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RESUME

La drépanocytose homozygote s’accompagne d’'une entgiwion de I’'hémoglobine (Hb) plasmatique,
susceptible d’exposer les hématies a un stressaokyl’haptoglobine présente trois phénotypes najédp
1-1, Hp 2-1 et Hp 2-2) susceptibles de fixer I'h@obine extracellulaire avec une efficacité difféme
L’objectif de ce travail est de voir si la connaisse du phénotype d’Hp pouvait constituer un élémedictif
de I'anémie sévére. Pour cela, il a été recrutdréBanocytaires homozygotes, agés de 5 a 31 amscRague
patient, un témoin de méme sexe et de méme agms a été recruté. Le phénotypage de I'Hp a élisé&dgzar
électrophorése sur gel de polyacrylamide. Les t@sullu dosage de I'Hb font ressortir que les dditth sont
significativement différentes chez les patients pardes a celles des témoins (p = 0,001). Lorsque la
répartition a été faite en fonction du phénotypelpd’ une différence statistiquement significativeétaé
retrouvée entre le phénotype Hpl-1 et le phénotyp2-2 (p < 0,001) chez les patients et non chez les
témoins. Les résultats de cette étude prélimiraiggéreraient que la connaissance du phénotype skEkit
un facteur prédictif de 'anémie sévére au courladirépanocytose.
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INTRODUCTION

La drépanocytose est une maladie
génétique dans laquelle I'hémoglobine A
normale  @)f,) est remplacée par
I'hémoglobine S, produit d’'une mutation sur
la chaine de la globine substituant au niveau
du 6™ codon une adénine par une thymine,
d'ou le remplacement d'un acide glutamique
par une valinef6Glu-Val) (Bernaudin, 2000).

Cette maladie génétique pose un probleme de
santé publique dans certains pays, notamment
en Afrique. C’est 'hémoglobinopathie la plus
répandue au monde. On estime a plus de 50
millions les sujets porteurs du trait
drépanocytaire (Galacteros, 2000).

La forme homozygote SS est une
maladie hémolytique chronique susceptible de
3 types d'accidents aigus surajoutés: anémies
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graves, infections bactériennes graves et
accidents ischémiques vaso-occlusifs (AVO)

secondaires aux conflits entre les petits
vaisseaux et les drépanocytes (Galacteros,
2000). Des complications organiques et

infectieuses diverses peuvent également
survenir (Raynal et al., 2007 ; Diop et al.,

2010 ; Diagne et al., 2003). Les mécanismes
physiopathologiques qui sont a la base de la
plupart des complications aussi bien aigués
que chroniques comportent une part

importante liée au stress oxydant. Dans ce
contexte, la drépanocytose associée a une
anémie chronique peut s'accompagner d'une
augmentation de I'hémoglobine plasmatique,

susceptible d’exposer les globules rouges a un
stress oxydant a l'origine d’'une aggravation

de I'anémie (Buehler et Alayash, 2004).

Des auteurs ont récemment rapporté
gue I'hémoglobine libre (extra-érythrocytaire)
était susceptible d'entrainer des effets
délétéres sur le globule rouge en termes de
stress oxydant pouvant provoquer une hyper-
hémolyse (Buehler et Alayash, 2004; Gueye et
al., 2006 ; Gueye et al., 2010). L’haptoglobine
constitue le premier mécanisme de défense de
'organisme contre les effets déléteres de
I’'hémoglobine. En effet, cette protéine fixe de
maniere stable I'hémoglobine en formant un
complexe Hp-Hb, ce qui inhibe en grande
partie sa capacité oxydante. La formation de
ce complexe favorise son élimination grace a
la fixation de ce dernier sur le récepteur
CD163 des monocytes-macrophages
(Kristiansen et al., 2001). L’haptoglobine est
un anti-oxydant du fait de sa capacité a
prévenir les dommages oxydants dus a
I’'hémoglobine. Elle présente trois phénotypes
majeurs (Hpl-1, Hp 2-1 et Hp2-2), entre
lesquels il existe des différences, tant au plan
structural qu'au plan fonctionnel (Langlois et
Delanghe, 1996). Les différences
fonctionnelles sont en rapport avec
d’'importantes conséquences sur I'évolution de
certaines pathologies.

Par ailleurs, il a été rapporté de
profondes disparités de sévéritté méme chez
des patients ayant le méme phénotype
(homozygote SS, hétérozygote composite SC,
entre autres), ce qui laisse suggérer que
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d'autres facteurs génétiques et/ou
environnementaux interviennent dans la
modulation de la sévérité des complications
observées au cours de la drépanocytose
(Dossou-Yovo, 2010).

C’est dans ce contexte que nous nous
sommes fixés comme objectif de voir si la
connaissance du phénotype d’haptoglobine
pouvait constituer un élément prédictif de la
fréquence et/ou de la sévérité de certaines
complications, notamment I'anémie sévére.

MATERIEL ET METHODES
Sujets

Ce travail a porté sur soixante huit (68)
patients homozygotes de type SS agés de 5 a
31 ans, suivis depuis au moins deux ans au
niveau du centre National de Transfusion
Sanguine (CNTS) avec une bonne observance
thérapeutique. Les patients présentant une
autre pathologie ont été exclus de I'étude. Au
recrutement, sous la supervision du médecin
traitant, les patients ont été informés des
objectifs de I'étude et ont été recrutés aprés
leur consentement éclairé. Pour chaque
patient, un témoin de méme sexe et de méme
age + 2 ans a été recruté parmi les donneurs de
sang.

Méthodes

Les prélevements sanguins sur EDTA
(Ethylene diamine tetraacetic acid), réalisés
chez les sujets au repos, a jeun, au niveau du
pli du coude ont été immédiatement
centrifugés. Les plasmas ont été séparés pour
étre immédiatement traités ou conservés a —
20 °C. Aussi bien chez les patients que chez
les témoins, nous avons réalisé les analyses
suivantes : phénotypage de I'Hp, numération-
formule sanguine (NFS), et dosage de la
protéine C réactive (CRP). La numération-
formule sanguine (NFS) a été réalisée a 'aide
d'un compteur de globules (Sysmex1000i,
Baden, Suisse) et le dosage de la CRP par
immunturbidimétrie  sur automate Al5
(Biosystemes, Barcelone, Espagne). Le
phénotypage de I'haptoglobine a été réalisé
selon la méthode de Raymond (Raymond,
1962) par électrophorése en gel de
polyacrylamide a 5% en utilisant le systéeme



P.M. GUEYE et al. / Int. J. Biol. Chem. Sci. 8(3j5%982, 2014

Mini-Protean-Il (Bio-Rad Laboratories, CA,
USA) sous 200 V pendant 2 heures.
L'électrophorése en milieu alcalin a été
réalisée en tampon contenant 0,1 mol/l de Tris
et 0,09 mol/l d’acide borique, pH 8,6.
L’électrophorése a pH neutre a été réalisée en
tampon phosphate 0,03 mol/l, pH 7,0.

Analyse statistique

Les analyses statistiques ont été
réalisées grace au logiciel Statview en
utilisant le test de Mann Whitney pour
comparer les variables entre patients et
témoins et le test de Kruskall Wallis pour
déterminer les différences significatives des
variables chez les différents types de
phénotypes d’haptoglobine. Une valeur de p
inférieure & 0,05 a été considérée comme
significative.

RESULTATS
Les phénotypages de [I'haptoglobine

réalisés avec 68 plasmas de sujets sains
révélent respectivement des fréquences de
I'ordre de 27,94%, 41,17%, et 30,88% pour

les phénotypes Hpl-1, Hp2-1 et Hp2-2. Chez
les sujets de type SS, les fréquences
retrouvées sont respectivement de l'ordre de
22,06%, 38,23% et 36,76% pour les

phénotypes Hpl-1; Hp2-1 et Hp2-2. Les

résultats de I'étude du polymorphisme de Hp
chez les patients et les témoins sont
représentés sur la Figure 1. La comparaison

significative. Trois plasmas de patients n’ont
pas pu étre classés par électrophorése en
milieu alcalin. Aprés électrophorése a pH
neutre, deux se sont révélés étre du type 1-1;
un seul n'a pas pu étre classé et a été assimilé
comme ne contenant pas d’haptoglobine
décelable.

Les dosages de la CRP ont été effectués
pour apprécier I'état stationnaire ou en crise
des patients. Les résultats obtenus aussi bien
chez les patients que chez les témoins sont
répertoriés sur la Figure 2. La comparaison
entre les 2 groupes n'a pas montré de
différences statistiquement significatives.

Les dosages de I'hémoglobine ont été
effectués aussi bien chez les patients que chez
les témoins pour apprécier le degré d’anémie.
Les résultats représentés sur la Figure 3 font
ressortir que les moyennes des taux d’Hb sont
significativement différentes chez les patients
comparées aux témoins (p = 0,001).

Lorsque la répartition a été faite en
fonction du phénotype Hp, les résultats
révélent chez les témoins (Figure 4) qu’il n
y'a pas de difféerence statistiquement
significative des moyennes en Hb en fonction
des trois phénotypes majeurs (p = 0,88). Par
contre, chez les patients (Figure 5), une
différence statistiquement significative a été
retrouvée entre le phénotype Hpl-1 et le
phénotype Hp2-2 (p < 0,001). Les autres
comparaisons inter-phénotypes n’ont pas
montré de  difféerence  statistiquement

des fréquences dans les deux groupes n’a pas significative.
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Figure 1 : Fréquences des phénotypes d’haptoglobine chezdksles et les témoins.
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Figure 2 : Concentrations de Protéine C Réactive (CRP) cleemidades et les témoins.
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Figure 3 : Taux moyens de I’hémoglobine chez les patientesstdmoins.
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Figure 4 : Taux d’Hb en fonction des phénotypes d’'Hp chezédawmins.
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Figure 5 : Sévérité de I'anémie en fonction des phénotypep dhez les malades.

DISCUSSION Chez les drépanocytaires de type SS,
Le phénotypage de [I'haptoglobine les fréquences des phénotypes Hp sont de
réalisé sur 68 plasmas de témoins a montré 22,06% ; 38,23% et 36,76% respectivement
respectivement des fréquences de [l'ordre pour les phénotypes Hpl-1, Hp2-1 et Hp2-2.
28%, 41%, et 31% pour les phénotypes Hpl- Lorsque ces fréquences sont comparées avec
1, Hp2-1 et Hp2-2. Ces fréquences sont celles retrouvées chez les témoins, nous
relativement différentes de celles retrouvées remarquons une baisse de la fréquence du
par Moullec dans une population dakaroise en phénotype Hpl-1 alors que celle du Hp2-2
1960. Ce dernier avait trouvé 37,19% pour le augmente.  Toutefois, les différences
Hpl-1, 46,48 % pour le Hp2-1 et 11,81% pour observées n'ont pas été significatives.
le Hp2-2 (Moullec et al., 1960). En effet, on Lors du recrutement, nous avons utilisé
retrouve des fréquences assez variables un peu le dosage de la CRP pour trier les patients en
partout en Afrique, notamment en Gambie, phase stationnaire de ceux en état de crise
avec 30,57% de phénotypes Hpl-1, 21,66% drépanocytaire. Les résultats obtenus montrent
de phénotypes Hp2-1 et 7,01% de phénotypes une légére augmentation chez les patients
Hp2-2 (Harris et al., 1959). comparés aux témoins. Toutefois, les
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differences  observées n'ont été
statistiquement significatives.

Dans notre étude, un plasma d'un
patient type SS n’a présenté aucune bande
caractéristique d’'Hp (possédant une activité
peroxydasique) apres électrophorése en
présence d’hémoglobine ni a pH alcalin, ni a
pH neutre nous amenant a classer le patient
dans le groupe de sujets a Hp non détectable.
Un tel fait pourrait faire penser qu'il s'agit
d'un individu atteint d’hypo voire
d’anhaptoglobinémie. En effet, des cas, bien
gue rares (1/1000) de déficit congénital en
haptoglobine, ont été rapportés (Koda et al.,
2000). Par contre, des fréquences
d'anhaptoglobinémie plus élevées ont été
rapportées en Australie (1,7%), ainsi que chez
des populations noires (30%) en Afrique du
sud, au Cameroun et au Nigeria (Delanghe et
al., 1998). A ce titre, il est important de
différencier I'anahptoglobinémie (phénotype
Hp 0-0) qui est due a I'absence d’expression
du gene de I'Hp (Langlois et Delanghe, 1996 ;
Koda, 2000), des hypohaptoglobinémies qui
peuvent étre secondaires a une maladie
congénitale comme les désordres
hémolytiques (drépanocytose, déficit en
glucose-6-phosphate-déshydrogénase,
thalassémie. (Atkinson SH, 2006).

Les résultats de la détermination du
taux d’'Hb chez les patients de type SS
comparés aux témoins ont montré une
diminution significative. Ces résultats sont en
accord avec des données rapportées par
plusieurs auteurs, qui relatent I'existence
d'une anémie chronique chez les sujets
drépanocytaires de type SS (Bernaudin, 2000,
Galacteros, 2000).

Chez les patients de type SS, les sujets
de phénotype Hp2-2 présentaient des taux
moyens d’'Hb significativement plus bas
comparés a ceux retrouvés chez les patients
Hpl-1 et Hp2-1. Les résultats obtenus
pourraient s’expliquer en partie par le fait que
I’'hémoglobine S constitue un facteur de risque
de peroxydation pour la membrane
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pas

érythrocytaire (Silva et al., 2013). Ainsi, chez
ces patients, la peroxydation lipidique au
niveau des membranes des globules rouges
jouerait un rbéle dans [I'aggravation de
'anémie. Dans une étude antérieure (Gueye et
al., 2006), nous avons montré que
I’'hémoglobine extra-érythrocytaire pouvait
induire, sur le globule, un stress oxydant se
traduisant par une lyse précoce. En effet, en
dehors du globule rouge et de son contenu
antioxydant, la toxicité oxydative de I'Hb
s'affirme et va produire, via la réaction de
Fenton, des radicaux libres qui vont attaquer
la membrane des globules rouges et entrainer
leur lyse précoce (Silva et al., 2013). L'action
anti-oxydante de [I'haptoglobine étant
phénotype-dépendante (Asleh et al., 2005;
Gueye et al., 2006), cela pourrait expliquer en
partie le fait que I'anémie retrouvée chez les
patients de type SS soit plus intense chez les
patients de type Hp2-2 comparée a celle
retrouvée au niveau des 2 autres phénotypes.
En effet, ce phénotype étant moins efficace
dans la fixation de I'Hb et la neutralisation de
son pouvoir oxydant, les patients concernés
seraient plus prédisposés a une aggravation de
'anémie comparée aux sujets des autres
phénotypes. Cependant, ces résultats doivent
étre interprétés avec prudence, d'autant plus
que dautres facteurs comme le taux d’Hb
foetale  pourraient intervenir dans la
modulation de la sévérité des signes cliniques
(Nacoulma et al., 2006).

Conclusion
Au cours de ce travail préliminaire,
nous avons  étudié  linfluence  du

polymorphisme de [I'haptoglobine dans la
survenue d'une anémie grave chez des
patients drépanocytaires. Les résultats obtenus
sont en faveur d'une prédisposition des sujets
de phénotype Hp2-2 a présenter une
aggravation de [l'anémie. Cette étude
préliminaire devrait étre complétée par la
réalisation d’'une étude a plus grande échelle,
afin de confirmer ces résultats obtenus a partir
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d'un faible échantillonnage. Une évaluation
des marqueurs de peroxydation lipidique
comme les substances réagissant avec l'acide
thiobarbiturique (TBARS) et la détermination
de l'activité des enzymes du globule rouge
ainsi que la prise en compte d’autres facteurs
comme le taux d'Hb feetale devraient
permettre d’élucider les mécanismes de
protection de I'haptoglobine vis-a-vis de la
survenue d'une aggravation de l'anémie.
L'’ensemble de ces résultats pourrait
éventuellement permettre d'envisager une
stratégie thérapeutique notamment par
I'utilisation d'antioxydants chez les patients a
risque.
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