le virus du VIH et le paludisme). En Tunisie la drépanocytose est la 2éme
hémoglobinopathie aprés la B-thalassémie, représentant ainsi un vrai probléme de santé publique. La fréquence
moyenne du trait drépanocytaire dans notre pays est de 1.89%. La drépanocytose constitue un exemple
historigue de monomorphisme moléculaire. Le fait que la mutation causale soit toujours la méme alors que la
gravité de la maladie est variable, suggére une modulation génétique multifactorielle. Nous avons choisi de
rechercher, par I'approche de génes candidats, certains génes modificateurs qui pourraient expliquer certaines
caractéristiques phénotypiques de la maladie. Le but de la thése présentée est I'étude de la prédisposition
génétique des patients atteints de la drépanocytose a moduler la gravité de la maladie afin d’améliorer
'espérance de vie, la morbidité et la qualité de vie des patients. Pour cela des polymorphismes touchant des
génes candidats ont fait l'objet d’exploration moléculaire afin de chercher d’éventuelle corrélations
phénotype/génotype. Le premier chapitre a concerné l'uridine diphosphoglucuronosyltransférase (UGT1A1l)
impliqué dans la conjugaison de la bilirubine, un pigment résultant de la dégradation de ’héme. On a ciblé un
polymorphisme fonctionnel, il s’agit d’'une insertion d’'une paire de base au niveau de la TATA box du promoteur
qui entraine une diminution de [lactivitté enzymatique et par conséquent une hyperbilirubinémie. Cette
hyperbilirubinémie est un facteur de risque pour le développement de lithiase biliaire pigmentaire qui est une
complication fréquente chez les drépanocytaires. Le deuxiéme chapitre a concerné des génes codant pour des
chimiokines comme RANTES et son récepteur DARC qui sont impliqués dans la polymérisation des globules
rouges et par conséquent la survenue des crises vaso-occlusives. CCL2 et son récepteur CCR2 impliquées dans
le contexte pro inflammatoire de la drépanocytose. Le troisi€me chapitre s’intéresse a I'étude d’association entre
polymorphismes génétiques et le taux de 'hémoglobine F. L’étude s’est orientée vers un géne BCL11A considéré
comme répresseur de I'expression des genes g-globine dans les érythroblastes et aussi a la partie intergénique
HBS1L-MYP (HMIP) impliquée dans la variation des taux de I'HbF. Nos résultats ont montré que les génotypes
ayant l'allele (TA); a I'état homozygote ou hétérozygote sont associés a une hyperbilirubinémie et a la formation
des calculs biliaires. Au niveau allélique, (TA)7 présentent un facteur de risque pour la lithogénése chez les
drépanocytaires a I'age pédiatrique et adulte ainsi que chez des patients non drépanocytaires mais présentant
des lithiases. Le variant (TA)g est associé significativement a la lithogénése chez les drépanocytaires pédiatriques
ainsi que chez les patients non drépanocytaires. Concernant le deuxiéeme chapitre, aucune association
significative n’a été retrouvée entre les chimiokines: RANTES, DARC et CCR2 et les complications étudiées. Par
ailleurs, nos résultats ont montré une association significative entre le polymorphisme CCL2-2518A/G et la
survenue des crises vaso-occlusives et les infections chez les drépanocytaires. Il faut noter qu’il s’agit d’'une
nouvelle association jamais décrite auparavant dans la littérature. Dans le troisieme chapitre, nos résultats ont
montré une association significative entre les rs 11886868 et rs 4671393 du gene BCL11A et la variation du taux
de I'HbF chez les drépanocytaires. Association non trouvée pour les rs 4895441 et rs 9399137 de la partie
intérgénique HMIP. En conclusion, nos résultats concordent avec la littérature pour certains polymorphismes
étudiés et pas pour d'autres. La thése présentée attire I'attention des cliniciens a quelques variants génétiques
qui semblent étre des marqueurs génétiques pour certaines complications de la drépanocytose et par conséquent

a trouver des solutions qui pourraient atténuer les complications de la maladie chez les patients drépanocytaires.
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INTRODUCTION




Introduction

L’hémoglobine assure le transport de 'oxygéne depuis la périphérie vers les tissus. Les
hémoglobinopathies sont des anomalies héréditaires de 'hémoglobine et se subdivisent
en deux groupes. Le premier correspond aux anomalies qualitatives de I'hémoglobine
qui comprend la drépanocytose avec toutes ses formes homozygotes et hétérozygotes
composites. Le deuxiéme groupe concerne les anomalies quantitatives de 'hémoglobine
caractérisées par un défaut partiel ou total de synthése de sous-unités de 'hémoglobine
a et B représentées par les thalassémies.

Pour 'OMS, I'UNESCO et I'ONU, la drépanocytose occupe le quatrieme rang dans leurs
priorités de Santé Publigue Mondiale (derriére le cancer, le virus du VIH et le paludisme). En
Tunisie la drépanocytose est la 2éme hémoglobinopathie aprés la [J-thalassémie,
représentant ainsi un vrai probleme de santé publique. La fréquence moyenne du trait
drépanocytaire dans notre pays est de 1.89% (Fattoum, 2006).

La drépanocytose constitue un exemple historique de monomorphisme moléculaire. Le
fait que la mutation causale soit toujours la méme, alors que la gravité de la maladie est
variable, suggere une modulation génétique multifactorielle. Nous avons choisi de
rechercher, par l'approche de geénes candidats, certains genes modificateurs qui
pourraient expliquer certaines caractéristiques phénotypiques de la maladie. Cette
approche nous parait nécessaire dans le but de définir une stratégie préventive efficace
susceptible d’harmoniser I'équilibre de la vie de nos patients. La physiopathologie des
hémoglobinopathies est en effet complexe et non univoque. Dans la physiopathologie de
la maladie drépanocytaire un facteur parait essentiel : il s’agit du taux résiduel
d’hémoglobine foetale qui empéche la polymérisation de I'hémoglobine S et la
falciformation des globules rouges. La drépanocytose est caractérisée par une hémolyse
chronique qui entraine des complications diverses. Les complications qui menacent de
facon aigué le sujet drépanocytaire sont nombreuses et graves : les accidents
vasculaires cérébraux (AVC) représentent une complication gravissime de la maladie
avec une lourde mortalité et morbidité. Les infections sont particulierement fréquentes et
expliquées par l'asplénie spontanée progressive, compléte a I'a4ge de 6ans. Elles sont a
type d'ostéomyélite a salmonelle, de pneumococcies, d'infections a Haemophilus

influenzae, Escherishia Coli, ou




Mycoplasma Pneumonia. Les ostéonécroses, le syndrome thoracique aigu, la lithiase
biliaire pigmentaire, les complications spléniques et les complications rénales sont
observées aussi chez les malades avec un degré de gravité variable d’'un individu a
l'autre.

Toutes ces complications sont modulées par des génes qui sont impliqués dans
plusieurs mécanismes physiologiques comme le métabolisme des xénobiotiques qui sert
a convertir via différents processus biochimiques les substances exogenes et endogénes
lipophiles en substances hydrophiles facilement éliminées par I'organisme. Les protéines
jouent un réle au cours de l'inflammation comme les chimiokines et sont impliquées
aussi dans 'adhésion cellulaire en relation avec la survenue de crises vaso-occlusives.
Par ailleurs d’autres processus biologiques fondamentaux comme la croissance, le
développement et la différenciation cellulaire sont impliqués.

Une meilleure compréhension des mécanismes génétiques de modulation des
hémoglobinopathies permet 'amélioration de la prise en charge pédiatrique et ainsi une
grande majorité des enfants auraient plus de chance a atteindre I'dge adulte. En effet,
les hémoglobinopathies et en particulier la drépanocytose présentent un probleme de
santé publique dans plusieurs régions du monde et vu leur importance, les cliniciens
portent un intérét particulier a trouver des solutions qui pourraient atténuer les
complications de la maladie chez les patients.

La thése présentée porte sur I'étude de la prédisposition génétique des patients atteints
de la drépanocytose a moduler la gravité de la maladie afin d’améliorer 'espérance de
vie, la morbidité et la qualité de vie des patients. Pour cela des polymorphismes touchant
des génes candidats ont fait I'objet d’exploration moléculaire afin de chercher
d’éventuelles corrélations phénotype/génotype. Parmi ces génes, nous nous sommes
intéressées au gene de l'uridine diphosphoglucuronosyltransférase (UGT1A1) impliqué
dans la conjugaison de la bilirubine, un pigment résultant de la dégradation de I'heme.
L’étude a concerné une insertion d’'une paire de base au niveau de la TATA box du
promoteur qui entraine une diminution de l'activité enzymatique et par conséquent une
hyperbilirubinémie. Cette hyperbilirubinémie est un facteur de risque pour le
développement de lithiase biliaire pigmentaire qui est une complication fréquente chez
les drépanocytaires et les thalassémiques. D’autres génes sont explorés comme
RANTES et son récepteur DARC qui sont impliqués dans la polymérisation des globules
rouges et par la suite la survenue des crises vasoocclusives. CCL2 et son récepteur
CCR2 qui jouent un réle important en attirant les monocytes aux sites d’inflammation

sont impliqués dans la sclérose, les maladies rénales. Par ailleurs, on s’est intéressé a




I'étude de I'association entre polymorphismes génétiques et le taux de 'hémoglobine F.
L’étude s’est orientée vers un géne BCL11A considéré comme répresseur de
I'expression des génes g-globine dans les érythroblastes et aussi a la partie intergénique
HBS1L-MYP  (HMIP) impliquée dans |la variation des taux de [I'HbF.
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Les hémoglobines

Structure

L’hémoglobine est une hétéroprotéine héminique constituée de quatre chaines de
globine identiques deux a deux et de quatre molécules d’héme contenant chacun un
atome de fer a I'état ferreux (Fe++) apte a 'oxygénation (Figure1). Il s’agit d’'une
protéine intra érythrocytaire qui transporte 'oxygéne des poumons vers les tissus et
facilitent également I'élimination du gaz carbonique. Les principales chaines de
globine sont désignées par les symboles a, B, & et y. Durant la vie embryonnaire

deux autres chaines ¢ et ¢ sont synthétisées.

4 groupements heme
(en rouge)

[i-globine ool "«:, [;-globine

e, Hirper Collns, New York

«-globine

Daprés busasd, P (1536) Gore

Figurel : Structure de I’hémoglobine (F. Bernaudin 2006).

Ontogenese

Les diverses sous-unités de globine permettent de réaliser les hémoglobines
spécifiques :

De la vie embryonnaire :

Hb Grower 1((2 €2)

Hb Grower 2(a 2 €2)




Hb Portland (¢2 vy 2)

De la vie foetale :

HbF (a 2y 2)

L’hémoglobine feetale, détectable a partir de la 5°™ semaine de la vie intra utérine
est le principal constituant hémoglobinique de cette période de la vie. Son taux
atteint 90% entre la 8°™ et la 10°™® semaine et reste a peu prés constant jusqu’a la
naissance. La sous-unité foetale y est en fait constituée par un mélange en
proportions variables de deux espéeces moléculaires trés voisines, produits de deux
génes distincts, les chaines A y et G y qui ne différent que par la nature du résidu en

position 136 : Alanine dans le premier cas, glycocolle dans le second.
De 'adulte :

HbA1 ou A : (a 2 B2)=95.5 a 97%.

HbA2 (a 2 62)=2 a 3.5%

HbF (a 2 v 2) <1% et reste limitée a une population cellulaire restreinte, les cellules
F. Ces cellules dont le nombre semble génétiguement déterminé, représentent 1 a
7% de I'ensemble des érythrocytes (Wajemann 2000) (Figure 2).
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Figure2 : évolution ontogénique de ’'Hémoglobine. (http://didac.free/5791 124/index.htm).
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Les génes de globine
Les globines sont des protéines dont la synthése dépend de genes regroupés en

deux familles: les génes de type a (chromosome 16) et les genes de type 3

(chromosome 11) (Figure 3).

Les genes de la famille Alpha

lls sont situés sur le bras cout du chromosome 16 (Deisseroth et al, 1977) couvrant
une région de 26 Kb, ils constituent une famille de 3 génes : al, a2, ¢ et des
pseudos genes non fonctionnels : (1, Ya2, Yol (Orkin et al, 1978) et un gene 61
(Marks et al ,1986).

Les genes de la famille Béta

lls sont localisés sur le bras court du chromosome 11 (Gusella et al, 1979) et
constituent une famille de 5 genes: g, Gy, Ad et B et un pseudogéne béta non

fonctionnel\Y, regroupés sur un fragment d’ADN d’environ 50 Kb.

pB-globin gene cluster
Chromosome 11

AN Damininiin)
) lT] /;—'_EI- At 5 p )

a-globin gene cluster
Chromosome 16

Figure 3 : Représentation schématique de la Famille des génes Alpha et Béta globine
(Frenette et Atweh, 2007)




Les hémoglobinopathies

Les hémoglobinopathies sont des maladies génétiques dans lesquelles il existe une
anomalie héréditaires de I’'hémoglobine. Elles peuvent étre classées en deux grands

groupes :

Les anomalies quantitatives de la production d’'une des chaines de globine

constituent le groupe des thalassémies.

Les anomalies qualitatives ou structurales résultent de la production en quantité
normale d’'une chaine de globine de structure anormale, ce sont les variants de

I’'hémoglobine.
Les thalassémies :

Dans ce cas il existe une inhibition partielle ou totale de la synthése de certaines
chaines polypeptidique de 'hémoglobine. Quand la diminution de la synthese affecte
les chaines B (B thalassémie), le mécanisme compensateur est représenté par une
synthése accrue des chaines y et 8, d’ou augmentation des HbF et HbA2. Quand les
perturbations affectent les chaines a (a thalassémie), la compensation ne peut se
faire que par I'apparition des tétraméres a un seul type de chaine : HbH (34) et Hb

Bart’s (y4) qui n’existent pas chez le sujet normal.
Les variants de ’hémoglobine :

On cite dans ce groupe la drépanocytose ou HbS (6 Glu —val), 'HbC (6 Glu —Lys),
'HbO Arab (121 Gly —Lys) et I'HbE (26 Glu —Lys). L’anomalie structurale est la
substitution d’un seul acide aminé des chaines B de I'HbA par un autre AA. Les
hémoglobines de type D, G, P etc...peuvent s’accompagner ou nom d’une

symptomatologie clinique.




La drépanocytose :

Définition :

La drépanocytose ou anémie falciforme est une maladie autosomale récessive due a
une mutation unique, ponctuelle, du géne B globine situé sur le chromosome 11
(11p11-5). La mutation du sixieme codon (GAG-GTG) entraine le remplacement de
I'acide glutamique 6 par de la valine (Glu6Val).

En fait, il existe pour la maladie drépanocytaire, différents génotypes dont trois sont
prédominant : HbS/HbS, HbS/HbC et HbS/Bthalassémie et représentent les
syndromes majeurs. Les sujets hétérozygotes HbA/HbS sont des porteurs sains.

La drépanocytose se présente comme une anémie hémolytiqgue chronique émaillée

par des complications dominée par des crises douleureuses vasoocclusives.

Historique

La drépanocytose est décrite pour la premiére fois en 1910 aux Etats Unis par le
médecin de Chicago James Herrick, qui a remarqué la présence des globules rouges
déformés en forme de "faucille" dans le sang de I'un de ses étudiants originaire de la
Grenade (Herrick, 1910).

En 1927, Hahn et Gillespie constatent que la diminution de niveau d’oxygéne joue
un réle important sur la falciformation des globules rouges, qui est généralement

réversible en cas d’apport d’oxygene (Hahn et Gillepsie, 1927).

En 1947, Neel définit le trait drépanocytaire a partir de I'existence de descendances

malades, homozygotes SS, issus de parents sains (Neel, 1949).

En 1949, Pauling et al mettent en évidence une différence de migration électro
phorétique entre I’'hémoglobine normale adulte « A » et ’'hémoglobine drépanocytaire

« S » (le S venant de Sickle signifiant faucille), qui est plus lente (Pauling et al, 1949).

En 1959, Ingram démontre par la technique du “fingerprint® que la différence entre
I’'hémoglobine A et ’'hémoglobine S est due a la substitution de I'acide glutamique en

position 6 sur la chaine 3 globine par une valine (Ingram, 1959).




Dans les années soixante, cette substitution est expliquée par le remplacement
d’'une adénine par une thymine sur le codon 6 (GAG > GTG) du géne B globine,

localisé sur le chromosome 11.

Au début des années 70, des tests de dépistage sont lancés aux USA. La
population américaine d'origine africaine est en effet tres touchée.

En 1978, Tom Maniatis isole le géne de la béta globine (Maniatis et al, 1978).
En 1995, I'nydroxyurée devient le premier et le seul médicament permettant de
prévenir les complications dues a la maladie suite a une étude multicentrique

réalisée par Charache S et al. (Charache S et al, 1995).

Répartition géographique
On estime jusqu’a 300000 nouveaux nés drépanocytaires dans le monde chaque

année. Ce nombre important montre que la drépanocytose représente un probléme

de santé publique dans plusieurs régions du monde. (Rapport de TOMS 2006).

La drépanocytose ne concerne plus exclusivement les populations noires d’Afrique.
L'effet des mouvements de migration d’origine africaine et antillaise dans les
capitales européennes, et le continent américain ainsi que l'accroissement du
meétissage, augmente I'expansion de cette maladie a I'échelle mondiale. La
fréquence du gene S est estimée a 10% dans les pays d'immigration des populations
noires. Exemples: Amérique, Europe, Grande-Bretagne, Caraibes et certains pays
d’Amérique du Sud comme le Brésil ou la Colombie (Motulsky, 1973; Serjeant,
1989). Chez les non africains, la drépanocytose persiste dans le sud de I'ltalie (en

Sicile), la Grece, I'Albanie, la Turquie, le nord d’Israél et dans tout le Moyen-Orient.

La nature et la distribution géographique des différents haplotypes S au Portugal
suggerent que le trait falciforme a été importé deux fois, entre les 8éme et 12éme
siécles, du bassin méditerranéen (associé a I'haplotype Bénin), et, aprés le 15 éme
siecle, d'Afrique noire sur une route atlantique (haplotypes Sénégal et Bantou;
Lavinha et al., 1992). Des foyers existent en Arabie Saoudite, au Yémen et en Inde
(région de Punjab) parmi les tribus les plus anciennement installées. Il est absent de
I'Ouest de I'Asie, de la Nouvelle Zélande et de I'Australie (Serjeant, 1989).

Pour I'Afrique, la "ceinture drépanocytaire” commence a l'embouchure du fleuve

Sénégal, couvre toute I'Afriqgue occidentale, I'Afrique équatoriale et orientale, jusqu'au
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canal du Mozambique, depuis le sud du Soudan jusqu'au Zambeze. Elle atteint

Madagascar (Chippaux et al, 1976).

La drépanocytose est trés frequente en Afrigue subsaharienne avec une fréquence
de l'alléle S estimé a 30-40% de la population; en Afrique du Nord et Afrique du Sud
seulement 1 & 2%. La carte géographique de I'Afrique noire montre trois zones a
risque avec des fréquences particulierement élevées: Afrique Centrale (Gabon,
République démocratique du Congo, Angola), les deux autres, en Afrique de I'Ouest
(Sénégal et Bénin). Le gene S est présent dans 10-20% de la population en Afrique
blanche (Serjeant, 1989). En Afrique Centrale, la littérature rapporte des enquétes
réalisées par Vandepitte et al. (1963), ils estiment la fréquence du génotype AS a
25% en milieu urbain, a 28% en milieu rural. Selon Lambotte-Legrand et al. (1951),
un enfant sur 64 (1,6%) serait drépanocytaire SS. Elle est particulierement élevée

dans les régions d’Afrique Centrale ou la malaria est endémique (Figure 4).

[ Fréquence faible (0,5 a 10% de prévalence de
la mutation)

Il Ceinture sicklémique (25 a 50% de prévalence)

Figure 4 : Répartition géographique de I’alléle ou géne S dans le monde d’aprés Kéclard et al
2004.

En Tunisie, la fréquence moyenne du trait drépanocytaire est de 1.89%. Les foyers

d’endémie drépanocytaire ont été décrits dans le Nord-Ouest tunisien ou la




frequence des hétérozygotes est estimée a 6% (Fattoum S et al 2006). La région de

Bizerte (Nord Tunisien) est particulierement touchée par la drépanocytose.

Les haplotypes de la drépanocytose

Des variations de la séquence nucléotidique, sans conséquence pathologique
directe, sont fréquentes. Elles sont désignées sous le terme de polymorphisme.
Lorsque ces modifications portent sur des sites reconnus tres spécifiqguement par
certaines endonucléases (enzymes de restriction) elles sont faciles a mettre en
évidence par les méthodes de cartographie génique (polymorphisme de taille des
fragments de restriction). L'association de plusieurs de ces polymorphismes définit
un haplotype. L'un des résultats les plus intéressants des eétudes des
polymorphismes de I'environnement du gene drépanocytaire a été I'observation d'un
déséquilibre de liaison : les polymorphismes ne sont pas distribués au hasard, mais
forment un petit nombre d'haplotypes bien définis. La mutation drépanocytaire a été
trouvée habituellement associée a 5 haplotypes désignées d'apres leur épicentre. Ce

sont les haplotypes : Sénégal, Bénin, Cameroun, Bantou et Arabo-indien (Bachir, 2000 ;
Elion, 2005). (Figure 5).

Figure 5: Les haplotypes du groupe des génes 3 globine dans la drépanocytose (Bachir,

2000).Les signes + ou — indiquent la présence ou I'absence du site de restriction pour 'enzyme

= Gy Ay Wi ] F
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HincII Hmnl ) Tag I ] P IO Hinc IO Hinf I o IT Hypal
Hind I Hind IIT R 1 HinfI EBamHI
Haplotypes Hb 5
Eemin - - - + - + -+ + - +
Bantou - - + + - + - - - + o+ + + +
Senegal - + + + - + o+ + + - + + + +
Arabo-Ind + + o+ + - + o+ + + o+ -+
Cameroun - + + +  + - + + - + + -
considérée.

La physiopathologie générale

Une mutation unique GAG wmms»-GTG au niveau du 6°™ codon de I'exon1 du géne B

globine entraine le remplacement (en position 6 de la chaine B globine) de I'acide
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glutamique, chargé négativement, par la valine, acide aminé neutre et hydrophobe.
L’hémoglobine A devient 'hnémoglobine S. La présence d’un site hydrophobe (la
valine) crée un pontage entre deux molécules d’hémoglobine voisines. Celui-ci
s’établit entre la leucine 88 et la phénylalanine 85 d’une chaine a d’'une molécule et
la valine 6 de la chaine B de la molécule voisine d’ou la création cristalline en fibres.
C’est le phénomeéne de polymérisation de 'hémoglobine qui ne s’effectue qu’a basse
pression en oxygéne. Elle est trées sensible & des variations minimes de la
température, du pH, de la force ionique intra corpusculaire ainsi que de la

concentration du 2,3 DPG et de la concentration intra globulaire de 'HbS.

La formation de ces fibres intracellulaires entraine une modification de forme du
globule rouge qui prend un aspect en faucille : c’est le phénomene de falciformation.
Plusieurs cycles de falciformation déforment le GR d’'une fagon définitive pour donner
des drépanocytes irréversibles ou l'on note souvent une concentration

d’hémoglobine supérieure a 40g/dl.
Ces altérations membranaires du GR entrainent :
- Une libération de microvésicules.

- Une déshydratation associée a des anomalies de transport ionique
membranaire impliquant le canal Gardos, activé par le calcium intracellulaire

et le co transport K*/CI".

- L’apparition d’'un microenvironnement oxydant associant la libération de
+++

Fe™ " et la création d’'un cycle d’autooxydation de I'Hb S avec retentissement

sur les autres protéines du GR.

Une perte de I'asymétrie des phospholipides membranaires avec externalisation de
la phosphatidyl sérine qui joue un role significatif dans leur reconnaissance par les
macrophages et leur élimination prématurée, I'apoptose cellulaire et I'activation de la

coagulation (Carlo Brugnera et al 2006).

La maladie prend alors une autre dimension rhéologique et vasculaire.




Conséquences rhéologiques de la falciformation

La diminution de la déformabilité du drépanocyte entraine systématiquement une
augmentation de la viscosité du sang. Déformabilité du GR et viscosité du sang sont
deux phénomeénes trés dépendants de I'hématocrite. L’hématocrite bas (20 a 25%)

observé chez les drépanocytaires homozygotes atténue I'effet de ces anomalies.

Anomalies vasculaires chez les drépanocytaires

Au niveau de la microcirculation, les cellules drépanocytaires adhérent a
'endothélium vasculaire. Ce phénoméne d’adhésion est d’autant plus important que
le flux sanguin est turbulent. L’adhérence maximale s’observe dans les vaisseaux de
7 a 10um de diametre. Elle provoque un ralentissement circulatoire et induit la
falciformation et la vasoocclusion. Certaines molécules protéiques ont été

impliquées dans les phénoménes d’adhérence.

- Au niveau des cellules jeunes réticulocytaires on rencontre des

molécules pro adhésives telles que l'intégrine VLA.4 et la glycoprotéine CD36.

- Au niveau des cellules endothéliales les partenaires sont CD36 et apres

activation la protéine VCAM-1.

L’intéraction VLA4 <«—— VCAM-1 est directe, alors que celle qui se fait entre les
deux molécules CD36, fait intervenir un pontage par la thrombospondine

plasmatique.

Processus inflammatoire et drépanocytose

La drépanocytose est une maladie inflammatoire, objectivée par la présence de
nombreux indicateurs de linflammation tels que l'augmentation du nombre de
leucocytes, du taux plasmatique de la protéine C réactive, des cytokines, des cellules
sanguines activées (monocytes, neutrophiles, plaquettes) ainsi que des cellules
endothéliales. Cette réponse inflammatoire existe a I'état basal et exacerbée lors des

crises vasoocclusives.

L’augmentation et l'activation des leucocytes favorisent leur adhérence les uns aux
autres, aux drépanocytes, aux plaquettes et a I'endothélium vasculaire. Les cellules
endothéliales sont aussi activées par I'hypoxie, les infections et les cytokines

proinflammatoire (TNFa , 111, 116).




Cette double activation endothéliale et leucocytaire conduit a une expression
beaucoup plus importante des molécules adhésives : Intégrines, Sélectine et ICAM
qui contribuent davantage a l'obstruction de la lumiére des vaisseaux. D’'un autre
coté, les stimuli inflammatoires et hypoxiques activent non seulement I'adhérence
des drépanocytes, mais aussi leur déshydratation. En effet les GR possédent un
récepteur pouvant fixer avec une forte affinité une famille de médiateurs de
linflammation : les chimiokines (l18 et RANTES). Ces récepteurs érythrocytaires,
appelés DARC (Duffy Antigen Receptor for chemokines) sont les antigenes du

groupe sanguin Duffy"".

La drépanocytose est une maladie systémique

Les phénoménes d’adhésion des GR a [I'endothélium vasculaire peuvent
potentiellement intéresser tous les organes vascularisés et aboutir a des crises
vasoocclusives multiples et disparates, d’intensité et de fréquence variable qui, par le

temps, peuvent se compliquer d’insuffisance d’organes.
Physiopathologie des principaux signes cliniques

Physiopathologie de I’'anémie :

La polymérisation de la désoxy HbS déforme le GR et le fragilise, ce qui cause une
hémolyse et une anémie (anémie hémolytique). Le drépanocytaire homozygote
présente un taux d’hémoglobine entre 6 et 10g/dl avec une réticulocytose de 5 a
15%. Cette anémie est relativement bien tolérée devant I'accélération du débit

circulatoire et surtout la diminution de l'affinité de ’'hémoglobine S pour 'oxygéne.

L’augmentation de la production médullaire entraine un déficit en acide folique qui
nécessite une supplémentation orale pour éviter I'anémie meégaloblastiques.
L’hyperhémolyse est a l'origine d’'un ictére a bilirubine non conjuguée qui peut se
compliquer par une lithiase biliaire pigmentaire constatée chez 30% des malades

avant 20 ans.
L’anémie chez le drépanocytaire peut étre aggravee par :
- Une diminution de la réticulocytose suite a une inflammation.

- Une carence en folate




Un déficit en fer

Des crises d’érythroblastopénie

parvovirus B19 survenant surtout dans I'enfance.

imputables le plus souvent au

Un syndrome de séquestration splénique, syndrome fréquent qui se

traduit par une anémie aigué chez le petit enfant.

Physiopathologie de la crise vasoocclusive
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Figure6 : Physiopathologie de la vasoocclusion
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rouges (Schmugge, 2008).

La falciformation des hématies ainsi que leur déshydratation aboutissent a des
cellules peu déformables. Le recrutement de ces cellules constitue le facteur
principal des accidents vasoocclusifs, favorisés par 'augmentation de la viscosité
sanguine et la majoration de I'adhésion aux parois vasculaires, ce qui ralentit la
fluidité du sang au niveau de la microcirculation des territoires vasculaires intéressés
et engendre un défaut de perfusion des tissus qui en dépendent. Le caractére rapide
ou progressif de I'anomalie de la circulation est a l'origine de complications

vasoocclusives aigues ou chroniques (Figur7).

Physiopathologie des infections

La sensibilité aux infections est variable selon les germes en cause et les types

d’infection. C’est ainsi que chez tous les drépanocytaires splénectomiseés, il existe un




risque d’infections graves a type de septicémies ou de méningites a streptocoque

pneumoniae et a '’hémophilus influenza.

Un autre mécanisme est incriminé dans la survenue des infections. C’est ainsi qu’a
l'occasion d’'une bactériémie, le germe, survenant dans une zéne non ou mal
vascularisée (suite a la vasoocclusion), va se développer et étre a l'origine de
l'infection telle qu'une ostéomyélite par exemple, incriminant des salmonelles dits

mineurs, des staphylocoques, des colibacilles...
Clinique

a) La drépanocytose homozygote

Elle se présente sous la forme d’'une anémie hémolytique chronique et permanente
(Hb entre 6 et 8g/dl) avec un ictere a prédominance de bilirubine non conjuguée, un
retard pondéral, un retard pubertaire, une hépatomégalie inconstante et une
splénomégalie qui peut persister chez I'enfant. Des anomalies radiologiques a type
d’épaississement des os de la volte du crane et une ostéoporose avec des

vertebres en H.

Cette symptomatologie est le plus souvent émaillée de complications aigues a type

de crises vasoocclusives qui peuvent intéresser tous les territoires de 'organisme :

X Crises douloureuses a répétition, surtout au niveau des os longs,
des vertébres, des cotes et du sternum qui dure de 4 a 5 jours et des

crises abdominales avec iléus réflexe durant 2 a 3 jours.

R/
*

X Infections

v Anémies de causes infectieuses (bactérienne surtout) ou
par aplasie médullaire (éryhthroblastopénie due au parvovirus
B19).

v Accidents vasoocclusifs : infarctus osseux, ostéomyélite
aigue due a des salmonnelles, des pneumocoques, au
staphylocoque auréus et des déficits neurologiques. Chez
'enfant drépanocytaire les accidents vasculaires cérébraux

(ischémiques ou hémorragiques) représentent une complication




redoutable. Chez [I'adolescent, 10% des drépanocytaires

présentent un infarctus cérébral avant 'dge de 20 ans.
v Des syndromes thoraciques aigus.

v Un priapisme ischémique aigu qui représente une

urgence.
v Des épistaxis abondantes.

Les complications chroniques se voient chez les adolescents et les adultes :

v Ulceres de jambe (au niveau des cheuvilles).

v Ostéonécrose des tétes féemorales et humérales.
v Arthrite aseptique (au niveau des genoux).

v Rétinopathies prolifératives.

v Lithiase biliaire pigmentaire asymptomatique dans la moitié des cas et

mise en évidence par échographie abdominale.

v Atteinte rénale : Diminution de la concentration maximale des urines,

responsable de déshydratation, hématurie, insuffisance rénale aigué,

BN

insuffisance rénale chronique révélée par une protéinurie, a rechercher

systématiquement.
v Cardiomégalie liée a I'anémie chronique.
v Hypertension artérielle pulmonaire.

v Hépatomégalie liée en partie a la surcharge en fer de moins en moins

observée par les traitements chélateurs du fer.
v Carence en vitamine D chez I'enfant et 'adulte.

v Hypoacousie.




v Et toujours le risque de complications vas-occlusives aigues (os long et

os plat).

b) La drépanocytose hétérozygote

Elle est en général asymptomatique. Si elle est symptomatique, il faut rechercher une
autre anomalie associée, par exemple un déficit en G6PD ou en pyruvate kinase. Il

faut faire attention a I'hypoxie qui est un facteur aggravant.

Diagnostic

Le diagnostic de drépanocytose repose dans tous les cas sur l'identification formelle
de I'HbS.

Ce diagnostic biologique repose sur plusieurs techniques, qui sont :

L’hémogramme

Elle précise I'importance de I'anémie qui est variable, le taux d’hémoglobine variant
en moyenne de 6 a 10 g/dl. L'anémie est typiquement normochrome normocytaire et

régénérative (taux de réticulocytes éleveé).

Frottis sanguin

L’examen du frottis sanguin permet de mettre en évidence la présence d’hématies en
forme de faucille (drépanocytes).
Chez un sujet hétérozygote, ’'hémogramme est normal, pas de drépanocytes sur le

frottis sanguin. (Figure8)
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Figure 8 : Drépanocytes observés sur un frottis sanguin (Tchamago, 2006)

Le test ’EMMEL ou test de falciformation

I permet de mettre en évidence la falciformation en cas de la présence
d’hémoglobine S dans le sang testé, soit par ajolt de méta bisulfite de sodium au
sang du malade, soit par la création des conditions d’hypoxie. Ce test est négatif si la
forme des globules rouges reste ronde et il est positif si les globules rouges
deviennent en forme de faucille.

Ce test, lorsqu’il est positif, ne permet pas de savoir s’il s’agit d’'une forme

hétérozygote ou symptomatique.

Le test d’ITANO ou test de solubilité

Il Consiste a utiliser un réducteur (méta bisulfite), afin de désoxygéner le sang et
d’entrainer la formation d’hémoglobine anormale (HbS).Il repose sur la faible
solubilité de 'hémoglobine S lorsqu’elle est désoxygénée par action d’hydrosulfite de
sodium en présence d’une solution de phosphate (Wajeman et Galactaros 2001).
(Figure 9).




Figure 9 : Test de solubilité. (Wajeman et Galactaros 2001)

L’électrophorése de I’lhémoglobine

Elle permet de séparer les différentes hémoglobines selon leur charge électrique et
leur poids moléculaire, sur acétate de cellulose a pH alcalin ou sur citrate agar a pH
acide (I'électrophorése a pH acide permet de distinguer entre les hémoglobines qui
migrent au méme niveau a pH alcalin comme les hémoglobines C, E et O Arab) et de

différencier les formes homozygotes des formes hétérozygotes.

'
4

Figure 10 : Electrophorése de I’hémoglobine sur acétate de cellulose.

L’isofocalisation électrique

C’est une variante électrophorétique, hautement résolutive. Elle permet de séparer
des hémoglobines de migration identiques et pH isoélectriques différent. C'est la
méthode de référence pour le diagnostic néonatal des hémoglobinopathies
(Tchamago, 2006 ; Bachir, 2000). (Figure 11)
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Figure 11 : Détail d’une focalisation isoélectrique utilisée pour le diagnostic néonatal de la

drépanocytose.
Plus de 90 échantillons sont analysés sur une méme plaque. Chez le sujet
homozygote, la seule hémoglobine adulte visible est 'HbS, et chez les hétérozygotes
on observe des hémoglobines A/S et A/C. (Wajman 2004).

Chromatographie (HPLC)

Certains laboratoires optent pour I'utilisation d’'une chromatographie (HPLC) afin de

seéparer les différentes fractions de ’hémoglobine.

Principe

La séparation des différentes fractions et des différents variants d’hémoglobine se
fait par 'automate selon la charge dans une colonne poly-cationique échangeuse
d’ions, en utilisant un Kit spécifique (Dual Kit-Program reorder Pack). L’élution de
chaque hémoglobine est fonction de son affinité vis-a-vis de cette colonne. A l'aide
d’'un programme intégré spécifique, I'appareil informatis€é nous donne wun
chromatogramme tres détaillé précisant le type et les taux relatifs (pourcentage) de
chaque hémoglobine, et ceci grace a un photodétecteur (LED) de longueur d’'onde A
=415nm.

L’identification de chaque fraction d’hémoglobine (normale/ou anormale) se fait en se
référant aux temps de rétention spécifique a chaque type d’hémoglobine (Siguret et
al, 1997) (Figure 12).
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Figure 12 : Profil d’un individu normal

Diagnostic moléculaire de la drépanocytose

PCR (Polymerase chain reaction)

Il s’agit d’amplifier la séquence correspondant a la mutation et de soumettre
'amplicon a une digestion enzymatique (la mutation abolit un site reconnu par Dde |,
Mn1 |, Mst) ou bien d’utiliser des sondes spécifiques reconnaissant les séquences

mutées et normales (Old, 2001).

Southern blot

Cette technique est utilisée dans le diagnostic anténatal de la drépanocytose. Il s’agit
de digérer 'ADN du feetus par des enzymes de restriction et de séparer les
fragments par électrophorese. Par la suite, ces fragments doivent étre dénaturés
pour séparer les deux brins d’ADN et les transférer sur un filtre de nylon avant d’étre
hybridés avec deux sondes différentes, 'une reconnait la séquence mutée et 'autre

reconnait la séquence normale (Etienne et al, 2006).
Modulation de I’expression clinique de la drépanocytose

Introduction

La drépanocytose se manifeste clinijuement avec une trés grande hétérogénéité.
Elle varie de la mort dans la petite enfance a une vie presque normale, émaillée

parfois de complications mineures. Cette variabilité est liee a des facteurs multiples




et intrigués qui interviennent dans les phénomenes vasoocclusifs et mettent en jeu
des acteurs cellulaires et moléculaires dont I'activité découle en partie de facteurs
génétiques autres que le gene morbide majeur BS et en partie de facteurs
environnementaux. C’est ainsi qu’il a été proposé une modulation multigénique des
complications de la drépanocytose et une approche, de type gene candidat, a été
utilisée (Romana et al, 2009). En dehors des lithiases biliaires ou un seul gene
modificateur, codant pour une enzyme intervenant dans la glucuronoconjugaison de
la bilirubine, a été identifié, la surveneue des autres complications de la

drépanocytose semble dépendre de plusieurs loci.

Le premier niveau d’intervention de ces facteurs génétiques est sans aucun doute la
polymérisation de I'HbS. En effet I'association de la drépanocytose a l'alpha-
thalassémie diminue le phénomene de polymérisation par la diminution de la
concentration intraglobulaire de I'HbS: D’un autre c6té, l'augmentation de
'expression de I'HbF géne la polymérisation de I'HbS et la diminue. Outre le
polymorphisme (SNP) Xmnl C/T, a la position -158 en 5 du géne Gy sur le
chromosome 11 qui a été incriminé dans la régulation exercée en cis sur la
production de I'HbF, des polymorphismes ont été recherchés en trans sur d’autres

chromosomes :

Des travaux récents ont permis d’identifier d’autres loci impliqués dans le contrble de

I'expression de 'HbF (chromosomes 2, 6,8 et X) :

- Au niveau du chromosome 2, un locus impliqué dans la régulation quantitative
de I'HbF (QTL) a été identifié au niveau du géne BCL11A, codant pour une protéine
en doigt de zinc et normalement exprimée dans les précurseurs érythroides. Il rend

compte de 15% de la variance observée.

- Au niveau du chromosome 6, un autre QTL avec trois polymorphismes
différents a été mis en évidence dans une région située entre le géne HBSI1L, de

fonction inconnue et 'oncogéne MYB.

- Enfin un contréle du nombre de cellules F et donc de I'HbF a été mis en
evidence Xp22.2 chez des individus normaux et chez les drépanocytaires, se

traduisant par une différence significative de I'expression de ’'HbF selon le sexe.




En ce qui concerne les accidents vasculaires cérébraux, on peut citer la mise en
évidence de leur association avec plusieurs variants de la P sélectine, du TNFa ou
du VCAM1 ou leurs participations aux mécanismes physiopathologiques de la
drépanocytose a été largement documentée (Romana et al, 2009). De méme qu’il a
été retrouvé une association entre le géne de I'angiotensinogéne et la survenue

d’accidents vasculaires cérébraux (Romana et al, 2004).

L’identification des génes BMP-6; TGFBR2 et TGFBR3 de la famille des
Transforming Growth Factor 3 ou du géne KLOTTO (impliqué dans le métabolisme
du monoxyde d’azote) a permis de les incriminer comme facteurs de risque des
accidents vasculaires cérébraux, du priapisme ou encore dans I'ostéonécrose de la

téte fémorale.
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Figure 13 : Les différents génes modificateurs impliqués dans les complications de la

drépanocytose (Driss et al, 2009)

Modulation génique de la lithiase biliaire (UGT1A1)
Définition de 'UGT1A1

L’uridine diphosphoglucuronosyltransférase (UGT1A1) appartient a la famille des
UGT1 composée d’enzymes de glucuronoconjugaison. Ces enzymes appartiennent

a la deuxieme phase du métabolisme des xénobiotiques. (Figure 14)
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Figure 14: Métabolisme des xénobiotiques (Beaune and Loriot, 2000).
X: xénobiotique; XOH: forme oxydée; XOR: forme conjuguée. Les xénobiotiques peuvent pénétrer
dans la cellule car ils sont généralement hydrophobes. lls peuvent en étre expulsés par des protéines
comme la PgP, produit du gene mdr. lls peuvent ensuite étre fonctionnalisés par des enzymes de
phase | comme les monooxg énases a cytochromes P450 (CYP) puis/ou étre conjugués par des
enzymes de phase Il. Les produits de ce métabolisme peuvent ensuite étre éliminés de la cellule soit
directement, soit par des protéines dites de phase Ill comme mrp. Les produits finaux sont ensuite
éliminés dans la bile ou les urines. Bien que des enzymes du métabolisme des xénobiotiques se

retrouvent dans tous les tissus, |. essentiel de ce processus se déroule dans les hépatocytes.

La réaction de glucuronocojugaison

La glucuronoconjugaison constitue 40 a 70% de I'élimination des xénobiotiques.
Cette réaction est catalysée par la famille multigénique des UDP-glucuronosyl
transférases (UGTs). Ces enzymes membranaires sont localisées au niveau de la
lumiere du réticulum endoplasmique des cellules de la majorité des tissus de
l'organisme. Les UGTs catalysent le transfert d’'un groupement glucuronide
provenant du cofacteur acide uridinediphosphoglucuronique sur différents substrats
possédant un groupement hydroxyle, carboxyle, amine ou thiol. Le produit obtenu est

généralement hydrosoluble, moins toxique et peut étre éliminé par la bile et 'urine.

La conjugaison de la bilirubine

LUGT1A1 est lisoforme majeur responsable de la glucuronidation de la bilirubine
(figurels).
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Figure 15: conjugaison de la bilirubine

Dans les hépatocytes, I'UDP glucuronosyl transférase (UGT1Al) ajoute 2
groupements d’acide glycoronique a la bilirubine pour produire les conjugués

diglycuronides (ou mono-) = acylglycuronides plus solubles dans I'eau.

L’augmentation de la solubilité aqueuse du tétrapyrrole facilite son excrétion biliaire

avec les autres pigments biliaires.

Gene de UGT1A1
Le géne de 'UGT1ALl est localisé sur le chromosome 2 en position q37.1 et il est
composé de 5 exons et 4 introns. Le promoteur est caractérisé par la présence d’une
boite TATA de la forme A (TA)sTAA (située a 22 nucléotides en amant de la coiffe du
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Figure 16 : Localisation chromosomique du gene UGT1A1.
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Figure 17: Gene d’UGT1A1.




Polymorphismes de 'UGT1A1

Plus de 60 mutations rares au niveau de I'UGT1Al ont été identifiés et
correspondent a des mutations ponctuelles, des délétions ou des insertions.
Seulement, un petit nombre d'entre elles ont été trouvées dans la population
générale avec une fréquence assez élevé (>1%) pour étre classées comme
polymorphisme. Outre la forme sauvage, 33 formes alléligues sont répertoriées au
niveau du gene, ainsi que toutes les régions codantes, présentent plusieurs formes

alléliques (tableaul).

Tableau 1 : Les différentes formes alléliques du géne UGT1AL.

(Tukey et al., 2000)- Del : délétion et Ins insertion.

Alleles Mutation Exon Changement protéique
*1 Sauvage
*2 879 del 13 2 Protéine tronquée
*3 1124 Cpar T 4 S375F
*4 1069C par T 3 Q357X
*5 991 CparT 2 Q331DEL44
*6 211G par A 1 G71R
*7 1456 T par G 5 Y486D
*8 625Cpar T 1 R209W
*9 992 A par G 2 Q331R
*10 1021 CparT 3 R341X
*11 923G parT 2 G308E
*12 524 T par A 1 L175Q




*13 508 del 3 1 F170DEL
*14 826 G par C 1 G276R
*15 529 T par C 1 C1l77R
*16 1070 A par G 3 Q357R
*17 1143 C par G 4 S381R
*18 1201 G par C 3 W335X
*19 1005 G par A 4 A401P
*20 1102 G par A 4 Frameshift
*21 1223ins G 4 Frameshift
*22 875CparT 2 A291V
*23 1282 A par G 4 K426EK437X
*24 1309 Apar T 5 K437X
*25 840C par A 1 C280X
*26 973 del G 2 Frameshift
*27 686 C par A 1 P229Q
. A(TAYTTAA | Promoteur Réduction ,d.e I'activité
protéique
*29 1099 C par G 4 R367G
*30 444 T par G 1 L15R
*31 1609 CC par 4 P387R
GT
*32 1006C par T 3 R336W




Réduction de I'activité
*33 A(TA)B8TAA | Promoteur .
protéique

Augmentation de I’activité
*34 A(TA)5TAA | Promoteur .
protéique

f) Association des polymorphismes de 'UGT1A1 avec les maladies

Les polymorphismes particulierement au niveau du promoteur et au niveau des

exons 1, 2, 3,4 et 5 sont incriminés dans diverses pathologies.

Association avec les hyperbilirubinémies congénitales

L'UGT1A1 produit majeur du gene UGT1l est surtout incriminé dans la

glucuronoconjugaison de la bilirubine, métabolite neurotoxique de I'hémoglobine.

Plusieurs variantes alléliques ont été associées a la diminution partielle ou totale de
l'activité de I'enzyme UGT et entrainant de ce fait un défaut de conjugaison, voire de

I'élimination de la bilirubine.

Cette bilirubine non conjuguée regagne le sang et entraine une hyperbilirubinémie,
cause de lictere (jaunisse) cutanéomuqueux. Ce type d'ictere est rencontré dans
trois syndromes, a savoir l'ictere néonatal de Crigler et Najjar de type | et de type Il et

la maladie de Gilbert, beaucoup plus bénigne et qui se manifeste a lI'adolescence.

Les polymorphismes de répétition au niveau du promoteur ainsi que le

polymorphisme de substitution au niveau de I'exon 1 ont été incriminé.

La variation dans le nombre de répétitions du dinuclotide de la région TATA-box du
promoteur de 'UGT1A1 A(TA)nTAA a permis d'identifier quatre variants alléliques
(n=5:UGT1A1*33; n=6: UGT1A1*1; n=7: UGT1A1*28 ET n=8:UGT1A1*34). Il a été
constaté que l'augmentation du nombre de répétition dans le promoteur entraine une
diminution du taux de transcription de I'UGT1Alet inversement. Le polymorphisme
A(TA);TAA(*28) est associé a la maladie de Gilbert. Il en est de méme du
polymorphisme G211A (*6) de l'exonl mais uniqguement pour la population

asiatique.




Implication dans les lithiases pigmentaires

Plusieurs études ont rapporté I'implication du polymorphisme A(TA)nTAA dans la
lithogénese chez des patients qui présentaient des hyperbilirubinémies (Krawczyk M
et al,2011). Les patients atteints des maladies du globule rouge sont les plus
touchés. On cite la drépanocytose, les thalassémies, le déficit en glucose 6
phosphate et la sphérocytose. En effet, ce type de maladie cause une hémolyse
chronique entrainant I'hyperbilirubinémie. Les cas de la drépanocytose et de la
thalassémie sont les plus étudiés. Les lithiases biliaires pigmentaires se développent
dés l'age pédiatrique et on assiste méme a des cholécystectomies précoces. Des
études ont montré I'association des génotypes ayant l'alléle (TA); a I'état homozygote
ou hétérozygote avec le risque de lithogénese chez les drépanocytaires et les
thalassémiques (Galanello R et al, 2001; Passon RG et al, 2001 ; Borgna-Pignatti C
et al, 2003 ; Fertrin KY et al, 2003 ; Haverfield EV et al, 2005 ). Ces études ont

proposé le varaint (TA); comme biomarqueur pour les lithiases biliaires pigmentaires.

Une autre étude a rapporté I'implication du variant (TA)g insertion de deux paires de
base dans la lithogénése chez les enfants et les adultes drépanocytaires (Chaar V et
al, 2005).

L’implication du variant (TA); dans la formation des lithiases biliaires pigmentaires a
été rapporté dans la population grécque chez des patients non atteints de maladies
du globule rouge (Kitsiou-Tzeli S et al, 2003 ; Tse zou A et al, 2009).

La modulation génique des crises vaso-occlusives et de I'infection chez

le drépanocytaire

Introduction

Les drépanocytaires sont plus sensibles aux pneumonies, a la grippe, mais aussi aux
hépatites, aux infections urinaires et aux septicémies (Bagué et Castello-herberteau
2001). Les infections provoquent des complications propres a la drépanocytose telle
que l'aggravation brutale de l'anémie et l'augmentation du risque de crises
vasoocclusives, en favorisant la fievre, 'hypoxie et la déshydratation, a I'origine de la
falciformation et 'augmentation du risque d’occlusions vasculaires. L’infection est
donc une affection trés sévere de la drépanocytose, et peut étre une cause non

négligeable dans I'enfance (Booth et al 2010). Plusieurs études ont porté beaucoup



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Borgna-Pignatti%20C%22%5BAuthor%5D

d’intérét pour cette complication et surtout a I'aspect de modulations génétiques.
Dans ce cadre, des travaux ont été rapportés sur I'implication des chimiokines dans

cette complication (Adoywe et al 2006 ; Dossou-Yovo et al 2009).

Les chimiokines

Les chimiokines sont des cytokines de faible poids moléculaire 6 et 14 KDa (Burteau
et al, 2007), initialement caractérisés par leur capacité a induire la migration des
leucocytes (Segerer S ; Zlotnika). Il existe actuellement plus de 44 chimiokines et 21

récepteurs de chimiokines décrits (Segerer S ; Nelson PJ).

La superfamille des chimiokines peut étre subdivisée en quatre sous familles (C, CC,
CX, CXC et CX3C), selon la position des deux premiers résidus de cystéines (C)
compris dans un motif de 4 cystéines. Ces deux cystéines peuvent étre séparées par

1 ou 3 acides aminés (désignés par X) (Figurel).
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Figure 18 : Familles des chimiokines (Rollins, 1997).

La nomenclature officielle utilisée pour décrire les chimiokines est fondée sur la sous

famille a laquelle elles appartiennent : par exemple la chimiokine MCP-1 est




dénommée CCL2 (pour CC chimiokine ligand 2 (Zoltanica A) ou la chimiokine
RANTES dénommée CCL5. En ce qui concerne les chimiokines de type CXC, un
sous groupe comprend un motif d’aminoacides supplémentaire, ELRCXC (acide
glutamique-Leucine-Arginine-Cystéine-X-Cystéine). Ces chimiokines agissent
généralement comme chimioattractant des neutophiles, alors que le sous groupe
CXC dépourvu de motif ELR, se lie sur des récepteurs différents et sont plus actives
sur les lymphocytes. La sous famille des chimiokines C est consituée de deux

membres : la lymphotactine a (XCL1) et la lymphotactine § (XCL2).

Enfin, un seul exemplaire de la sous famille CX3C est connu, il s’agit de la
fractalkine qui interagit faiblement et directement avec les membranes cellulaires par
l'intermédiaire d’'un domaine mucine et joue a la fois le réle de chimiokine et de

molécule d’adhésion.

Certaines chimiokines jouent un réle important dans les processus inflammatoires,
alors que d’autres sont importantes dans le traffic normal des leucocytes vers les
organes lymphoides (Rossi D et al, 2000 ; Zoltanika A et al, 2000 ; Murphy PM
et al, 2000 ; Campbell J et al, 2000).

L’expression des chimiokines est induite en général par les stimuli proinflammatoires
tels que le TNFa, I, lI1B, 'INFy et le lipopolysaccharide (LPS). Les radicaux oxygénés
libres augmentent I'expression des chimiokines et pourraient représenter un

mécanisme commun de libération des chimiokines, apres une aggression.

Les récepteurs des chimiokines

L’action biologique des chimiokines est médiée par des récepteurs a sept domaines
transmembranaires couplés aux protéines G (10, 19 et 22). lIs appartiennent a la
superfamille des GPCR (G Protein Couples Receptor) car ils ont un motif DRYLAIV,
au niveau de la deuxieme boucle intracellulaire, participant a la fixation des protéines
G impliquées dans la transduction du signal, suite a la fixation d’'une chimiokine a son

récepteur.

Les récepteurs des chimiokines sont dénommeés selon la classe des chimiokines qui
se lient a eux. La spécificité de ces récepteurs pour leur ligand n’est pas étroite : un

récepteur donné peut reconnaitre plusieurs chimiokines d’'une méme sous famille.




Les chimiokines du groupe CC et CXC peuvent aussi se fixer sur un autre type de
récepteur appelé DARC (pour Duffy Antigen Receptor for Chemokines). Il a une
structure & 7 domaines transmembranaires, typique des récepteurs couplés aux
protéines G, sauf que le motif DRYLAIV est absent dans sa deuxiéme boucle
intracellulaire et donc ce récepteur ne lie pas les protéines G et n’active pas leurs

voies de signalisation.

Les chimiokines et leurs récepteurs dans les phénomeénes

inflammatoires

Toutes les chimiokines ainsi que leurs récepteurs qui interviennent dans les
processus inflammatoires sont susceptibles de moduler I'expression clinique de la
drépanocytose voire de toutes les maladies inflammatoires qu’elle qu’en soit I'origine.

A titre d’exemples :

Dans les pathologies rénales, incluant les lésions tubulo interstielles ou les Iésions
glomérulaires, les chimiokines intéressées et intervenant a des degrés variables sont
CCL2/MCP-1 ; CXL8/IL8 ; CXCL10/IL10 et CCL5/RANTES. Il est en est de méme de

leurs récepteurs respectifs.
Dans les phénoménes d’athérosclérose :

Les deux chimiokines CCL2/MCP-1 et CXCLS8/IL8, ainsi que leurs récepteurs
respectifs interviennent d’'une fagon prépondérante dans le développement de

I'athérosclérose.
Dans la drépanocytose :

Les chimiokines RANTES (CCL5) et MCP-1 (CCL2) ainsi que leurs récepteurs
respectifs DARC et CCR2 ont été les plus incriminés dans les phénoménes

inflammatoires associés a la drépanocytose. (Figurel9)
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Figure 19 : Les chémokines et leurs récepteurs (Combadiére, 2007)

RANTES

Définition

RANTES (Regulated upon activation normal T-cell expressed and secreted) ou CCL5
est une chémokines CC de 8 kDa, synthétisée aprées la stimulation des lymphocytes
T, des macrophages, des fibroblastes synoviaux,des cellules épithéliales tubulaires
rénales et des cellules endothéliale . Cette chémokine est impliguée dans le
chémotactisme, elle agit sur les éosinophiles, les macrophages, les basophiles, les

cellules NK, les cellules dendritiques et les lymphocytes T mémoires (Russo-Marie et
al 1998).

En plus, elle induit la dégranulation des basophiles, le relargage de I'histamine,
'augmentation de la production des immunoglobulines Ig E par les lymphocytes B et




contrbéle les fonctions effectrices des €osinophiles telle que la polymérisation de

I'actine.

Elle induit aussi la dégranulation des lymphocytes TCD8 cytotoxiques et favorise la
différenciation des lymphocytes TCD4 auxiliaires vers un profil T helper.

Elle peut se fixer sur plusieurs récepteurs appartenant a la famille des récepteurs
transmembranaires couplés aux protéines G: CCR1, CCR3, CCR4 et CCR5
exprimés sur les leucocytes, ainsi qu’au récepteur localisé a la surface des globules
rouges, DARC (Proudfoot & Chvatchko, 1999 ; Benamar et al, 2008).

Structure génomique

Le gene de RANTES fut isolé en 1988 a partir des lymphocytes T stimulés. Il est de
8.8 Kb, localisé sur le chromosome 17q11.2-q12 et caractérisé par 3 exons et 2
introns (Russo-Marie et al, 1998)(Figure 20).
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Figure 20 : Localisation du géne RANTES sur le chromosome 17 (Schalle, 1991)

Structure tridimensionnelle de la protéine

La protéine RANTES est formée par 68 acides aminés. Elle comprend une extrémité
N-terminale flexible impliquée dans la liaison aux récepteurs, un feuillet constitué de
trois brins B antiparalléles (B1, B2, 3), trois boucles (boucle N située apres la région
N-terminale, boucle 30s entre B1 et B2, boucle 40s entre B2 et B3) et une extrémité

C-terminale en hélice a (Shaw et al, 2004).
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Figure 21 : Structure tridimensionnelle du RANTES (Vangelista et al, 2008)

A faible concentration la chémokine RANTES peut agir directement sur son
récepteur sous forme monomérique ou bien dimérique, la dimérisation du RANTES
se produit au niveau de I'extrémité N-terminale. Cependant, a forte concentration elle
agit sous forme de multimére en interaction avec les GAGs. LA multimérisation se
fait par une liaison entre les résidus Glu 66 Glu 26 chargés négativement, situant a
la surface de la protéine RANTES, et des résidus chargés positivement, localisés sur
d’autres molécules RANTES (Appay & Rowland-Jones, 2001).

Polymorphismes du géne RANTES

Il existe plusieurs sites polymorphes au niveau du géne RANTES, dont les plus
fréquents sont -403G/A, -28C/G dans la région promotrice et IN1.1T/C dans l'intron 1
(Figure 24).Ces polymorphismes sont extensivement étudiés en relation avec

plusieurs pathologies telles que : HIV et 'Asthme.
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Figure 22 : Polymorphismes du gene RANTES




Dans le but d’identifier I'effet des polymorphismes -403G/A, -28C/G et IN1.1T/C sur
l'expression du géne RANTES, une construction génétique faite, basée sur le
clonage d’'un géne rapporteur, tel que le géne codant pour la luciférase (enzyme
contrélant I'oxydation de la luciférine en oxyluciférine provoquant I'émission d’un
photon), dans un vecteur pGL3 transfecté dans une cellule U937, en placant le
promoteur du gene RANTES en amont et le fragment intronique IN1.1T ou IN1.1C en
aval de ce géne rapporteur. La mesure de I'activité montre que la mutation -403A et -
28G augmentent l'activité du promoteur de RANTES par contre la mutation

intronique IN1.1C diminue l'activité transcriptionnelle (An et al, 2002). (Figure 23)

12000+

9000

6000+

Relative Luciferase Activity

3000

NN

‘ | Z CLal A b v -

1909
209
2V
LOV
20V
2V
19V
o9V
gd

Figure 23 : Mesure de I’activité de la luciférase (An et al, 2002)

RANTES et drépanocytose

La drépanocytose est une maladie occasionnant plusieurs réactions inflammatoires.
En effet de nombreux facteurs extraérythrocytaires comme les cellules endothéliales,
les leucocytes et les molécules d’adhésion interviennent dans la physiopathologie de

cette maladie.

Le contexte proinflammatoire de la drépanocytose peut entrainer la libération de

certaines chémokines telle que RANTES, dont le réle semble étre important. En effet,




l'incubation des globules rouges en présence de RANTES entraine la modification de
la constante d’affinité intracellulaire de Ca2+ et l'augmentation de la vitesse
maximale du canal Gardos, ce qui aboutit a une perte dions K+ et de H20
provoquant une déshydratation rapide et sévere, dou la falciformation des
érythrocytes et l'obstruction des microvaissaux qui générent des crises vaso-
occlusives. Cette observation est détectée chez les globules rouges duffy positifs
(globules rouges exprimant le récepteur DARC) mais pas chez les globules rouges
duffy négatifs (Rivera et al, 2002 ; Durpes et al, 2010). (Figure24).

Dans le présent travail, nous nous intéressons a certains polymorphismes du gene
RANTES qui semblent étre impligués dans la modulation de la maladie
drépanocytaire et pourraient étre associés avec I'apparition de crise vaso-occlusive
et l'infection. Un échantillon de drépanocytaires tunisiens sera étudié afin de tester
'association des polymorphismes du gene RANTES avec I'exemple de la maladie

drépanocytaire.
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Figure 24 : Effet de la chémokine RANTES sur ’activité de canal Gardos chez les globules

rouges duffy positive et duffy négative (Rivera et al, 2002)

DARC (duffy antigen receptor)

Définition et roles

Les antigenes du groupe sanguin Duffy (Fy) présentent un double intérét biologique.
Tout d’abord ce récepteur a été reconnu comme le récepteur érythrocytaire de
Plasmodium knowlesi et de plasmodium vivax, parasites de la malaria (Miller et al,
1975, Barnwell etal, 1989).




Ce n’est que par la suite qu’il a été montré que DARC représente aussi le récepteur
pour une famille de polypeptide chimiotactique appartenant soit a la sous famille de
type C-C (RANTES-MCP-1) soit & la sous famille de type CXC (IL8 et MGSA).

Ces propriétés conferent aux antigenes Fy, un rdle potentiel dans la réponse
inflammatoire et qui consiste a emprisonner les chimiokines circulantes et a limiter
leur action tissulaire au site de production. lls sont aussi impligués dans le

recrutement des leucocytes.

Le systéme duffy est composé de deux antigénes Fy? et Fy’ , produits par deux
alleles codominants Fy*A et Fy*B définissant quatre phénotypes Fy( a+b-); Fy
(atb+) ; Fy (a-b+) et Fy (a-b-).

Une étude menée chez les patients présentant les phénotypes Duffy positifs [Fy(
a+b-) ; Fy (a+b+) ; Fy (a-b+)] ou Duffy négatif Fy (a-b-) (Dupres, Marie-Claude 2010)
a montré que IL8 et RANTES favorisent, seulement chez les patients Duffy positifs,
le déshydratation des globules rouges via I'activation du canal Gardos et I'adhérence
des GR aux ligands VCAM1 et fibronectine via I'activation de lintégrine VLA4

exprimée par les réticulocytes.

La structure génique de DARC

DARC est codé par un gene localisé sur le chromosome 1 en position.q22-1.q23 (figure
25)
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Figure 25 : Structure génétique de DARC (RefSeq DNA sequence: NC 000001.10 NT 004487.19).

Polymorphismes de DARC




La substitution de C/T a la position -33 décrite auparavant comme -46 par
Tournamille et al, 1995a altére I'activité du promoteur dans les cellules érythroides en
perturbant un site de liaison pour le facteur de transcription GATAL érythroides

entrainant un globule rouge duffy négatif (figure26) (Pogo et Chaudhuri, 2000).

Une délétion de 14 paires de bases (nucléotides 287-301) résulte en un décalage du

cadre de lecture ce qui introduit un codon stop et produit une protéine tronquée.
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Figure 26 : Fixation des chémokines sur les globules rouges Duffy positive (Nickel et al, 1999).

g9) MCP-1/CCL2

(1) Définition

MCP-1 ou « Monocyte Chemoattractant Protein » ou CCL2 (CC chemokine ligand 2)
est une chimiokine de la famille CC (Matsushima et al.1989; Yoshimura et al.,
1989b)., qui est produite par un grand nombre de cellules, telles que les cellules
endothéliales, les cellules musculaires lisses, les cellules épithéliales, les

kératinocytes et les cellules pulmonaires. Les inducteurs de cette chimiokine sont




nombreux et comprennent de nombreuses cytokines (IL-1B, TNF-a, IFN-yg, IL-4...),
des bactéries (Streptococcus, Mycobacterium, E. coli), des composants bactériens
(LPS, LTA...) (Graveline et al., 2007 ;Tong et al.,, 2003 ; Kohwiwattanagun et al.,
2007 ; Luo et al., 2007 ; Von Aulock et al., 2003) et des virus (Influenzae, protéine
LMP1 du EBV) (Dessing et al., 2007, Buettner et al., 2007).

L’infection par S. aureus d’ostéoblastes ou de cellules endothéliales humaines
entraine une augmentation de la sécrétion de MCP-1 (Bost et al, 2001 ; Tekstra et al,
1999).

(2) Role de MCP-1/CCL?2

Les rbles biologiques de MCP-1 sont nombreux selon le type cellulaire concerné.
C’est une chimiokine pro-inflammatoire qui a la particularité de mobiliser le calcium
intracellulaire des monocytes, des lymphocytes et des macrophages, tout en ayant
un effet chimioattractant sur ces cellules.MCP-1 est le ligand de CCR2.

C’est un puissant chimioattractant qui n’est, dans les conditions normales, pas
exprimé a forte concentration dans le systeme nerveux central (SNC). Son
augmentation se fait cependant rapidement apres un dommage, et ce, surtout au
niveau des astrocytes, mais aussi au niveau des macrophages, de la microglie et des
neurones (Kuziel et al, 1997; Siebert et al, 2000; Wang et al, 2002). MCP-1 est
capable d’attirer sur le lieu de l'inflammation les cellules exprimant le récepteur
CCR2 (Kuziel et al, 1997; Siebert et al, 2000; Wang et al, 2002), ce qui comprend
entre autres les monocytes, les lymphocytes T, les cellules dendritiques myéloides et
les cellules NK (Allavena et al, 1994; Carr et al, 1994; Nakamura et al, 1995; Taub et
al, 1995a; Taub et al, 1995b). MCP-1 est responsable de [l'activation de son
récepteur en le rendant sous la forme dimérique. (Zhang et Rollins, 1995).
L’expression de MCP-1 dans la plupart des conditions inflammatoires est corrélée a
linfiltration de monocytes sur le site de I'inflammation (Tesch et al, 1999). Les souris
déficientes en MCP-1 ou en son récepteur CCR2 sont résistantes a
'encéphalomyélite auto-immune expérimentale, a savoir que les leucocytes ne
peuvent pénétrer dans le SNC. Le TNF_ joue un r6le critique dans cette maladie en
induisant I'expression de MCP-1 par les cellules gliales associées a la BHE (Owens
et al, 2005).




MCP-1 joue un rble aussi bien dans I'immunité innée qu’adaptative. C’est
notamment un facteur important pour la différenciation des cellules ThO en Th2 in
vitro, via un mécanisme dépendant d’IL-4 (Huang et al, 2001a). In vitro, I'attachement
des monocytes aux astrocytes (par le biais notamment des molécules d’adhésion
ICAM-1 et VCAM-1) conduit a une production de MCP-1 par les deux types
cellulaires, cette augmentation de I'expression étant en partie médiée par les
cytokines pro inflammatoires IL-1_ et TNF_ (Andjelkovic et al, 2000). L’intéraction
entre les cellules endothéliales et les monocytes conduit également a une
augmentation de MCP-1 (ainsi que d’IL-8) qui est indépendante d’une réponse
précoce d’IL-1 ou du TNF (Lukacs et al, 1995). Le TNF module I'expression de MCP-
1, et ce, via les formes réactives de I'oxygéne (FRO) (Chen et al, 2004). | semble
gue MCP-1 lui-méme puisse auto-réguler négativement sa synthese et sa libération
au niveau neuro-vasculaire (Ge et al, 2008).

MCP-1 est capable d’induire la production de MMP-9, une protéase impliquée dans
les dommages tissulaires (Robinson et al, 2002).

Des travaux rapportent qu'une sur-expression de MCP-1 par les astrocytes

empéche I'encéphalomyélite auto-immune expérimentale (Elhofy et al, 2005).

(3) Structure génique de CCL2

Le géne CCL2 est localisé sur le chromosome 17 au niveau de la position 17q11.2-
gl2 (Mehrabian et al, 1991) (Figure 27).
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Figure 27 : Localisation chromosomique du géne CCL2

(URL=http://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=CCL2&search=CCL2)

Le gene CCL2 fait 1.93Kb et est composé de trois exons et deux introns et génere
typiqguement un seul transcrit d '"ARNm de 0.8 kb (Schall TJ, 1991; Oppenheim et al,
1991) (Figure 28).



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Mehrabian%20M%22%5BAuthor%5D
http://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=CCL2&search=CCL2

Le premier et second intron paraissent étre conservés dans cette famille et le
premier intron sépare la séquence signal de la protéine mature. Le premier exon
contient une séquence non-traduite en 5' et les nucléotides codant pour la séquence
du peptide signal. Le second exon code pour la moitié N-terminale de la protéine
mature, alors que le troisieme exon code pour la partie C-terminale ainsi que la

région non-traduite en 3' de la protéine (Schall.T.J., 1991).
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Figure 28 : Organisation chromosomique du gene CCL2 (Schall, 1991)
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(4) Les polymorphismes du géne CCL2

Plusieurs polymorphismes ont été identifiés au niveau du gene CCL2 (tableau 2).

Tableau 2 : Différents polymorphismes du gene CCL2

rs4586 rs2857656 rs3917886 rs13306748 rs62054928
rs13900 rs2857657 rs3917887 rs13306749 rs71804933
rs1014542 rs3091332 rs3917888 rs13306750 rs74988151
rs1024611 rs3760396 rs3917904 rs28730833 rs75284178
rs2190972 rs3760397 rs11575010 rs34095515 rs75433364
rs2215182 rs3760398 rs11575011 rs36231142 rs76813041




rs2857655 rs3760399 rs11575012 rs41507946 rs79290195

Dans notre étude on s’intéresse a I'étude du polymorphisme -2518 A/G (rs1024611)
situé dans la région du site d'’initiation de la transcription du géne CCL2 en position
-2518. Ce polymorphisme induit une augmentation de I'expression de CCL2 en

réponse a un stimulus inflammatoire (Rovin et al, 1999).

Dans la littérature, plusieurs pathologies ont été associées avec le gene CCL2 tel

que ; 'athérosclérose et I'arthrite rhumatoide.

(5) Structure protéique de CCL2
L'ADNc du MCP-1 humain code pour une protéine comprenant 99 acides aminés.

La protéine MCP-1 humaine est d’abord produite en tant que précurseur contenant
une séquence signal de 23 acides aminés. Apres clivage de ce peptide signal, une
protéine mature de 76 acides aminés est sécrétée (Van Coillie et al, 1999;
Deshmane et al, 2009).

La structure tridimensionnelle de CCL2 est composée d’une partie N-terminale non
structurée avant la premiere cystéine, de trois brins  séparés par de petites boucles
N et d'une partie C-terminale en forme d’hélice o aprés la derniére cystéine
(Nagasawa 1999, Crump M. 1997). Cette structure est maintenue par deux ponts

disulfures (Figure 29)

Figure 29 : Structure 3D de CCL2 (Handel et Domaille, 1996)




(6) Relation entre CCL2 et la drépanocytose

Le contexte proinflammatoire de la drépanocytose peut entrainer la libération de
certaines chémokines telle que CCL2, dont le réle semble étre important dans
'aggravation de la maladie. En effet, la chimiokine CCL2, est un facteur majeur
de l'infiltration des leucocytes dans le parenchyme cérébral dans une variété de
conditions neuropathologiques associées a l'inflammation, y compris les accidents
vasculaires cérébraux (Oliver et al, 2007). En outre, des études ont indiqué
que CCL2 et son récepteur CCR2 pourraient avoir un role important dans la

régulation de la perméabilité de la barriére hémato-encéphalique (BHE).

De récentes études ont montré I'association entre le polymorphisme rs4586 du géne
CCL2 et les AVC chez les drépanocytaires (Sebastiani et al, 2005; Driss et al, 2009).

Dans le présent travail, nous nous intéressons a un autre polymorphisme, situé au
niveau du promoteur du gene CCL2 qui pourrait étre impliqué lui aussi dans la
modulation de la maladie drépanocytaire et pourrait étre associé a I'apparition des

accidents vasculaires cérébraux.

CCR2

Définition

Le récepteur aux chimiokines CCR2 est un membre de la famille des récepteurs aux
CC-chimiokines qui lie les chimiokines CCL2, CCL7, CCL8, CCL12 et CCL13 (Charo,
1999; Jiang et al, 1992). C’est un récepteur transmembranaire formé de 7 domaines

et couplé a une protéine G (RCPG).

Réles physiologiques de CCR2
CCR2 est exprimé par les lymphocytes T mémoires de fagon inductible et sur les

monocytes de facon constitutive. Il est aussi exprimé sur les macrophages et les




cellules dendritiques (Frade et al, 1997; Rabin et al 1999; Murphy et al, 2000). Ce
récepteur joue un réle important dans le recrutement de monocytes dans les Iésions
athérosclérotiques et dans I'hyperplasie intimale secondaire & une Iésion artérielle
(Boring et al, 1998 ; Charo & Taubman, 2004).

CCR2 (récepteur auquel CCL2 se lie préférentiellement) est exprimé de facon
constitutive sur les neurones et les astrocytes dans plusieurs régions cérébrales y
compris le cortex, I'hippocampe, [I'hypothalamus et le cervelet suggérant que
CCL2 et CCR2 jouent un important role physiologique et physiopathologique dans le
SNC (Banisadr et al, 2002).

(3) Structure protéique de CCR2

Comme tous les autres RCPGs, CCR2 possedent sept segments
transmembranaires, trois boucles intracellulaires, trois boucles extracellulaires, un
domaine N-terminal et un domaine C-terminal (Gether, 2000). Il possede deux
cystéines conservées formant un pont disulfure entre les premiére et deuxieme
boucles extracellulaires et il posséde aussi deux cystéines supplémentaires formant
un second pont disulfure entre le domaine N-terminal et la troisieme boucle
extracellulaire (Figure 30). Ces deux ponts disulfure apparaissent nécessaires pour
le repliement du récepteur, la liaison de leur ligand et/ou leur capacité a activer les
cascades intracellulaires (Blanpain et al, 1999). De plus, CCR2 possede un segment
amino-terminal riche en résidus acides et tyrosines sulfatées, une troisieme boucle
intracellulaire courte et basique et un motif DRYLAIVHA relativement conservé au
niveau de la deuxieme boucle intracellulaire.
La spécificité de liaison de ligands a CCR2 est portée par les domaines
extracellulaires et, plus particulierement la deuxieme boucle extracellulaire (Samson
et al., 1997).
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Figure 30: Structure du récepteur CCR2 avec ses deux isoformes CCREA et CCR2B (Nakayama
et al, 2004)

(4) Structure génique de CCR2

Le gene CCR2 est localisé sur le chromosome 3p21.31 avec un cluster de
récepteurs de génes pour les chimiokines (Figure 31).
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Figure 31 : Localisation chromosomique du géne CCR2 (URL=http://www.genecards.org/cqgi-
bin/carddisp.pl?gene=CCR2&search=CCR?2)

Le géne CCR2 fait 7.18 Kb et est composé de 3 exons et 2 introns (le premier exon
n’est pas transcrit). Le géne codant pour le récepteur CCR2 a été cloné en 1994 par
le groupe du Dr. Charo (Charo et al, 1994); deux variants d’épissage alternatif de
360 résidus (CCR2a) et 374 résidus (CCR2b) qui se distinguent par la longueur de
leur extrémité C-terminale (61 résidus pour le CCR2a et 47 résidus pour le CCR2b)

(Wong et al, 1997) ont été isolés (Figure 32). Les deux variants different dans



http://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=CCR2&search=CCR2
http://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=CCR2&search=CCR2

certaines de leurs voies de signalisation et de leurs actions; par exemple la
mobilisation de calcium n’est pas requise pour la chimiotaxie induite par CCR2a alors
gu’elle I'est pour CCR2b (Cho et al, 2007). Avec quelgues prédominances pour un
variant ou lautre. CCR2 est exprimé dans les monocytes, les lymphocytes T
mémoire, lymphocytes B et dans les basophiles (Frade et al, 1997); et peut avoir une
action pro inflammatoire ou anti-inflammatoire en fonction du type cellulaire sur

lequel il est exprimé.
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Figure 32 : Organisation structurale du gene CCR2 et ses deux isoformes (Wong et al, 1997)

(5)Polymorphismes du géne CCR2

Plusieurs sites polymorphes ont été identifiés au niveau du gene CCR2 aux
positions nucléotidiques suivantes : -6928 G/T, -6752 A/G, 190 G/A, 840 C/T, 3000
A/G, 3547 T/C, 3610 A/G, 3671 C/G, 4385 T/A (Navratilova, 2006). Le plus étudié de
tous c’est le polymorphisme 190 G/A (CCR2-V64l).

Une substitution de G vers A a la position 190 du géne CCR2 au niveau de I'exon 3
change I'aminoacide Valine (GTC) en isoleucine (ATC) au niveau du codon 64
(CCR2-V64lI). La substitution de cet aminoacide conservateur prend place dans le

premier domaine transmembranaire de CCR2A et CCR2B. Ce changement rend




CCR2A plus stable et augmente sa demi-vie mais n’affecte pas la stabilité de
I'isoforme CCR2B (Nakayama et al, 2004). La mutation V64l entraine la réduction de
la liaison de MCP1 (CCL2) a son récepteur CCR2.

On rapporte dans la littérature que le polymorphisme CCR2-V64l (rs1799864) est
associé avec plusieurs pathologies ; diminution du risque de progression du SIDA
avec le variant CCR2-64I pour les individus affectés du VIH (loannidis et al, 2001),
sclérose multiple (Miyagishi et al, 2003) et le développement du cancer de sein
(Zafiropoulos et al, 2004). |l est aussi associé avec 'augmentation du risque de
I'athérosclérose carotidienne (Nyquist et al, 2009) et la réduction du risque de rejet
de transplantation rénale (Ormani et al, 2008). K.F. (Narter et al. 2010) ont rapporté
une association de V64l avec le cancer de la vessie, suggérant son role comme

facteur de risque.

(6) Relation entre CCR2 et la drépanocytose

La vulnérabilité aux infections et la survenue de stroke sont deux caractéristiques
de la maladie drépanocytaire. La susceptibilité aux agents infectieux est la

conséquence d'un infléchissement prouvé de 'immunité du drépanocytaire.

Dans notre étude on va s'intéresser au polymorphisme CCR2-V64l, ce
polymorphisme altere le recrutement des macrophages (Nakayama et al, 2004) et
donc il pourrait mettre un peu de Ilumiére sur la sensibilité accrue des
drépanocytaires aux infections. D'un autre co6té, Hoppe et al, 2004) se sont
intéressés a rechercher des corrélations entre certaines polymorphismes touchant
des molécules d’adhésions, de certaines cytokines et de leurs récepteurs et la
survenue de strocke chez le drépanocytaire. Concernant CCR2-V64l, ils n'ont pas
trouvé d’association significative avec la survenue de strocke chez le

drépanocytaire.

A ce jour, aucune étude n’a confirmé le réle de CCR2-V64I| dans la complication

drépanocytaire.

Modulation génique du taux de ’HbF chez le drépanocytaire



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=1799864

Introduction

Le taux d’hémoglobine fcetale, aprés l'age de 4 ans, est inférieur a 0,6% de
’hémoglobine totale dans la population générale. Toutefois, chez 10 a 15 % des
individus, ce taux est augmenté et se situe entre 0,8 et 5% (Thein et al, 2005). Cette
condition n’entraine aucun signe clinique ni biologique chez les sujets sains. Quand
elle est associée a un défaut majeur de la chaine béta-globine, elle peut atténuer le
phénotype puisque la chaine foetale, en s’associant avec la chaine alpha-globine
libre, diminue la proportion de chaines libres et forme de I'Hb F qui vient corriger
'anémie. L’identification des déterminants génétiques contrdlant le taux d’HbF chez
I'adulte est un champ de recherche trés actif qui pourrait conduire a la caractérisation

de marqueurs pronostiques individuels.

Certains facteurs génétiques modulant I'expression de 'HbF sont liés au locus béta-
globine mais I'existence de déterminants transmis de fagon indépendante du locus
béta-globine a aussi été démontrée grace a des études de ségrégation (Gianni et
1983, Giampaolo et al 1984, Martinez et al 1989).

Dans le locus béta-globine, une substitution du promoteur du géne G-gamma-globine
appelé polymorphisme Xmnl (en raison du site de clivage créé pour cette enzyme de
restriction) a été tres étudié (Labie et al, 1985). Ce polymorphisme est retrouvé dans
toutes les populations a une fréquence variable qui peut aller jusqu’a 35%. Des
études ont montré qu’il est responsable pour un tiers des variations du taux d’'Hb F
retrouvés chez des adultes sains (Garner et al, 2000). L’effet de ce polymorphisme
est surtout sensible dans les conditions de stress anémique observés chez le patient
thalassémique ou drépanocytaire. On ne sait pas encore s'’il a un effet direct ou sl

est simplement lié & un déterminant génétique situé ailleurs dans le locus.

Des études beaucoup plus récentes ont pu identifier plusieurs loci non liés au locus

béta-globine, ayant également une influence importante sur le taux d’Hb F.

Le premier de ces loci a été identifie en Xp22 chez des patients drépanocytaires
comme étant lié a des taux d’HbF significativement plus élevés (Dover et al 1992 et
Chang et al, 1995) mais aucun géne n’a pu étre identifié dans la région et

I'association n’a pas été confirmée par la suite dans d’autres études.




En revanche, un autre locus identifie¢ a la méme époque en 6923 par analyse de
liaison dans une tres grande famille indienne (Thein et al 1994, Craig et al, 1996)
s’est révélé étre un des sites majeurs impliqués dans les variations du taux d’'Hb F
chez I'adulte. Ce QTL (pour Quantitative Trait Locus) serait responsable de 17% des
variations du taux d’Hb F observés chez les adultes sains et a été validé dans une
population européenne (Thein et al, 2007) ainsi que sur des individus porteurs d’'un
trait béta-thalassémique (So et al, 2008). La région d’intérét contient entre autres, le
géne HBSI1L codant pour un membre de la famille des GTP-binding protein et
exprimé dans les précurseurs érythroides et cMYB, codant pour un proto-oncogene
jouant un réle dans la différenciation et la prolifération cellulaire (Close et al, 2004).
MYB intervient dans la cinétique de I'érythropoiése en freinant la différenciation et en
favorisant les étapes de prolifération (Jiang et al, 2006). Les SNPs impliqués dans la
variation du taux d’HbF sont situés dans la région intergénique entre HBSI1L et
cMYB. lls ont été bien caractérisés dans plusieurs échantillons de populations
d’origines géographiques différentes; certains de ces haplotypes ont été retrouvés
significativement lié a des taux élevés d’Hb F et a un niveau d’expression diminué de
MYB (Thein et al, 2007). Une expression basse de MYB entrainerait une légere
accélération de la différenciation et, par conséquent, une persistance d’hémoglobine
foetale du fait d’un switch incomplet des génes foetaux vers les genes adultes
comme on l'observe dans les situations de stress anémique (Stamatoyanopoulos
2005). On retrouve également, corrélé a une expression basse de MYB, un nombre
diminué d’érythrocytes et un VGM plus important chez des sujets sains, renforgant
I'hypothése d’une réduction de la phase de différenciation (Menzel et al, 2007a). Les
haplotypes favorisant la persistance d’Hb F pourraient également étre liés a la
variabilité de la réponse aux inducteurs de synthése d’Hb F (Kuroyanagi et al, 2006,
Jiang et al, 2006).

Un QTL en 8q, identifié également a partir de I'étude de liaison de la méme grande
famille indienne, serait significativement li¢ au polymorphisme Xmnl du locus béta-
globine, suggérant une interaction entre le locus béta-globine et un géne putatif en
8q (Garner et al, 2002). Cette étude a été validée sur d’autres populations (Garner et
al, 2004) mais pour linstant aucun géne n’a été impliqué d’'un point de vue

fonctionnel.




Enfin, tres récemment, un QTL a été caractérisé en 2pl5 (Menzel et al, 2007b) par
une étude d’association pangénomique chez des sujets sains. Trois études
ultérieures réalisées sur d'importantes cohortes de malades béta-thalassémiques et
drépanocytaires ainsi que de témoins, s’accordent pour montrer que plusieurs SNP
du gene BCL11A, situé dans cette région et codant pour un facteur de prolifération
cellulaire, sont liés de fagon trés significative a des taux d’HbF élevés chez des
sujets de différentes origines géographiques (Uda et al, 2008, Sedgewick et al, 2008,
Lettre et al, 2008). Contrairement a MYB, BCL11A n’aurait pas une action globale sur
la cinétique de différenciation cellulaire mais un réle direct sur la régulation des
génes de globine feetale, ce qui pourrait en faire une cible thérapeutique (Sankaran
et al, 2008). Ce réle direct n’est cependant pas spécifique puisque BCL11A est aussi

connu pour réguler la différenciation des lymphocytes (Liu et al, 2003).

BCL11A

Définition
BCL11A est une protéine en doigt de zinc. Protéine qui contient au moins un doigt de

zinc. Un petit domaine fonctionnel plié qui nécessite une coordination d'un ou

plusieurs ions de zinc afin de stabiliser sa structure.

Localisation cellulaire

Les génes de la famille BCL11 sont principalement exprimés dans deux types
cellulaires distincts, dans les cellules du systeme immunitaire et dans les cellules du
cerveau. Par des expériences de Northern Blot, 'équipe de Satterwite a mis en
évidence une forte expression de BCL11A dans les ganglions lymphatiques sains,
dans le thymus et dans la moelle osseuse. Elle n’a pas trouvé d’expression dans les
autres tissus humains. Elle retrouve également une forte expression de TARNm de
BCL11A dans le cerveau feoetal et dans les leucémies B portant la translocation t
(2;14) (p13;932.3). Par des expériences d’hybridation in situ, elle a montré que

BCL11A était exprimée uniguement dans les cellules B du centre germinatif et pas




dans les cellules du manteau des ganglions lymphatiques. Ceci suggéere un role de

cette protéine dans le développement des cellules B (Satterwhite E et al 2001).

Structure génique de BCL11A

Le géne BCL11A est localisé sur le chromosome 2 en 2p16.1. Saiki et al 2000.
(Figure 33)
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Figure 33 : Localisation chromosomique de BCL11A. http://www.genecards.org/cgi-
bin/carddisp.pl?gene=BCL11A

Cing variantes sont obtenues par épissage alternatif aprés la transcription

aboutissant ainsi a cing isoformes distincts (Figure 34).
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Figure 34: Le géne BCL11A et ses différentes isoformes, telles qu'elles ont été mises en

évidence dans les cellules lymphoides d'un syndrome malin. A) La structure du géne, comportant



http://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=BCL11A
http://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=BCL11A

5 exons et 4 introns ; les rectangles jaunes représentent les zones 5" et 3’ non traduites. B) Figurées
en bleu les 2 isoformes longues L et XL, ne correspondent pas a la méme délétion, soit I'exon 5, soit
une partie de I'exon 4. C) Figurées en rouge les 2 isoformes courtes identifiées dans des cellules
jeunes. Dans la forme S il y'a une délétion presque compléte de I'exon 4. Dans la forme XS toute la
partie 3’ est délétée. Un petit exon 3’ correspond a une séquence partielle de l'intron 2 (noté, au

niveau de la structure, comme EXS).Les signes | correspondent a I'emplacement des doigts de zinc.

Fonction

BCL11A fonctionne comme un proto-oncogéene des myéloides et des lymphocytes B.
Peuvent jouer un rdle important dans la leucémogenése et I'hématopoiese. Un
facteur essentiel dans la lymphopoiese est requis pour la formation de cellules B
dans le foie feetal. Il peut fonctionner comme un modulateur de l'activité

transcriptionnelle de la répression ARP1.

BCL11A et drépanocytose

L’augmentation du taux de I'HbF associée a un défaut majeur de la chaine beta-
globine peut atténuer le phénotype puisque la chaine fcetale, en s’associant avec la
chaine alpha-globine libre, diminue la proportion de chaines libres et forme de I'Hb F
qui vient corriger 'anémie. L’identification des déterminants génétiques contrdlant le
taux d’'HbF chez I'adulte est un champ de recherche trés actif qui pourrait conduire a
la caractérisation de marqueurs pronostiques individuels. Certains facteurs
génétiques modulant I'expression de I'HbF sont liés au locus béta-globine, mais
'existence de déterminants transmis de fagon indépendante du locus béta-globine a
aussi été démontrée grace a des études de ségrégation (Gianni et al 1983,
Giampaolo et al 1984, Martinez et al 1989).

Réle de BCL11A sur la variation du taux de I’HbF

L’étude fonctionnelle a été poursuivie par un marquage a la biotine de BCL11A dans
une lignée de cellules érythroleucémiques de souris, MEL, cellules n’exprimant que
les globines adultes. Ce marquage permet la purification sur colonne d’avidine des
complexes protéiques contenant BCL11A biotinylée. Un de ces complexes est le
complexe répresseur NURD (nucleosome remodeling and histone deacetylase) lié

par la séquence amino-terminale ; un complexe BCL11B/NuRD a déja été observé




dans des lymphocytes B et T (Cismastu VB et al 2005). BCL11A s’associe aussi
avec la protéine de la matrice nucléaire matrine-3, ainsi qu’avec des peptides de
GATA-1, principal facteur de transcription érythroide, et son cofacteur FOG-1 (Friend
of Gata). L'’ensemble des données génétiques, développementales et biochimiques
suggérait un réle de BCL11A dans I'extinction des génes g-globine, et les auteurs ont
entrepris de tester cette hypothése directement en modulant son taux dans des
cellules érythroides primitives. De ce fait, l'introduction transitoire d’'un ARN
d’interférence (siARN) ciblant ’TARNm BCL11A & JO de la culture, diminue la protéine
de 40-45 % a J4 en méme temps que le taux de 'ARN g globine s’éléve (x 2,3) a J7 ;
I'effet est moindre si le siARN est utilisé plus tardivement. En comparant par
microarrays les génes exprimés avant et a 7 jours apres le traitement par siARN
spécifiqgue ou par un contrdle non spécifique, les auteurs ont exclu toute interférence
de BCL11A avec le processus de différenciation des cellules, et montré une action
du siARN BCL11A restreinte a la répression du gene g-globine. Une réduction plus
durable de I'expression de BCL11A via I'expression permanente d’'un ARN simple
brin en épingle a cheveux (shARN) ciblant I'expression de BCL11A entraine une
élévation trés supérieure du taux d’HbF a J7, qui peut étre isolée par HPLC, alors
gu’elle est indétectable dans la culture témoin. L'effet quantitatif comparé obtenu par
SiARN et shARN a permis aux auteurs de parler d’'un effet de « rhéostat moléculaire

» controlant I'extinction des génes g-globine.

Polymorphismes du géene de BCL11A et taux d’HbF

En 2007 Menzel et al ont identifié un QTL situé en 2p15 par une étude d’association
pangénomique chez des sujets sains. Trois études ultérieures réalisées sur
d'importantes cohortes de malades beta thalassémiques et drépanocytaires ainsi que
de témoins, s’accordent pour montrer que plusieurs SNPs du géne BCL11A, situé
dans cette région et codant pour un facteur de prolifération cellulaire, sont liés de
facon trés significative a des taux d’HbF élevés chez des sujets de différentes
origines géographiques (Uda et al, 2008, Sedgewick et al, 2008,

Lettre et al, 2008). BCL11A n’aurait pas une action globale sur la cinétique de
différenciation cellulaire mais un rdle direct sur la régulation des géenes de globine
foetale, ce qui pourrait en faire une cible thérapeutique (Sankaran et al, 2008) (Figure

35). Une étude plus récente (Xu J et al, 2011) a montré que le répresseur BCL11A




est nécessaire in vivo pour bloquer I'expression de la y-globine chez les animaux
adultes. En effet, Xu et al ont montré que le blocage de BCL11A permet
d'augmenter le taux d'hémoglobine foetale et corrige la drépanocytose chez la souris
adulte. BCL11A sert de barriere a la réactivation de I'HbF par des agents inducteurs
de HbF connus. Pour vérifier que BCL11A représente une cible thérapeutique
potentielle, les auteurs montrent que linactivation de BCL11A dans des souris
drépanocytaires corrige les défauts hématologiques et pathologiques associées a la
drépanocytose, par une induction tres forte d'HbF. Ainsi, linterférence avec
I"extinction de I'HbF, par la manipulation d'une protéine cible unigue est suffisante

pour corriger les symptémes de la drépanocytose. (Xu J et al 2011).

Pas de liaison

LCR

Zone de liaison

Figure 35 : Etude par immunoprécipitation de la fixation de la protéine BCL11A sur différents

éléments du locus B —globine.

Aucune fixation n'est retrouvée au niveau des promoteurs y-globine et B-globine. On observe, en
revanche, une forte fixation au niveau du site HS3 du LCR, ainsi que dans une zone séparant géenes
foetaux et génes adultes, en aval du géne Ay -globine, et en amont du géne &-globine. Cette zone a

été souvent suspectée d'inclure un (des) élément(s) régulateur(s) du switch.

HBS1L-MYB

Définition

Le gene HBSI1L codant pour un membre de la famille des GTP-binding protein est
exprimé dans les précurseurs érythroides, et cMYB,codant pour un proto-oncogene
joue un réle dans la différenciation et la prolifération cellulaire (Close et al, 2004).
MYB intervient dans la cinétique de I'érythropoiése en freinant la différenciation et en

favorisant les étapes de prolifération (Jiang et al, 2006).

Structure génique




Les genes qui codent pour HBS1L et cMYB sont localisés sur le chromosome 6 en
g23.3. (Figure 36)
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Figure 36 : Localisation chromosomique de HBS1L-MYB.
http://www.genecards.org/cqgi-bin/carddisp.pl?gene=HBS1-MYB.

La région intergénique HMIP commence a 188pb en amont de I'exon 1 du géne
HBS1L et se termine a 45 Kb en amont du géne MYB et a une taille de 126 KB.
(Figure 37).
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Figure37 : A) Organisation du chromosome 6 en 6g23, qui comporte 5 génes qui n'‘ont pas tous la
méme orientation. B) Dans l'intervalle HBS1L-MYB, un intervalle a été localisé comme contenant le(s)
élément(s) régulateur(s), et appelé HMIP. Dans cet intervalle des sites hypersensibles & la DNase |

(marqués par une fleche |) ont été localisés.

Implication de HMIP dans la variabilité des taux de ’'HbF

Des études récentes montrent que HMIP contient un locus de régulation distale qui
témoigne de la présence de plusieurs signaux érythroides spécifiques de GATA-1.
Ce locus coincidait avec les sites DNasel hypersensible, et la présence de transcrits
intergéniques dans les cellules précurseurs érythroides (Wahlberg K et al 2009). I
est suggéré que les éléments régulateurs HMIP contrélent I'expression MYB, qui a
son tour influe sur la différenciation érythroide, et indirectement, le contréle des

niveaux d'HbF. MYB est un géne de caracteres quantitatifs (Jiang et al 2007); les



http://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=HBS1-MYB

cellules précurseurs érythroides de personnes ayant un taux élevé de I'HbF et des
niveaux plus élevés de cellules F ont moins l'expression MYB. MYB a été également
associée a une numération érythrocytaire plus faible, mais aussi a un volume
érythrocytaire et une numération plaquettaire plus élevée. En outre, la variabilité du
génotype au HMIP a un impact pléiotropique sur plusieurs types de cellules du sang
périphérique: le nombre et le volume des érythrocytes, la concentration en
hémoglobine, la numération plaquettaire et monocytaire chez les individus sains

d'ascendance européenne (Menzel et al 2007).

Polymorphismes de HMIP et taux d’HbF

Une étude faite par Thein et al 1994 a identifié un locus situé en 6923 par analyse de
liaison dans une trés grande famille indienne et s’est réveélé étre un des sites majeurs
impliqués dans les variations du taux d’Hb F chez I'adulte. Ce QTL (pour Quantitative
Trait Locus) serait responsable de 17% des variations du taux d’HbF observés chez
les adultes sains et a été validé dans une population européenne (Thein et al, 2007)
ainsi que sur des individus porteurs d’un trait béta-thalassémique (So et al, 2008) et
sur des drépanocytaires (Lisa et al 2009). Les SNPs impliqués dans la variation du
taux d’HbF sont situés dans la région intergénique entre HBS1L et cMYB. La région
qui comprend les polymorphismes les plus associés est appelée HMIP2 (Figure39).
Ces polymorphismes sont: rs9399137, rs28384513, rs4671393, rs4895440,
rs9402686, rs11759553, rs6929404. Quatre d’ entre eux ont été bien caractérisés
dans plusieurs échantillons de populations d'origines géographiques différentes
(Tableau3); certains des haplotypes ont été retrouvés significativement lié a des taux
élevés d’Hb F et a un niveau d’expression diminué de MYB (Thein et al, 2007). Une
expression basse de MYB entrainerait une légere accélération de la différenciation
et, par conséquent, une persistance d’hémoglobine foetale du fait d’'un switch
incomplet des génes foetaux vers les génes adultes comme on I'observe dans les
situations de stress anémique (Stamatoyanopoulos 2005). Les haplotypes favorisant
la persistance d’Hb F pourraient également étre liés a la variabilité de la réponse aux

inducteurs de synthése d’Hb F (Kuroyanagi et al, 2006, Jiang et al, 2006).

Tableau 3: Association des marqueurs génétiques de HMIP avec le taux de

I’HbF dans différentes populations.




Marqueurs de HMIP-2 Européenne Afro-Caribéens Afro-Germain Groupe Jamaicain

N=76 N=174 N=633 N=811
P P P P
(rs9399137) 1.5x1077 0.005 0.002 9.2x10™
(rs11759553) 2.7x107° 0.122 0.001 3.5x107™*
(rs4895440) 2.4x107° 0.650 0.005 0.012
(rs9402686) 5.6x107° 0.008 5.9x107° 1.1x10™

P : indice de significativité
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Figure 38 : Vue d'ensemble de la région 6q23 et le locus HMIP.

L'organisation génomique de l'intervalle de 1,5 Mb candidat et le segment de 126 kb couvrant des

portions de HBS1L et MYB et la région intergénique sur 623 du chromosome.




Objectifs

Cibler des polymorphismes fonctionnels touchant des génes candidats afin de

chercher d’éventuelles corrélations phénotype/génotype chez les drépanocytaires.

+ Réle du polymorphisme A(TA)nTAA du géne UGT1Al dans la

lithogénese.

+ Implication des polymorphismes -403G/A, -28G/C et INT1T/C du gene
RANTES et -46T/C du géne DARC dans la survenue des crises vaso-

occlusives et des infections.

+ Implication des polymorphismes -2518G/A du gene CCL2 et CCR2V64l

dans la survenue des crises vaso-occlusives, les AVC et des infections.

+ Role des polymorphismes rs11886868, rs46711393 du gene BCL11A,
rs9399137, rs4895441 de la partie intergénique HMIP dans la variation du
taux de I'HbF.




MATERIELS ET
METHODES







|. SUJETS

Aprés consentement éclairé des patients ou leurs parents un prélevement de 10ml de sang
total sue EDTA a été effectué pour les sujets suivants :

- 141 jeunes lycéens considérés hématologiquement normaux.

- 175 drépanocytaires homozygotes parmi ceux qui nous sont adressés au laboratoire.
L’analyse est réalisée au premier diagnostic et avant toute transfusion.

- 76 patients souffrant de lithiases biliaires diagnostiqués par échographie abdominale
et avant cholécystectomie.

. METHODES

Chaque patient étudié a bénéficié d’'une étude phénotypique compléte suivie d’'une
exploration moléculaire.
C. Etude phénotypique

Outre les données cliniques fournies par le clinicien, la caractérisation biologique du
phénotype drépanocytaire comporte une série d’explorations hématologiques et

biochimiques permettant de préciser le diagnostic et d’orienter I'étude moléculaire.

4. Données hématologiques

L’étude hématologique est basée essentiellement sur la numération et la formule

sanguine (NFS) et le frottis sanguin.

a)La NFS
La NFS, est réalisée a I'aide d’'un compteur automatique type Coulter S. Il donne a la
fois le nombre de globules rouges (GR) et de globules blanc (GB), 'hématocrite(Ht),
le volume globulaire moyen (VGM), la teneur corpusculaire moyenne en Hb (TCMH),
la concentration corpusculaire moyenne en Hémoglobine (CCMH) ainsi que l'indice

de distribution érythrocytaire.

Les parametres de la NFS dont les valeurs normales son consignées dans le
tableau 1 renseignent sur la nature et le type de I'anémie. Toutefois, les éléments les

plus significatifs dans la drépanocytose sont I'Hb, le VGM, la TGMH et le taux de




réticulocytes. L’anémie est considérée quand le taux d’Hb est diminué. Elle est dite

microcytaire hypochrome quand le VGM et le TGMH sont diminués. Chez le

drépanocytaire 'anémie est le plus souvent normocytaire normochrome (VGM et

TGMH normaux).

Tableaul : les valeurs normales des parametres de la NFS

Parametre de la NFS

Valeurs normales

Chez la femme

Valeurs normales

Chez ’'homme

GR
GB
Hb

Ht
VGM
TGMH

CCMH

Plaguettes

Leucocytes

4-5.4 10°/mm®
4-10 10%/1

12 -16 g/ 100 ml
37 446 %

80 & 100 mm3
27 a 32 pg

32236 g/ 100 ml

150 000 a 400 000 / mm3

4000 411 000 / mm3

4.5-6.2 10°/mm®
4-10 10°%/I
132418 g/ 100 ml
40 & 52 %

80 & 100 mm3

27 a 32 pg

32236 g/ 100 ml

150 000 a 400 000 / mm3

4000 1 000 /

mm3

b) Le frottis sanguin

Le frottis sanguin est réalisé manuellement utilisant la coloration classique au Giemsa

(annexel). Il permet de visualiser sous microscope la nature des hématies, leurs formes et

leurs contenus. La mise en évidence des cellules falciformes et des réticulocytes a nécessité

des préparations spécifiques (annexe 1). Chez le drépanocytaire les hématies sont




irrégulieres. Outre les cellules falciformes, on peut observer une poikiocytose , anisocytose,

schisocytose et plusieurs autres types de cellules anormales.

5. Profil hémoglobinigue

En plus des données hématologiques, le diagnostic d’'une drépanocytose repose
essentiellement sur I'analyse de I'Hb par différentes méthodes selon les laboratoires.
Dans notre travail le profil hémoglobinique des patients a été réalisé par séparation
des fractions de 'Hémoglobine par HPLC. L’appareil est un automate (D-10 Bioarad)
adapté a la séparation des fractions de I’'Hb par chromatographie haute pression sur
une colonne échangeuse de cations. Les fractions sont identifiées selon leur temps
de rétention (figure 1 a, b et c). Afin d’avoir une garantie de résultat la fraction d’Hb
foetale a été dosée par la méthode de résistance a la dénaturation alkaline et la
présence d ‘Hb S a été confirmée par le test de solubilité connu également sous le

nom de test d’'ltano (annexesl)
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Figure1 a: Profil d’'un homozygote AA
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Figure 1b : Profil d’un homozygote SS.
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Figure 1c : Profil d’'un homozygote AS

6. Etude biochimique

Outre les données hématologiques et électrophorétiques le phénotype est complété

par I'évaluation du statut hémolytique basé essentiellement sur la valeur de la

bilirubine sérique.




b) Dosage de la bilirubine

(1)Principe :

La bilirubine (sérique ou plasmatique) réagit avec l'acide sulfanilique diazoté pour
former un composé coloré. Cette réaction est facilitée en présence de deux solvants :
le dimethyl sulfoxyde et I'éthyléne glycol. L’intensité de la coloration générée par la

réaction est proportionnelle a la concentration de la bilirubine totale.

(2)Prélévement :
Le dosage de la bilirubine a été effectué sur plasma du sang prélevé pour I'étude

phénotypique et moléculaire. Tout prélevement hémolysé est automatiquement

remplacé par un nouvel échantillon.

(3)Technique:
La technique (annexe 1) est automatisée, le dosage est réalisé par un automate de
biochimie Konelab 20. Les valeurs normales pour la bilirubine totale sont inferieurs

a 17umol/l.

Etude moléculaire

Extraction de ’ADN génomique

L’ADN est extrait a partir des leucocytes du sang périphérique prélevé sur EDTA .La
méthode utilisée est celle de I'extraction au phénol/chloroforme qui renferme

plusieurs étapes :

Lavage des hématies

Le lavage se fait avec I'eau physiologique 9%o. afin d’éliminer les débris cellulaires et
les protéines plasmatiques, suivi d’'une centrifugation a 4500 tr/10 min. Ensuite on

procede a une élimination du surnageant. Cette étape est répétée 2 fois.

Lyse des globules rouges

La lyse des globules rouges se fait par choc osmotique a l'aide d’'une solution
hypotonique (SLR) et ceci a pour effet de détruire les globules rouges sans porter

atteinte aux globules blancs dont la membrane est beaucoup plus résistante.

Sur le plan pratique, on ajoute 5 volumes de solution de lyse des globules rouges

pour un volume globulaire lavé.




Ensuite, afin d’accélérer la lyse des globules rouges on procéde a un choc thermique
(incubation dans la glace pendant 10 min) suivi d’'une centrifugation a 4500 tr/ 10 min
pour séparer les globules blancs des débris des globules rouges. On obtient a la fin
de cette opération un culot de globules blancs fixé au fond du tube et un surnageant
gu’on élimine et qui contient 'hémoglobine et les débris cellulaires hématiques On

répéte cette étape jusqu’a obtention d’'un culot propre.

Lyse des globules blancs

Les globules blancs sont soit directement lysés, soit congelés a -20°C pour une
utilisation ultérieure. On ajoute 1 ml de solution de lyse des blancs (SLB) et 60 ul de
protéinase K (10ug/ul) afin d’éliminer les histones. Ensuite, on laisse incuber durant
toute une nuit a 37°C sous agitation jusqu’a obtention d’'une solution visqueuse et

homogene.

Précipitation des protéines

On utilise le phénol pour précipiter les protéines. On ajoute 2 volumes de phénol a la

suspension de globules blancs.

Aprés, on réalise la centrifugation a 4500 tr/10 min et on obtient 3 phases : une
phase aqueuse (surnageant), un culot représentant la phase organique contenant
phénol et au milieu une interphase contenant les protéines. On récupére la phase
aqueuse contenant 'ADN en faisant trés attention a ne pas aspirer les protéines.
Ensuite on ajoute 2 volumes de chloroforme et ceci afin d’éliminer le phénol et on
centrifuge a 4500 tr/10 min. Suite a cette centrifugation, on obtient 2 phases ; une
phase organique et une phase aqueuse. On récupére donc la phase aqueuse qui
contient ’ADN.

Précipitation de ’ADN

Pour précipiter la méduse d’ADN, on ajoute de I'éthanol absolu a -20°C et on met

dans la glace. On centrifuge a 4500 tr/10 min afin d’éliminer le phénol restant.

Lavage et séchage de la méduse d’ADN

Le lavage se fait avec I'éthanol 70% suivi d’'une centrifugation a 4500 tr/10 min. Cette
étape de lavage est a répéter 2 a 3 fois. Sécher tube ouvert a température ambiante

pendant toute une nuit pour I'élimination de I'alcool.




Redissolution de ’ADN

On dissout 'ADN a l'aide de I'eau bidistillée ou bien a I'aide du Tris EDTA (T10E1).

Remarque : Selon la taille de la méduse on ajoute des volumes différents d’eau
bidistillée:

- Petite méduse : 200 ul d’eau bidistillée.
- Méduse de taille moyenne : 250 a 300 ul d’eau bidistillée.
- Grande méduse : 350 a 600 pl d’eau bidistillée.

Analyse quantitative et qualitative de ’ADN :

Analyse quantitative

On réalise un dosage quantitatif a partir d’'une solution d’ADN diluée a 'aide d’un

spectrophotometre :

- Dilution au 1/100 : 10 yl d’ADN + 990 ul d’eau distillée.
- Oudilution au 1/200 : 5 yl d’ADN + 995 pl d’eau distillée.

Ensuite on mesure la DO a 260 nm par spectrophotométrie dans l'ultraviolet.

Sachant qu’une unité de DO a 260 nm de I’ADN double brin correspond 50 ng/pul, la

concentration de 'ADN est déterminée grace a la formule suivante :

Concentration en ng / ul= DO a 260 nm * 50 * F

(F : Facteur de dilution)

Il est indispensable de mesurer également I'absorption a 280nm et a 230nm pour

permettre I'estimation de la pureté de 'ADN.

La pureté de 'ADN est déterminée par le rapport R :

R= DO 260/DO 280 (R compris entre 1,8 et 2)

- SiR <1,8 — Trop de protéines.




- SiR >2 — Présence dARN.

La contamination de ’ADN par le phénol est estimée par le calcul du rapport :

DO 260/DO 230 R < 1,8 mmmp Contamination par le
phénol

Analyse qualitative

Il s’agit d’effectuer une électrophorése de ’ADN sur un gel d’agarose 1% afin de

vérifier la présence de ’ADN dissout et de contréler sa qualité :

- Si on obtient une bande sous forme d’agrafe — ADN est de bonne qualité.

- Sion obtient des smears — ADN est dégradé.

Etude moléculaire des séquences d'intérét

Données générales sur la PCR

Le Principe

La technique d'amplification génique in-vitro par PCR (Polymérase Chain Reaction)
permet d'amplifier de facon exponentielle une séquence de nucléotides a étudier.
Elle a été mise au point par Kary Mullis en 1983 et elle repose sur l'action de 'ADN
polymérase thermostable (Tag polymérase) qui synthétise le brin complémentaire
d'une séquence d'acide nucléiqgue (ou matrice) par €élongation d'une amorce.
L'élongation se fait toujours dans le sens 5'-3, par incorporation de
désoxyribonucléotides triphosphates libres (ANTP=dATP+dCTP+dTTP+dGTP) qui
seront complémentaires a la séquence a étudier. L'ADN étant double brin, deux

amorces seront utilisées, une par brin.

Les composants de laréaction PCR




La PCR s'effectue dans un volume réactionnel contenant de ’ADN génomique, des
dNTP, des amorces sens et antisens, la Taq polymérase et une solution de tampon

10X de lI'enzyme, en présence de chlorure de magnésium (MgClI2).

La réaction de séguencage
Définition
Le séquencage de ’ADN est la détermination de la succession des nucléotides.

Cette technique utilise les connaissances qui ont été acquises depuis une trentaine

d'années sur les mécanismes de la réplication de 'ADN.

Principe
Il repose sur le principe de la méthode enzymatique qui a été développée par
Sanger en 1977 (Sanger & al, 1977).

Il est basé sur [l'utilisation de didésoxyribonucléotides (ddNTP) au lieu des
désoxyribonucléotidestriphosphate (ANTP) qui sont marqués par des fluorochromes
de couleurs différentes (ddATP= vert, ddTTP=rouge, ddCTP=bleu et ddGTP=noir).

Les ddNTPs different des dNTPs par I'absence d'un groupement OH en position 3’.
Ainsi lorsqu'une ADN polymérase utilise un ddNTP, elle n'est plus capable de
rajouter le moindre nucléotide a sa suite : la synthése du brin d'ADN s'arréte (figure
2).

groupement OH absent : I groupement OH présent :
didésoxyribonucléotide £ > désoxyribonucléotide

ddNTP dNTP

OH 7

Figure 2 : Différence entre dNTP et ddNTP




- Le recopiage d’'un brin matrice par une ADN polymérase ADN dépendante est
initiée par la fixation d’un oligonucléotide spécifique (amorce), complémentaire du
brin matrice. Cette ADN polymérase va permettre I'élongation d’'un nouveau brin

complémentaire du brin matrice dans le sens 5 —3’.

- L’ADN polymérase permet l'incorporation de nucléotides (ANTP: déoxynucléotides)
libres présents dans le milieu réactionnel par la formation d’un pont phosphodiester
entre le 3’'OH de la chaine et le 5’ phosphate du dANTP suivant. La réaction de
Sanger repose sur lincorporation aléatoire par cette ADN polymérase de
didéoxynucléotides interrupteurs de chaine (ddNTP) eux aussi présents dans le
milieu réactionnel. Dans le milieu réactionnel il y’a compétition entre les dNTPs et les
ddNTPs.

Le rapport spécifique ddNTP/ANTP et I'affinité de la taq pour chaque nucléotide sont
optimisés de telle fagcon qu'un ddNTP soit statistiguement incorporé a toutes les

positions possibles.

- L’élongation de chaque produit monobrin se termine par l'incorporation d’'un ddNTP

spécifique.

Ici, chaque ddNTP (ddATP, ddTTP, ddCTP, ddGTP), marqué par un fluorochrome
différent va avoir un spectre d’émission qui lui est spécifique. Une analyse spectrale
va différencier les différents fluorochromes, associer la base correspondante et donc

définir la séquence nucléotidique du brin d’ADN initial.

Etapes de laréaction de séquence

Les étapes de la réaction de séquence sont résumées dans la figure ci-dessous
(figure 3).
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Figure 3: Les étapes de laréaction de séquence




Protocole expérimental du séquencage

Purification enzymatique du produit PCR
Cette étape consiste a éliminer I'excés d’amorce et de nucléotides triphosphates. On

traite chaque 5ul de produit PCR par 0.5 unité d’exonucléase, 0.5 unités de SAP
(Shrimp Alkaline Phosphatase) et 4 pl d’eau stérile.

La purification enzymatique est réalisée dans un thermocycleur Applied pendant une

heure selon le programme suivant :

- Incubation a 37°C pendant 40 min — Dégradation des amorces et

nucléotides non incorporeés.

- Incubation a 80°C pendant 20 min — Inactivation des enzymes.
Réaction de séquencage
Le mélange réactionnel du séquencage, contient par tube réactionnel, les réactifs
suivants a la quantité indiquée :

Tableau 2 : Les réactifs de la réaction de séquence

Réactifs Volume (ul)
Big dye (3.1)* 1.5l
Tampon Big dye 5X 4 ul

Amorce F/R (20 picomoles/ul) 1l

Produit PCR purifié 10ul
Eau sterile 3.5u
Total 20ul

* Nous utilisons la technologie Big Dye Terminator version 3.1 (Applied Biosystems :
ABI).

Ce mélange réactionnel est soumis a une succession de réactions thermiques

cycliques selon le programme suivant :




Tableau 3: Le programme de séquencage

Température Durée Cycles
96°C 10 sec
50°C 5 sec
25
60°C 4 min

Précipitation a I’éthanol 80% de I’ADN a séquencer

Les produits de la réaction de séquengage sont précipités dans 80ul d’éthanol a 80%
froid. Le mélange est par la suite incubé pendant 20 min a température ambiante a
I'abri de la lumiére puis centrifugé a 4000 tr pendant 20 min afin de le débarrasser de

I’éthanol.

Les produits obtenus sont ensuite injectés dans le séquenceur ou ils seront
séquencés puis traduits en chromatogrammes lisibles par le logiciel «Bio Edit » (Bio
Edit Sequence Alignement Editor. V 7.0.5).

Les électrophoreses

L’électrophorése est utilisée pour des fins analytiques ou préparatifs car elle permet
la séparation et la purification des fragments de 'ADN. Les acides nucléiques sont
des macromolécules polyanionigues uniformément chargés pouvant migrer dans un
champ électrique. La charge globale de 'ADN est constante; lors de I'électrophorése
la vitesse de migration de la molécule d’ADN ne dépend alors que du nombre de

paire de bases et de la concentration du gel.

Electrophorése sur gel d’agarose

On a utilisé le gel d’agarose pour faire le contréle qualitatif des ADN extraites et pour

chaque contréle de toutes les PCR réalisées. La concentration du gel d’agarose




utilisée pour controler les produits de PCR est de 1%. Le gel d’agarose est préparé

comme Ssuit:

Si la cuve est petite on pése 0.5g dans 50 ml de TBE 1X ou bien 1g d’agarose dans
100ml de TBE1X si on passe a une cuve plus grande. Le mélange est chauffée
jusqu’a la dissolution de l'agarose. On ajoute quelques gouttes de bromure
d’éthidium (BET) comme agent intercalant. La solution est par la suite versée dans
un moule approprié et laissée gélifier pendant quelques minutes. Une fois
polymérisé, le gel est mis dans une cuve d’électrophorése contenant le méme
tampon (TBE 1X). Le suivie de la migration de 'ADN se fait grace au bleu de
migration ayant une concentration de 6X. Aprés dép6t dans les puits, la migration est

effectuée dans un champ électrique de I'ordre de 100 Volts et de 45 mA.

Une fois la migration est terminée (marquée par le front de bleu), le courant est
arrété et le gel est récupéré pour la révélation de I'ADN. On utilise un
transilluminateur pour la révélation de 'ADN en plagant le gel sur une plaque
émettrice de la lumiére ultraviolette. Une photo du gel est prise par une caméra

connectée a un ordinateur en utilisant le logiciel Gel Doc analyzer.

Electrophorese sur gel de polyacrylamide a 8%

Dans notre travail on utilise le gel d’acrylamide pour contréler les produits de

digestion.

L’électrophorése est réalisée sur gel de polyacrylamide pour la séparation de petits
fragments car leur résolution est plus grande que sur un gel d’agarose. La
polymérisation du mélange acrylamide- bisacrylamide est initiée par I'addition de
persulfate d’ammonium (PSA) a 10% et catalysée par le TEMED 100% (N, N, N, N
tétraméthyléthylenediamine) (sigma). L’électrophorése est conduite en tampon TBE
1X sous une tension comprise entre 120 et 160V avec un marqueur de poids
moléculaire (Tableau 4). A la fin de la migration verticale, 'ADN est coloré dans une
solution de BET a 1mg/l ml pendant 20 min puis visualisé en lumiere UV et

photographié par la suite.




Tableau 4: La composition du mélange pour préparer un gel de polyacrylamide a 8%

Composants Volume
Solution d’acrylamide 40% 9.6 ml
TBE 1X 38.4 ml
PSA 10% 240 pl
TEMED 100% 36ull

Exploration des polymorphismes étudiés

Etude du polymorphisme A(TA)nTAA

L’étude du polymorphisme A(TA)nTAA a été réalisée par PCR simplexe suivie d’'une

réaction de séquencage.

La réaction de PCR a été effectuée dans un volume réactionnel de 25ul contenant
150ng d'ADN génomique, 0.2mM de dNTP, 5 pmol de chacune des amorces
(TA)F :TAACTTGGTGTATCGATTG GT et (TA)IR:CTTTGCTCCTGCCAGAGGTT,
1 unité de Taq DNA polymérase (invitrogéne, 5U/ul) et 2.5ul de tampon 10X de
PCR, en présence de 1ul MgCI2 50mM selon le programme de PCR suivant : une
dénaturation initiale pendant 10mn a 94 suivi de 30 cycles comprenant 1mn de
dénaturation, 1mn d’hybridation a 59°C et 1mn d’élongation a 72°C enfin une
élongation finale pendant 10mn a 72°C. Les produits de PCR, purifiés par la
méthode enzymatique a I'exonucléase | et Shrimp Alcaline Phosphatase (SAP)
sont ensuite séquencés a l'aide d’'un séquenceur automatique (ABIPRISM 310
DNA sequencer PE, Applied Biosystems, Foster City; USA). Les séquences sont
obtenues sont traduites sous forme de chromatogramme lisible a 'aide du logiciel
BioEdit.

Etude des polymorphismes -403G/A et -28C/G du gene RANTES

L’étude des polymorphismes -403G/A et -28C/G du gene RANTES a été réalisée par

PCR simplexe suivie d’'une réaction de séquencage.

La réaction de PCR a été effectuée dans un volume réactionnel de 25ul contenant
150ng d'ADN génomique, 0.2mM de dNTP, 5 pmol de chacune des amorces




CCL5F : CAGAGGACCCTCCTCAATAAAAC et CCL5R:
CTCCCCAACATGAGTCCACAC, 1 unité de Tag DNA polymérase (invitrogene,
5U/ul) et 2.5ul de tampon 10X de PCR, en présence de 1ul MgCl2 50mM selon le
programme de PCR suivant : une dénaturation initiale pendant 10mn a 94 suivi
de 30 cycles comprenant 1mn de dénaturation, 1mn d’hybridation a 62°C et 1mn
d’élongation a 72°C enfin une élongation finale pendant 10mn a 72°C. Les
produits de PCR ont une taille de 899pb. Ces derniers sont purifies par la
méthode enzymatique a I'exonucléase | et Shrimp Alcaline Phosphatase (SAP)
sont ensuite séquencés a l'aide d’un séquenceur automatique (ABIPRISM 310
DNA sequencer PE, Applied Biosystems, Foster City; USA). Les séquences sont
obtenues sont traduites sous forme de chromatogramme lisible a 'aide du logiciel
BioEdit.

Etude du polymorphisme INT1.1T/C du géne RANTES

L’étude du polymorphisme INT1.1T/C du géne RANTES a été réalisée par
PCR/RFLP en utilisant 'enzyme de restriction Mboll.

La réaction de PCR a été effectuée dans un volume réactionnel de 50ul contenant
200ng d'ADN génomique, 0.2mM de dNTP, 5 pmol de chacune des amorces
INT1.1F: CACAAGAGGACTCATTCCAACTCA et
INT1.1R:CTGACTCATGCCTGTCAGC , 1 unité de Taqg DNA polymérase
(invitrogéne, 5U/ul) et 2.5ul de tampon 10X de PCR, en présence de 1yl MgClI2
50mM selon le programme de PCR suivant : une dénaturation initiale pendant
10mn a 94 suivi de 35 cycles comprenant 1mn de dénaturation, 1mn
d’hybridation a 58°C et 1mn d’élongation a 72°C enfin une élongation finale
pendant 10mn a 72°C. Les produits de PCR obtenus ont une taille de 343pb. Ces
produits ont subi une digestion enzymatique par Mboll de concentration 10/l ,

l'incubation est réalisée a 37°C pendant une nuit.

Les produits de digestion sont migrés sur un gel de polyacrylamide a 8 %.
L’enzyme Mboll a un site de restriction chez les individus porteur de la mutation

T/C, alors deux fragments de taille 225 et 118pb sont obtenus.




Etude du polymorphisme -46T/C du géne DARC

L’étude du polymorphisme -46T/C a été réalisée par PCR simplexe suivie d’'une

réaction de séquencage.

La réaction de PCR a été effectuée dans un volume réactionnel de 25ul contenant
150ng d'ADN génomique, 0.2mM de dNTP, 5 pmol de chacune des amorces F :
GATAGCTAGACACACCCAGACACC et R: TTGAGGTTGGATTTGGCTGGT, 1
unité de Taq DNA polymérase (invitrogéne, 5U/ul) et 2.5ul de tampon 10X de
PCR, en présence de 1ul MgCI2 50mM selon le programme de PCR suivant : une
dénaturation initiale pendant 10mn a 94 suivi de 30 cycles comprenant 1mn de
dénaturation, 1mn d’hybridation a 59°C et 1mn d’élongation a 72°C enfin une
élongation finale pendant 10mn a 72°C. Les produits de PCR, purifiés par la
méthode enzymatique a I'exonucléase | et Shrimp Alcaline Phosphatase (SAP)
sont ensuite séquencés a l'aide d’'un séquenceur automatique (ABIPRISM 310
DNA sequencer PE, Applied Biosystems, Foster City; USA). Les séquences sont
obtenues sont traduites sous forme de chromatogramme lisible a I'aide du logiciel
BioEdit.

Etude du polymorphisme -2518A/G du géne CCL2

L’étude du polymorphisme -2518A/G du gene CCL2 a été réalisée par PCR/RFLP en

utilisant 'enzyme de restriction Pvull.

La réaction de PCR a été effectuée dans un volume réactionnel de 50ul contenant
200ng d'ADN génomique, 0.2mM de dNTP, 5 pmol de chacune des amorces F:
GCTCCGGGCCCAGTATCT et R: GGCCATCTCACCTCATCTTCC , 1 unité de
Taqg DNA polymérase (invitrogene, 5U/ul) et 2.5ul de tampon 10X de PCR, en
présence de 1ul MgCI2 50mM selon le programme de PCR suivant: une
dénaturation initiale pendant 10mn a 94 suivi de 35 cycles comprenant 1mn de
dénaturation, 1Tmn d’hybridation a 62°C et 1mn d’élongation a 72°C enfin une
élongation finale pendant 10mn a 72°C. Les produits de PCR obtenus ont une
taille de 689pb. Ces produits ont subi une digestion enzymatique par Pvull de

concentration 10/ul, I'incubation est réalisée a 37°C pendant une nuit.




Les produits de digestion sont migrés sur un gel de polyacrylamide a 8 %.
L’enzyme Pvull n’a pas de site de restriction chez les individus porteur de la
mutation A/G, alors deux fragments de taille 507 et 182pb sont obtenus chez les

individus normaux pour cette mutation.

Etude du polymorphisme V64l du gene CCR2

L’étude du polymorphisme V641 du gene CCR2 a été réalisée par PCR/RFLP en

utilisant 'enzyme de restriction BsaBl.

La réaction de PCR a été effectuée dans un volume réactionnel de 50ul contenant
200ng d'ADN génomique, 0.2mM de dNTP, 5 pmol de chacune des amorces F:
TTGTGGGCAACATGATGG et R: TGAAGAAGATTCCGCCAAAA | 1 unité de Taq
DNA polymérase (invitrogéne, 5U/ul) et 2.5yl de tampon 10X de PCR, en
présence de 1yl MgCI2 50mM selon le programme de PCR suivant: une
dénaturation initiale pendant 10mn a 94 suivi de 38 cycles comprenant 1mn de
dénaturation, 1mn d’hybridation a 57°C et 1mn d’élongation a 72°C enfin une
élongation finale pendant 10mn a 72°C. Les produits de PCR obtenus ont une
taille de 222pb. Ces produits ont subi une digestion enzymatique par BsaBl de
concentration 10/ul, I'incubation est réalisée a 37°C pendant une nuit.

Les produits de digestion sont migrés sur un gel de polyacrylamide a 8 %.
L’enzyme BsaBl a un site de restriction chez les individus porteur de la mutation

G/A, alors deux fragments de taille 204 et 18pb sont obtenus.

Etude du polymorphisme rs 11886868 du géne BCL11A

L’étude du polymorphisme rs 11886868 a été réalisée par PCR simplexe suivie

d’une réaction de séquencgage.

La réaction de PCR a été effectuée dans un volume réactionnel de 25ul contenant
150ng d'ADN génomique, 0.2mM de dNTP, 5 pmol de chacune des amorces F :
CACTGAACCCCCCACCTACCA et R: GCAGCCTGGAGGATGACAAA, 1 unité de
Tag DNA polymérase (invitrogene, 5U/ul) et 2.5ul de tampon 10X de PCR, en

présence de 1yl MgCI2 50mM selon le programme de PCR suivant: une




dénaturation initiale pendant 10mn a 94 suivi de 30 cycles comprenant 1mn de
dénaturation, 1mn d’hybridation a 59°C et 1mn d’élongation a 72°C enfin une
élongation finale pendant 10mn a 72°C. Les produits de PCR, purifiés par la
méthode enzymatique a I'exonucléase | et Shrimp Alcaline Phosphatase (SAP)
sont ensuite séquencés a l'aide d’un séquenceur automatique (ABIPRISM 310
DNA sequencer PE, Applied Biosystems, Foster City; USA). Les séquences sont
obtenues sont traduites sous forme de chromatogramme lisible a I'aide du logiciel
BioEdit.

Etude du polymorphisme rs 4671393du géne BCL11A

L’étude du polymorphisme rs 4671393 a été réalisée par PCR simplexe suivie d’'une

réaction de séquencage.

La réaction de PCR a été effectuée dans un volume réactionnel de 25ul contenant
150ng d'ADN génomique, 0.2mM de dNTP, 5 pmol de chacune des amorces F :
ACCTCCCCCATTAGCAGCAT et R: CTCCACTCCCCGTACCTTCC , 1 unité de
Tag DNA polymérase (invitrogene, 5U/ul) et 2.5ul de tampon 10X de PCR, en
présence de 1ul MgCI2 50mM selon le programme de PCR suivant: une
dénaturation initiale pendant 10mn a 94 suivi de 30 cycles comprenant 1mn de
dénaturation, 1mn d’hybridation a 59°C et 1mn d’élongation a 72°C enfin une
élongation finale pendant 10mn a 72°C. Les produits de PCR, purifiés par la
méthode enzymatique a I'exonucléase | et Shrimp Alcaline Phosphatase (SAP)
sont ensuite séquencés a l'aide d’'un séquenceur automatique (ABIPRISM 310
DNA sequencer PE, Applied Biosystems, Foster City; USA). Les séquences sont
obtenues sont traduites sous forme de chromatogramme lisible a 'aide du logiciel
BioEdit.

Etude du polymorphisme rs 4895441 de la partie intergénique HMIP

L’étude du polymorphisme rs 4895441 a été réalisée par PCR simplexe suivie d’'une

réaction de séquencage.




La réaction de PCR a été effectuée dans un volume réactionnel de 25ul contenant
150ng d'ADN génomique, 0.2mM de dNTP, 5 pmol de chacune des amorces F :
F :TCCCCGCTTGCAACATTTAG et R: GCCACAGCCCCTTAACTCCT, 1 unité de
Tag DNA polymérase (invitrogene, 5U/ul) et 2.5ul de tampon 10X de PCR, en
présence de 1ul MgCI2 50mM selon le programme de PCR suivant: une
dénaturation initiale pendant 10mn a 94 suivi de 30 cycles comprenant 1mn de
dénaturation, 1mn d’hybridation a 59°C et 1mn d’élongation a 72°C enfin une
élongation finale pendant 10mn a 72°C. Les produits de PCR, purifiés par la
méthode enzymatique a I'exonucléase | et Shrimp Alcaline Phosphatase (SAP)
sont ensuite séquencés a l'aide d’un séquenceur automatique (ABIPRISM 310
DNA sequencer PE, Applied Biosystems, Foster City; USA). Les séquences sont
obtenues sont traduites sous forme de chromatogramme lisible a I'aide du logiciel
BioEdit.

Etude du polymorphisme rs 9399137 de la partie intergénique HMIP

L’étude du polymorphisme rs 9399137 a été réalisée par PCR simplexe suivie d’'une

réaction de séquencage.

La réaction de PCR a été effectuée dans un volume réactionnel de 25ul contenant
150ng d'ADN génomique, 0.2mM de dNTP, 5 pmol de chacune des amorces F :
CATAAGCCTGGGGTGGGTTT et R: CCAGAAGCACTTTGGCAAGC , 1 unité de
Tag DNA polymérase (invitrogene, 5U/ul) et 2.5ul de tampon 10X de PCR, en
présence de 1yl MgCI2 50mM selon le programme de PCR suivant: une
dénaturation initiale pendant 10mn a 94 suivi de 30 cycles comprenant 1mn de
dénaturation, 1mn d’hybridation a 59°C et 1mn d’élongation a 72°C enfin une
élongation finale pendant 10mn a 72°C. Les produits de PCR, purifiés par la
méthode enzymatique a I'exonucléase | et Shrimp Alcaline Phosphatase (SAP)
sont ensuite séquencés a l'aide d’'un séquenceur automatique (ABIPRISM 310
DNA sequencer PE, Applied Biosystems, Foster City; USA). Les séquences sont
obtenues sont traduites sous forme de chromatogramme lisible a I'aide du logiciel
BioEdit.




Analyses statistiques

Test Chi2 (;2)

Le test 42 est une méthode qui permet d’estimer la probabilité d’observation
simultanée d’une série d’écarts entre valeurs observées et valeurs attendues et elle
nous indique si la différence observée dans la répartition des fréquences alléliques
entre la population des malades et des témoins est significative ou non. Dans notre
travail la recherche d’'une éventuelle association entre les polymorphismes étudiés et
la survenue de la complication est basée sur la comparaison des fréquences
alléliques et/ou génotypiques d’'une population des malades a celles d’'une population
prise comme témoins qui ne présentent pas la complication étudiée suivie de calcul
de la valeur de I'odds ratio (OR). Le calcul de 'OR et de l'indice de significativité « p

» sont réalisés par le logiciel compare 2 (version1.02).

La valeur de y2 obtenue donne une probabilité p. Une valeur de p inférieur ou égale
a 0.05 indique une association statiquement significative. Pour chaque valeur de p
significatif on a calculé la valeur de I'odds ratio (OR). Elle correspond a la recherche

d’'une association entre les alléles et/ou les génotypes et la survenue de la maladie.
1 OR < 1 L’alléle (ou le génotype) possede un effet protecteur
1 OR =1 L’alléle (ou le génotype) est neutre

1 OR > 1 L’alléle (ou le génotype) possede un effet aggravant

Test Fisher
Ce test est une alternative au test de Chi-deux lorsque les échantillons sont petits. Le

principe de ce test est de déterminer si la configuration observée dans le tableau de
contingence est une situation extréme par rapport aux situations possibles compte
tenu des distributions marginales. On a utilisé ce test dans la comparaison
géenotypique et allélique entre les malades en se basant sur le principe de la table de
contingence. Ce test est utilisé quand cette table contient une valeur inférieure a 5.
Le test est réalisé a l'aide du logiciel compare 2 (version 1.2). Une valeur de p
inférieur ou égale a 0.05 indique une association statiquement significative. Pour
chaque valeur de p significatif on a calculé la valeur de I'odds ratio (OR) comme

indiqué précédemment.




Equilibre de Hardy-Weinberg

Enoncé: Au cours des générations, la fréquence des génotypes reste constante
d’'une génération a l'autre s’il n’y a pas de sélection, si la population est grande, s'il

n’y a ni mutation, ni migration et si les unions se font au hasard.

Dans notre cas le test d’équilibre de Hardy-Weinberg est réalisé par le logiciel
Arlequin (Version 3.01). Si la population est en équilibre de Hardy-Weinberg, la

formule suivante est vérifiée: p2 + pq+g2=1
p = fréquence dans la population de l'allele A
g = fréquence dans la population de l'allele a
p +q =1 puisgu'il n'y a que 2 alleles.

J’ai utilisé ce test pour chaque polymorphisme étudié afin d’éliminer les biais de
sélection. Quand la valeur de p est supérieure a 0.05 on dit que la population est en
équilibre de Hardy-Weinberg et dans le cas contraire c’est-a-dire p<0.05 on dit que la

population n’est pas en équilibre de Hardy-Weinberg.

4. Etude de régression logistique

a) Définition du modéle logistique

Le modele logistique peut s’appliquer dans toutes les études d’observation,
directement aux enquétes de cohorte ou aux enquétes transversales ou I'on peut
connaitre le risque de la maladie. On peut montrer toutefois qu’il peut s’appliquer
également dans les enquétes cas-témoins non appariées ou appariées. Le test de
régression logistique a été réalisé a 'aide du logiciel SPSS. On a utilisé ce test pour
la recherche d’une association entre les différentes combinaisons génotypiques des
polymorphismes touchant RANTES, DARC, CCL2 et CCR2 trouvés dans notre
population et les complications cliniques étudiées a savoir la vaso-occlusion et

I'infection.
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Figure 4 : Organigramme montrant la stratégie opératoire de I’étude de corrélation
phénotype/génotype







RESULTATS




Chapitre | : CARACTERISATION
BIOLOGIQUE DES PATIENTS




Il. Etude phénotypique

Notre travail a porté sur 175 Drépanocytaires homozygotes et 141 sujets normaux.
Chaque sujet a fait 'objet d’'une étude hématologique basée sur la numération et la
formule sanguine, une étude de 'Hémoglobine incluant une séparation des fractions
par HPLC et une confirmation de la fraction S par le test de solubilité et un dosage
de la bilirubine sérique. Au besoin une caractérisation moléculaire de la mutation

drépanocytaire a été entreprise.
A. Données hématologiques

Le tableau 1 ci dessous résume la moyenne des parametres hématologiques

obtenus.
Tableaul: parametres hématologiques obtenus
Drépanocytaires Normaux
N=175 N=141
Intervalle d’ age (ans) 9.5-40 19-21
Sex ratio (M/F) 70/105 55/86
Hb (g/dl) 8.2+0.1 12+0.9
GR(10%L) 3.29+0.9 2.89+1.02
VGM(fl) 82.7+0.9 74.241.3
CCMH(pg) 28.4+2.1 35.7+1.02
IDR(%) 14.4+0.5 5.29+1.02
Hb A(%) Absente 97+0.1
HbS (%) 86+0.3 0
HbF (%) 11£0.1 0

HbA2 3+0.2 3+0.1




B. Etude de ’'Hémoglobine

La figure 3 donne le profil d’'un individu normal obtenu par HPLC. On observe deux
pics important. Le premier correspond a I'HbA ayant un pourcentage égal a 97%, le

deuxiéme pic représente 'HbA2 ayant un pourcentage égal a 3%.

Hb A

e

i | 21 S E

Figure 1 : Profil d’un homozygote AA

La figure 2 donne le profil type d’un drépanocytaire homozygote obtenu par HPLC.
Bien que les taux dHb S peuvent varier d’'un drépanocytaire a un autre le profil
typique présente une fraction majeure d’'Hb S dépassant les 2/3, deux fractions
moins importante dHb A2 et d’'Hb F ;

HbS

0.04

HbF

0.0z

oo Z:00 Z:00 500

Figure 2 : Profil d’'un homozygote SS




Les figures 1 et 2 présentent deux chromatogrammes obtenus avec HPLC (D10) : en
ordonnée le pourcentage en Hb et en abscisse le temps de rétention pour chaque

hémoglobine.

Dans certaines situations particulieres (décés des parents ou difficulté d’exploration
familiale) 'homozygotie drépanocytaire est confirmée par PCR/RFLP en utilisant
'enzyme de restriction BSU36I. L’amplification nous a permis d’observer un amplicon

de taille égale a 839pb.

C. Caractérisation moléculaire de la mutation

drépanocytaire
1. Amplification par PCR
L’amplification nous a permis d’observer un amplicon de taille égale a 739pb. Les

produits de PCR sont migrés sur un gel d’agarose a 1% en présence d’'un marqueur
de taille 100pb (figure 3).

739pb

Figure 3 : Profil de migration des produits de PCR sur un gel d’agarose a 1%. M : marqueur de

taille 100pb, T : témoin négatif, 1, 2 et 3 : sujets étudiés.




2. Digestion enzymatique

Les produits de PCR sont digérés par I'enzyme de restriction BSU36l. Dans le cas
normal 'enzyme posséde 3 sites obligatoires : 1, 2 et 3 générant 4 fragments de
tailles respectives 196, 201, 88 et 254pb. La mutation drépanocytaire abolit le site 2

conduisant a une bande de 397 pb résultant de la fusion des bandes 196 et
201(figure 4).

5 739pb L
196pb T 201p T 88pb T 254pb
1 2 3
5 739ob -
B h a
397pb T 88pb T 254pb
2 3

Figure 4 : site de restriction de BSU36I sur le géne B globine.

A : cas d'un individu normal, B : cas d’un drépanocytaire.

BN

Les produits de digestion ainsi obtenus sont soumis a une migration sur gel de
polyacrylamide a 8%, pendant trois heures a 120V, le gel est ensuite visualisé sous
UV (figure 5a,b). Le résultat de la digestion enzymatique donne trois profils
possibles comme c’est indiqué dans la figure suivante:

(-)

M 1 2 3 4

739pb >

397pb —T—>— -

201pb — e 254pb

196pb

88pb .
\ 4
(+)

Figure5a : Profil théorique de migration des produits de digestion par Bsu36l en présence d’un
marqueur de taille 100pb.Puits1 : Produit non digéré, puits 2 : Homozygote normal AA, puits3:
Homozygote muté TT et puits4 : Hétérozygote A/T.
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Figure 5 b : Profil de migration des produits de digestion sur un gel d’acrylamide a 8%. T:

produit de PCR non digéré, 1, 3 et 4 : hétérozygote (AT) ; 2 et 5: homozygote muté (AA)

D.Dosage de la bilirubine

La présence de bilirubine dans le sang renseigne sur la présence et 'ampleur de
'hémolyse. Quand des taux de bilirubine deviennent trés élevés le risque de
lithogeneése devient important. Ce parameétre biochimique a été dosé chez les
drépanocytaires afin d’évaluer plus tard le risque de lithogenése chez ces malades.
Les taux de bilirubine sont subdivisés en trois groupes selon I'importance de I'hyper
bilirubinémie observée. Le premier groupe correspond a une légere
hyperbilirubinémie qui varie de 17 a 24 pumol/l, le deuxieme groupe correspond a des
valeurs d’hyperbilirubinémie plus importante allant de 25 a 35umol/l et le troisieme
groupe correspond a une hyperbilirubinémie franche. (Tableau 2)




Tableau 2: Répartition des drépanocytaires selon le taux de bilirubine totale

Gl G2 G3

Drépanocytaires 65 31 79
N=175

Valeurs usuelles de la bilirubine totale : <17umol/l.G1: [17 -24 pmol/l], G2: [25 -34 pmol/l] et G3 : [35 -
90 umol/l]




Chapitre Il : BASES MOLECULAIRES
ASSOCIEES AUX COMPLICATIONS
DREPANOCYTAIRES




Bien que la drépanocytose soit une maladie monogénique dont la mutation en cause
est largement étudiée, le phénotype drépanocytaire présente une variabilité
individuelle allant des formes compatibles avec une vie normale vers les situations
ou la gravité de la maladie devienne un vrai probléme de santé. Les complications
observées tout le long de la vie du drépanocytaire sont multiples dont certaines
semblent étre associées a des génes épistatiques non globine ayant une influence
plus ou moins directe sur la présentation de la maladie. Plusieurs complications sont
décrites dans la littérature touchant toute la physiologie de l'individu, mais il reste

toujours évident que certaines complications sont plus fréquentes que d’autres.

|. Analyse des patients étudiés

1. Variations cliniques

Dans notre travail, nous avons traité les complications les plus répandues selon les
données cliniques et qui sont: la lithiase biliaire (LB), les complications vaso-
occlusives (CVO), les accidents vasculaires cérébraux (AVC) et les infections. Les
informations cliniques sont relevées des dossiers médicaux. 150 patients avaient des
données concernant la Lithiase Biliaire, mais seulement une centaine avait
suffisamment de renseignements sur les autres complications. Le tableau 3 donne

une répartition de notre échantillon selon le type de complication.

Tableau 3: Distribution des patients selon la présentation clinique.

LB (N=175) CVO (N=100) AVC (N=100) Inf (N=100)

Présence 97 83 19 33

LB : lithiase biliaire, CVO : crises vasoocclusives, AVC : accident vasculaire cérébral, inf : infection

Toutefois, certains autres drépanocytaires paraissent supporter leur maladie. Cette
situation est principalement liée a une élévation de I'expression d’Hb F qui semble
étre modulée par des polymorphismes non (- globine ayant un rapport avec la

synthése d’Hb Foetale.

L’étude moléculaire a été réalisée en considérant chaque complication a part.




Complication lithiasique

1. Description de I’échantillon

Parmi les 175 drépanocytaires étudiés 97 présentaient une lithiase biliaire
pigmentaire. Nous avons entrepris une exploration du promoteur du géene UGT1A1l
connu pour étre impliqué dans les hyperbilirubinémie a l'origine de lithiases. Notre

travail a comporté plusieurs étapes.

2.Mise en évidence du polymorphisme A(TA)NTAA
du gene UGT1A1l

Le polymorphisme micosatellitaire A(TA)nTAA est impliqué dans la régulation du
métabolisme de la bilirubine . Il est situé au niveau de la « TATA box » du promoteur
du géne UGT1AL1 et possede plusieurs variantes selon le nombre de répétition (TA).
La mise en évidence de telles variantes a été réalisée par PCR/séquencage. Apres
amplification de la séquence contenant la TATA box, le contréle de la PCR a été
réalisé par électrophorése sur gel d’agarose a 1%. mettant en évidence un

amplicon 500 pb (figure 6 a,b).

TAF
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Figure 6 a: Emplacement des amorces au niveau de la TATA box.
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Figure 6 b : Profil de migration de I'amplicon attendu sur un gel d’agarose a 1%. M : marqueur

de taille 100pb, 1-4 : sujets étudiés.

Le nombre de répétition (TA) du motif microsatellitaire A(TA)nTAA chez les sujets
étudiés a été réalisée par séquencage du fragment en question. Le résultat a révélé
la présence de quatre variants: l'alléle normal. (TA)s et trois alleles anormaux : (TA)s ,
(TA)7 et (TA)g. donnant lieu a sept génotypes différents : (TA)s/(TA)s , (TA)6/(TA)s,
(TA)s/(TA)7, (TA)6/(TA)7 (TA)(TA)7, (TA)7/(TA)g et (TA)s/(TA)s dominé par le génotype
normal. (TA)e/(TA)s (figure 7 et Le tableau 4) .
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Figure 7: Séquencage du motif microsattelitaire A(TA),TAA présentant plusieurs génotypes

(@) : (TA)/(TA)s, (b) : (TA)e/(TA)z, (C) : (TA)/(TA)s, (d) : (TA)S/(TA)7, (€) : (TA)(TA)7,(f) - (TA)Z/ (TA)s,

(9) - (TA)e/(TA)s.




Tableau 4 : Répartition et fréquences alléliques et génotypiques du polymorphisme

A(TA)NnTAA chez les drépanocytaires

Allele Génotypes
2N=350 N=175

Type Fréquence Type Fréquence

(TA)s (normal) 0.55 (TA)e/(TA)g 37.33%
(normal)

(TA)s 0.013 (TA)S/(TA) 1.33%

(TA), 0.40 (TA)/(TA); 34%
(TA)s 0.016 (TA)/(TA), 20.66%
(TA)s/(TA)7 1.33%
(TA)/(TA)s 3.33%

(TA)G/(TA)g 0%

lIl.Complications vasculaires

Les deux complications vasculaires les plus répandues dans notre série sont les
AVC et les CVO. En effet, 83 patients drépanocytaires ont des crises vosoocclusives
et 19 ont des accidents vasculaires cérébraux. Deux couples de cytokine et leur
récepteur connus pour étre impliquées dans la physiopathologie vasculaire sont
étudiés dans notre série. Il s’agit des couples RANTES/DARC d’une part et
CCL2/CCR2 dautre part. L'étude a concerné des polymorphismes fonctionnels

touchant le gene RANTES (-403G/A -28C/G et IN1.1T/C), le géne DARC (-46T/C),

le gene CCL2 (-2518A/G) et le gene CR2 (V64I au niveau de I'exon 2).




1. Polymorphismes du Géne RANTES

L’étude des polymorphismes -403G/A -28C/G a concerné 100 drépanocytaires. Elle
est faite par PCR/Séquencage en amplifiant une séquence cible contenant les trois

polymorphismes (figure 8 a). La taille de 'amplicon est égale a 899pb (figure 8 b).

Promoteur
A
e ™~
CCL5F
- . EX 2 EX3
T T e
-403 -28 <+—

CCL5 R

Figure 8 a: Schéma montrant le fragment du géne RANTES contenant les trois

polymorphismes et amplifié par le couple d’amorce CCL5 F/CCL5 R

899ph ——

Figure 8 b : produits PCR de I'amplicon concerné par électrophorése sur gel d’agarose a 1% :

1-4 : sujets étudiés, T : témoin négatif et M : marqueur de taille 100 pb.

La recherche des polymorphismes a été réalisée par séquencage du fragment en
question. La lecture a été initiée a partir des régions flanquantes de part et d’autre

du polymorphisme recherché

Le polymorphisme -403G/A est une mutation ponctuelle localisée au niveau du
promoteur du géne RANTES touchant la position -403. C’est une transition
correspondant au remplacement d’une Guanine par une Adénine. L’exploration

nucléotidique de la séquence d’intérét a permis d'observer chez les sujets




homozygotes normaux (G/G) la présence d’un seul pic (G). Les sujets homozygotes
mutés (A/A) ont présenté un seul pic (A). Cependant, les hétérozygotes GA

présentaient une superposition de deux pics (G et A) (figure 9).
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-403 AA ﬂ
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Figure 9 : Mise en évidence du polymorphisme -403G/A du géne RANTES par séquencage

(c)

(a) : séquence de I'allele homozygote sauvage (b) : séquence de I'alléle hétérozygote, (c) :

séquence de I'alléle homozygote muté




(a)

(b)

Le polymorphisme -28C/G est également une mutation ponctuelle du promoteur qui
touche la position -28. C’est une transversion correspondant au remplacement d’'une
Cytosine par une Guanine. La séquence chez Les homozygotes normaux CC est
définie par la présence d’un seul pic (C). La superposition de deux pics (C et G)
caractérise I'hétérozygote CG. Nous n’avons pas observé d’homozygotes mutés CC

dans notre échantillon (figure 10).

A‘L. I
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Figure 10 : Mise en évidence du polymorphisme -28C/G du géne RANTES par séquencage (a) :

homozygote sauvage (b) : hétérozygote

Le polymorphisme IN1.1T/C est une mutation ponctuelle intronique touchant le
premier intron du géne RANTES en position 168923. C’est une transition
correspondant au remplacement d’'une thymine par une cytosine. Elle a été
identifiée par PCR/RFLP aprés amplification d’'un fragment de 343 pb suivie d’une
digestion enzymatique par Mboll. La séquence amplifiée est délimitée par le couple

d’amorce IN1.1 F/IN1.1R La présence de la transition T/C crée un site de restriction




supplémentaire pour 'enzyme, qui se traduit par la division de la bande normale de

en deux fragments de tailles respectives 225 et 118 pb (figure 11 a, b et c).

|
-403 -28

Figure 11 a: Schéma montrant la position de site Mboll chez les mutés sur le fragment amplifié
IN1.1F-IN1.1R du géne RANTES

3a3pb

(+)

Figure 11 b: Schéma montrant le fragment amplifié par le couple d’amorce IN1.1 F/IN1.1 R du
géne RANTES et contenant le polymorphisme IN1.1T/C : Pistes 1-3 : sujets étudiés, et M :
marqueur de taille 50 pb.

Les produits de digestion ainsi obtenus sont soumis a une migration sur gel de
polyacrylamide a 8%, pendant trois heures a 120V, le gel est ensuite visualisé sous
UV. Les résultats des digestions enzymatigques montrent la présence des trois

génotypes: TT, TC et CC (figure 11c).

\4

Figure 11 c: Profil de migration des produits de digestion par Mboll syt)un gel de
polyacrylamide a 8% : 1 : produit de PCR non digéré, 2 homozygote muté CC, 3 : homozygote
normal TT, 4 hétérozygote TC et M : marqueur de taille de 100 pb.




8 génotypes différents sont observés pour les trois polymorphismes étudiés avec une

prédominance du génotype normal pour chacun d’entre a savoir GG (pour le -403),
CC (pour le -28) et TT (pour INT1.1) (tableau 5)

Tableau 5 : Répartition génotypique et allélique des polymorphismes -403GA, -28CG et

INT1.1T/C chez les drépanocytaires

Polymorphismes Nombre Fréquence
-403G/A

Alléles G 168 0.80
A 39 0.20
GG 68 68%

Génotypes GA 25 25%
AA 7 7%
-28CIG

Alleles C 189 0.99
G 1 0.01
CcC 99 99%

Génotypes CG 1 1%
GG 0 0%
INTL1T/C

Alléles T 174 0.87
C 26 0.13
TT 79 79%

Génotypes TC 16 16%
cC 5 5%

2. Polymorphismes du Gene DARC

Le polymorphisme DARC -46 T/C a été exploré par PCR/Séquencage en amplifiant

un fragment de 500pb. Le séquencage de ce fragment a permis d’observer un seul

profil homozygote normal TT chez tous les patients. (Figure 12 a, b et c)




Promoteur

N

DARCF

|

DARCR

DARC F : amorce sens.

DARC R : amorce anti-sens.

Figure 12 a : Schéma montrant le fragment du géne DARC contenant le polymorphisme -46T/C
et amplifié par le couple d’amorce DARC F/DARC R.

Afin de contrdler la PCR, les produits de la réaction d’amplification sont visualisés
sous UV aprés électrophorése sur gel d’agarose a 1%. Ce contrble nous a permis

d’observer un amplicon de taille 500pb (figure 12b).

500pb

(+)

Figure 12 b : mise en évidence de la bande de 500pb contenant le polymorphisme DARC-46 T/C
par électrophorése sur gel d’agarose a 1% : M : marqueur100 pb 1, 2, 3,4 échantillon de

patients.
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Figure 12 c : Mise en évidence du polymorphisme -46T/C du géne DARC par séquencage.

Au niveau génotypique tous les patients étudiés présentent le génotype normal TT (tableau
6).

Tableau 6 : Répartition génotypique chez les drépanocytaires

Génotypes Drépanocytaires
(n=100)

TT (normal) 100

TC 0

CcC 0

Couple CCL2/CCR2

Pour le deuxieme couple de cytokines CCL2/CCR2 deux complications ont été
considérées les CVO et les AVC qui semblent étre susceptibles toutes les deux
d’étre modulées par les deux polymorphismes CCL2 (-2518A/G) et CCR2 (V64l) a la

fois.




3. Polymorphisme CCL2 (-2518A/G)

L’étude de ce polymorphisme a été réalisée par PCR-RFLP. Les produits PCR de
689 pb est soumis a une digestion enzymatique par 'enzyme de restriction Pvull. La
présence de la transition A/G au niveau du promoteur CCL2 (-2518A/G) crée un site
de restriction pour 'enzyme, qui se traduit par la division de la bande normale de 689
pb en deux fragments de tailles respectives 507 et 182 pb Les produits de digestion
ainsi obtenus sont soumis a une migration sur gel de polyacrylamide a 8%, pendant
trois heures a 120V, le gel est ensuite visualisé sous UV (figure 13 a, b, c).

Promoteur
A
' ~
CCL2F - EX 2 EX3
— | -
25I18A G
) / CCL2R

Figure 13 a : position des amorces au niveau du promoteur CCL2

(-)

L «——— 689pb
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Figure 13 b : produits PCR visualisés par électrophorése sur gel d’agarose a 1% : T : témoin

négatif, 1-2 : amplicons, M : marqueur de taille 100 pb.
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Figure 13 c : Profil de migration des produits de digestion par Pvull de ’'amplicon CCL2 sur un

gel de polyacrylamide a 8%

1 : amplicon non digéré, 2 : homozygote muté GG , 3 : hétérozygote AG , 4 homozygote AA M :
marqueur de taille de 100 pb.

Nos résultats montrent trois génotypes : AA, AG et GG avec une prédominance du
génotype normal AA présent chez les drépanocytaires avec ou sans AVC. Le
génotype homozygote muté GG a été rencontré a une fréquence moindre chez les
drépanocytaires sans AVC. Concernant les CVO le génotype AA est majoritaire chez
les drépanocytaires avec CVO alors qu’il a été rencontré avec une fréquence faible
chez les drépanocytaires sans CVO. Le génotype GG a été rencontré avec la méme

fréquence chez les deux groupes de drépanocytaires.

7. Polymorphisme CCR2 (V64I)

De la méme maniére que le précédent, le polymorphisme CCR2-V64l a été analysé
par PCR/ RFLP .L’amplification donne lieu a un fragment de 222pb. Il est ensuite
digéré par BsaB1 qui révélera une seule bande de 222 pb dans le cas normal et
deux bandes de 204 et 18 pb en présence de la mutation CCR2-V64I .Les produits
de digestion sont ensuite visualisés par électrophorése sur gel de polyacrylamide a

8%. IL donnant lieu (figure 14 a, b, c)
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Figure 14 a: Localisation de la mutation V64l sur I’exon 2 et emplacement des amorces et

sites de BsaB1.

Dans le cas normal on obtient une seule bande de 222pb. La mutation G/A crée un nouveau site et
on obtiendrait deux bandes de 204 et 18 pb.

Figure 14 b: Contréle des produits PCR par électrophorése sur gel d’agarose a 1%

1-2 : sujets étudiés, T : témoin négatif, M : marqueur de taille 100 pb

[ <

I

222 pb

204 pb

Figure 14 c: produit de digestion par BsaB1

1: homozygote AA, 2: hétérozygote AG ,3 : homozygote normal GG ,4 : produit PCR non digéré M :
marqueur de taille 100 pb




Les résultats montrent trois génotypes: GG, AG et AA avec une prédominance du
génotype normal GG chez les drépanocytaires sans et avec AVC. En ce qui
concerne le génotype muté AA, il était plus fréquent chez les drépanocytaires avec
AVC. Concernant les CVO le génotype GG est majoritaire chez les drépanocytaires
avec CVO alors qu’il a été rencontré avec une fréquence faible chez les
drépanocytaires sans CVO. Le génotype AA a été rencontré avec la méme
fréquence chez les deux groupes de drépanocytaires.

Le tableau 7 résume l'essentiel des résultats concernant les deux polymorphismes
CCL2 et CCR2.

Tableau 7 : Répartition génotypique et alléliques des polymorphismes CCL2 (-2518A/G) CCR2

(V64l)
Polymorphismes Nombre Fréquences
-2518A/G
Alleles A 160 0.79
G 40 0.21
Génotypes AA 65 65%
AG 30 30%
GG 5 5%
V64l
Alléles G 176 0.88
A 24 0.12
Génotypes GG 81 81%
GA 14 14%

AA 5 5%




IV. Complications infectieuses

Parmi les 100 patients drépanocytaires etudiés 33 ont développé des infections. Les
mémes cytokines (RANTES et son récepteur DARC, CCL2 et son récepteur CCR2)
décrites dans les complications vasculaires sont explorées. L’étude moléculaire a été
réalisée comme décrit dans le paragraphe précédent. L’exploration du gene
RANTES (polymorphisme -403 G/A) révele que le génotype majoritaire est encore le
génotype normal G/G. Les fréquences des hétérozygotes GA et homozygotes mutés
AA ne semblent pas différer pour les patients avec ou sans infection. En ce qui
concerne le polymorphisme -28C/G le 2/3 des drépanocytaires ayant le génotype
CC normal n’ont pas présenté d’infection. Par ailleurs, un seul patient hétérozygote
C/G a présenté cette complication. L’analyse du polymorphisme INT1.1T/C montre
gue parmi les 79 drépanocytaires de génotype TT, une majorité d’entre eux (55)
n‘'ont pas développé d’infection. Cependant, pour les génotypes présentant la
mutation que se soit a I'état hétérozygote TC ou homozygote CC, nous avons noté

une similitude entre le nombre de drépanocytaires avec ou sans infection.

L’exploration du polymorphisme -46T/C du gene DARC révele que tous les patients
étudiés présentent le génotype normal TT.

L’exploration du couple CCL2/CCR2 a révélé que le génotype normal AA du
polymorphisme -2518 A/G est le plus fréquent (66.18%) chez les drépanocytaires
sans infection et 62.5% chez les drépanocytaires avec infection. Par ailleurs, le

génotype muté G/G est absent chez les drépanocytaires présentant les infections.

Enfin, et pour le polymorphisme V641 de CCR2, Nous avons noté que le génotype
normal GG est fréquent chez les sujets avec ou sans infection (87.5 et 77.94%
respectivement) le génotype muté AA est le moins fréquent 5.88% chez les sujets
sans infection et 3.12% chez les sujets avec infection. Le tableau 8 résume

'ensemble des données que nous venons d’évoquer.




Tableau 8 : Répartition génotypique et allélique des polymorphismes RANTES, DARC, CCL2 et

CCR2 selon la présence ou I'absence de I'infection chez les drépanocytaires.

Polymorphismes SS sans infection SS avec infection
N=67 N=33
HN HT HM HN HT HM
-403G/A 49 14 5 19 12 2
RANTES -28CIG 67 0 0 32 1 0
INT1.1T/C 55 10 3 24 7 2
DARC -46T/C 67 0 0 33 0 0
CCL2 -2518A/G 44 18 5 20 13 0
CCR2 V64l 52 11 4 28 4 1

HN : homozygote normal, HT : hétérozygote, HM : homozygote.

V.Modulation de la drépanocytose par I’'Hb F

I est communément admis que la présence d’'Hb F dans le globule rouge
drépanocytaire lui confére une couverture contre la falciformation. C’est ainsi que les
drépanocytaires ayant plus dHb F ont tendance a mieux tolérer leur maladie.
L’expression de cette hémoglobine semble étre modulée par différents facteurs
génétiques impliqguant des polymorphismes sur le cluster des génes de globine et
d’autres en trans ayant un r6le plus ou moins direct dans cette modulation. Des

polymorphismes des genes BCL11A et HMIP sont largement étudiés de nos jours.
A.Cas de BCL11A

BCL11A est impliquée dans la répression du taux de I'hémoglobine F dans les
conditions normales. Deux polymorphismes de ce géne : rs 4671393 et rs 11886868
ont été ciblés pour comprendre le mécanisme moléculaire de cette répression. En
effet, une mutation A/G du rs 4671393 ou C/T du rs 11886868 aurait tendance a
diminuer le taux d’Hb F. Dans le présent travail, 74 drépanocytaires pris au premier
diagnostic et présentant des taux d’HbF variables ont été explorés a la recherche

des polymorphismes précités.




1. Recherche de la mutation A/G du rs 4671393

La mise en évidence de ce polymorphisme est faite par PCR/Séquencage.
L’amplification génére un amplicon de 501pb visualisé sous UV aprés électrophorese
sur gel d’agarose a 1%. L’amplicon ainsi obtenu est séquencé, la lecture est faite a
partir des séquences flanquantes de part et d’autre du polymorphisme recherché sur
le brin sens. Le résultat montre 3 génotypes : AA (normal), AG et GG (figure 15 a,
b, c).
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Figure 15 a: Emplacement des amorces et des polymorphismes sur le géne BCL11A

e« 501pb

Figure 15 b: Migration des produits de PCR sur gel d’agarose.

M : marqueur de taille 100pb, T : témoin négatif, 1-4: amplicon attendu.
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Figure 15 c: Mise en évidence du polymorphisme rs46711393 par séquencage

(a) : homozygote normal AA, (b) : hétérozygote AG, (c) : séquence du génotype homozygote
muté GG




2.Recherche de la mutation C/T du rs11886868

L’exploration du rs11886868 a été également réalisée par PCR/séquencage. Le
méme protocole expérimental a été adopté. On obtient un amplicon de 394 pb Ce

dernier est séquencé donnant lieu a trois génotypes : CC, CT et TT (Figure 16 a, b).

T W W« 394pb

Figure 16 a : Amplicon contenant le rs11886868 migré sur gel d’agarose 1%.

M : marqueur de taille 100pb, 1 : témoin négatif, 2-4 : amplicon attendu.
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Figure 16 b : Mise en évidence du polymorphisme rs11886868 par séquengage

(a) : séquence du génotype homozygote sauvage CC, (b) : séquence du génotype hétérozygote CT,

(c) : séquence du génotype homozygote muté TT.




3. Répartition génotypique et allélique des polymorphismes BCL11A

La répartition génotypique et allélique des deux rs étudiés est résumée dans le

tableau 9 suivant :

Tableau 9 : Répartition génotypique et allélique des rs46711393 et rs 11886868.

Polymorphismes Nombre Fréquences
RS46711393
Alleles A 46 0.31
G 102 0.68
Génotypes AA 11 14.86%
AG 24 32.43%
GG 39 52.70%
Rs11886868
Alleles c 53 0.35
T o5 0.61
Génotypes CC 7 9.46%
CT 39 52.70%
1T 28 37.83

B. Cas de HMIP

Concernant la partie intergénigue HMIP située entre les génes HBS1L et cMYB,

plusieurs polymorphismes ont été rapportés dans la littérature comme étant associés

a la variation du taux de I'HbF dont deux semblent avoir les effets les plus importants

et qui sont : rs 4895441, rs 9399137. En pratiqgue nous avons amplifié chaque région

contenant le polymorphisme approprié a part et séquencé les amplicons obtenus

(figure 17 a, b, c, d e).
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Figure 17 a: Emplacement des amorces et localisation des rs 4895441 et rs 9399137 dans la

région inter génique HMIP
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Figure 17 b: amplicon de 546pb Figure 17 c: amplicon de 317 pb
contenant le rs : 4895441, contenant lers 9399137
M : Marqueur de taille (100pb), T: témoin négatif, 1, 2, 3,4 et 5 : amplicons attendus

Les résultats du séquengage conduisent a I'obtention de plusieurs génotypes : AA,
AG et GG pour le rs 4895441 alors que seulement I'homozygote TT et
I'hétérozygote TC ont été observés pour le rs 93991375 (figure 17 d, e)
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Figure 17 d: séquencage de la région contenant le rs4895441

(1) : génotype homozygote normal AA, (2) : hétérozygote AG, (3) : homozygote muté GG.
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Figure 17 e: Séquencgage de la région contenant le rs93991375

(1) : Génotype homozygote normal TT, (2) : hétérozygote TC , (3) : L’ homozygote muté CC n’a

pas été observé .




Le tableau 10 résume la répartition et les fréquences alléliques et génotypiques

rencontrées pour les deux rs de HMIP.

Tableau 10 : répartition allélique et génotypique des rs de HMIP.

Polymorphismes Nombre Fréquence
Rs 4895441
Alleles A 98 0.625
G 50 0.375
Génotypes AA 38 51.25%
AG 22 29.72%
GG 14 18.91%
Rs93991375
Alleles T 120 0.81
C 28 0.29
Génotypes TT 46 62.16
TC 28 37.80




Chapitre lll:

CORRELATION PHENOTYPE GENOTYPE




lll. Complications drépanocytaires

4. Complication lithiasique

L’hémolyse chez le drépanocytaire est un facteur favorisant la formation de lithiase.
En outre, ce risque est accentué quand un drépanocytaire est porteur d’'un autre
facteur aggravant. C’est ainsi que nous avons testé I'association du polymorphisme
A(TA) nTAA avec I'hyperbilirubinémie et par la suite avec la lithiase biliaire chez les
drépanocytaires. Trois populations sont concernées dans cette étude: une
population normale, une population de lithiasiques non drépanocytaires et une

population de drépanocytaires.

La répartition des différents génotypes trouves en fonction du taux de bilirubine totale
a montré que les patients ayant le variant (TA) 7 et (TA)8 a I'état homozygote ou

hétérozygote sont associés significativement a I’hyperbilirubinémie.

Tableau 11: Répartition des génotypes en fonction du taux de bilirubine

Génotypes 11 12 13
(TA)6/(TA)s 2 0 0
(TA)s/(TA), 0 1 0
(TA)e/(TA)s 56 10 0
(TA)e/(TA)7 7 20 41
(TA)(TA), 0 0 31
(TA)//(TA)g 0 0 7
Total 65 31 79

%2=46,5415013 ; p=0.003

I1: Intervalle de bilirubine totale compris entre 15 et 24pmol/l. 12: Intervalle de bilirubine totale compris

entre 25 et 34umol/l. 13: Intervalle de bilirubine totale compris entre 35umol/l et 90umol/l.




Association A(TA)nTAA avec la lithiase non drépanocytaire
L’approche utilisée consistait a tester l'association du polymorphisme A(TA)nTAA

avec la lithiase biliaire par une étude cas-témoin. Le travail a concernée 141
individus sains pris comme témoins et 76 patients non drépanocytaires ayant
développés des lithiases biliaires. L’analyse statistique de la distribution génotypique
a montré que les génotypes (TA)6/(TA)7 et (TA)7/(TA)7 sont associés
significativement aux patients lithiasiques Au niveau allélique, nos résultats montrent
I'association de deux variants : TA7 et TA8 avec la lithiase. Il s’avere a la premiére
intention que les deux variants TA7 et TA8 semblent étre des facteurs aggravant
(tableau 12).

Tableau 12 : Comparaison de la distribution génotypique et allélique entre les sujets sains et

les sujets présentant des lithiases

sains (N=140) Lithiasiques p OR (CI: 95%)
(N=76)

Génotypes
(TA)6/(TA)6 94 30 1* -
(TA)5/(TA)6 2 0 0.571 -
(TA)B/(TA)7 44 31 0.0017 1.292 (1.04-1.60)
(TA)7/(TA)7 1 11 6.1 10-6 34.47 (4.543-1498)
(TA)5/(TA)7 0 1 0.433 -
(TA)7/(TA)8 0 2 0.597 -
(TA)8/(TA)8 0 1 0.433 -

Alleles Fréquence Fréquence

(TA)6 0.8297 0.5986 1* -

(TA)5 0.0070 0.0065 NS -

(TA)7 0.1631 0.3684 1.510-6 3.07(1.8-5.036)

(TA)8 0.0000 0.0263 0.025 10.29(1.196-255.45)

1* : groupe de référence, p : indice de significativité, OR : odds ratio, CI : intervalle de confiance.




Association A(TA)nTAA avec la lithiase drépanocytaire

En ce qui concerne la recherche d’associations entre ce polymorphisme et la

lithogénese chez les drépanocytaires, nous avons cherché a établir le risque relatif

au sein d’une population de 150 drépanocytaires dont 97 étaient lithiasiques.

Les patients sont classés en deux groupes : les drépanocytaires lithiasiques et les

drépanocytaires non lithiasiques. La distribution génotypique entre les deux groupes

a montré qu’il y'a une différence significative des génotypes (TA)6/(TA)7, (TA)7/(TA)7

et (TA)7/(TA)8 et la formation des lithiases chez les drépanocytaires. Au niveau

allélique, nos résultats montrent que (TA)7 et (TA)8 présentent des facteurs de

risque pour la formation des lithiases chez les drépanocytaires (Tableau 13).

Tableau 13: comparaison génotypique et allélique entre les drépanocytaires en fonction de la

présence ou e 'absence de la lithiase biliaire.

D-LB (N=78) D+LB (N=97) P RR (Cl: 95%)
Génotypes
(TA)6/(TA)6 46 20 1* -
(TA)6/(TA)5 2 0 NS -
(TA)6/(TA)7 27 41 9.310-4 1.755(1.26-2.45)
(TA)7/(TA)7 3 28 5.710-9 20.21(2.93139.59)
(TA)S/(TA)7 0 1 NS
(TA)7/(TA)8 0 7 2.910-3 5.57 (0.89-35.12)
Alleles Fréquence Fréquence
(TA)6 0.77 0.41 1* -
(TA)5 0.012 0.005 NS -
(TAY7 0.198 0.541 1.110-11 2.768 (1.97-3.89)
(TA)8 0.00 0.036 0.01 4.79 (0.43-53.57)

D-LB : drépanocytaires sans lithiases biliaires, D+LB : drépanocytaires avec lithiases biliaires, 1*:

groupe de référence, P : indice de significativité, RR : risque relatif.




5. Complications vasculaires

Nous avons cherché une éventuelle corrélation entre le couple RANTES /DARC
avec les vaso-occlusion d’une part et le couple CCL2/CCR2 et les AVC d’autre part
les patients sont classés en deux groupes: les drépanocytaires développant la

complication et les drépanocytaires ne présentant pas cette complication.

L’analyse a montré I'absence d’associations statistiquement significatives entre tous
les polymorphismes du gene RANTES et le polymorphisme V64l du gene CCR2
avec la vaso-occlusion. De la méme maniére, aucune association n’a été également
observée entre le polymorphisme -2518 du géne CCL2 et V64l. de CCR2 avec les
AVC. Au contraire, une seule association significative a été observée entre le
génotype normal AA du polymorphisme du CCL2 et la vaso-occlusion (Tableaul4 a
et b).

Tableau 14a : Comparaison génotypique et allélique entre les drépanocytaires en fonction de la

présence ou I’absence des CVO.

CVO p RR Intervalle de confiance a95%

Valeur inférieure  Valeur supérieure
[CCL22518=AA] ,000 1,015E7 1501190,863 6,867E7
[CCL22518=AG] : 1,636E7 1,636E7 1,636E7
[CCL22518=GG] . . . .
[CCR2=AA] ,999 6,113E-8 S
[CCR2=AG] ,997 9,849E-8 S
[CCR2=GG]

CVO : crises vaso-occlusives, p : indice de significativité, RR :risque relatif.

Tableau 14b : corrélation des différentes combinaisons génotypiques des cytokines avec les

CVvO
Combinaison génotypique Chi-Square p
(-2528A/G de CCL2 et V64l de CCR2) ,000
(RANTES/DARC) ,000
(CCL2/CCR2/RANTES/DARC). 13,539 ,260

p : indice de significativité.




6. Complication infectieuses

Nous avons entrepris une exploration des polymorphismes cités dans le paragraphe
précédent afin d’établir une corrélation phénotype/génotype entre ces derniers et
l'infection. L'analyse statistique basée sur le principe de la table de contingence a
montré que la distribution génotypique et allélique des polymorphismes de RANTES
et le polymorphisme V64| de CCR2 n’a révélé aucune association significative avec
l'infection. L’absence d’association a été également enregistrée méme en combinant
les polymorhismes de toutes les cytokines a la fois réalisé par le test de régression
logistigue. Une seule association significative a été observée entre le génotype
normal AA du polymorphisme -2518 A/G de CCL2 et l'infection (Tableau 15a, b et

C).

Tableau 15 a : Comparaison génotypique et allélique des polymorphismes de RANTES entre

les drépanocytaires en fonction de la présence ou I’absence de I'infection.

D+INF D-INF P
N=33 N=67
-403G/A (RANTES)
GG 20 48 1*
GA 11 11 NS
AA 2 5 NS
G 0.76 0.82 1*
A 0.23 0.17 NS
-28C/G (RANTES)
cc 32 67 1*
CG 1 0 NS
GG 0 0 NS

C 0.98 1 1*




G 0.01 0

INT1T/C (RANTES)

TT 24 54
TC 7 10
cc 2 3

T 0.83 0.88
C 0.16 0.11

NS

1*

NS

NS

1*

Tableau 15 b : Comparaison génotypique et allélique des polymorphismes de CCL2 et CCR2

entre les drépanocytaires en fonction de la présence ou I’'absence de l'infection.

Infection® p RR Intervalle de confiance 95%

Limite inférieure Limite supérieure
[CCL22518=AA] ,000 3,886E-8 1,111E-8 1,359E-7
[CCL22518=AQG] . 3,238E-8 3,238E-8 3,238E-8
[CCL22518=GG] . . .
[CCR2=AA] ,998 3,088E7 ,000 £
[CCR2=AG] ,995 2,573E7 ,000 £
[CCR2=GG]

p : indice de significativité, RR : risque relatif.

Tableau c : Corrélation des différentes combinaisons génotypiques des cytokines avec les

infections
Combinaison génotypique Chi-Square p
(-2528A/G de CCL2 et V64l de CCR2) ,000
(RANTES/DARC) ,000
(CCL2/CCR2/RANTES/DARC). 13,539 ,260

p : indice de significativité.




IV. Modération de la drépanocytose

Plusieurs facteurs génétiqgues du complexe des genes de globine ont été impliqués
dans la modération de la maladie drépanocytaire. Il s’agit en particulier de la co-
existence d'une alpha thalassémie ou [I'élévation de I'Hb Fcetale. De nos jours
plusieurs autres génes en trans semblent étre impliqués dans la régulation de
I'expression de I’'Hb F et par conséquent auraient un réle important dans I'atténuation
de la maladie drépanocytaire. Dans ce contexte, nous avons étudié les genes
BCL11A et HMIP pour évaluer leur l'implication dans la modulation de la
drépanocytose dans notre population. Nous avons exploré deux polymorphismes
touchant le gene BCL11A et deux polymorphismes touchant la partie intérgénique
HMIP connus pour étre impliqué dans la variation du taux de 'HBF. La recherche
d’'une corrélation phénotype/génotype a été réalisée par I'analyse statistique basée
sur le principe de la table de contingence) de la distribution génotypique et allélique

entre les drépanocytaires en fonction du taux de I'HbF.

1. Casde BCL11A

Nos résultats ont révélé [lexistence dune association significative entre
'hétérozygote AG et 'lhomozygote muté GG du rs 4671393 de BCL11A avec une
diminution du taux de I'hémoglobine F chez les drépanocytaires. la méme

association a été rencontré avec l'allele G.

En ce qui concerne le deuxiéme polymorphisme : le rs11886868 nous avons
observé que Le génotype normal CC est toujours associé avec un taux d’'HbF>15% et qu’a

l'opposé I'hétérozygote CT est associé a un taux faible d’Hb F<15%.(tableau 16)




Tableau 16 : corrélation entre les polymorphismes BCL11A et '’expression de ’lhémoglobine F

polymorphismes Gl G2 P RR
RS46711393
Alléles A 0.187 0.396 1* -
G 0.812 0.586 8.910-3 0.567(0.35-0.93)
Génotypes AA 0 11 1* -
AG 14 10 0.016 0.176(0.03-1.15)
GG 23 16 0.021 0.189(0.03-1.22)
Rs11886868
Alleles C 0.42 0.62 1* -
T 0.70 0.58 0.06 0.39

(0.178-0.853)

Génotypes CC 0 7 1* -
CT 23 7 0.029 0.08 (0.002-0.885)
TT 14 14 1 -

1*: groupe de référence. Groupel: drépanocytaires ayant un taux d’HbF<15% Groupe2:

drépanocytaires ayant un taux d’'HbF >15% P : indice de significativité, RR : risque relatif.

2. Cas de HMIP

Pour les deux polymorphismes étudiés : rs4895441 et rs9399137, les résultats ont

montré I'absence d’association significative entre les différents rs ‘ génotypes ou

alléles) et I'expression d’'Hb F (Tableau 17)




Tableau 17 : corrélation entre les polymorphismes BCL11A et '’expression de ’lhémoglobine F

Gl G2 p
N=37 N=37
rs9399137
Allele
T 0.86 0.77 1*
C 0,13 0,22 NS
Génotypes
TT 27 19 1*
TC 10 16 NS
cC 0 0 NS
rs4895441
Allele
A 0.687 0.566 1*
G 0.312 0.433 NS
Génotypes
AA 20 18 1*
AG 10 12 NS
GG 7 7 NS

1*: groupe de référence, Groupel: drépanocytaires ayant un taux d’HbF<15% , Groupe2:

drépanocytaires ayant un taux d’'HbF >15%, P : indice de significativité.




V. Conclusion générale

Le tableau ci-dessous

résultats de la corrélation entre les

polymorphismes étudiés et les complications de la drépanocytose considérées dans

cette étude.

Tableau 18 : Récapitulation des résultats de la corrélation phénotype/génotype

Polymorphismes

UGT1AL: A(TAINTAA

RANTES : -403G/A

RANTES : -28C/G

RANTES : INT1.1T/C

DARC : -46T/C

CCL2: -2518A/G

CCR2 : V64|

BCL11A : rs11886868

BCL11A : rs4671393

HMIP : rs9399137

HMIP : rs4895441

AVC Inf HbF

LB : lithiase biliaire, CVO : crises vasoocclusives, AVC : accident vasculaire cérébral, inf : infection




DISCUSSION







La drépanocytose n’est plus considérée comme une simple maladie due a une
mutation ponctuelle. Il s’agit d'une maladie multifactorielle dans laquelle plusieurs
éléments interférent pour donner des phénotypes différents d’un individu a I'autre et
d’'une population a une autre. Des facteurs génétiques impliquant les genes de
globine et d’autres situés en trans sont largement étudiés pour donner une
explication a cette variabilité clinique. Plus de 300 polymorphismes génétiques sont
rapportés dans des études statistiques de liaison (GWAS : genome wide association
system) pour étre impliqués dans la modulation de la maladie drépanocytaire. La
liste s’allonge encore avec I'apport de la bioinformatique et la bio statistique. Dans
notre travail nous avons cherché a étudier les complications les plus rencontrées
dans notre série et étudier les polymorphismes les plus impliqués. Nous avons
retenu les complications les plus documentées et dont les dossiers médicaux sont
les plus complets a savoir les complications lithiasiques, vasculaires et infectieuses.
Dans une autre approche, nous avons cherché a expliquer la variation d’expression
de I'Hb Fcetale en explorant des polymorphismes de géne non globine décrit dans
d’autres population pour étre associés a une amélioration de la drépanocytose par

I'expression spécifique de 'hémoglobine feetale.
I. Complications lithiasiques

L'UGT1A1 est une enzyme hépatique, catalyse essentiellement la réaction de
glucuronoconjugaison de la bilirubine. Le déficit enzymatique est a l'origine d’'une
augmentation du taux de la bilirubine non conjuguée dans le sang. Ce déficit est
causé par certains polymorphismes touchant le géne UGT1Al. Parmi ces
polymorphismes, celui situé dans la TATA box au niveau du promoteur appelé
A(TANTAA a été associé aux syndromes de Gilbert et de Crigglar-Najjar. En effet,
dans les populations caucasiennes et afro-américaines la maladie de Gilbert est liée
a I'hnomozygotie de l'alléle muté (TA)7 appelé aussi UGT1A1*28. Ce dernier est
obtenu suite a une répétition supplémentaire d’un dinucléotide de TA produisant un
motif microsattelittaire de type A(TA)7TAA. Ce motif est a l'origine d’'une baisse de
l'activité hépatique de 30% de la normale (Bosma et al, 1995). Une autre théorie dit
que les patients atteints du syndrome de Gilbert sont homozygotes (TA)7 ou (TA)8
insertions de deux dinucléotides (lolascon 1999).




L’hyperbilirubinémie causée par la présence de ces deux alléles entraine la formation
des lithiases biliaires de type pigmentaire. Par ailleurs cette complication clinique est
trés fréquente chez les drépanocytaires. Ceci est expliqué par 'hémolyse chronique

qui libére la bilirubine dans le sang avec un débit trés supérieur a la normale.

Dans une Meta analyse sur les facteurs génétiques impliqués dans le
développement de calculs biliaires, Krawczyk et al 2011 ont résumé les résultats
récents liés a la génétique de la lithiase biliaire, et ont souligné que ABCG5/G8 un
transporteur hépato canaliculaire de cholestérol et de 'UGT1A1 enzyme de
conjugaison de la bilirubine sont les principaux déterminants génétiques de calculs
biliaires chez les humains. Par ailleurs dans une étude du génome (GWAS) réalisée
par (Buch et S al 2010) trois locus (UGT1A1, SCO1B1, LST-3TM12, SLCO1A2)
étaient associés a une hyperbilirubinémie avec une valeur p de moins de 1,0 x 10-7.

Dans ce chapitre on s’est intéressé a étudier I'effet du polymorphisme A(TA)NTAA
sur la lithogénése chez les normaux ainsi que chez les drépanocytaires. Concernant
les patients lithiasiques mais non drépanocytaires nos résultats montrent une
concordance avec ceux trouvés dans d’autres populations (Tsezou A et al 2009 ;
Kitsiou-Tzeli S et al 2003). Ces résultats concernent I'association des génotypes
ayant l'alléle TA7 a I'état homozygote ou hétérozygote avec I'hyperbilirubinémie et la

formation des lithiases biliaires.

Nos résultats montrent I'association des génotypes (TA)6/(TA)7 et (TA)7/(TA)7 a la
formation de calculs biliaires avec des valeurs p et OR respectivement de p =
0,0017; OR = 1,292, IC 95% (de 1.04 & 1.60), p = 6,1 10-6; OR = 34,47, IC a 95%
(de 4,543 a 1498). Nos résultats sont similaires a ceux d'une étude réalisée sur une
cohorte plus importante d’individus adultes grecques présentant des calculs biliaires
pour lesquels (TA)6/(TA)7 et (TA)7/(TA)7 ont été associées a des calculs biliaires
avec (p =0,013; OR 2,2, IC 95%, de 1,37 a 3,61, p =. 01 et OR, 2,1; IC 95%, de
1,17 a 3,77) respectivement (Tsezou A et al 2009). D'autres données chez les
enfants grecs avec cholélithiase idiopathigue ont montré que (TA)6/(TA)7 et
(TA)7/(TA)7 étaient fortement associés a un risque de cholélithiase (Kitsiou-Tzeli S
et al 2003). Dans cette étude, nous avons constaté les mémes résultats que les
etudes précédentes. Au niveau allélique, (TA)7, correspondant a une insertion d'une

paire de base, représente un facteur de risque de lithiase biliaire avec OR:3,07 IC a




95% (de 1,8 a 5,036). En outre, nos résultats ont montré que le variant (TA)8
correspondant a une insertion de deux paires de bases est également
significativement associée a une lithiase biliaire p = 0,025, OR: 10,29 IC 95% (1.263-
3.255.45).

Le deuxiéme volet de cette étude a concerné I'étude de l'effet de A(TA)nTAA sur la
lithogénese chez les drépanocytaires. Nous avons divisé I'échantillon des
drépanocytaires en deux groupes ceux qui ont des calculs biliaires et ceux qui n'ont

pas de calculs biliaires.

Nos résultats montrent que la concentration de la bilirubine totale augmente avec les
génotypes : (TA)6/(TA)7, (TA)7/(TA)7, (TA)7/(TA)8 et (TA)8/(TA)8 (x2 = 46, 5415013,
p = 0,003). Plusieurs études précédentes ont démontré que le génotype (TA)7/(TA)7
est associé avec une hyperbilirubinémie ainsi qu'avec une incidence
significativement élevée de la cholécystectomie (Krawczyk M et al,2011) . Nous
avons trouvé une association significative entre les génotypes (TA)6/(TA)7,
(TA)7/(TA)7 et (TA)7/(TA)8 et la lithiase biliaire chez les drépanocytaires avec
p=9.310-4 , OR=1.755(1.26-2.45) ; p= 5.710-9, OR=20.21(2.93139.59) et p=2.910-3,
OR=5.57 (0.89-35.12). Au niveau allélique, les alleles (TA)7 et (TA)8 sont associés
a une lithiase biliaire chez les drépanocytaires. Nous avons trouvé des résultats

similaires a ceux rapportés par Chaar V et al 2005.

L’interprétation des différents résultats trouvés dans les deux volets de ce chapitre
nous amene a tirer quelques conclusions. : Les génotypes ayant l'allele (TA)7 et
lalléle (TA)8 a [I'état homozygote ou hétérozygote sont associés a une
hyperbilirubinémie. Au niveau génotypique, (TA)6/(TA)7, (TA)7/(TA)7 et (TA)7/(TA)8
sont associés a la formation ses calculs biliaires. Au niveau allélique, (TA)7 et (TA)8
présentent un facteur de risque pour la lithogénése chez les deux populations

étudiés.

En comparant nos résultats par rapport a ceux rapportés dans d’autres populations,
l'alléle (TA)7 semble étre un marqueur génétique de la lithogénése(Driss et al, 2009 ;
Krawczyk M et al,2011). Concernant l'alléle (TA)8 , nos résultats concordent avec
quelques résultats rapportés par d’autres populations. Par ailleurs, dans d’autres
populations cet allele est tres rare ou méme absent et donc ne présente pas un

facteur génétique de risque pour la formation des lithiases biliaires (Driss et al,2009).




Pour la population tunisienne les deux alleles (TA)7 et (TA)8 pourraient étre

considérés comme des biomarqueurs génétiques a la lithogénése.

En conclusion, les drépanocytaires sont des patients qui présentent une
hyperbilirubinémie due a 'hémolyse chronique. Cette hyperbilirubinémie entraine la
formation des lithiases biliaires pigmentaires. Dans notre étude on a montré que le
risque de la survenue de la lithogénese chez les drépanocytaires est augmenté
avec les alleles (TA)7 et (TA)8.

Notre étude vise a améliorer la prise en charge des enfants drépanocytaires. Les
cliniciens pourraient demander un diagnostic moléculaire du syndrome de Gilbert
pour les patients a risque. Les enfants drépanocytaires considérés a risque
présentent des taux de bilirubine totale tres élevées par rapport aux autres patients.
Dans ce cas I'hyperbilirubinémie peut dépasser les valeurs de 70uM. Aprés le
diagnostic moléculaire, tout enfant drépanocytaire positif pour I'alléle (TA)7 ou (TA)8

serait suivi avec vigilance par les cliniciens.

I.Complications vasculaires et infectieuses

Dans le premier volet de ce chapitre on s’est intéressé a I'étude de I'implication des
polymorphismes -403G/A et -28C/G au niveau du promoteur et IN1.1T/C au niveau
du premier intron du géne RANTES dans la complication vasculaire.

RANTES est une chémokine CC qui intervient dans le chimiotactisme des
leucocytes, depuis leur site de synthése jusqu’au site de l'inflammation. Le géne
codant pour cette chémokine est situé sur le chromosome 17 en position q11.2-q12.
Il est constitué d’un promoteur, trois exons et deux introns. Ce géne est le siege de
différentes mutations, dont les plus fréquentes sont -403G/A et -28C/G au niveau du

promoteur et IN1.1T/C au niveau du premier intron.

Des études ont montré que ces trois polymorphismes seraient impliqués dans la
modulation de I'expression du géne RANTES (An et al, 2002). En effet, la
substitution de G/A en position -403 et de C/G en position -28 au niveau de la région
promotrice du géne RANTES sont corrélées avec une augmentation de I'activité du

promoteur et donc de 'augmentation de la production de la protéine RANTES. Par




contre la substitution de T/C dans l'intron 1 est associée a une diminution de l'activité
du promoteur et donc de la diminution de la production de la protéine RANTES (An et
al, 2002).

Les polymorphismes -403G/A, -28C/G et IN1.1T/C, impliqués dans les phénoménes
inflammatoires, pourraient avoir un rdle dans la physiopathologie de Ila
drépanocytose, nous nous sommes intéressés a l'étude de leffet de ces trois
polymorphismes sur les crises vaso-occlusives et les infections chez les

drépanocytaires.

Dans notre étude, nous avons montré que les fréquences des alléles mutés (-403A,
-28G et IN1.1C) sont inférieures a celles des alléles normaux, désignés
respectivement -403G, -28C et IN1.1T.

Ces trois polymorphismes en corrélation avec la drépanocytose ont déja été
rapportés par Dossou-Yovo et al en 2009. En partant d’'une population de 97
drépanocytaires d’origine Afro-Européenne (dont 77 Africains "Cotonou" et 20
Européens "Paris"), cette étude a montré que la fréquence de l'allele -403A du géne
RANTES est de 47.9% chez la population drépanocytaire Afro-Européenne. Dans le
cadre de notre travail, nous avons obtenu une fréquence beaucoup plus faible de
'ordre de 19.5%.

Concernant l'allele -28G, sa fréguence est de 0.5% chez les drépanocytaires
tunisiens. Par ailleurs, elle est nulle chez les drépanocytaires Afro-Européenne
(Dossou-Yovo et al, 2009). Pour l'alléle IN1.1C, nous avons obtenu une fréquence
de l'ordre de 13%. Ceci a déja été rapporté également dans le cas de la population

Afro-Européenne (Dossou-Yovo et al, 2009).

Ces résultats montrent qu’il y a une variabilité inter-ethnique dans les fréquences
alléliques au niveau des deux polymorphismes du promoteur (-403G/A et -28C/G) et
une similitude dans les fréquences alléliques du polymorphisme intronique
(IN1.1T/C). D’autre part, nous pouvons constater que la plupart des porteurs de
l'allele IN1.1C sont aussi porteurs de l'alléle -403A indiquant un éventuel effet additif

des deux mutations.

Nous nous sommes intéressés a établir une éventuelle association entre les

génotypes trouveés et les phénotypes drépanocytaires comprenant ['occlusion




vasculaire et l'infection. Les crises vaso-occlusives ont été observés chez toutes les
catégories de drépanocytaires avec des fréquences importantes. En effet, pour le
polymorphisme -403G/A, 83.82% des drépanocytaires G/G, 76% des G/A et 100%

des A/A ont développé des crises vaso-occlusives au moins une fois dans leur vie.

Pour le polymorphisme -28C/G, 83.83% des C/C et un seul cas G/C ont présenté des
crises vaso-occlusives alors qu’aucun drépanocytaire n’a présenté le génotype G/G.
En ce qui concerne le polymorphisme IN1.1T/C, 84.81% des TT, 75% des T/C et
100% des CC ont développé des crises vaso-occlusives.

Dans le cas des infections, les génotypes émanant des trois polymorphismes ci-
dessus indiqués ont montré que dans tous les cas les génotypes normaux -403 G/G,
-28C/G et IN1.1T/T ne sont pas associés avec la présence d’infections. Toutefois,
certains patients a génotypes anormaux présentaient une infection, il s’agissant en
particulier de 48% de -403G/A, 28.57% -403A/A, 100% -28C/G, 0% -28G/G, 43.75%
IN1.1T/C et 40% IN1.1C/C. Ainsi, les différentes mutations ne semblent pas avoir
d’effet sur le développement de la CVO et de l'infection dans notre population de
drépanocytaire (P>0.05). Des résultats similaires ont déja été rapportés par Dossou-
Yovo et al. (2009), qui ont montré suite a une étude statistique I'absence de
corrélation entre les trois polymorphismes et les crises vaso-occlusives dans des

populations Africains et Afro-Européennes.

Néanmoins, la méme étude a rapporté la présence d’'une association significative
entre les polymorphismes du gene RANTES et l'infection particuliérement chez les
patients porteurs de l'allele muté IN1.1C suggérant son effet protecteur contre
l'infection bactérienne. L'étude de Dossou-Yovo ci dessus indiquée présente une
limite c’est qu’ils nont pas étudié le récepteur érythrocytaire de RANTES appelé
DARC. En effet. Le géne qui code pour DARC est situé sur le chromosome 1g22-923
et présente un polymorphisme fonctionnel situé au niveau du promoteur appelé -46
T/C. Ce polymorphisme entraine le dysfonctionnement de DARC et par conséquent il
ne s’exprime pas sur les érythrocytes et par la suite le complexe RANTES-DARC ne
se formera pas sur les érythrocytes (Rivera et al, 2002 ; Durpes et al, 2010).), ce
polymorphisme a été exploré pour tous les sujets de notre série. Le résultat de cette
investigation a montré que tous les sujets présentaie nt le génotype normal TT

confirmant le bon fonctionnement de du complexe RANTES-DARC sur les




erythrocytes. A ce jour aucune étude n’a été publiée concernant I'implication du
couple RANTES-DARC dans la complication drépanocytaire. Notre étude constitue
donc la premiére approche qui montre que le complexe RANTES-DARC n’est pas
impliquée dans la survenue des crises vaso-occlusives ainsi que dans linfection

chez le drépanocytaire.

Dans le deuxiéme volet de ce chapitre nous nous sommes intéressés a I'étude de
I'implication des polymorphismes CCL2 (-2518A/G) et CCR2 (-V64I) du couple MCP-
1(CCL2)/CCR2 avec les crises vaso-occlusives, les AVC et les infections. Etant
donné que la réaction inflammatoire a un réle prépondérant dans le développement
de l'athérosclérose, puis dans la rupture des plaques menant a 'AVC et étant donné
que les 2 polymorphismes MCP1-2518A/G et CCR2-V64I ont déja démontré leur role
dans le développement de 'athérosclérose (Oliver et al, 2007 ; Nyquist et al, 2009),
nous nous sommes proposés de rechercher une éventuelle association entre ces 2
polymorphismes et la survenue des crises vaso-occlusives et des AVC chez les

drépanocytaires.

Notre étude est la premiére dans le genre a vouloir rechercher une association
éventuelle entre ces 2 polymorphismes au niveau des genes CCL2 et CCR2 et la
vaso-occlusion, les AVC ainsi que I'apparition d’infections chez les drépanocytaires.
Par ailleurs une étude faite par Sebastini P et al 2005 a rapporté I'association d’'un
autre polymorphisme de CCL2, le rs 4586 avec les AVC chez les drépanocytaires.
Nos résultats ont montré une association significative entre le génotype AA du
polymorphisme -2518A/G de CCL2 et les 2 complications étudiées (p>0.05). Le
génotype AA semble avoir un effet aggravant sur les infections et les crises vaso-
occlusives RR=3.88 et RR=1.015 respectivement. En effet, I'alléle muté G est corrélé
a une hyper expression de la cytokine CCL2 et inversement pour I'alléle normal A.
Par conséquent, le génotype AA lié a une baisse d’activité de CCL2 serait un facteur
de risque pour le développement des infections et des crises vaso-occlusives.
Aucune association significative n’a été observée entre le polymorphisme V64| de
CCR2- au et les complications étudiées chez les drépanocytaires (p>0.05). Ce méme
polymorphisme a été étudié dans le cadre de la drépanocytose par Hoppe et al en
2004 qui ont trouvé qu’il n’existe pas d’association entre ce polymorphisme et la
drépanocytose. Par contre il a été associé comme facteur protecteur du SIDA et de

'asthme.




En conclusion, notre étude révéle une nouvelle association entre la cytokine CCL2 et
la drépanocytose. Le génotype AA du polymorphisme CCL2-2528 présente un
facteur de risque pour les drépanocytaires. Le risque de développer des infections
est plus important que celui des crises vaso-occlusives RR=1.015, RR=3.88
respectivement. Cette conclusion pourrait étre considérée dans la prise en charge

précoce des drépanocytaires.

lll.LExpression de I’lhémoglobine Fcetale

La présence de I'hémoglobine F dans le globule rouge drépanocytaire a un effet
modérateur de la complication drépanocytaire en raison de l'effet anti polymérisant
de I'Hb F sur I'Hb S (Ellion et Labie, 1996). La concentration de I'HbF varie de 0.2% a
30% chez les drépanocytaires. Cette variation interindividuelle est trés importante ce
qui a suscité l'intérét des cliniciens et des chercheurs pour trouver un moyen
d’augmenter le taux d’Hb F chez les drépanocytaires. . C’est ainsi que les idées sont
orientées vers l'utilisation d’'un traitement basé sur 'administration [I’hydroxyurée,
agent chimique induisant [I'expression de I'HbF. Toutefois la réponse des
drépanocytaires a ce traitement est différente d’'un patient a un autre. Ceci a amené

les chercheurs a pauser une hypothése d’'une modulation multigénique.

Plusieurs déterminants génétiques ont été montrés comme associés a
'hétérogéneité du taux de I'HbF dans la drépanocytose. Parmi lesquels, les
haplotypes du géne B globine. Un taux élevé de I'HbF a été associé avec les
haplotypes sénégalais et Arabo-indien (Elion J, 2005). Le déterminant commun entre
ces deux haplotypes est la présence du polymorphisme Xmnl C>T situé a -158 au
niveau du promoteur du géne G-gamma. D’autres variations génétiques extérieures
aux genes de globines ont été également incriminées dans ce processus de
régulation du taux de I'HbF. Il s’agit en particulier d'un QTL dans le chromosome
Xp22 et le chromosome 6q22.3-23.2 qui ont été associés a l'élévation de la

production des cellules foetales (Dover et al 1992 et Chang et al, 1995).

Menzel et al, 2007 ont appliqué une stratégie d'association de cartographie du
génome pour des personnes présentant une variabilité extrémes dans les valeurs

des cellules F. Un trait quantitatif du locus (QTL) situé dans une région du




chromosome 2pl5 et qui comprenait le gene BCL11A représentait 15,1% de la
variabilité du taux de I'HbF (Uda et al, 2008, Sedgewick et al, 2008, Lettre et al,
2008). Les associations les plus fortes ont été signalées dans une région couvrant 14
kb dans le second intron du géne BCL11A. La deuxieme association touche un
cluster de 67 kb dans la région 3’ en aval de I'exon 5 du géne BCL11A (Lettre et al,
2008). Sankaran et al 2008 ont montré que I'expression de I'HbF est sous le contrble
de BCL11A, dont I'expression varie au cours du développement. Le variant BCL11A,
situé dans le second intron du géne (rs11886868) est, en effet, celui dont l'influence
est la plus importante. Ce gene BCL11A avait été étudié au cours du développement
lymphocytaire ; il avait été montré qu’en raison d’épissages alternatifs il est traduit en
4 isoformes de longueur différente, XL, L, S et XS, dont I'extrémité amino-terminale
est conservée. L’absence des isoformes longues de BCL11A, ou un variant inactif,
associé au SNP C/T sur le chromosome 11, interviendrait en amplifiant la synthese
des chaines g-globine. Uda et al. (2008) ont trouvé une association significative entre
le géne BCL11A et la persistance de I'hémoglobine fcetale. La plus forte association
a été retrouvée avec l'allele C d'un SNP (rs11886868) dans l'intron 2 du géne
BCL11A (p = 10®). En outre, l'alléle C a été associé a un phénotype atténué chez
les patients atteints de béta-thalassémie et de la drépanocytose, indiquant que les
SNP dans le gene de BCL11A peuvent modifier ces phénotypes en augmentant les
niveaux de I'HbF. Chez 1275 Afro-Américains et 350 Brésiliens atteints de
drépanocytose.

Dans notre étude, nos résultats ont montré que le génotype normal CC est toujours
associé a un taux d’'HbF>15% et le génotype CT est associé a un taux <15%.
L’analyse statistique a montré une association significative entre le génotype
hétérozygote CT et la diminution du taux de 'hémoglobine F (p= 0.029, RR =0.08, CI
95%(0.002-0.885).le méme résultat est observé pour le variant T avec p= 0.016 et
RR=0.39; CI95%(0.178-0.853).Nos résultats sont concordants avec des études faites
sur les populations: Européenne, Brésilienne et Afro-américaine (Uda et al, 2008,
Sedgewick et al, 2008, Lettre et al, 2008).

Lettre et al. (2008) ont trouvé une association significative entre les taux de HbF et
des SNPs touchant le géne BCL11A. L'association la plus significative entre les deux
groupes était avec rs4671393 (p = 2x10-42) chez les Afro-Américains, (p =3x10-8)
chez les Brésiliens). L'effet de ces SNPs pourrait expliquer I'écart de 6,7 a 14,1% des




taux de I'HbF. Nos résultats ont révélé qu'’il existe une association significative entre
les génotypes AG et GG du rs4671393 avec une diminution du taux de
I’'hémoglobine F chez les drépanocytaires. P=0.016 ; OR=0.176 CI 95% (0.03-1.15)
et p=0.021 ; OR=0.189 CI 95% (0.03-1.22) respectivement. Au niveau allélique,
lallele muté G est associé significativement avec une diminution du taux de
’hémoglobine F chez les drépanocytaires p=8.9 10-3 ; OR= 0.567 Cl 95% (0.35-
0.93). Le rs 4671393 est une mutation intronique qui serait située au niveau d'une
région consensus (enhancer) et entrainerait une surexpression du répresseur
érythroide BCL11A.

Nos résultats concordent avec ceux rapporté dans la littérature et confirment le réle
important de BCL11A dans la modulation du taux de 'HbF. En effet, BCL11A joue un
réle de répresseur du géne gamma. BCL11A s’associe avec la protéine de la
matrice nucléaire matrine-3, ainsi qu’avec des peptides de GATA-1, principal facteur

de transcription érythroide, et son cofacteur FOG-1 (Friend of Gata).

Conformément a ce qui vient d’étre rapporté, Galarneau et al. (2010) a montré par
une étude du génome touchant tous les rs associés a une variation du taux de I'HbF
que le rs4671393 dans lintron 2 de BCL11A a été le marqueur génétique le plus

associé a des niveaux élevés HbF (p = 3,7 x 10-37).

Par ailleurs, d’autres études ont révélé I'implication de la partie intergénique HMYB
dans la variation du taux de 'HbF. Deux QTL semblent plus informatifs. L’étude sur
quatre générations d’une grande famille indienne a révélé un QTL en 623, localisé
entre les génes HBS1L et c-MYB, quon a appelé polymorphisme intergénique
HBS1L-MYB (HMIP).Ce segment s’étend sur 79 Kb et commence a partir 188pb en
amont de I'exon1 du géne HBS1L et se termine au niveau de 45Kb en amont du
gene MYB (Wahlberg K et al 2009). 12 marqueurs ont été identifiés dont 3 sont les
plus associés a la variation du taux de I'HbF. Il s’agit du Rs 4895441 situé dans la
partie 5UTR de I'exon 1 du géne HBS1L, Rs 9399137 situé au niveau de l'intron1 du
géne HBS1L. En outre, les variations dans la partie intergénique HMIP ont été
identifiées par une étude du génome comme associées a la variation du taux de

I'HbF chez des sujets non anémiques (Thein SL et al 2007).

Nos résultats montrent qu’il n’existe pas d’association significative entre les
rs4895441 et rs 9399137 de HMIP et la variation du taux de ’hémoglobine Foetale




chez les drépanocytaires tunisiens. Concernant le rs9399137 le génotype
homozygote muté CC n’a pas été rencontré dans notre population Tous les patients
étaient soit hétérozygotes CT et homozygotes normanx TT quelque soit le taux d’Hb
F exprimé. Le méme profil génotypique a été rapporté par Letter et al, 2008 mais ces
auteurs ont trouvé une association entre le rs9399137 et la variation du taux de
I'HbF.

En conclusion, I'expression de I'Hb F reste encore un sujet trés débattu, I'histoire de
polymorphismes parsemés dans le génome et ayant une association avec une
expression différente d’Hb F restent encore un spécifité de population et de simples
données statistique. Les études d’expression seront les seules qui puissent donner

une explication plausible et générale.




PERSPECTIVES




Le probleme de la corrélation phénotype/ génotype est encore loin d’étre élucidé.
Nous envisageons de continuer dans le projet des genes modificateurs du syndrome

drépanocytaire.

En étudiant une population mieux caractérisée cliniquement et génétiguement

Etudier d’autres génes modificateurs
Etudier des facteurs de transcription impliqués dans I'expression de tels génes

A titre d’exemples :

e Etudier I'implication des protéines de transport de la bilirubine dans la
lithogénése. Exemple de I'albumine, SLCO1A2 et SLCO1B1.

e Explorer des cytokines susceptibles d’étre impliquées dans le contexte pro

inflammatoire de la drépanocytose.

e Etudier le réle de facteurs de transcription dans I'expression du géne gamma

globine. Exemple : KLF.

Nous projetons aussi d’appliquer la méme approche d’étude des génes non globines
dans la modulation de la thalassémie et des enzymopathies comme le déficit en

pyruvate kinase et en glucose 6 phosphate déshydrogénase.
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Annexel

Frottis sanguin :

Coloration au MGG ;
= Principe :

Il s’agit d’'un examen microscopique d’un frottis sanguin coloré au May Grunwald
Giemsa. Il met en évidence les anomalies morphologiques des cellules sanguines.
Les éléments basophiles en bleu par le bleu de méthyléne.

Protocol expérimental :
Déposer une goutte de sang sur une lame dégraissée a l'alcool.
Laisser sécher.

Ajouter 10 a 15 gouttes de May- Grunwald sur le frottis (3mm) pour fixer les
cellules.

Egoutter

Recouvrir la lame par le Giemsa 1/15 (15mn).
Egoutter

Laver a 'eau tamponnée (2mn).

Laisser sécher.

Observer au microscope optique par I'objectif 40X puis 100X.

Coloration au bleu de Crésyl brillant :
= Principe :

C’est un examen microscopique d’un frottis sanguin aprés coloration au bleu de
Crésyl brillant de 'ARN qui apparait en forme granulo-filamenteuse au microscope. Il

met en évidence les réticulocytes.
= Protocol expérimental :

- Incuber 2v de sang avec 1v de bleu de crésyl a 37°C (10mn).




Etaler une goutte du mélange sur une lame.
Laisser sécher.

Observer au microscope optique par I'objectif 40X puis 100X.

Identification de I’hémoglobine S par le test de solubilité

Principe :
En absence d’'oxygéne, 'Hb S a la propriété de précipiter plus rapidement que les

autres hémoglobines qui demeurent solubles dans le surnageant.

Protocol opératoire :

Dans un tube eppendorff, on met 1ml de tampon de solubilité (30g de (NH4),SO4;
1,29 de K2HPO4, 1g de saponine et 100ml d’eau distillée) et une pincée de dithionite
de sodium (réducteur qui désoxygénise le globule rouge). Aprés dissolution du
dithionite de sodium, on ajoute 50ul de globules rouges lavés ou 100l de sang total.
Agoter pour homogéneéiser puis laisser reposer pendant 5mn, enfin centrifuger

pendant deux minutes a 2000rpm.

Résultats possibles lors d’'un test de solubilité :

Surnageant Culot Résultat Conclusion

Rouge Blanc (protéines) Solubilité totale Absence d’'HbS
Rose GR+protéines Solubilité diminuée Hétérozygote S

Pale Tous les Insolubilité totale Homozygote S

GR+protéines




Dosage de I’lhémoglobine fcetale par la méthode de la
résistance a la dénaturation alcaline :

Principe :
On exploite dans ce test la particularité qu’a I'HbF a savoir sa résistance a la
dénaturation alcaline, ce qui fait que contrairement aux autres Hb qui sont
dénaturées et précipitées se trouvant ainsi dans le culot, 'HbF ne précipite pas et

demeure dans le surnageant aprés centrifugation.

On utilise au cours de cette expérience du sang frais qui sera lavé 3 fois a I'eau

physiologique.

Protocol opératoire :
Préparation de 'hémolysat :

0.4ml eau distillée
2.6ml solution de Drabkin
200ul globules rouges lavés

La réaction :

Hémolysat
Soude 1.2N
H20

SO4(NH4),

Laisser reposer 5mn.
Centrifuger a 2000rpm pendant 5mn.
.récuperer le surnageant qui contient I'Hb alcaline résistante.

Lecture :

La densité optique du surnageant est lue a 540nm, lecture contre le blanc (solution
de drabkin).




Le témoin nous renseigne sur '’hémoglobine totale (on le dilue 20 fois pour pouvoir

lire au spectrophotomeétre).
Les tubes du dosage nous renseignent sut la quantité de I’hémoglobine fcetale.

La lecture se fait a 540nm.

%de I'Hb F= (D.O dosage/ D.O témoin*20)*100

Dosage de la bilirubine
principe
La bilirubine du sérum réagit avec l'acide sulfanilique diazoté pour former un
composé coloré. Cette réaction est facilitte en présence de deux solvants : la
dimethyl sulfoxyde et I'éthyléne glycol. L’intensité de la coloration générée par ce

colorant en solution est proportionnelle a la concentration de la bilirubine totale.
b) Prélévement :

Réaliser un prélevement de sang veineux recueilli sans anticoagulant. Centrifuger a
pleine vitesse pendant 5 minutes. Séparer rapidement le sérum des globules grace a

une passette.

Tout prélevement hémolysé devra étre traité avec suspicion. Si possible, réaliser un

nouveau prélévement.

c) Technique :
Le dosage se fait a I'aide de 'automate Konelab 20.

Les réactifs utilisés sont
Réactif A
Ce réactif est composeé de :

Acide sulfanilique (32.2mmol/l), chlorure de sodium (NaCl)(0.145mol/l), chlorure
d’hydrogéne (HCI)(120mmol/l), acide maléique (0.125mol/l), ethylene glycol(1.8mol/l)
et du diméthylsulfoxide (6mol/l).




Réactif B

Ce réactif est composé de nitrite de sodium (103mmol/l).

Annexe2

1. Préparation de lyse des GR :
Tris 2M pH 7,6 : 10ml.

EDTA 0.25M pH8 : 20ml.

QSP d’eau distillée : 1L.

2. Préparation de la solution de lyse des GB :
SDS 10% dans du Tris 2M pH 7,6.

Agiter délicatement, filtrer et laisser reposer Over Night.

3. Préparation de la solution de Tris 2M :
Tris : 242.29

Dissoudre la poudre dans 500ml d’eau distillée sous agitation pendant 2 a 3 heures
QSP 1000ml d’eau distillée.

Ajuster le pH avec HCI.

Conservation a +4°C.

4. Préparation de la solution d’EDTA 0.4M :
EDTA : 148.8g

QSP 1000ml d’eau distillée.

Préparation de la solution de T10E1
Tris-HCI 1M pH7.5 : 10ml.

EDTA 0.5M pH8 :2ml
QSP 1000ml d’eau distillee.

Conservation +4°C




Annexe 3

1. Reéactifs utilisés en biologie moléculaire

a) Solutions, Tampons et kits
- EDTA (acide éthyléne-diamine-tétra acétique): 0,5 M
- Nonidet P40: 1%
- Solution A: NaCl 100 mM; EDTA 25 mM; SDS 1%
- Protéinase K: 10ug/pl
- Solution de phénol/ chloroforme: Volume/Volume (1/1)
- NaCl (chlorure de sodium): 3M
- Ethanol absolu, Ethanol 70%, Ethanol 10%
- TBE 10X: 0,88 M Tris-borate; 0,89 M Acide Borique; 20 mM EDTA
- BET (Bromure d'éthidium): 10mg/ml
- Tampon de dép6t d.ADN (double bleu): 0,25% bleu de bromophénol; 0,25%
Xylene Cyanol; 50% Glycérol, 5% Tris-HCI 1M; 10% EDTA 0,5M.
- Solution de polyacrylamide: T9C5
- TEMED (N, N, N, N.-tetraméthyléthylenediamine)
- Persulfate d.ammonium: 10 mg de persulfate d.ammonium dans 1ml d.eau
- Tampon d.électrophorese: 0,125 M Tris/Glycine, pH 8,8
- Tampon du gel: 0,375 M Tris/HCI, pH 8,8
- Kit d.extraction d.ADN a partir du sang: QIAGEN amp DNA Mini Kit.
- Kit Biorad de I'automate D10.

- Big Dye Terminator V3.1: (Applied Biosystem)




Tableau 1 : Propriétés des enzymes de restriction utilisées pour I’étude des

polymorphismes au niveau des genes RANTES, CCL2 et CCR2

Polymorphismes Enzymes  Site de restriction Concentration

étudiés

Température
et durée

d’incubation

INT1T/C RANTES Mboll

10U/pl

...CAGCiTG...B’

...GTCTGAC...S’

l 10U/l
..GATNNY NNATC...3’

’...CTANNT NNTAG...5’

37°C, une

nuit

37°C,une

nuit

Tableau 2 : les amorces utilisées pour I’étude des polymorphismes.




Polymorphismes

Amorce sens

5°-3°

Amorce anti sens

5°-3°

(TA)n

BCL11A :rs4671393
BCL11A :rs11886868
HMIP :rs 4895441
HMIP :rs 9399137
RANTES

-403G/A et -28G/C
RANTES ; INT T/C
DARC (-46T/C)

CCL2 (-2518A/G)

CCR2 (V64l)

TCGTCCTTCTTCCTCTCTGG

ACCTCCCCCATTAGCAGCAT

CACTGAACCCCCCACCTACCA

TCCCCGCTTGCAACATTTAG

CATAAGCCTGGGGTGGGTTT

CAGAGGACCCTCCTCAATAAAAC

CACAAGAGGACTCATTCCAACTCA

GATAGCTAGACACACCCAGACACC

GCTCCGGGCCCAGTATCT

TTGTGGGCAACATGATGG

TCCTGCTCCTGCCAGAGGTT

CTCCACTCCCCGTACCTTCC

GCAGCCTGGAGGATGACAAA

GCCACAGCCCCTTAACTCCT

CCAGAAGCACTTTGGCAAGC

CTCCCCAACATGAGTCCACAC

CTGACTCATGCCTGTCAGC

TTGAGGTTGGATTTGGCTGGT

GGCCATCTCACCTCATCTTCC

TGAAGAAGATTCCGCCAAAA




