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Résumé

Les thalassémies constituent un groupe hétérogénmaladies monogéniques héréditaires, dues a des
anomalies de I'hémoglobine. Selon la chaine dddhige déficiente, on distingue lesthalassémies et lés
thalassémies.

Lesa-thalassémies dues a un déficit moléculaire touckagenen ou I'un de ces régions régulatrices sont
le résultat de plusieurs types de mutations etédigtidns, parmi les plus fréquentes dans le baséuliterranéen
on trouven3.7 et la formei4.2.

Les alpha-thalassémies touchent les pays du basSditerranéen ainsi que les pays Africains. Leurs
conséquences varient entre absence des signepiebnjraves a la présence d’anémie profonde &t.1éta

Notre travail s’inscrit dans ce contexte, afin @eoir établir la prévalence de cette maladie damégion
Nord du Maroc.

Nous avons analysé 450 échantillons du sang préepartir du cordon ombilical des nouveaux-nés.
L’étude comporte deux volets : un volet phénotypigarrespondant a la réalisation d’un examen héowtpe
dont le but est de déterminer certains parametesatologiques, suivi d’un examen biochimique. Cesxd
examens nous ont permis de trier certains casaqpiisoupconnés d’'éteethalassémiques et dont la TGMH est
comprise entre 16 et 30 pg/cellule. Et un deuxiéwlet qui comprend une étude génotypique concerlaant
recherche par la réaction d’amplification sélectav®CR de deux types de délétionS.7 etad.2.

Parmi les 450 nouveaux-nés étudiés, 66 ont révi&éanémie microcytaire hypochrome, suspects déétre
thalassémique. Un nouveau-né parmi les 66 a péseme hémoglobine anormale révélant la présendead
thalassémique : Hb Bart's, et deux autres nouveesx-ont révélé une hémoglobine S responsable de la
drépanocytose.

Notre étude montre une prévalence de 0,93% déléiaha3.7 mais aucun cas de la délétiaa.2 n'a été
révelé.

Mots clés:a-thalassémie, prévalencejélétion a3.7, délétion a4.2, Nord du Maroc
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INTRODUCTION GENERALE






Les hémoglobinopathies sont des maladies héréslitaar transmission autosomale
récessive liees a une anomalie qualitative ou d¢asme de I'hémoglobine. Parmi les
hémoglobinopathies, on distingue les thalassémids sqnt des anémies quantitatives
caractérisées par le défaut de synthése de chainglabine de I'hémoglobine et les
hémoglobinoses qui sont des anémies qualitatiees & un défaut de structure de la molécule

d'’hémoglobine.

Les thalassémies dues a un déficit de synthéserddds chaines de la globinet/oup constituent un
groupe d'anémies héréditaires de présentatiorguknvariable. Elles représentent les maladies némiqges
les plus répandues chez I'homme (Weatherall.[al,&082). On distingue en conséquence deux gitgpds de
thalassémie, les thalassémies touchant les gépes, au alpha-thalassémiex les thalassémies touchant les

génes béta, ou béta-thalassémies.

Gréace aux techniques de la biologie moléculairgés®es de la globine, méme qui sont particulierémen
petits, sont certainement les mieux connus delésugénes humains, ce qui a permis la compréheesidiude
de la régulation de la synthése de I'hémoglobindoat l'identification des différents défauts moléaes qui
peuvent en résulter lors de la régulation ou dgytahése comme pour les alpha thalassémies slaiterasence

d'une délétion ou mutation au niveau d'un géne

A I'heure actuelle, d’apres 'OMS pres de 5 % ded@ulation mondiale sont porteurs
d’'un gene de I'hnémoglobine potentiellement pathigjog et que chaque année, pres de
300000 nourrissons naissent dans le monde avesydeisomes thalassémiques (30 %) ou
une anémie drépanocytaire (70 %) (Rapport de I'ORIBB).

Les alpha-thalassémies sont tres répandue dansridemElles sont trés fréquentes
dans certains pays africains, indiens, népalais,Sdwdaigne et de nombreuses autres
populations meéditerranéennes, en chine, et d'aytogsilations d'Asie orientale. (Souza
A.E.S. et al 2009). L’anomalie génétique en cauaesd’alpha-thalassémie confére une
résistance naturelle au paludisme, ce qui expliglelle soit plus fréquente dans ces régions
trés exposées au paludisme. Vu cette distributidasedivers conséquences qu’engendre ce
désordre génétique sur la santé des sujets ajttitsle et la détermination de la prévalence
de cette maladie au Maroc, s’avere nécessairaiagnostic précoce permet une meilleur
prise en charge des cas thalassémiques, aussglbéeta détermination des familles et des

couples a risque contribue a la diminution de ldlence de la maladie.



REVUE BIBLIOGRAPHIQUE

1. Structure et fonction de 'hémoglobine :

1.1.Structure de 'hémoglobine :

L’hémoglobine est le pigment rouge qui transpodgyigéne dans les hématies des vertébrés. Elle est
normalement produite par les globules rouges danmdelle osseuse. C'est une protéine qui a un poids
moléculaire de 64 450 daltons. C’est une moléclididaire qui comprend quatre sous-unités formarg u
structure appelée tétramere. Chaque sous-unitéenbrine portiorheme conjuguée a un polypeptide (Figure
1).

L’héme c’est une petite molécule cyclique porphigrie (donnant sa couleur rouge au sang), il est
constitué par un anneau d'atomes de carbone, @l'azdthydrogéne, au centre duquel s'attache uneatie fer
dont le role dans la fixation de l'oxygéne est pmmdial (Figure 2). Les polypeptides sont désignés
collectivement sous le nom de portigiobine de la molécule d’hémoglobine. Chaque molécule digiobine
contient deux paires de polypeptides. Dans I'héotuigke normale d’'un adulte (hémoglobine A), ces dgpes
de polypeptides sont appelés les chainapii ont chacune 141 acides aminés, et les chfijreps ont chacune
146 acides aminés. Bien que leurs séquences emaries soient différentes, ces chaimet f sont repliées

en structures tridimensionnelles a conformatiorilaine (Gganong W et Jobin M. 2005).



1.2 Réle de 'hnémoglobine :

L’hémoglobine constitue environ 35 % de la masseglebules rouges dans lesquels elle est contenue.
On compte environ 250 millions de molécules d’hélmbige dans chaque globule rouge, ce qui représente
potentiellement, la fixation d’'un milliard de moldes d'oxygéne (chaque héme d'une chaine de globine
pouvant fixer une molécule d’oxygéne) (Figure 2prd du passage des globules rouges dans les tapilla
pulmonaires, 'hémoglobine fixe directement I'oxygequi s’y trouve, elle le libére ensuite danstlssus des
organes périphériques, ou la pression partielle ogpgene est beaucoup plus faible. La fonction de
I’'hémoglobine est régulée par des anions effectamirgdépend également du pH et de la température.
La quantité d’oxygene fixée a 'hémoglobine représeenviron 98 % de I'oxygéne total contenu dansaleg.
L'oxygene circule donc sous une forme majoritairatiige a ’'hémoglobine et ne passe a I'état disgpue lors
des phénoménes d’échange
(Gganong W et Jobin M. 2005).




2 [ Chains

2 ¢ Chains

Figure 1: Schéma d’'une molécule d’hémoglobine illustrantaestre sous unités

Figure 2 : Hémoglobine sous forme réduite (a) et Hémoglobmes orme oxydée (b)




2. Organisation des genes de globine humaine en famaili

L’hémoglobine humaine adulte est un tétramere dex dbaines: et deux chaine§ (hémoglobine A :
a2B2), mais aussi de fagon minoritaire d'une autre lmoaison polypeptidiquen252. D’autres types
d’hémoglobine sont synthétisés durant le dévelogpemmbryonnaire (tétramer€ze2, (2y2, a.2¢2), puis foetal,
(tétraméren2y2). Tous les génes fonctionnels codant ces diffésechaines protéiques sont regroupés en famille
(cluster : “agrégat”) o (¢, 02, al) etp (e, Gy, Ay, 3, B). Les génes sont organisés sur le méme modékxars
et dérivent par duplications successives d’'un aec&mmun existant il y a environ 450 millions diges
(Kalpan J.C et al, 1989).

L'ordre des genes, de 5en 3’, au sein de chaquapkxxe, reflete l'ordre de leur expression

séquentielle au cours de I'ontogénése.

2.1La famille des genes-globines :

Cette famille est localisée sur la partie distalebdas court du chromosome 16 ou elle occupe emviro
30 kb. Le gené, le plus télomérique, est le premier a expriméadufembryogenése. Les génes etol sont

exprimés dés la vie fcetale et continueront a fonatr durant la vie adulte.

Les séquences exoniques des geiZeetol sont identiques, ainsi que celles de leur preimigon.
Cette homologie de séquence serait le résultdédellition concertée par conversion génique. Lexgal et
a2 sont eux-mémes insérés dans deux régions dehmmelogie, d'une taille de 4 kb, détaillées ensttmites
X, Y et Z. Trois pseudogenes(, ya2 etyal, s'intercalent entré et 2. Une région cis-régulatrice a été

identifiée a 40 kb en amont §eNommée HS40, elle contrdle I'expression des gémes (Figure 3).

Le phénomeéne de la commutation des génes (le gwiest-a-dire le passage de I'expression du gene

{ a celle des génes au début de la vie foetale, n'est pas encoreechaint décrypté.

2.2 La famille des gene$-globines :

La famille desB globines s’étend sur environ 60 kb a I'extrémiigtale du bras court du chromosome
11. Le géne, le plus en 5 du complexe, est le premier a éxrimé, durant la vie embryonnaire. Les génes
Gy et Ay s’expriment durant la vie feetale (hémoglobinex®:2); I'adulte présentera normalement moins d'1
% d’hémoglobine F. Leurs séquences exoniques dentiques a une position pres : le codon 136 (géypiour
la chaine @ et alanine pour la chaine/A

A nouveau, I'évolution concertée est évoquée poynliguer le maintien d’une si forte homologie.
Entre les paires 5/ Ay etd / B est localisé un pseudogene de tpp@pB) (Figure 4). L'expression du gefie

commence dés la vie foetale et atteindra son plateampression quelques mois aprés la naissancgehes,




dont I'expression débute seulement aprées la naiesast faiblement transcrit. Il n’intervient queup 2 a 3%
des tétrameéres (hémoglobine A22:y2). De 6 a 20 kb en amont du géneuatre sites, HS1 a HS4 constituent
la régioncis-régulatrice distale, ou LCR (Locus control Regjah) complexes.

La commutation des génes de la famfilesous le contrble des éléments du LCR entre aigeekit en
deux étapes ¢ vers G et Ay, au début de la vie foetale, pfiit d dans la période périnatale (Bensimon C,
1999).

2.3 Evolution ontogénique des hémoglobines humaines :
Plusieurs hémoglobines existent a I'état physigjogi et se succedent au cours du
développement ontogénique, probablement pour répomdix besoins en oxygéne de
I'embryon, du feetus et de I'adulte (Hanscombre @l,€1991).

Chez 'Homme, I'érythropoiése débute dans la ligmémitive érythroblastique du sac
vitellin des la fin de la troisieme semaine de gish du fait de lactivation des
loci a et.Trois hémoglobines embryonnaires sont alors sus@ssnt synthétisées : Gower
1(&2e2), Gower 2 €, ¢) et Portland dzy.). Ces hémoglobines ont pu étre purifiées et
caractérisées récemment par I'obtention de saamsgéniques exprimant a un taux éleve les
génes codant ces protéines (He et Russell, 200z CHomme, dés la cinquieme semaine
de gestation, les hémoglobines embryonnaires soogrgssivement remplacées par
I’'hnémoglobine feetalea(y,) qui devient alors majoritaire a partir de la dixie semaine de

gestation et ce jusqu’a la naissance (Tableaui@Y(E 5).
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Figure 3: Organisation chromosomique du geénrglobine.
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Figure 4 : Structure du geng-globine.

L’hémoglobine foetale est d’abord synthétisée dandole (jusqu’'a la vingtieme
semaine) puis dans la rate et la moelle osseusa.ie les chaingssoient synthétisées a un
taux largement supérieur a celui des chahegrant les trente premiéres semaines de
gestation (rappoit/ 3 = 50/1), ces dernieres sont détectables a paatia dlixieme semaine
(Figure 5). Leur synthése augmentera progressivethaant le développement intra-utérin.
A la naissance, I'HbA représentera 10% de I'hémioigle totale. Environ 6 mois a un an

aprés la naissance, I'hémoglobine fcetale, du fat ld commutation hémoglobine




foetale» hémoglobine adulte, chutera et ne constituera goiesde 3% de I'hémoglobine
totale.Ala fin de la deuxieme année, le taux d’hémoglolioe¢ale se stabilisera (moins de
1%), le globule rouge contient alors les taux d’bdlobines foetales et adultes

caractéristiques du globule rouge adulte.

Parallélement au changement des sites érythrogoétiau cours du développement
ontogénique, se produit une évolution dans la naqggie des cellules érythroides: dans le
sac vitellin les cellules dites embryonnaires amjfives sont nucléées alors que dans le foie

foetal et la moelle osseuse (cellules définitivéissene le sont plus.

L’expression de tous les génes de la famille estdmnnée, et I'activation séquentielle
des génes embryonnaires, foetaux et adultes implionge commutation unique embryon
Foetus pour la famille, et une double commutation : embry®nfoetus et feetus®» adulte

pour la famillef (Zhenning He and Eric Russell J, 2001).

3. Alpha thalassémie :

Les alpha-thalassémies constituent un groupe d’aliesngénétiques a transmission
autosomiale. C’est un désordre de I'hnémoglobinaatérisé par I'absence ou la diminution
de synthese de la chaiaglobine (Weatherall D J, 2001). La diminution desinthese de la
chainea-globine cause I'excés de la production de la ahgiglobine oup-globine (Siala H
et al,2008.
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Figure 5: Evolution de la synthése des chaides molécules d’hémoglobine

en fonction de I'age.

Tableaul: Composition protéique des différentes hémoglobmasaines.

Vie Embryonnaire Vie Feetale Vie Adulte
Hb Gowerl( 2 £2) Hb F @272) Hb A (@2 B 2)
Hb Gowerll @2 £2) Hb A2 ¢252)
Hb Portland { 2y2)
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L’anomalie moléculaire résulterait d’'une délétidardou plusieurs génes alpha situés
sur le chromosome 16. La délétion intéressant lencbsome 16 n’influence pas la synthese
des chaines non alphf 6u y) dont les genes sont situés sur un chromosomeéreiff
(chromosome 11). Il en résulte une diminution dppoat des chaines alpha et non alpha
(Sangare A et al, 1991). Les chaines non alphadextgires se combinent pour former des
tétrameres d’hémoglobine qui sont les stigmatedofigues de l'alpha thalassémie a
I'électrophorese :

- Le tétramére 34 ou HbH est surtout présent chdalte et chez I'enfant aprés 6 mois.

- Le tétramere/4 ou Hb Bart’s est présent chez le nouveau-né et thnourrisson avant 6

mois.

3.1 Historique :

Les thalassémies constituent un groupe hétérogemeathdies héréditaires. Elles se
distinguent des autres anémies avec la descripiio€OOLEY en 1925 qui a observé la
présence d'une anémie avec une splénomégalieeattat osseuses chez 7 enfants tous du
méme origine Italienne. Il avait proposé que cedsyme soit désigné comme anémie

Méditerranéenne mais le nom retenu fut alors adhnémie de Cooleyweatherall D J, Clegg
J B, 2001).

Dans les années qui suivirent, d’autres enfantsn&t du méme syndrome ont été
décrits aux Etats Unis et en Europe. En 1932, tBauthercheurs ont inventés le terme de
thalassémie utilisant la racine grecque « thalaspai signifie mer et « hémia » : sang, pour

désigner cette affection.

Des études familiales, hématologiques, puis I'étddephénotype d’expression de
I’'hnémoglobine, ont permis d’établir une définitiphysiopathologique : la fonction anormale
d’'un géne se traduit par un déficit partiel ou ltd&la synthése d’une ou plusieurs chaines de
I’'hémoglobine dans la lignée érythroide, et le détdement selon le gene déficient est fait
en thalassémie et f. Et ce n'est qu’au milieu des années 1960 qu'astan évidence le
déseéquilibre de synthese des chaines de globieesapporta/p ou o/ nona chez le petit
enfant est normalement voisin de 1 dans le cas alooest-a-dire que la synthese est
équilibrée. Des progres décisifs dans la comprébendes syndromes thalassémiques
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n’interviendront qu’au fur et a mesure de I'emples techniques du génie génétique au cours

des années 1970.

3.2 Epidémiologie :
Les thalassémies, de transmission généralemerdamigue récessive, constituent un
groupe de maladies héréditaires caractérisées par diminution de la production de
I’'hnémoglobine (Hb) normale. Elles figurent parms lmaladies génétiques les plus répandues

dans le monde.

L’hémoglobine A adulte comportant quatre chainest§iques, deux chaines alpha-

globine et deux chaines béta-globine.

Les béta-thalassémies résultent le plus souvemhudations localisées dans le géne
béta-globine, responsables d’'un défaut de syntihesehaines béta-globine.

Les formes majeures de béta-thalassémie, initialendécrites chez des enfants
originaires de pays du pourtour méditerranéen, &galement trés répandues en Asie du Sud-
Est, en Chine, en Inde et au Moyen-Orient. Envit6r000 patients atteints de forme sévere
de béta-thalassémie vivent actuellement en Eurbpa Amérique du Nord, ou le traitement
transfusionnel au long cours associé au traiterohatateur du fer précoce et régulier a
amélioré de plus de 30 ans leur espérance de gfebéta-thalassémies sont exceptionnelles
dans la population d’origine francaise, sauf ens€pou I'on retrouve 3 % de sujets porteurs
du trait béta-thalassémique (hétérozygotes). Ugié&ir nationale récente a répertorié sur le
territoire francais plus de 350 patients atteigdaimes de gravité majeure ou intermédiaire,

principalement originaires d’ltalie et d’Afrique d\ord.

Les formes mineures ou silencieuses d'alpha-thétaies sont extrémement
fréquentes en Afrique et aux Antilles, en Asie dud-&st, en Inde, au Moyen-Orient et pays
du pourtour méditerranéen. Les formes cliniquensmptomatiques (hémoglobinose H,
hydrops fetalisde Bart) surviennent principalement chez des pigtieriginaires du Sud-Est
asiatique et sont tres rarement rencontrées enusriElles sont exceptionnelles en France,

ou I'on ne dispose pas de données épidémiologiodesses (Figure 6).

L’anomalie génétique en cause dans l'alpha-thataieséconfere une résistance

naturelle au paludisme (maladie grave touchantglebules rouges, transmise par les
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moustiques), ce qui explique gu’elle soit plus frégte dans ces régions trés exposées au

paludisme.

13
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Figure 6 : Répartition géographique de I'alpha-thalassémiapjdts WEATHERHALL, 1996).
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Figure 7 : Organisation chromosomique des génesaeglobine normale.

La prévalence (nombre de personnes atteintes daaspapulation donnée a un

moment precis) de l'alpha-thalassémie varie énoreméraelon les régions du monde, avec
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une prévalence allant de 1 personne atteinte ghomnd’habitants dans les pays du nord a 1
sur 10 000 dans les pays du sud. En France, en2@@rpersonnes sont atteintes de la forme
intermédiaire (hémoglobinose H), soit une prévadede 1 personne sur 350 000 (Guide
meédecin de la HAS. 2008).

3.3L’ a-thalassémie et les génotypes associés :

Le génome humain comporte quatre genes alphangloldeux genes (alpha-1 et
alpha-2) sur chaque chromosome 16 (Figure 7). ljgsaghalassémies résultent le plus
souvent de délétions concernant, un ou deux gdpka &-igure 13) (Tableau 2). La région
chromosomique qui porte les deux génesontient plusieurs segments homologues, ce qui
permet une recombinaison facile aboutissant a létideé d’'un géenea et 'absence de la
synthese de la chaine correspondante. La produdgonhainen est plus ou moins bien
compensée selon que le gene qui persistenebtou o 2. Elles sont plus rarement la
conséquence de mutations ponctuelles ou d’insertiams un géne alpha, c’est par exemple
le cas de la mutatio€onstant Springsituée dans le gene alpha-2. Le géne alpha-2 étan
normalement exprimé deux a trois fois plus quedieegalpha-1, les mutations intéressant le
gene alpha-2 entrainent des anémies plus sévereslegumutations du gene alpha-1
(Harteveld C.L et Higgs D.R. 2010).

La diminution de synthese des chaines alpha abawtitade foetal a la formation de
tétrameres gamma-4 (Hb Bart), que I'on peut détecta naissance dans toutes les formes
d’alpha-thalassémies. Au stade adulte (adulte et €enfant apres 6 mois), la formation de
tétrameres béta-4 ou HbH n’est observée que danttmes séveres (hémoglobinose H)
(Siala H et al, 2008).

Du point de vue génétique 4 types d’alpha thalagséont décrits classiquement :

3.3.1. a - thalassémie silencieuse ou de typex2; & :
L'alpha thalassémie silencieuse ou alpha 2 thataigséua-thalassémie hétérozygote inapparente désigne
la délétion d'un seul géne-globine, laissant intact I'autre géneglobine de ce chromosome-fua). Elle se
définit a la naissance par un taux d’'Hb Bart's amaride 1 a 4 %. Cette hémoglobine anormale didpapads 6

mois de naissance.

Chez ces patients on estime que la synthése deesha@st diminuée de 10 -15%, ils sont connues sous le
nom de « porteurs muets ». Ces personnes sont tmywatigues et présentent généralement des résultats

hématologiques normaux dans le cadre de l'analyaslituelle : hémogramme normal (parfois discréete
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microcytose). Electrophorése de I'hémoglobine ndemehez I'adulte ; on peut mettre en évidence 1%
d’hémoglobine Bart’s a la naissance.
En général, le diagnostic dthalassémie a délétion d’un seul géne ne peutpitnavé que par dépistage

moléculaire (ADN).

3.3.2. a- thalassémie mineure ou de type & elou -« /-a. :

L’alpha-thalassémie mineure ou alpha 1 thalass@mialpha thalassémie hétérozygote apparente @ésign
une délétion des deux genegllobines sur le méme chromosome : Deux genssnt perdus ¢° thalassémie
hétérozygote-f/aa) (figure 10), ow+ thalassémie homozygotau(-a) (figure 9b) (hémogramme identique dans
les 2 cas)Elle est caractérisée a la naissance par un taux d’itts bariant de 5 a 10 %. Cette Hb Bart's
disparait aprés 6 mois faisant place a une formlgletrophorétique normale (quelquefois diminutienA®R : <

2%, et hémoglobine F normale).

o l'a+ thalassémie :

Les études du génome normal ont montré qu'il exast niveau des géenes eta2 des zones d’homologie
débordant le géne lui-méme et s’étendant sur emvirkb.
Un appariement non homologue au cours de la méstda meilleure explication dext thalassémie.

Des études cartographiques par plusieurs enzymeaggtiéction ont montré deux variantes principales

résultant d'erreur d’alignement entre les zones X e

- Une forme droite d’environ 3.7 kb, le gene ressttun gene recombinant résultant
de la fusion des deux géenes consécutifs a la déldtun fragmentent de 3.7 kb limité
par deux zones d’homologie. La partie 5’ de ce gaoeient du géne?2 et sa région
3’ du genenl, c’est un glissement=2Z) (Figure 8a) (Dodé C et al, 1992).

- Une forme gauche dans laquelle la région délagéeuvre 4.2 kb emportant le gene

a2 et seul subsiste le geak (glissement X X) (Figure 8b) (E .Baysal et al, 1994).

Fu 2 al
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Figure 8 a: Mécanisme de la délétiom 3.7

ol

"1 8 18 INE 3 Etat normal

[2 ] FlLz21 = ]MEC=z]
I o m
31
ol
To Délétion 0.4.2
—AilR i —
[ =z |
Figure 8b: Mécanisme de la délétian4.2
o2 ol
o2 wl —
a
a2 ol
o2 T |
h

Figure 9 : Forme délétionnelle responsable d'une thalassémie.

a. Forme hétérozygote.

b. Forme homozygote.
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Figure 10: Forme délétionnelle responsable d'ufithalassémie.
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o [|'a’thalassémie :

Les formes délétionnelles responsables dua@halassémie sont également
hétérogenes (Figure 10). Plusieurs délétions antdétrites qui toutes atteignent les deux
géenes alpha en cis. Les délétions responsabiéthdlassémie emportent donc un fragment
du chromosome comportant les deux gandsen existe plusieurs types qui se caractérisent
par des limites et des tailles différentes. Lesstpus fréquentes sont les délétions MED
(Méditerranéenne), SEA (Sud Est Asiatique), et Thhailand) (Badens C et al, 2000)

3.3.3. Hémoglobinose H : 3 génesatteints -« /-- :
La maladie a hémoglobine H correspond a la dél@®B génes alpha (Figure 11), les manifestations s
le plus souvent modérées et, seulement dans deqaseséveres.

Les stigmates électrophorétiques sont identifiadlesut age. Son diagnostic repose sur :

- Ala naissance d’un taux d’Hb Bart’s variant de240 %,
- Apres 6 mois et chez I'adulte sur un taux d’'HbHiamirde 10 a 30 %.

Chez ces patients on estime que la synthése deesloadst diminuée de 40 - 80 %.

La synthese excessive de chafhear rapport au défaut de chaineentraine la

formation de complexegd4 (= Hb H) peu stables qui précipitent (Siala tle2008).

3.3.4. Hydrops foetalis --/--:

L’hydrops foetalis correspond a la délétion des éheg alpha (Figure 12). C'est uné-
thalassémie homozygote dont aucun gene n'est forminel (incompatible avec la vie extra-utérine)
conduit & une anémie et une hypoxie tissulaire unajdés la période feetale, entrainant en regleokaim
uteroou a la naissance dans un tableau d’anasarque-plaiEtaire. |l se définit a la naissance par une
anémie majeure avec hémoglobine = 3 — 8 g/dl et VGBD — 90 fl, et une proportion d’'Hb Bart’s de
I'ordre de 80 a 90 %. Le feetus ne peut produirelmiF ni Hb A, et I'Hb Barty4 ne fixe pas I'O2, ce qui

explique I'incompatibilité avec la vie extra utéiWeatherall D J, 2001).
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Tableau 2: Classification des mutations délétionnelles resablesde la-thalassémie

BJ. 2006).

(d'aprés Bain

Délétion impliquant un ou deux genes
a

—a4.2,-a3.71,
Délétion de tout ou d’'ung o+ thalassémie 7 —03.7H, —
partie du gene a3.711, —03.5,
—b5.3, 2.7
e —SEA, —
e e THAL —i1ED
) A= a® thalassémie 20 —FIL, —BRIT,
mais sans délétion de __SPAN. —

HS-40

(0)20.5, —(1)5.2

Délétion des deux gene)

8, sans autres

a et de HS-40 (100-250 « ° thalassémie anomalie —DUTCH11
kb) phénotypique
Une perte importante d¢ 17, avec un
16pl13.3 inclus les deuX a°thalassémie | retard mental et —BO
génesy et HS-40 une dysmorphie
Délétion du genel et
18-20 ko en aval du gén «a° thalassémie 1 (a)—ZF
al
[l)gletlon Délétion de grand (aa)RA,
aissant | . . ; o R
les elément de régulation a° ou tres 12 (0a) TAT,
génesu en a,m,o_nt (HS-40), sans grave a+ (aa)MM,
ntacts deélétion des genes thalassémie (aa)ld

3.3.5. Mutations non délétionnelles :

Il existe de rares mutations non délétionnellesajtéctent la production d-globine, telles que

I'Hb Quong Sze et I'Hb Constant Spring. En gros pautations sont semblables aux formes délétioemell
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plus courantes ded-‘thalassémie; cependant, certaines d’entre elles@os graves sur le plan clinique :
par exemple, une patiente présentant une délégodedix génes-globine et une mutation @'globine
Constant Spring concomitante (et, donc, un génotypeCS- ou aaCS/—) sera habituellement plus
gravement affectée et nécessitera plus de sousiesftisionnel qu’'une patiente présentant une nalaeis
Iésions identifiées ne touchent qu’un seul des dgnesu, et méme a I'état homozygote elles ne peuvent
produire gqu’un seul syndrome de typesthalassémique.

L’hémoglobineConstant Springésulte d’'une mutation du codon non sens termmoainalement
présent en position 142. Celui-ci est remplacéupacodon traductible, et la chalmese trouve allonger de
31 résidus par lecture de la séquence 3’ de 'ARdgy’au codon stop non sens suivant. Cette chaine
allongée est produite a trés faible taux et seuttaali niveau phénotypique comme la délétion d'eéneg
(Vichinsky E.P, 2009)

D’autres formes di thalassémie non délétionnelles ont été décriteiest sont dues soit a un :

- RNA messager non fonctionnel, par mutation décalal@ns le codon 14 du
gene al (Arabie Saoudite) ou par mutation ATG---AGG dales codon
d’initiation du génex2 (Méditerranée).

- Epissage alternatif, par délétion de 5 nucléotalesiébut du premier intron du
géeneo2.

- Perturbation de la maturation de I'extrémité 3’ chessager, par mutation
AATAAA-----AATAAG dans le signal de polyadénylatiotu genen?2.
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Figure 11: Forme délétionnelle responsable d’'une Hémoglolirhs

Figure 12: Forme délétionnelle responsable d’'un Hydropsaiaet
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3.4 Description clinique et Diagnostic :

Le diagnostic de I'alpha-thalassémie peut étreiquréta la naissance : ce diagnostic néonatalseitlitypes
d’'analyse :

- I"hémogrammegappelé aussi Numération Formule Sanguine ou NR&)pgrmet d'étudier le nombre et
I'aspect des globules rouges, ainsi que la quatitittmoglobine totale dans le sang.

- les analyses biochimiquede I'hémoglobine qui renseignent sur la forme deémoglobine (techniques
d’électrophorése, de chromatographie liquide).

- lesanalyses génétiquemli permettent de rechercher les anomalies desgéret a2.

Dans le cas de l'alpha-thalassémie silencieusémdgramme est normal (pas d’anémie, globules rodges
taille et de coloration normales) et les analysesnontrent aucune anomalie de I'hémoglobine. Edlegpaut
donc étre diagnostiquée que par les analyses gépsti

L'alpha-thalassémie mineure présente un hémograaweae des globules rouges petits (microcytaires) et
peu colorés (hypochromes). Le taux d’hémoglobine regmal ou trés légérement abaissé (anémie trés
modérée). Les analyses biochimiques ne révelenagagsence d’'une hémoglobine anormale et la woafion
du diagnostic peut faire appel aux analyses géamesiq

Dans I'hémoglobinose H, 'hémogramme montre quguantité de globules rouges et d’hémoglobine est
généralement diminuée. Dans ce cas, le taux d’hiediog est généralement voisin de 70 a 90 gramraes p
litre (g/l) alors que, chez une personne sairesticompris entre 110 et 180 g/l (les valeurs plu# faibles chez
I'enfant que chez I'adulte (Fucharoenl S and&ipsit V. 2009).

Une étude au microscope d'un échantillon de sammetede voir que les globules rouges sont plus
petits (microcytose) et peu colorés (hypochromé®)s analyses biochimiques révélent la présence de
I’'hémoglobine anormale H, dont la proportion petieiadre 30% de I'hémoglobine totale (Fucharoenang
Viprakasit V. 2009).

Le diagnostic dans la forme majeur de I'alpha thsdaie ou Hydrops fetalis est souvent fait penldant
dernier trimestre de la grossesse. On détectadamue (cedéme du feetus) par échographie : le fuatus
certains de ses organes sont « gonflés », en rdessiaccumulation de liquide. Enfin, les mouvensedti bébé
peuvent diminuer fortement, voire s'arréter, ce it alerter la mére et provoque un décés foetaleonatal,
le risque d’avortement apparait dés la deuxiemeiéndé la grossesse.

Le diagnostic peut étre prénatal si le couple aisoue de donner naissance a un enfant atteined’un
forme sévére d’alpha-thalassémie (risque d’hydrepelis ou si les parents ont eu un premier engdtaint
d’'une forme sévere d’hémoglobinose H), il est daesile réaliser un diagnostic prénatal a chaquesgsse. Le
but du diagnostic prénatal est de déterminer auscte la grossesse si I'enfant a naitre est poaeutron de la
maladie.

Il consiste a rechercher les anomalies génétiquetations des gened et a2 chez le foetus), a l'aide
d'un prélevement de villosités choriales ou d’'uneacentéseSi le foetus est porteur de la forme sévére de la
maladie, I'interruption de grossesse est recomnmandé

Les techniques plus récentes de diagnostic préaimgoire (DPI) ont déja été appliquées a la

thalassémie, dans des cas tres particuliers. Lecbidiste a rechercher I'anomalie génétique regidagle la
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maladie sur des embryons obtenus par fécondativitrim Cette technique permet de sélectionneetabryons
qui n'ont pas I'anomalie génétique pour les impdarttans I'utérus et éviter ainsi aux parents diax@tours a

un diagnostic prénatal, suivi éventuellement d’'umterruption médicale de grosse¢Bteftheriou A. 2007).

3.5 Physiopathologie :

Plusieurs défauts moléculaires ont été décritordgihe de syndromes thalassémiques. Si les chaines
alpha ou béta de I'hnémoglobine sont synthétiséesndriere inefficace, il sera impossible de produies
quantités suffisantes d’hémoglobine adulte ou featal les deux : ainsi tous les syndromes thalasg@&misont
caractérisés par une anémie hypochrome. Dans #elpdlassémie, il y a un excés de production déneba
gamma ou béta (Figurel4). Une alpha-thalassérienesctérisée par un rapport alpha/non alphaiemféa 1.

Les chaines gamma ou béta produites en exces 'dipigmtthalassémie forment des tétraméres anorniesx,
hémoglobines Bart's et H. Ainsi, le degré d’éryihoese inefficace est moindre dans l'alpha-thatagsénéme
si les hémoglobines Bart's et H sont peu utileeltient a précipiter dans les populations de gésbrduges les

plus agées. Ceci explique les différences de pphgtimlogie entre les thalassémies alpha et béta.

Yy by
Chaines B en excés
1 By
Hb Bars HEH
-Physologuement mutile - Préciptte dans les globules rouges.
-Précipttation dans les globules rouges dgges - Anémie hémolytioue.

Figurel4: Physiopathologie des alpha-thalassémies.
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L'anémie va s’accompagner d’'une hypersécrétionythéopoiétine et d’'une expansion érythroblastique
responsable des déformations osseuses.

L'expression clinique est variable allant d’'une mre hémolytique chronique modérée (paleur, ictéere,
hépatosplénomégalie) dans la plupart des cas amémie plus sévere nécessitant des transfusiogséesp
(Weatherall D.J, 2001).

3.6 Le traitement, la prise en charge et la prévention

Les enfants atteints de thalassémie sont souvebbene santé a la naissance, mais présentent une
anémie entre six mois et deux ans. Sans diagnestians traitement, la plupart meurent d’une andmuie
d’infections contractées dans les premiéres andéesa vie. Les malades atteints de la thalassémie o
régulierement besoin de transfusions de globulege® (une ou deux fois par mois) pour maintenir une
concentration d’hémoglobine moyenne d’environ 9,006 g/dl. Ce traitement permet d’améliorer leants,
mais malheureusement uniqguement a court termealbdds nombreuses transfusions qu’ils recoivertaaus
des années, divers organes présentent une imposiartharge en fer et, si I'on veut éviter le déagsours de
I'adolescence, il est indispensable de pratiqueuli@ement des perfusions sous-cutanées d’un apetateur
du fer. Lorsqu’on démarre précocement un traiteraesbciant transfusions et agent chélateur du fgu’en le
poursuit, la qualité de vie du malade peut étre tvéenne et le pronostic optimiste. De nombreux desa
recevant ce traitement associé ont aujourd’huirdtta trentaine ou la quarantaine et, dans les gayevenu
élevé, leur espérance de vie augmente régulierepoemtrattraper les valeurs normales.

Le traitement de la thalassémie pose encore de meamkproblémes. La mise au point d’'un agent
chélateur du fer pour voie orale, plus largememessible et acceptable, pourrait permettre de désole
probleme de l'observance du traitement dans les piégposant de ressources limitées ou la morbéatit&
mortalité sont principalement dues a un accésdimitx soins médicaux appropriés.

Ces patients nécessitent une supplémentationsésgeh acide folique, une prise quotidienne d'acid
folique (vitamine B9) permet d'éviter I'aggravatide I'anémie. L'acide folique est une vitamine reszgre a la
fabrication des globules rouges par la moelle asseC@hez la personne thalassémique, leur fabnicash
accrue et les besoins en acide folique sont dargipiportants.

Par ailleurs, une prise en charge clinique rigoseeaméliore grandement la qualité de vie des malade
atteints de thalassémie et augmente leur espédenee. Toutefois, les sujets plus agés sont aisepravec de
multiples affections, notamment une ostéoporoseqees une cardiopathie, une hypertension pulmoreiten
diabéete, dont certaines résultent d’'un dépbt aderuder dans les glandes endocriniennes et lesleslbu
myocarde. A cause des complications associées aladias chroniques de I'hémoglobine et des années
d’incapacité qui en résultent, les hémoglobinogattsont en passe de devenir un probleme de soiganté
grandissant dans toutes les régions touchées toaipgrticulierement dans le monde en développement

Les modalités d’'une prévention efficace de la sdaie ont désormais été mises en évidence dans de
nombreux pays a l'aide de divers programmes desti¥ge des porteurs en plus de I'acceptation dieittumption

de grossesses dont on a montré que le foetus ér@ups d'une maladie génétique grave. Par exendple,
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Chypre, en Gréce, en ltalie et en République iglamid’lran, le dépistage prénuptial de la thalagsést une
pratique courante et I'on dispose des données i&andtionaux; la plupart des couples a risque starttifiés a
temps pour se voir offrir un diagnostic précocecaurs de la premiére grossesse. La majorité d’entreont
recours a ce service et ont des enfants en bommé. $su Royaume-Uni de Grande-Bretagne et d’Irladde
Nord et dans les autres pays du nord-ouest dedjiupu le diagnostic prénatal est en général disfgrun
dépistage est offert au cours de la grossesse.pt@gammes de dépistage doivent étre appuyés pmar de
compagnes de sensibilisation de grand public etlparstructures réglementaires de fagon que chiadivédu
puisse prendre des décisions éclairées et quetssmmes puissent étre protégées contre touténdisation qui

résulterait des résultats de leur test (RappofaMsS, 2001).

4. But du travall :

Les thalassémies sont des anémies hémolytiqueditadmres les plus répandues dans le monde et dont
la distribution tend a devenir mondiale, et a unésentation clinique assez variable allant de Eabs de
manifestations a I'anémie profonde et létale danzémiére année de vie.

Le Maroc fait partie des principaux pays méditedgars touchés par la thalassémie. Il est classé eomm
le 28éme pays dans le monde. La prévalence desupedu trait béta-thalassémiques est de 3% einidbre de
porteurs de la béta-thalassémie atteint 445 (Addvzt al, 2010).

Jusqu'a présent nous ne disposons d’aucune infammatontenant la prévalence et les données
moléculaires de l'alpha-thalassémie. Notre tragdiiscrit dans ce contexte il a pour but de déteemila
prévalence dans la région Tanger —Tétouan-Laraehdealix types de délétion8.7 etad.2 qui sont fréquentes
dans le bassin méditerranéen. Notre étude conaeeéchantillons prélevés a partir du sang duocord
ombilical des nouveaux-nés et comporte deux valietEipaux :

- Etude phénotypique des nouveaux-nés ou Exameatbégique et biochimique permettant le tri des
sujets soupconnés d'étre alpha-thalassémiques.

- Recherche de deux types de délétion responsabletdhalassémie 3.7 eta 4.2.
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MATERIEL ET METHODES



1. Sujets étudiés :

Cette étude a été réalisée sur une période de¥ (awi01 Juin au 30 Aolt 2009 et du
01 Février au 30 Mai 2010) a partir de 450 échlantl de sang de cordon ombilical des
nouveaux-nés provenant de différentes sourcestaties :

= Hopital Mohamed V de Tanger,

= Hopital Mohamed VI de Tanger,

= La clinigue mutualiste de Tanger,

= La clinique Tingis de Tanger,

» La clinique de Croissant Rouge de Tanger et Tétouan
= L’hopital civil de Tétouan,

= Hopital Princesse Lalla Meriem de Larache,

Le prélevement a été realisé par des sages femrpadiadu cordon ombilical des
nouveaux-nés. Le sang de cordon est issu du palagnprélevé au niveau du cordon
ombilical immédiatement aprés la naissance ded®népres que la maman est donnée son
consentement. Il est recueilli sur un anticoagi/lBEDTA. Le volume prélevé varie entre 5
et 10 ml.

L’examen hématologique nécessite un prélevememsiadg frais ou conservé a +4 °
C, le délai de conservation ne doit pas dépassesemaine (Vaubourdolle M, 2007 ).

L’extraction d’ADN a été effectuée sur du sangdrau conservé a -20°C et concerne

les échantillons suspects de porter un trait teélagque.

2. Méthodes :

2.1 Etude phénotypique ou Examen hématologique :
2.1.1. La numération formule sanguine (NFS) :

La numération formule sanguine ou hémogramme eskamen essentiel qui apporte
des renseignements sur les cellules sanguinesesprocessus de défense immunitaire, sur

I'némostase et qui révéle des modifications évimestid'un grand nombre de maladies.
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Elle comprend la numération (calcul du nombre abdel ces différentes cellules dans
un certain volume de sang) des différents élémigguisés du sang: les globules rouges ou

hématies, les globules blancs ou leucocytes gtidepiettes.

Différents parametres trés utiles au diagnostioad'anémie sont également mesurés
ou calculés a savoir le taux d'’hémoglobine, le wmau globulaire moyen (VGM),
I'hnématocrite, la concentration corpusculaire mogean hémoglobine (CCMH) et la teneur

globulaire moyenne en hémoglobine (TGMH).
Dans ce travail la numération formule sanguinedaédlisée par deux méthodes :

a. METHODE MANUELLE : COMPTAGE DES GLOBULES ROUGES

La méthode manuelle repose sur le comptage desllglblbouges d'un sang dilué
dans un liquide isotonique, le comptage des hémagefait au microscope, dans une cellule
hématimeétre qui est sous forme d’une cellule emevealibrée, et on calcule le nombre par

litre de sang.

Il existe différents types d'hématimetres. lldatiént par leur quadrillage, mais tous
permettent de compter, dans un volume précis enwoles globules blancs, les globules
rouges et les thrombocytes. Lors de notre travaisravons utilisé la cellule dite « Thoma »
qui est formée de 16 grands carrés, composes claacld petits carrés (figurelb).

Le comptage est réalisé en aspirant le sangadel@dune micropipette; la plus utilisé
est la micropipette Potan (figurel6); jusqu’a laque 0,5 de la pipette, en suite en aspirant le
liquide de dilution qui doit étre neutre et isotqune pour éviter tout type d’hémolyse.

Le mélange est ensuite homogénéisé par retournederia pipette, les 4 a 5
premieres gouttes sont rejetées, en suite uneegalatt’échantillon dilué est rentré par
capillarité entre 'nématimetre et la lamelle. Laugie ne doit pas déborder dans les rigoles de
I'hnématimeétre et elle doit recouvrir completemend'an seul coup toute la surface quadrillée
de I'hnématimetre.

Aprés 5 a 10 minutes le comptage des globules sageeffectué a I'objectif 40 X
dans quatre ou cing rectangles opposeés. Le nonebgéotlules rouge est donné par la relation

suivante : Nx1/DxV

N : la moyenne des GR dans les 5 rectangles
D : la dilution effectuée
V : le volume d’'un grand carré
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Les nouveaux nés normaux présentent une valeunétesties entre 4,1 et 6,1 1
hématies par litre de sang.

Cet examen isolé oriente vers une anémie (pas dssgiobules) ou une polyglobulie
(trop de globules). Il permet aussi de voir s’ilaydes formes anormales (poikilocytes,
schizocytes, hématies falciformes).

b. HEMOGRAMME PAR AUTOMATE

Auparavant, la numération s'effectuait par une rtegle au microscope en utilisant des
cellules quadrillées et graduées: cellules de Malasou cellules de Thoma. Actuellement, la
numeération est effectuée a l'aide d'automates tjisemt des principes divers, mais sont d'une dgan
précision puisquiils  comptent pour la  plupart eowir 10 000  cellules.
Les examens sont effectués a partir d'un préléevesamuin, le plus souvent sur EDTA qui est un
chélateur du calcium. Ceci évite la formation délatadans le tube. La présence d'un caillot indigs

résultats erronés.

2.1.2. Dosage d’hémoglobine :

L’hémoglobine est le pigment rouge des hématiese Ebt formée de chaines
protéiniques et de molécules enfermant du fer. &dgorte I'oxygéne aux cellules tissulaires
du corps.

Plusieurs méthodes colorimétriques sont utilisérs péterminer la concentration de
I’'hnémoglobine dans le sang. Nous avons utilisé Ethode du cyanméthemoglobine (ou
méthode de Drabkin) car elle est facile a réaksgrermet de doser ’lhémoglobine sous toutes
ses formes.

Sous l'action de Ferricyanure de Potassium, leféereux de I'hémoglobine est
transformé en fer ferrique (méthémoglobine) qucembine avec le cyanure pour former la
cyanméthemoglobine, pigment stable a une longueundd de 540 nm.

Dans un tube a 50 ml, 20 ul de sang est additianénl de la solution de Drabkin.
Un volume de 3 ml de ce mélange est ensuite reédaes une cuve et dosé a l'aide d’'un
spectrophotometre a une longueur d’'onde égale\6410

La valeur normale de I'hémoglobine chez les nouxess est comprise entre 13,5 et
19,5 g/dl.
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Figure 15: Cellule « Thoma » pour la numération des globubtesges
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Figure 16: Micropipette Potan

2.1.3. Teneur Globulaire Moyenne en Hémoglobine (TGMH) :

Cette teneur se calcule par la division du tauxX’'lEamoglobine par le nombre des

globules rouges et elle est exprimé en Pg/ cellds sujets présentant une valeur comprise

entre 16 et 30 pg/ cellule, ont fait I'objet detlide moléculaire.

2.1.4. Electrophorése de I'hémoglobine :

L’électrophorése de I'hémoglobine est I'examen daseb du diagnostic des

hémoglobinopathies.
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Au cours de ce travail, I'électrophorese de I'hélobme a été réalisée par deux

méthodes :

a. ELECTROPHORESE CAPILLAIRE

L’électrophoreése capillaire est une technique tiaanellement utilisée pour la
détection des variants les plus courants et /ouadesalies quantitatives (thalassémies) de
I’'hnémoglobine. Ce test a été récemment adaptéesaydtéme d’électrophoreses capillaires
CAPILLARYS. (figure 17)

L’'analyse est totalement automatisée depuis le tpbmaire: préparation de
I’'hémolysat a partir des globules rouges sédimaots laves, injection, migration, détection
directe, quantification et identification des fiaos de I’'hnémoglobine.

Principe du test :

La structure spatiale de ’'hémoglobine et ses [petds moléculaires dépendent de la
séquence en acides aminés des chaines polypepsdies mutations qui affectent cette
séquence génerent l'apparition de variants. Ceugrésentent des charges de surface
différentes et donc des mobilites spécifiques dansysteme électrophorétique a pH et force
ionigue donnés. Les anomalies qualitatives et wtrales résultantes sont appelées
Hemoglobinoses.

La diminution de synthése de l'une des chaines|deirgs donne des anomalies
quantitatives appelées Thalassémies.

Le systeme CAPPILARYS utilise le principe de I'élephorese capillaire en solution
libre. Avec cette technique, les molécules chargées séparées en fonction de leur mobilité
électrophoreétique dans un tampon alcalin.

Technique :

L’analyse est réalisée sur les globules rougesrsades ou centrifugés apres avoir
éliminé le plasma. Sur CAPILLARYS, les capillairé&nt montés en parallele, 7 analyses

simultanées de sang sont possibles. Toutes lessetapt entierement automatisées.

Le systeme CAPILLARYS commence a préparer les hgsats des échantillons
contenant les globules rouges sédimentés et ldutds a partir des tubes primaires dans la

barrette, puis les échantillons hémolyses sonttégs dans les capillaires pour la séparation
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des hémoglobines a 10 000 V pendant 8 minutes,teoys€rature stabilisée a 34°C ,en suite

la détection directe des hémoglobines séparéestse415 nm.

b. ELECTROPHORESE SUR PLAQUE D’ACETATE DE CELLULOSE :

Cette technique repose sur le principe que les plabimes, grace a leur caractére
amphotere, se chargent négativement a pH alcatr8(p du tampon est supérieur a leur pH
isoélectrique) et migrent plus ou moins rapidemans I'anode, (Fabritius H and Cabannes.
R, 1986).

Elle comprend les étapes ci-dessous :
= Préparation des culots de globules rouges :

Dans un tube Eppendorf de 1,5 ml on met 1ml delMa@9% puis on ajoute 200l
d’échantillon de sang total. Le mélange est gggtéretournement, puis centrifugé a 13200

rpm pendant 2 minutes (centrifugeuse Eppendorfaiagse).

Le surnageant obtenu est éliminé a l'aide d’'unetpégpa pointe fine installée sur la
trompe a vide et ce en enlevant la couche celtulsipérieure afin d’éliminer les globules
blanches.

= Préparation des hémolysats :

Dans des tubes Eppendorf de 1,5 ml, on met & péactif hémolysant Héléna sans
KCN, puis on ajoute 10 pl de culot globulaire d’prélevement. Le mélange est vortexé
pendant 30 a 60 secondes afin de bien dissoudsértesas globulaires.

Les hémolysats sont centrifugés a 13000 rpm perlaninutes et sont ainsi préts
pour la migration.

Les hémolysats peuvent étre gardés quelques sesreai@20°C ou quelques mois a

-80°C (Vaubourdolle M, 2007).
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Figure 17: Systeme MINICAP Hémoglobine

= Dépbt et migration
éléctrophorétique des hémolysats :

Dans une plaque a 8 puits super Z, 9 ul de
chague hémolysat est transféré dans chaque puits. A I'aide du
peigne applicateur, une série d’échantillons eskepé en abaissant et relevant plusieurs fois

les dents du peigne dans les puits, puis déposk glaque d’acétate préalablement trempé

dans le tampon « super héme ».

35



La plaque d’'acétate est disposée dans la cuve giation, en mettant le dépot du coté
de la cathode. La migration se fait dans le tamposuper Heme », & 235 V pendant 35
minutes.

= Fixation et coloration des plaques :

Elle doit étre fait immédiatement aprés arrét denigration afin d’éviter la diffusion

des bandes d’électrophorese.

Apres migration, les plaques d’acétate de cellukis® placées dans un rack qui est
placé initialement dans le colorant rouge poncesndant 6 minutes. La décoloration se fait
par trois bains successifs d’acide acétique a 5edant 3 minutes chacun. Le rack est
ensuite placé pendant 3 minutes dans le méthanollpaléshydratation. La derniere étape
est la transparisation se fait en transférant ¢& dans le transparisant pendant 10 minutes.

Les plaques sont ensuite séchées sous la hotte.
» Lecture des plaques :

La détermination du taux des différentes fractiotes I’hémoglobine se fait

automatiquement par lecture au densitométre a i#60 n

L’électrophorése réalisée sur acétate de cellyldé&Ena pH 8,4 en tampon TEB Tris
- EDTA — Acide borique), a 450 volts pendant 20 mé@s montre que I'Hb Bart's migre trés
en avant de I'Hb F vers I'anode.

Il s’agit donc d’'une hémoglobine trés rapide qucsefond avec I'Hb | a pH alcalin.

Etude génotypique :

2.2 Etude génotypique :

2.2.1. Extraction de I'ADN a partir du sang total :

Au cours de ces dernieres années, la biologie midiée a modifié considérablement
le diagnostic de routine des maladies infectieup&sétiques et néoplasmaques.

Toute étude de génétique moléculaire impliqueidpasition d’échantillons d’acides
nucléiques. Les applications médicales (diagnostaléculaire et anténatal de maladies
héréditaires et de maladies infectieuses, ideatifio génétique en cas de recherche de
paternité...) concernent en général I'étude du génamenéme, c’est-a-dire de 'ADN.

Dans la plupart des études de routine en médedese,leucocytes sanguins

représentent la source majeure d’ADN. Dans la grandhjorité des cas, la technique
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d’extraction des acides nucléiques doit étre adaptééchantillon biologique, a la nature du
génome (cellulaire, exogéne), au nombre de copaes diéchantillon et aux méthodes de
biologie moléculaire utilisées ultérieurement (Po§rase Chain Reaction (PCR), Southern-
blot, électrophorése en champ pulsé...).

Au cours de ces vingt dernieres années, de tredneom procédés d’extraction des
acides nucléigues ont été décrits, et des kitsaunellement proposés par un certain nombre
d’industriels.

L'objectif de ces méthodes de purification est moteent d’éliminer les contaminants
qui pourraient perturber les techniques ou réastieffiectuées par la suite. Par exemple,
I'hnéme est un puissant inhibiteur de la Taq polysér qu’il est nécessaire d’éliminer au
cours de I'extraction. Il en est de méme de I'hiéwarC’est la raison pour laquelle il est
préférable de prélever stérilement le sang fraisusuanticoagulant du type EDTA, qui, de

plus, est un inhibiteur des nucléases.

De préférence, I'extraction de I’ADN doit étre ri&ak sur du sang frais, voire, en cas
d’'impossibilité technique, sur du sang stocké aximam 1-2 ja 25 °C ou 7 j a 4°C, sous
peine notamment de réduire le rendement de l'etracd’au moins 15%. En effet, la
cristallisation lors de la congélation suivie dedécongélation provoque des contraintes
meécaniques qui se traduisent par de nombreusesreaste la molécule d’ADN (Bienvenu T
et al, 1999).

yamee

Au cours de ce travail, I'extraction de 'ADN a ét@alisée par la méthode des sels qui

se déroule en deux jours suivant les étapes seiwant

L E PREMIER JOUR

Un volume entre 2 et 10 ml du sang frais ou dédéngst versé dans un tube Falcon
de 50 ml aprés l'avoir mélangé par retournementyatame est complété a 50 ml avec la
solution BLB 1X.

Le tube est maintenu dans la glace ou a +4°C pér@famin, puis centrifugé a 2500
rpm pendant 10 min.

Le surnageant est éliminég, le culot maintenu auwl fien tube est soumis a un coup de
vortex pour le resuspendre, le tube est complé@uaeau jusqu4a 50 ml par la solution BLB

1X, puis centrifugé a 2500 rpm pendant 10 mindeesurnageant est éliminé par la suite.
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Ensuite, sont rajoutés au culot 3ml de la solutMicB 1X, 100l de la protéinase K
(20 mg/ml) et 15Qul du SDS 20%. Enfin le mélange réactionnel rekatihaque échantillon

est vortexeé et incubé a 37°C pendant toute la nuit.

LE DEUXIEME JOUR:

Un volume de 1ml du NaCl 6M est additionné a chageleantillon. Le mélange est
vortexé fortement jusqu’a ce qu’il prenne un aspaousseux, puis centrifugé a nouveau

pendant 15 min a 3600 rpm.

Le surnageant est transvasé avec une pipette pastele dans un tube Falcon propre
puis centrifugé a 3600 rpm pendant 10 min, de naue surnageant est récupéré dans un
autre tube stérile.

La méduse est récupérée a l'aide d'une micropipstérle, apres avoir ajouté deux
volumes d’éthanol 100% conservé a - 20°C. La médastavee par ajout d’'un peu d’éthanol

70% puis séchée a l'air libre.

Enfin la méduse est resuspendue dans un volumeuaiddg TE (0,1-10) qui dépend
de la quantité de la méduse récupérée. Les tulmtsensuite placés sur un agitateur rotatif

pendant 3 jours, afin de faciliter la solubilisatide 'ADN.
2.2.2. Contréle de I'ADN extrait :
Deux types de contrbéle sont nécessaires :

CONTROLE QUALITATIF

Afin de vérifier I'intégrité de ’'ADN, On réalisene migration d’'un aliquote de a 2 ul
de I'échantillon sur un gel d’agarose a 0,8%. Utfabtenir une bande intense pour dire que

I’ADN n’est pas dégradé.

CONTROLE QUANTITATIF

Afin de vérifier la pureté et évaluer la concentmatdes échantillons on mesure la
densité optique de I'échantillon a 260 nm (1 udigeDO correspond a 50ug/ml d’ADN). Le
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rapport de ces deux densités optiques 260/280 isupé&x 1,7 traduit une faible teneur en

protéine.

2.2.3. Amplification enzymatique in vitro de 'ADN génomeq PCR):

La PCR est une méthode permettant la multiplicatione séquence d’ADN appelée
séquence cible, a partir d’'une infime quantité dM\éenomique. Aujourd’hui, ce procéede
révolutionnaire couplé a [l'utilisation d’'une ADN Igmérase thermoreésistante permet

d’obtenir, sans clonage, une amplification consiiér d’un fragment donné d’ADN.

Elle a révolutionné le diagnostic moléculaire dealadies génétigues comme bien
d’autres domaines.

a. PRINCIPE :

La PCR est l'acronyme anglais deolymerase Chain Reactignou réaction de
polymérisation en chaine. C'est une technique d'amplification mwaigue utilise une
enzyme ADN polyméraseTéq polymérasg, capable de répliquer rapidement, in vitro, un
fragment d’ADN quelconque, pourvu qu'y soient figédes amorces et permet d’obtenir un
grand nombre de copies identiques de ce méme fraagme

Chaque cycle de PCR s’effectue en trois étapessopii indispensables pour toute
synthese d’ADN et qui sont répétées plusieurs :fdes dénaturation, I'hybridation et
I'élongation. Ces étapes sont effectuées a desé@extypes différentes permettant de controler

I'activité enzymatique (Figure 18).

Pour effectuer ces transitions de températures,ntiemtubes contenant le mélange
réactionnel : des oligonucléotides (ou amorces),ahzyme (Taqg polymérase), un mélange
des 4 désoxyribonucléotides constitutifs de 'ADIN'&DN a amplifier, sont placés dans un

appareil programmable : un thermocycleur.

Cet appareil permet d’exposer les tubes a des tatupés choisis et pour des durées
déterminées par I'expérimentateur. la réaction RSRextrémement rapide et ne dure que

guelques heures.
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Figure 18: la réaction de polypérisation en chaine (PCR).

b. AMORCES :
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Dans la mise au point de la réaction PCR, le chdescamorces est crucial. Elles vont
avoir un double réle : en s’hybridant a 'ADN meri elles délimitent la région d’ADN a
amplifier (étape 2 du cycle) et avec leur extrén3itH libre servir d’'amorce pour I'ADN

polymérase (étape 3 du cycle).

Les amorces s’hybrident aux extrémités de la séopugni va étre amplifiée, il faut
donc connaitre les séquences nucléotidiques desmaiés de la réegion ADN amplifiee. C'est
en effet au niveau de ces extrémités que les aligéntides amorces vont s‘hybrider. Pour
faciliter le choix des séquences des deux amomes,logiciels d’analyse de séquences
permettent de vérifier les points suivants :

o des Tm comparables. Les oligonucléotides amorcegsemtos’hybrider a 'ADN
matrice dans les mémes conditions de température,

0 des séquences qui ne soient pas complémentairesedies (en particulier dans la
région 3),

0 des séguences qui ne contiennent pas de séquénEEseas inversées (pas de

repliement intramoléculaire).

C. TEMPERATURES :

Les trois étapes, constituant un cycle de PCR, sffettuées a des températures

différentes permettant de contréler I'activité emzagique :

I'étape dedénaturation, est réalisée a environ 95°C, pour une dissociat@mpléte
des deux brins d’ADN.

I'étape d’hybridation se fait & une température qui sera définie sedonakure des
amorces (cette température varie de 50 a 60°C)e @Ganpérature va déterminer la stabilité

des hybrides une fois que I'appariement amorceatrice est réalisé.

Cette température d’hybridation dépend de la coitipps en bases des
oligonucléotides amorces. Pour calculer le Tm d’oligonucléotide inférieur a 40

nucléotides, on utilise la relation suivante :

Tm=2(A+T)+4(G+C)

(ou A, T, G et C sont respectivement le nhombre dacene de ces bases dans
I'oligonucléotide).
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I'étape dd’élongation ou extensionest a environ 72°C, température de « travail » de
'ADN polymérase thermorésistante utilisée (Taq ypwérase extraite de la bactérie
Thermophilus aquaticus). Au cours de cette étage btins complémentaires d’ADN sont
synthétisés a partir des extrémités 3'OH libre dewrces hybridées. Et les 4 nucléotides
appelés dNTPs (DésoxyNucléotidesTri-Phosphate) esnéléments de base utilisés par la

Taq polymérase pour synthétiser les brins d’ADN pl&mentaire.

Les températures de dénaturation et de polyméirsatint fixes, seule la température
d’hybridation devra étre calculée pour chaque nbenRCR. Ces trois étapes représentent un
cycle qu’on peut répéter autant de fois que néaessa

Au fil des cycles la quantité d’ADN amplifié va augnter de facon exponentielle. Et

la quantité d’ADN est multipliée par deux a chagyele. On obtient 2n pour n cycle.
d. LE TAMPON :

Le tampon utilisé pour la réaction PCR sert a neaintstable le pH du milieu
réactionnel au niveau optimal pour la Taq polymeldsisHCI a pH basique 8,5).
e. MGcCL2 :

Les cations bivalents Mg2+, sont des cofacteurssjrhsables pour la réaction de
polymérisation avec la Taq polymérase. La préselaces le milieu réactionnel des cations
bivalents Mg2+ et des cations monovalents (K+) voetraliser les charges négatives des

groupements phosphates au niveau de ’ADN et atabiliser les hybrides ADN/ADN.

f. L'ADN POLYMERASE ':

Les premieres ADN polymérases utilisées provenaitmbe bactérie thermophile
(résistante a des températures trés élevées), cqmamexempl@hermus aquaticulaq
polymérase). De nos jours, les enzymes utiliséas ditesrecombinantes ce qui simplifie
considérablement leur obtention, et leurs propsigigt été largement modifiées pour les
rendre plus efficaces et plus fideles.

Une ADN polymérase est un complexe enzymatiquevatent dans la réplication de
'ADN au cours du cycle cellulaire, mais aussi dates processus de réparation et de
recombinaison de I'ADN. Il existe différentes faledl de polymérases qui different selon

leurs séquences en acide aminé et leurs propoatakytiques.

L’ADN polymérase utilisé lors de notre étude esttd@ polymérase extraite de

bactéries appelé&hermophilus aquaticugprésentent dans les sources chaudes. Elle permet
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de taravailler a des températures plus élevéesleguéempératures usuelles (ambiante ou
37°C). la Taq polymérase est capable de synthdgseouveau brin dans le sens3’3’.
Cette synthése s’effectue de maniére complémentdirantiparalléle. Elle nécessite la

présence de désoxynucléosides triphosphates (ANTPS)

2.2.4. Recherche des délétions8.7 eta 4.2 :
a.REACTION :

Des conditions expérimentales, des criteres, et loe#es s'imposent dans la
réalisation d’une amplification séléctive du fragmeecherché c’est-a-dire des deux geries
eto2.

Le mélange réactionnel est constitué de :

ADN génomique double brin.............c..cco i e 0,5 g
Tampon 10X sans Mg&l......oovviiiii it e i i e e e ean DU
AMOrce SENS, 25 PMOL. ... 0,5 pl
Amorce anti-sens, 25 pMol..........coooiiiiiiii 2205
MG Clo, 25 MM e e 5 ul
dNTP (dATP , d GTP, dCTP, dTTP) 100mMM.........uiiiiiiiiiiiiiiieeennnd 0,5 pul
Taq polymerase (5U/p|) ................................................................ 0,@b
Eau distillée.. PPN o 11 o J=( 0 1

La réalisation de toute PCR, nécessite I'optimisatdes conditions de la

réaction. Lors de notre travail :

- Les amorces utilisées pour la réalisation de la B@R :

Pour la délétion alpha 3 .7 :

TS1:5 AGTCCACCCTTCCTTCCTCACCC 3

TS2:5 CCATTGTTGGCACATTCCGGG &

TS3:5 CCATGCTGCCACGTTTCTGAG 3

Pour la délétion 4.2 :

QD1: 5 TAGGAACAGACCCTCCCACGCGTTCA 3
QD2: 5 TGCACGCCTCCCTGGACAAGTT 3

QD3 : 5 TGTCCA GGA GCA AGC CAG GGT AAG 3’

b.REACTION D' AMPLIFICATION

Dénaturation :
Premier cycle : 96°C pendant 4 nesut

2°Mau 30°™cycle : 96°C pendant 30 secondes
Hybridation :

Premier cycle : 59°C pendant 2utes

2°M™au 30°™cycle  :59°C pendant 20 secondes
Extension :

Premier au 2§™cycle : 72°C pendant 2 minutes
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30%™cycle : 72°C pendant 7 minutes
Pour la délétion 4.2 :
Dénaturation :

Premier cycle : 96°C pendant Autes

2™ au 30" cycle : 96°C pendant 30 secondes
Hybridation :

Premier cycle : 60°C pendantitiute

2°M™ au 30°™ cycle : 60°C pendant 20 secondes
Extension:

Premier au 28™cycle : 72°C pendant 1 minutes 30 secondes

30°™cycle : 72°C pendant 10 missut

2.2.5. Analyse des produits amplifiés :

a) PREPARATION DU GEL D’ AGAROSE A 0,8% :

Un volume de 33ml du tampon TAE 1X est additionnénaerlen contenant 0,264 g

d’agarose. Le mélange est porté a ébullition jusge’ que le gel devienne transparent.

Il faut attendre que la température baisse pourt@jaun volume de 1,5 du bromure
d’éthidium (BET), équivalent a une concentratiorafe de 10 mg/ml. Le gel est ensuite versé

dans un moule contenant un peigne. Le gel se Belghtre 15 a 20 minutes.

b) PREPARATION DES ECHANTILLONS :

On dépose dans les puits un mélange d’'un volumeé ded’ADN, avec 3 ul de la
solution de dépbt (c’est une solution qui permesuigre et de repérer le niveau de migration
de I’ADN et évite son échappement des puits). lempere piste est réservée pour le dépot du
marqueur de taille, le marqueur utilisé lors de renottude estEUROLADDER
XL.EUROBIO.

c) MIGRATION ELECTROPHORETIQUE

La migration est effectuée a 50 V pendant une hedudDN est visualisé sur un

transilluminateur UV (312 nm) sous forme de barmlasge.
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Tampons et Solutions

TAES0X:

STRIS 121,135 @/MO0L. .. e e e e e s 2M
-Acide acétique 60 g/ MOL.......cvi i M2
EDTA 292,24 g.MOL... . it e e e et e e e e 0,05 M

Dans un volume final de 1 L.
T.B.E10 X;

- Tris 121, 135 /MOl ..o 0,89 M
FBOFATE . 0,89 M
-EDTA (pH 8) 292, 24 g.MOL......viei i e 0,09
Dans un volume final de 1 L.

5 M NaCl :

TN BC e ————————————— 292,5¢g
THo e e 8o0oml

Dissoudre parfaitement et ajuster le volume a 1 L.
B.L.B 20 X:

NH Ol e e, 165,8 g
S KHC O ettt eeeeene 20 g
SEDTA oo e, 0,5M, pH 7.4, 40 ml

Compléter a 1000 ml avec I'eau distillée.
W.L.B1X:

SNaCH . e e e DM, 40 M
STHIS e e LM PH 8, 5 m

Compléter a 500 ml avec de I'eau distillée.

Solution de dépbt :

SFICOI 400, .. e e 29
- Bleu de Bromophenol..........ccooii i e e e 0,3mg
= XYIEBNE CYANOL. ..ot e e 0,3 mg

Dans un volume de 10 ml du T.A.E 50 X.
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RESULTATS ET DISCUSSION

1. Résultats phénotypiques :

1.1l es sujets étudiés :
Afin de déterminer la prévalence de I'alpha-thadasie dans la région du Nord du Maroc,
nous avons étudié 450 échantillons du sang prel@yartir du cordon ombilical des nouveaux nés
durant 7 mois (du 01 Juin au 30 Aodt 2009 et d&é&drier au 30 Mai 2010).

Le prélévement a été réalisé par des sages fenmumaéiiéps a partir du cordon ombilical des nouvenés. Le

sang est recueilliimmédiatement apres I'accoucime s des tubes a EDTA.
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Chaque prélévement est accompagné d’'un consent@néatéble de la maman.

Ces échantillons provenaient de divers Hépitaudadeégion Tanger-Tétouan-Larache avec un accord du

ministére de la santé.
1.2 Résultats hématologiques :

L’analyse néonatal de certains parameétres éryttaomeg a permis de fixer le profil
hématologique de l'alpha thalassémie chez la ptipnlalu Nord du Maroc: I'hypochromie, la
microcytose et la présence de 'hémoglobine Baist les criteres constamment rencontrés. Il est
performant quand il est pratiqué sur des échanslltu sang frais.

La détermination des parametres hématologiquesmbre de globule rouge, teneur
globulaire moyenne en hémoglobine (TGMH), permetdd&rencier entre les nouveaux- nées
normaux et les nouveau-nés anémiques. Les moye@®msesaleurs hématologiques obtenues pour

chaque groupe sont résumées dans le tableau 1.

Faculté des Sciences et Techniques - Fés
[=] B.P. 2202 — Route d’'Imouzzer — FES
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Tableau 1: Comparaison de la moyenne des paramétres écythies entre nouveau-nés

normaux et nouveau-nés anéesgu

Nombre de suje Paramétres érythrocytaires
GR
Hb (g/dl) TGMH (pg)
(10 6/mm3)
L

Nouveaux-nés 384 15,95 +3,06 4,21+0,55 36,63+4,99 ‘ana
normaux lyse
des

Nouveaux-nés 66 11,69+1,82 5,030,21 23,23%3,20 oar

anémiques am
etre

s hématologiques a été effectuée sur 450 échanstilParmi ces échantillons, 384 présentent un
bilan hématologique normale, et 66 présentent lam hiématologique anémique.

L’étude comparative de la moyenne des parameétrghrécytaires entre nouveau-nés

normaux et nouveau-nés anémiques représentée tphidau 1 permet les remarques suivantes :

= Le nombre des globules rouges est significativerplrg élevé dans les cas anémiques par
rapport aux valeurs des nouveau-nés normaux (5,28+6ontre 4,21+0,55 1&mm3

hématies).

= Un taux d’hémoglobine inférieur a la normale chez houveaux-nés anémiques, avec une

moyenne de 11,69+1,82 pg/ cellule contre 15,95&38lkz les nouveaux-nés normaux.

= La T.G.M.H (Teneur globulaire Moyenne en Hémogledirest significativement plus

basses chez les nouveau-nés anémiques que lesaneg®& normaux.

= en utlisant le Logiciel du statistiqgue « STATIER », les différences de moyennes
trouvés entre les nouveaux-nés anémiques et norsmhautement significatives avec un

seuil de significativité supérieur a 0,001 (valpuwggale a 0,001).
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Cette constatation atteste I'existence d'une migase hypochrome chez les sujets

E M=

anémiques.

Le tri des cas soupconnés d'étréhalassémiques est fait selon la présence d’'uamian
microcytaire qui se traduit par une TGMH comprisge 16 et 30 pg/cellule. Parmi les 450 cas
étudiés, 66 nouvaux-nés présentent une TGMH anercw@hprise entre 16 et 30 pg/cellule.

Soit 15% des cas. Le profil de distribution desuas du TGMH est représenté dans la figure.

80

70

60

50

40

30

20

Nombre des individus (g/dl)

10

16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39

Teneur Globulaire Moyenne en Hémoglobine (TGMH) (pg/cellule)

Figure 19: Distribution des valeurs de la TGMH des 450 nouve@sl étudiés.

1.3 Résultats électrophorétiques :

1.3.1. Electrophoreétiques sur plague d’acétate de cellelps
Pour chacun des 66 nouveau-nés anémique étudiésavons réalisé une électrophorése de
’hémoglobine sur acétate de cellulose. Le tabl@atésume la distribution et les différentes

fractions d’hémoglobines obtenues pour chaque cas.
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Quelgues exemples des profils obtenus sont repgessdans les figures 20a et 20b.

Tableau2: Résultats des analyses électrophorétiques deatétudiés suspects

Nombre de nouveaux-nés Type d’hémoglobine présent
2 HbF+HbS
1 Hb F + Hb Bart’s
63 Hb F

63 nouveau-nés parmi les 66 cas étudiés ont révgléésence d'un seul type d’hémoglobine correspond
I’'hémoglobine foetale. C'est le profil hémoglobingyd’'un nouveau-né normal.

Un parmi les 66 nouveau-nés anémiques a révélggtepce de I'hémoglobine Bart's, c’est une hémagkb
anormale formée d’'un tétramére de la chaifel). Sa présence témoigne d'une délétion de traisme La détection
de I'hémoglobine Bart's a la naissance est un majeiagnostic précoce de la présence d'unoedmlassémique,

mais son absence n’est pas corrélé a I'absenaaitthelassémique.

Deux nouveau-nés ont révélé la présence de I'hé@bogl S responsable d'une
hémoglobinopathie : la drépanocytose : lors du daggnous avons observé des globules rouges
sous forme de faucilles ce qui confirme leur préseiCette hémoglobine anormale Hb S résulte
d'une mutation sur la chaing de la globine la mutation du 8" (GAG6GTG) entraine le

remplacement de I'acide glutamique 6 par de lanealGlu6Val).

Il est a signaler qu’en plus des 66 cas anémigqoes avons réalisé une électrophorése
d’hémoglobine pour 12 cas non anémiques mais @ohGIMH est égale a 30 pg/cellule, et aucune
hémoglobine anormale n’a été détectée.
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Figure 20 a: Electrophorese de I'hémoglobine sur acétate telese a pH

alcalin(pH= 8,6), révélaatdrésence de 'hémoglobine Bart’s.
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Figure 20 b: Electrophorése de 'hémoglobine sur acétate delasé a pH alcalin
(pH= 8,6), révélant la mese d’'une hémoglobine anormale Hb S.
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E M=

1.3.2. Electrophorese capillaire :

L'électrophorése capillaire a été réalisée chendilveau-nés. Les résultats de I'étude comparativiawk des

hémoglobines entre nouveau-né alpha thalassé miquesiveaux-nés normaux, figurent dans le tableau 3

Quelques exemples des profils obtenus sont repgéssdans les figures 21a et 21b.

Tableau3: Comparaison du taux des hémoglobines A, F, &fire nouveau-né alpha-

thalassémique et nouveau-nés normaux.

Type Nouveau-nés Nouveau-né
d'hémoglobine normaux (%) a-thalassémique (%)
16,66
Hb A 15.6
83,27
Hb F 79 .2
0,07
Hb A2 0
Hb Bart’s 0
5.2

L’analyse de ce tableau permet les constatationarsies :

0 La comparaison du taux des deux hémoglobines (A ee montre pas de difféerence

significative entre les deux populations,

o Absence de I'hémoglobine A2 chez le nouveau-n&#isgimique, ceci est en accord
avec les résultats des auteurs (SANGARE A. etl&{/IN et al) qui ont montré qu'il

y a une diminution significative du taux d’HbA2 dales alpha-thalassémies,
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o le taux d’hémoglobine Bart’s chez le nouveaurrtBalassémique est entre 5 et 10 %

cela indique gu'il s'agit de- thalassémie mineure de type 1.
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Figure 2la: profil de [Iélectrophorése capillaire du nouveat alpha

thalassémiques.
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Figure 21a: profil de I'électrophorése capillaire d’un noawe né normal

2. Résultats génotypiques :

2.1 Recherche de la délétiom 3.7 :

Les deux génegl eta2 sont constitués de 3 régions X, Y et Z de tréeforessemblance, séparés par des

séquences non homologues appelés I, Il et lll.eCwaitnologie facilite les crossing over durant Eoge (Figure 8a).

La délétiona 3.7 dite forme droite, résulte d’une erreur d'aégient suite & une recombinaison entre les deux
zones Z, ce qui produit un chromosome avec ungingo et entraine la perte d'un segment de 3,7 kb. Cetition

est la plus répandue des formes thalassémies.

Pour démontrer la présence de cette délétion narssautilisé une technique simple se basant stédetion
PCR qui représente un outil de diagnostic trésomamt, pour différents types de défauts molécailaimutation,
délétion ou autre. Cette technique permet la détetion rapide des désordres génétiques respondabtiverses

maladies.

Pour rechercher cette délétion deux réactions RDRIancées simultanément mais séparément, dooticha
contient les amorces spécifiques a I'amplificatitumn géne alpha. Chaque tube contient une paimaatee : une paire
d’amorce spécifique pour le géag et une autre paire spécifique pour le ggeen plus d'une amorce commune aux

deux réactions.
A la suite de cette amplification le profil éleqitmrétique obtenu est représenté dans
la figure 22.

Lors de notre étude nous avons trouvé 3eetmlassémiques, parmi les 66 nouveaux-nés suspectableau

4 résume les caractéristiques génotypiques et lofogatues de ces trois cas :

Tableau 4: Caractéristiques génotypiques et hématologigasdrois cas-thalassémiques.

Génotype Hb Bart’s Hb (g/dl) Nb de GR.10 ° TGMH pg/cellule
oo/ aa3.7 Non détecté 12,5 45 27,7

oa/ aa3.7 Non détecté 13,5 47 28,72
03.7 /aa3.7 20% 10,6 4,4 23,86

L’électrophorése des produits amplifiés surdjefjarose a 0,8% donne suivant les cas, différéstdtats
(Figure22) :
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M: Marqueur de taile EUROLADDER XL, la taille de ses différents fragments est

respectivement : 2.1kb, 2kb, 1,9kb, 1,8kb, 1,7kb, 1,6kb et 1.5kb.

La piste 1: amplification avec la paire d’'amorce TS1- TS8iple génexl : obtention d’un seul fragment de 1,9 kb.
La piste 2 amplification avec la paire d’'amorce TS1- TS2iple génen2 : obtention d’un seul fragment de 2,1 kb.

Les pistes 1 et 2 représentent le profil éledtontique obtenu dans le cas normad/do)

La piste 3 amplification avec la paire d’'amorce TS1- TS3mplewéneul : obtention de deux fragments un fragment
de 1,9 et un fragment de 2,1 kb.
La piste 4: amplification avec la paire d’'amorce TS1- TS2iple génex2 : obtention d’'un seul fragment de 1,9 kb.

Les pistes 3 et 4 représentent le profil électroptigue pour un cas hétérozygote portant la tiauta
(00/a3.7).

La piste 5: amplification avec la paire d’'amorce TS1- TS8iple génexl, obtention d'un seul fragment de 1,9 kb.
La piste 6: pas d’amplification avec la paire d'amorce T$82 pour le gene2

Les pistes 5 et 6 représentent le profil éled¢tontique pour un nouveau-né homozyga@{03.7).

La délétiona3.7 représente une prévalence de 0,93% de la pmpukétudiée. Elle est moins fréquente en
comparaison avec les autres pays du bassin médiéemn comme en Tunisie (4,5%) et en Sicile 4,18ta(ZA et al,
2002).

Dans certaines régions du monde ce type de dékmasente 78,2% des délétions responsables d‘une

thalassémie comme & Chypre par exemple (Kyriaceud, 2000).

La présence de I'hémoglobine Bart's associée ou aame anémie microcytaire hypochrome atteste la
présence du syndrome alpha thalassémique chez ¢eseaux-nés. Cependant, certains cas demeurent
asymptomatiques (sujet sans signes cliniques at awe taux normal d’hémoglobine), rendant le diagicoplus
délicat. C'est le cas d’'un nouveau-né chez qui rewms trouvé un taux d’hémoglobine normal avec TGMH

proche de la normale (28,72 pg/ cellule) mais gésente une délétion3.7 sous la forme hétérozygote.
2.2 Recherche de la délétiom 4.2 :

La délétiona 4.2, dite forme gauche, c’est une délétion quiadné la perte d’'un segment de 4,2kb contenant
le génen2, c’est un glissement entre les zonez X e 8b). —

L'amplification se fait en se basant sur la ménmatégie que pour la délétia8.7, deux réactions PCR sont
lancées simultanément mais séparément.

L’amplification de la région résultante de la di@@étnécessite le choix des amorces spécifiquesé&gians X
et qui ne représentent que 4% de différence ceequdi I'amplification un peu délicate (Dodé C et1#92).
A la suite de I'amplification par PCR, le profil deigration électrophorétique obtenu est représsntéla

figure 23.
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Aucune délétion de ce type n'a été détectée pamemi 86 nouveau-nés étudiés suspects de notre

échantillonnage, ce qui est en corrélation avecdssltats qui étaient décrit précédemment danpdgs voisins et les
pays du bassin méditerranéen ou cette délétiamest

L’électrophorése des produits amplifiés sur gelgdtase a 0,8% donne suivant les cas, différentdtaés
(Figure 23):

M: Marqueur de taile EUROLADDER XL, la taille de ses différents fragments est

respectivement : 2.1kb, 2kb, 1,9kb, 1,8kb, 1,7kb, 1,6kb et 1.5kb.

La piste 1: pas d’amplification avec la paire d'amorce QQD3 pour le génel
La piste 2: amplification avec la paire d'amorce QD1- QD2iple génex2, obtention d’un seul fragment de 1,7 kb
Les pistes 1 et 2 présentent le profil électroptigue obtenu dans le cas normal/¢c).
La piste 3: amplification avec la paire d'amorce QD1- QD3iple géneaxl, obtention d’'un seul fragment de 1,9 kb.
La piste 4 amplification avec la paire d'amorce QD1- QD2iple génex2, obtention d'un seul fragment de 1,7 kb
Les pistes 3 et 4 représentent le profil électrogtigpue obtenu dans le cas hétérozygeodeuo)
La piste 5: amplification avec la paire d'amorce QD1- QD3iple génexl, obtention d’'un seul fragment de 1,9 kb
La piste 6: pas d’amplification avec la paire d'amorce QRQD2 pour le géne2
Les pistes 5 et 6 représentent le profil électro@tique obtenu dans le cas homozygoteZjo4.2).
En Tunisie par exemple on trouve gque ce type détidélreprésente un pourcentage inférieur a 0,98¢a{A
et al, 2002). En outre méme dans certains paysadvéfjuence de d' thalassémie est importante, cette forme ne
représente que 0,6% comme en Malisie (Wee, Yong-€ttal, 2005).
L'absence de délétiom4.2 dans notre échantillonnage n'implique pasamence dans le Nord du Maroc. En
conséquence, il faut élargir et augmenter notramdlonnage pour que nos résultats soient plusifeigtifs.
Les 63 nouveau-nés anémiques qui n‘ont révélé aude ces deux délétions @.2 eta 3.7)
pourraient étre soient porteurs d'autres types @étion comme la délétion CAL, MED ou une triplicat

aao’’ fréquentes dans le bassin méditerranéen.
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Figure 22: Identification moléculaire par PCR de la délétu@n7
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Figure 23: Identification moléculaire par PCR de la délgtos.2

Conclusion et Perspectives
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La répartition des syndromes thalassémiques teshelvanir mondiale et risque de présenter un probléene

santé majeur dans les pays en développement. tens®quences sur la santé de la personne atteinemtventre
absence de signes cliniques et présence d’anémie gt |étale. Le diagnostic néonatal permet uedlaare prise en
charge des sujets atteints et une amélioratioputegualité de vie.

Au Maroc aucune étude n'a été effectuée, jusquésegmt, pour déterminer la prévalence des alpha-
thalassémies. Notre travail s'inscrit dans ce odetdl consiste a déterminer, dans la populatioNdrd du Maroc, la
prévalence de deux délétions fréquentes dans &nbaediterranéenc3.7 eto4.2.

Notre étude a révélé la présence de 3 cas alplassiémiques, résultant du méme défaut moléculdae :
délétiona3.7 hétérozygote pour deux cas et la présence dléigtiona3.7 homozygote pour un seul cas. Ce dernier a
été caractérisé par la présence dune hémogloborenate détectée lors de I'examen biochimique. Aiagrévalence
de la délétior3.7 est de 0,96 %. Cependant la délétidr2 n’ a été révélée pour aucun cas, d'ou la nééedslargir
notre échantillonnage afin de pouvoir détermingori&valence exacte de ces deux types de délétemlatpopulation
marocaine et par conséquence de pouvoir la compaeercelle des pays méditerranéens voisins.

En plus de ces deux délétions explorées lors de gbide, on peut dénombrer une multitude de déEtjui
sont fréquentes dans le bassin méditerranéen tllajdélétion MED et CAL, et des mutations pondaselou
d’insertions dans un géne alpha, c’'est par exefepbas de la mutatioBonstant Springsituée dans le géne alpha-2.
La prévalence de ces délétions peut étre déternsiméppliquant la méme approche suivie lors deendéttrde, et avec
des échantillons prélevés a partir du sang du coodabilical.
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