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Au Souverain Seigneur de I’univers. Bénit soit le Dieu tout puissant, le
miséricorde pour sa grace qui m’a accompagné pendant ces longues années
d’étude.

A Son Prophéte MOHAMED (paix et salut soient sur lui).

A Mon grand pére : Feu Ibrahima DEMBELE

Cher grand pére ce travail est le fruit des efforts que vous avez consentis dans
I’éducation de vos enfants. Les conseils seront appliqués trés rigoureusement.
Cher grand pére merci et repose en paix. Que dieu le tout puissant, le

miséricorde vous accorde son paradis.

A Ma meére Diarata KONE

Maman les mots me manquent pour vous exprimez tout ce que je ressens du
fond du cceur mais, permettez-moi de vous dire simplement merci et grand merci
pour tous les sacrifices énormes que vous avez consentis afin que, je puisse
parvenir a ce résultat. Je vous demande encore plus de bénédictions et de
conseils. Maman, recevez ici 'expression de ma profonde gratitude et de mon
profond respect.

Que Dieu le tous puissant, le miséricordieux vous accorde une longue vie et une

bonne santé.

A Mon pére feu Mamadou DEMBELE.

C’est grace a vous que jai €té a 1’école, vos conseils m’ont beaucoup servi et
continueront a me servir; votre soutien n’a jamais fait défaut. Cher pére sans
votre combat d’é¢ducateur averti, je ne serais a ce niveau. Vous avez souhaité
avoir dans la famille un agent de santé, aujourd’hui votre réve est entrain de
devenir une réalité. Je n’oublierais jamais vos conseils. Papa repose en paix.
Qu’Allah le tout puissant et le miséricorde vous accorde son paradis.

A Boubacar DEMBELE

Cher tonton voila le moment tant attendu pour moi de vous rendre un grand
hommage pour l’éducation et l’affection que j’ai bénéficié au prés de vous. Ce

travail est le fruit des efforts que vous avez consentis dans la famille. Je ne
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s’aurais oublié vos conseils, ils seront toujours les bienvenus. Recevez ici cher
tonton l'expression de ma profonde gratitude et mon profond respect.
Qu’Allah le tout puissant vous donne une longue vie et vous protége dans tous

vos projets.

A Ibrahima BERTHE

Cher frére ce travail est le fruit des efforts que vous avez consentis dans la
réalisation de ce travail. Cher frére ’éducation que j’ai recu au prés de vous m’a
beaucoup aider. Votre rigueur et votre amour pour la réussite ont fait de vous
un exemple a suivre. Je ne serais jamais grand pour vos conseils et soyez
rassure, ces conseils feront 'objet d'une considération particuliére. Recevez ici
cher frére 'expression de mon profond respect et ma profonde gratitude.
Qu’Allah le tout puissant vous protége et vous donne une longue vie ainsi qu’a

toute la famille.

A Mes tontons : Djibril DEMBELE, Chiaka DEMBELE, Issouf DEMBELE, Aly
DEMBELE, Abdramane DEMBELE, Baissa DEMBELE, Alpha DEMBELE,
Moukahirou DEMBELE, A Issa SISSOKO et sa famille :

ce travail est le votre. Votre soutien n’a pas fait défaut recevez ici chers tontons
I'expression de ma profonde reconnaissance et de mon profond respect.

Qu’Allah le tous puissant vous protége et vous donne une longue vie ainsi qu’a

toute la famille.

A Mes mamans : Assanatou Traoré, térena KANOUTE, Djalia BERTHE, Saw
SANOGO, Alima, Cheta SANOGO, Nene TOURE, Salimata KONE merci de
m’avoir encourager. Vos conseils ont porté fruit que dieu vous garde aussi

longtemps que possible auprés de nous.
A Mes tantes : Assitan KEITA, Djeneba KEITA, Aminata DEMBELE, Fanta

DEMBELE, Awa DEMBELE, Madjalia DEMBELE, Aichata DEMBELE, Assanatou

DEMBELE vos conseils m’ont toujours servi merci pour les bénédictions et les
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efforts consentis, je vous demande de prier toujours car on a toujours besoin des
bénédictions pour réussir.

Que dieu le tout puissant veille sur vous.

A Mes freres: Sidiki DEMBELE, Moussa DEMBELE, Soumaila DEMBELE,
Ousmane DEMBELE, Seydou Said DEMBELE, Mohamed DEMBELE, Hamidou
DEMBELE, Souleymane DEMBELE, Abdoulaye DEMBELE, Mamadou
DEMBELE, Telemsi, Seydou TRAORE chers fréres je vous dis tout simplement

merci pour tous vos soutiens, que dieu vous récompense.

A Mes sceurs : Sounoukoun DEMBELE, Alimata DEMBELE, Aichata DEMBELE,
Kadiatou DEMBELE, Bah Afou DEMBELE. Djelika DEMBELE et Bebe vos
soutiens ont été indispensables a la réalisation de ce travail, je vous serais trés
reconnaissant.

Que dieu le tout puissant, le miséricorde vous protege.

A fatim koné : merci pour le soutien que dieu ressere nos liens et guide nos pas
vers un avenir meilleur.

A La famille Traoré (Drissa, Aminata, Dramane, Seyba, Boubacar, Saran,
coucou) chacun de vous a contribué a ma réussite, je ne s’aurais vous oublié
recevez ici chers parents l'expression de ma profonde gratitude et mon profond
respect.

Qu’Allah le tout puissant et miséricordieux vous accorde longue vie et bonne

Santé !

A Sali KONE et ses enfants : Ce travail est le fruit de vos efforts que dieu vous
protége et vous donne la force de veiller sur vos enfants, je ne s’aurais jamais
vous oublier merci beaucoup.

A Bintou DIARRA : Merci pour ta confiance et ton soutien, je ne pourrais jamais
t’oublier. Que dieu resserre nos liens et guide nos pas vers un avenir meilleur.

Merci pour tout.
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A Salia BERTHE, Diaratou BERTHE, Abou BERTHE, Ara BERTHE, Daouda
BERTHE, Sinaly BERTHE et tous ceux qui n’ont pas été cités.

Ce travail est le fruit du soutien que jai bénéficié auprés de vous pour le
réconfort moral que vous n’avez cessé de m’apporter pendant ces années
d’études. Je ne serais vous oublier. Que Dieu resserre nos liens !

A tous les autres parents dont j’ai omis le nom qui m’ont aider de prés ou de

loin, je vous serais reconnaissant.
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LISTE DES ABBREVIATIONS

ADN: Acide desoxy nucléique

AE= Agent d’élution

AL = Agent lyse

ATL= Agent tissu lyse

AW 1= Wash buffer 1

AW2= Wash buffer 2

BSA= Bovine Sérum Albumine

dNTP: Désoxyribose nucléotide triphosphate

EDTA = Ethyléne Diamine Tétra-acetique

FMPOS: faculté de medicine pharmacie et d’odonto-stomatologie.
GO6PD: Glucose 6 phosphate déshydrogénase

GR: Globule rouge.

HbF: Hémoglobine foetale.

Hb: Hémoglobine

HbAA: Hémoglobine AA.

HbAC: Hémoglobine AC.

HbC: Hémoglobine C.

HbD: Hémoglobine D.

HbS: Hémoglobine S.

HbSC: Hémoglobine SC.

H20: Eau.

HPLC: Chromatographie liquide a haute performance.
IgG: Immunoglobine G.

JPC: Jour post conceptionnel.

Kda: kilo Dalton.

Kb: Kilo base.

mm: Millimeétre.

MRTC = Malaria Research and Training Center (Centre de
Recherche et de Formation sur le Paludisme)

NIH = National institutes of Health
NADPH=Nicotinamide Adénine Dinucléotide Phosphate réduit
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NADP= Nicotinamide Adénine Dinucléotide Phosphate
pl = Microlitre.
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I-INTRODUCTION

L’hémoglobine foetale est une hémoglobine synthétisée au cours de la période
foetale; elle constitue 1'un des principaux constituants du globule rouge durant la
période prénatale. Sa synthése commence dés les premiers moments de la
gestation et est détectable a partir de la 5¢me semaine de la vie intra utérine. De
la 8eme 3 ]la 10¢me semaine de la vie, son taux atteint environ 90%. Ce taux reste
constant jusqu'a la naissance puis disparait progressivement vers 1’age de six
mois. Chez l’adulte normale, ’hémoglobine foetale n’existe alors qu’a 1’état de
trace (inférieure ou égale a 1%), mais dans certains cas ce taux resterait élevé
comme c’est le cas chez les sujets thalassémiques ou souffrant d’une persistance
héréditaire de 1’hémoglobine foetale. La rareté ou linexistence de cas de
paludisme sévére chez les nouveau-nés disposant d’un taux élevé d’hémoglobine
foetale a fait dire que cette hémoglobine protégerait contre les formes graves de
paludisme. Cependant, les bases moléculaires et cellulaires qui sous-tendraient
cette hypothése restent encore d’actualité.

Ainsi pour expliquer cette protection des nouveau-nés, certains auteurs ont
avancé l’effet combiné de I’hémoglobine fcetale et de la présence d’anticorps
maternels [19, 20, 23, 27, 30].

En 1977, Pasvol et al avaient observé un retard de croissance intra-
érythrocytaire de Plasmodium falciparum dans le sang de cordon [28]. L’auteur
expliquera plutard que ce retard de développement du parasite est da a la
présence d’un taux élevé d’hémoglobine foetale.

Il est actuellement et communément admis que I’hémoglobine S, hémoglobine C
et le déficit en glucose-6 phosphate déshydrogénase protégent contre les formes
graves du paludisme a Plasmodium falciparum [2, 7, 10, 15, 36].

La persistance de I’hémoglobine foctale a été associée a certaines
hémoglobinopathies [5]. Cette persistance de ’'hémoglobine foetale, si elle est
observée chez les sujets porteurs de 'Hb S, C ou du déficit en G6PDA pourrait
constituer un facteur confondant concernant la protection que conférent ces

affections génétiques.
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Notre étude se propose alors de rechercher la persistance de I’'hémoglobine
foetale chez ces sujets durant les six (6) premiers mois de vie aprés la naissance.
Ainsi nous pourrions déterminer la cinétique de disparition du taux

d’hémoglobine foetale durant les six (6) premiers mois de.
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II- OBJECTIFS

1- Objectif général

-Evaluer la cinétique de disparition de I’hémoglobine fcetale chez les nouveau-

nés porteurs d’hémoglobines A, S, C et déficitaires en G6PDA.

2- objectifs spécifiques

- Déterminer la fréquence de I’hémoglobine S, C et du déficit en G6PDA chez les
nouveau-nés.
- Déterminer la dynamique de la disparition de I’hémoglobine fcetale chez les

nouveau-nés porteurs d’hémoglobine A, S, C et déficitaires en G6PDA.
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III- GENERALITES

1-Hémoglobine normale:

L’hémoglobine est le pigment rouge des hématies qui donne sa couleur rouge au
sang. C’est le principal constituant des hématies indispensable a la fonction
d’hématose. En effet I’hémoglobine transporte l'oxygéne (O2) sous forme
d’oxyhémoglobine (’hémoglobine + O2) des poumons vers les tissus et le dioxyde
de carbone (CO2) sous forme de carboxyhémoglobine (hémoglobine + CO2) des
tissus vers les poumons.

La fonction normale d’hématose nécessite une valeur normale du taux
d’hémoglobine dans le sang. Ce taux varie en fonction de ’age, du sexe, de l’état
physiologique et méme de la position géographique. Ce taux peut augmenter
chez les sportifs de haut niveau, en cas d’administration d’hormones favorisants
I’hématopoiése ou de tumeur des organes produisant ses hormones (tumeur du
rein qui produit l’érythropoiétine.) On parle d’anémie en cas de diminution du
taux d’hémoglobine en dessous de la valeur normale. Parmi les causes les plus

fréquentes d’anémie, les hémoglobinopathies occupent une place de choix.

Structure de ’hémoglobine :

L’hémoglobine est composée de deux parties :

- L'héme :

L'ensemble "fer incorporé a une porphyrine" constitue un héme. Dans le cas de
I'hémoglobine, la porphyrine abritant 1'atome de fer est la protoporphyrine IX,

molécule hautement conjuguée, plane et donneuse d'électrons.
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L'heme coordonné a Uhistidine

La protoporphyrine IX proximale de la chaine protéique

globine et a l'oxygéne
Figure 1 : Structure de ’héme

- La globine (la chaine protéique)
Il s’agit de la partie protéique de I’hémoglobine, composée de quatre chaines
polypeptidiques identiques deux a deux. Il existe plusieurs types de chaine. Le

tableau ci-aprés présente quelques types de chaines de la globine rencontrés

aprés la naissance et leurs caractéristiques.
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Tableau 1 : Quelques types de chaines de la globine et leurs caractéristiques

Structure Structure Acide aminé
Chaines
primaire secondaire coordonnant le fer
141acides
Chaine a 8 hélices a Histidine 87 (F8)
amines
146acides
Chaine B 8 hélices a Histidine 92 (F8)
amines
147acides
Chaine y 8 hélices a Histidine (F8)
amines

Une hémoglobine contient seulement deux types de chaine (deux chaines de
type a et deux chaines de type non a). Il existe plusieurs types d’hémoglobine
difféerents par la nature des chaines de type B. Ainsi nous avons : HbA1l (az2f2),
HbA> (a262), HbF (azy2).

Deés le 15éme jour post-conceptionnel (JPC), un géne codant pour une globine
foetale est activé (Hémoglobine Gower I) [4]. Au milieu de la quatriéme semaine,
alors que le coeur se cloisonne, deux autres hémoglobines sont produites (Hb
Gower II et Hb Portland). Ces hémoglobines sont transportées par de grandes
hématies d'un volume de 200 pym3. A 37 JPC, les proportions respectives des
hémoglobines Gower I, Gower II et Portland sont de 42, 24, et 21%. Durant les
six (6) semaines suivantes, le foie, et dans une moindre mesure la rate,
deviennent les principaux sites de fabrication de I’hémoglobine. Cette
hémoglobine est ’'hémoglobine feetale, contenue dans une hématie plus petite de
125 pm3. Vers la 20¢me semaine, la moelle osseuse produit des hématies de 80

pm3 contenant de ’hémoglobine adulte. Chez l'adulte, elle est synthétisée dans
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la moelle osseuse par des érythroblastes médullaires ou précurseurs des
hématies qui sont des hématies non totalement élaborées. Ils ont encore un
noyau et sont plus volumineux que les hématies normales. La synthése de
I’hémoglobine est stimulée par wune hormone appelée érythropoiétine.
L’érythropoiétine est synthétisée par les reins et sa synthése peut étre stimulée
par le faible taux d’hémoglobine ou par une hypoxie. La synthése de
I’hémoglobine nécessite la présence de certains éléments comme : le fer, le
cuivre, la vitamine B12, la pyridoxine (vitamine B6), ’acide ascorbique (vitamine

C), l’acide folique et les protéines.

2-Hémoglobinopathies:

La synthése des chaines de la globine obéit a la régle générale de la synthése
des protéines. On parle d’hémoglobinopathie lorsqu’il y’a défaut de synthése
quantitative ou qualitative d’'une des chaines de la globine. Ainsi on a deux types
d’hémoglobinopathies:

2-1-Les thalassémies:

Elles sont dues a une diminution de synthése d’une des chaines de la globine. Il
s’agit de 'absence de synthése dune ou de plusieurs des chaines de la globine
du fait d'une mutation ponctuelle ou plus rarement d'une délétion
chromosomique. Il y’a plusieurs types de thalassémies:

-Les P thalassémies: Elles sont fréquentes dans le bassin de la méditerranéen,
elles sont rencontrées aussi en Asie.

-Les a thalassémies: Elles sont surtout présentes dans le sud-est asiatique
mais aussi en Afrique.

-Les 8 et y thalassémies: Elles sont plus rares, on rattache souvent aux
thalassémies des anomalies qui ont seulement des signes communs entre elles,
par exemple 1'hémoglobine Lepore due a un crossing-over avec apparition de

chaines hybrides 8.
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2-2-Les hémoglobinoses:

On parle d’hémoglobinose lorsqu’il y a synthése dune nouvelle chaine de la
globine par substitution d’un ou de plusieurs acides aminés de I'une des chaines

de la globine. Il existe plusieurs types d’hémoglobinoses différentes les unes des

autres par la qualité et la position de 1'acide aminé substitué dans la chaine de

la globine. Les hémoglobinoses S et C sont les mieux décrites.

2-2-1-L’hémoglobinose S:

Elle est de loin I’hémoglobinose la plus fréquente et la plus étudiée; on 'appelle
encore I’hémoglobine drépanocytaire.

La drépanocytose est une affection héréditaire a transmission autosomique
récessive qui touche des millions de personnes, principalement d'origine
africaine.

L’histoire naturelle de la drépanocytose se caractérise par une anémie chronique
et des épisodes de crises douloureuses vaso-occlusives qui reconnaitront treés
souvent un facteur déclenchant [3]. Schématiquement, on distingue 4 périodes

dans la vie du drépanocytaire majeur.

a-La période néonatale (0 a 3 mois) :

C’est la période asymptomatique de la maladie. C’est également la période ou le
diagnostic doit étre fait en vue d'une prise en charge du drépanocytaire avant
l'apparition des complications. Ce silence clinique serait di a l’effet protecteur
du taux élevé de l’hémoglobine foetale qui inhibe la polymérisation de

l'oxyhémoglobine S dans le globule rouge.

b-La période des 5 premiéres années de vie :

C’est la période ou la morbidité et la mortalité de la maladie sont plus
importantes :
La fréquence des crises est comprise entre 2 et 5 par an avec des

hospitalisations fréquentes. La mortalité est au tour de 50%. Cette période est
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caractérisée par une grande fréquence des infections graves (méningites,
septicémies), une grande fréquence des séquestrations spléniques qui sont
responsables d’anémies aigués, de collapsus cardiovasculaires qui sont mortels
et des crises douloureuses ostéo-articulaires réalisant le plus souvent des

dactylites ou “syndromes pieds-mains”.

c-La période de la seconde enfance (5 a 15 ans) :

Au cours de cette période, les crises douloureuses ostéo-articulaires dominent le
tableau clinique. C’est la période ou les accidents vasculaires cérébraux (AVC)
par obstruction partielle ou compléte des vaisseaux de la base du crane et les
syndromes pulmonaires aigus sont fréquents. Ces complications sont
redoutables car elles peuvent mettre en jeu le pronostic vital et elles sont
récidivantes. Le risque infectieux aigu grave est moindre, mais l'incidence de
certaines complications comme 'ostéomyélite devient élevée. La période de la
seconde enfance est la période ou le dépistage actif des complications

dégénératives doit commencer.

d-A partir de 20 ans et chez ’adulte :

Les crises anémiques et les complications infectieuses sont plus rares. Les
crises douloureuses sont également rares mais elles représentent la premiére
cause d’hospitalisation. C’est la période des atteintes dégénératives engageant le
pronostic vital (insuffisance cardiaque, insuffisance rénale, insuffisance
respiratoire, complications de lithiases biliaires) ou fonctionnel (rétinopathie,
ostéonécrose de la hanche, ulcére de jambe, ....).

En effet toutes ces manifestations cliniques de la maladie sont liées a la
polymérisation et a la falciformation des GR en présence d’hypoxie, la

déshydratation, la fiévre, I’'acidose.
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Figure 2: Mécanisme expliquant le déclenchement de la crise drépanocytaire.

2-2-2-L’hémoglobinose C: C’est une affection génétique autosomique récessive.

Elle est due a une mutation ponctuelle sur le géne de la chaine [1[de la globine.
Cela aboutit a la substitution en position six (6) de la séquence d’acide aminé de
la chaine B de la globine de l'acide glutamique par la lysine. Elle constitue la
deuxiéme hémoglobinose de par sa fréquence apres la drépanocytose [38]. Cette
affection héréditaire aurait des effets protecteurs contre les formes graves de
paludisme. Il y a plus de 50 ans, Haldane a suggéré que certaines formes de
thalassémie conféreraient une protection contre le paludisme [17]. La
coincidence de la distribution géographique de ces affections génétiques
érythrocytaires avec celle d’endémie palustre passée ou présente est en faveur de
cette hypothése. Par ailleurs la présence concomitante de la forte fréquence de
I’'Hb C (6 Glu = Lys) et du paludisme a Plasmodium. falciparum en afrique de
l'ouest suggere que le géne de 'Hb C y a été sélectionnée pour son effet de

protection contre le paludisme [11]. Cependant, certaines études avaient
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rapportée qu’il n'y avait pas de différence dans la prévalence de Plasmodium.
Falciparum parmis les sujets AA et AC [9; 33]. D’autres auteurs n’avaient trouvée
aucune association de ’'Hb C avec la protection contre le paludisme [14; 16].
Des études épidémiologiques récentes réalisées en région sahélienne d’Afrique de
l'ouest ont démontré l'effet protecteur de I’'Hb C contre le paludisme [1; 25; 34].
La premiére étude réalisée chez les Dogon au Mali a montré que I'Hb AC était
associée a approximativement 80% de réduction du risque de paludisme grave
[1].

A l’électrophorése I'Hb C migre a la méme position que I'Hb E, 'Hb D et I’'Hb A2.
Elle a la propriété de cristalliser ce qui donne une certaine rigidité au GR et
entraine ainsi une hémolyse précoce. Les GR contenant I’'hémoglobine C sont
donc plus fragiles et semblent porté beaucoup plus dIgG a leur surface
favorisant ainsi leur élimination de la circulation sanguine par le systéme
réticulo-phagocytaire de la rate.

Sur le plan clinique, ’'hémoglobinose C est une affection bénigne. Cependant les
personnes porteuses de ’hémoglobine C manifestent dans certaines conditions
des douleurs articulaires [7], des ictéres, une splénomeégalie et sont parfois
atteintes d’anémie hémolytique.

Un frottis mince réalisé a partir de sang de sujet porteur de I’'Hb CC montre des
microspherocytes, des GR en forme de batonnet et des cellules cibles (Target

cells).
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= Target (Globule rouge en forme de cible)
W Globule rouge en forme de batonnet
) Microspherocyte
Figure 3 : Aspect microscopique des Globule rouge HbCC sur frottis mince
(Fairhurst et al)

Les GR CC ont une concentration corpusculaire moyenne en hémoglobine plus
élevée que les GR normaux ce qui entraine une cristallisation de I’'HbC [35]. Bien
que les individus AC ne montrent pas ces changements, les GR des sujets AC ou
CC sont significativement plus rigides que ceux des sujets AA [35]. Ce
phénomeéne augmente la sénescence des GR contenant de I’'HbC caractérisée par

la présence des auto-anticorps a leur surface.
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3-Génétique des hémoglobinopathies :

La synthése des chaines de la globine obéit aux régles générales de la synthése
des protéines. Alors que les génes codant pour les acides aminés de la chaine a
sont situés sur le bras court du chromosome 16, ceux codant pour les acides
aminés de la chaine P sont situés sur le bras court du chromosome 11. Le géne
de la chaine B de la globine comporte trois exons et deux introns. Le premier
exon est divisé en deux parties : une premieére partie de 54b non traduite et une
deuxiéme

de 93b traduite en les 30 premiers acides aminés. Le deuxiéme exon mesure
222b et code pour les 31i¢tme gu 104i¢me gcides aminés. Le dernier exon dont la
premieére partie seule est traduite (126b) code pour les 105ime gqu 146i¢me gcides
aminés ; la deuxiéme partie de 135b n’est pas traduite. Les hémoglobinopathies
sont donc des affections génétiques héréditaires a transmission autosomique.
Cela se traduit par 'absence de synthése de quelques acides aminés de la dite

chaine.

Chromosome 16 : Groupe de type alpha
£ &l ol
Chromosome 11 : Groupe de tvpe béta
= G &y ®h & B

Figure 4: La séquence des geénes de la globine humaine le long des

ol ol

chromosomes correspond a l'ordre dans lequel ils sont exprimés au cours du

développement.
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3-1-Génétique des thalassémies :

Ce sont des affectons héréditaires dues a une mutation ponctuelle et plus
rarement a une délétion d'un ou de plusieurs nucléotides au niveau des génes

codant pour l'une des chaines de la globine. Ainsi on a les a thalassémies
lorsque ce phénoméne concerne les chaines a et les B thalassémies lorsqu’il

concerne les chaines £.

3-2-Génétique des hémoglobinoses :

Ce sont des affections héréditaires dues a une mutation ponctuelle au niveau
des génes codant pour 'une des chaines de la globine. Il s’agit de la substitution
d’un nucléotide par un autre dans un codon donné. Il en résulte la synthése

d’'un acide aminé différent de celui codé par le codon sauvage.

Tableau 2: Quelques exemples d’hémoglobinopathies

Position du codon | Nature du codon Hémoglobine

Six (6) GAG (acide. glutamique) HémoglobineAl (normale)
Six (6) GTG (valine) Hémoglobine S

Six (6) Perte de A (néant) B -thalassémie

Six (6) AAG (lysine) Hémoglobine C

Alors que dans la drépanocytose l'acide glutamique est remplacé par la valine en
position six sur la chaine b de la globine, dans ’'hémoglobinose C, il est remplacé

par la lysine a la méme position.

(€N — - ac glutamique (Hb normale
(€ N ¢ T ...-=> valine HbS)
YN — —~lysine (HbC)

These en medecine Kader DEMBELE 32




Etude de la cinétique de disparition du taux d’hémoglobine foetale durant les six (6) premiers mois de vie apres la
naissance chez les nouveau-nés porteurs d’hémoglobines A, S, C et du déficit en G6PD.

2-2-3- Hémoglobine C :

L’hémoglobinose C résulte d'une mutation ponctuelle au niveau du codon 6
(six) GAG—AAG. Cette mutation concerne le premier nucléotide de ce codon :

Il s’agit de la substitution de la guanine par 'adénine. Cela a pour conséquence
le remplacement de 'acide glutamique par la lysine en position 6 de la séquence

d’acides aminés de la chaine .

3-Enzymopathie :

Le lucose-6-phosphate déshydrogénase (G6PD) est une enzyme présente dans le
cytoplasme de toutes les cellules de 'organisme.

Il est impliqué dans la premiére étape de la voie métabolique des pentoses
phosphates, produisant ainsi le NADPH (coenzyme nécessaire a la réduction du

glutathion oxydé).

G6PD 6-phosphe-
gluconate

NADP+ [NADPH]— Bio-synthetic

Reactions

glucose-i-phosphate

\: g (Seveml )
GR-8 l Reactions

Reductase

l

Glutathione 1
Ribose

Anti-Oxidant
Activity

Le Figure 5 : Voie métabolique des pentoses phosphates

Pour le globule rouge qui manque de noyau, de mitochondrie et d’autres
organites, la G6PD est particulierement importante.
La protéine G6PD a un poids moléculaire de 59 kda et chaque unité est

composée de 515 acides aminés [31].
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Le géne de la G6PD chez I'homme est situé dans la région télomérique du bras
long du chromosome X sur la partie q28 [28, 19]. Ce géne se compose de 13
exons et atteint approximativement 18 kb [6].

L’enzyme de référence est dénommée G6PD (B+) dont l'activité enzymatique est
de 100% avec une fréquence de 60-80% dans la population. Le variant (A+) a
une fréquence de 15-40% avec une activité enzymatique de 80%, elle differe du
variant (B+) par un nucléotide en position 376 de la séquence nucléotidique
(’'adénine est remplacée par la guanine). Cette mutation n’a pas de conséquence
clinique et ne confére pas de résistance au paludisme [36].

Le variant (A-) rencontrée dans la population noire notamment en Afrique sub-
saharienne, atteint typiquement des fréquences de prés de 25% dans les
populations vivant en zones d’endémie palustre. Ce variant a une activité
enzymatique de 12% [21] et a été décrit comme un facteur de réduction du
risque de paludisme grave pour les hétérozygotes femelles et les hémizygotes
masculins pour la G6PD [37].

L’allele (A-) differe de (A+) par un nucléotide en position 202 (la guanine est
remplacée par ’adénine) [17].

G6PD B+

...190 AAC ACC TTC ATC GTG GGC TAT210...364AAC AGC CAC ATG AAT
GCC

G6PD A+

...190 AAC ACC TTC ATC GTG GGC TAT210...364AAC AGC CAC ATG GAT
GCC

G6PD A-

...190 AAC ACC TTC ATC ATG GGC TAT210....364AAC AGC CAC ATG GAT
GCC

La conséquence de cette mutation se traduit:

-Sur le plan du métabolisme cellulaire, par une accumulation des ions

peroxydes (H202) qui constitue un danger pour le globule rouge
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-Sur le plan clinique par une anémie hémolytique,

-Sur le plan biochimique par un déficit de l’activité enzymatique de la G6PD.

Ce déficit en G6PD est plus marqué chez les hommes que chez les femmes qui
ont deux chromosomes X par conséquent deux copies de G6PD ; chez ’'homme
ou il y a seulement un chromosome X, un géne défectueux de G6PD est suffisant
pour causer le déficit en G6PD.

Le déficit en GO6PD est retrouvé dans les régions tropicales et sub-tropicales du
monde. Les plus grandes fréquences du déficit en G6PD ont été observées chez
les populations Juive Kurde 62% [25] ; Ce déficit est retrouvé chez 5-30% des
populations en Afrique, au Moyen-Orient et en Asie du Sud-Est. Il est par contre
rare dans la population blanche d’origine nord-européenne et au Japon ou il

n’est observé que parmi 0,1% des sujets [37].

— —
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Figure 6 : carte de distribution mondiale du déficit en G6PD Source : Luzzatto
L.: Glucose-6-phosphate déshydrogénase deficiency. In: "Advanced Medicine,

21", Brown M.J. (eds), Churchill Livingstone, 398, London,
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IV METHODOLOGIE

1- Sites d’étude :

Notre étude s’est déroulée dans les deux villages de Kangaba et Kela. Ces deux
sites d’étude ont été identifiés sur la base d’enquétes anthropologiques et
paludométriques faites pendant plusieurs saisons. Ils sont situés au sud-est de
Bamako la capitale du Mali et sont tous accessibles par la route (moins de 2
heures de route a partir du Point G) et ont des niveaux de transmission
différents. Kangaba compte environ 6500 habitants tandis que Kela compte
environ 2237 habitants.

Les groupes ethniques retrouvés sont essentiellement les malinkés, les somonos,
les bambaras et les peulhs. Les activités économiques sont essentiellement
agropastorales caractérisées par la culture du riz, du mais, du mil etc...

Le climat est de type soudano-guinéen. Il est caractérisé par une saison
pluvieuse qui va de juin jusqu’en octobre avec le maximum de pluies en aout et
en septembre. La majorité des enfants et des adultes jeunes étaient infectés au
moins une fois pendant la saison de transmission qui typiquement couvre la
période du mois de mai au mois de décembre (rapport du centre de santé de
Kangaba 2000).

Comme infrastructure socio sanitaire, Kangaba dispose d'un centre de référence
et un centre de santé communautaire tandis que Kela dispose d'une case de
santé dirigée par un aide soignant et une matrone. Les maisons sont
rectangulaires construites en banco et couvertes de téles ou de pailles. Les
arbres rencontrés sont : les manguiers, le baobab, les nymes, les papayiers

etc...
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Figure 7 : Site d’étude

Source : GIS/RS MRTC/FMPOS -Bamako (Mali) Janv.2003.
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2- Les types d’études

Il s’agit d'une étude de cohorte de nouveau-nés.
3-Période d’étude
Notre étude s’est déroulée de Juin 2006 a Décembre 2007.

4-Echantillonnage :

Notre échantillonnage était exhaustif et portait sur tous les nouveau-nés nés au
centre de santé de Kangaba et la case de santé de Kela dont leurs meéres étaient
consentantes pour leur inclusion; en effet toutes les femmes enceintes
consultées au centre de santé avec un age de grossesse a partir de 6 mois,
étaient invitées a consentir pour l'inclusion de leurs enfants dans notre étude

pendant une période de 6 mois.

5-critéres d’inclusion et de non inclusion :

a- Les critéres d’inclusion :

Tous les nouveau-nés saints a la naissance et dont les parents avaient donné
leur assentiment étaient inclus dans I’étude.

b- Les critéres de non inclusion :

Tous les enfants prématurés ou qui présentaient un syndrome de détresse
respiratoire nécessitant une urgence étaient exclus de ’étude. Etaient également
exclus de l'¢tude ceux qui naissaient en bonne santé mais qui plutard

développaient une diarrhée ou une pneumonie les rendant fragiles.

6- Personnels :

Le suivi de I’étude était assuré par :

-Un meédecin, qui faisait I’'examen clinique général de tous les nouveau-nés a la
naissance et au cours du suivi hebdomadaire. Il assurait également
l'administration du fer comprimé aux femmes enceintes. Il était aidé dans cette
tache par un thésard en médecine.

-Un biologiste qui était chargé de faire les prélévements capillaires.

These en medecine Kader DEMBELE 38




Etude de la cinétique de disparition du taux d’hémoglobine foetale durant les six (6) premiers mois de vie apres la
naissance chez les nouveau-nés porteurs d’hémoglobines A, S, C et du déficit en G6PD.

-Les matrones étaient chargées de faire les prélévements veineux au niveau du
cordon ombilical. Elles étaient assistées par un clinicien.
-Deux guides locaux qui étaient chargés de chercher les femmes enceintes et les

nouveau-nés inclus dans I’étude pour leur suivi hebdomadaire.

7-Parameétres mesurés :

7-1-Paramétres sociodémographiques :

Age, sexe, ethnie, lieu de résidence habituelle.

7-2-Paramétres biologiques :

-Détermination du pourcentage de I’'hémoglobine foetale et du type
d’hémoglobine a l'aide de HPLC (Chromatographie Liquide Haute Performance).

-Détermination du statut en G6PD par la méthode de biologie moléculaire (PCR).

8-Gestion et analyse des données

Les données ont été récoltées sur des dossiers individuels, qui comportaient les
renseignements cliniques biologiques et thérapeutiques des sujets. Les dossiers
complets étaient systématiquement stockés dans une armoire métallique fermeée
a clés sous la responsabilité du chef d’équipe.

Les données ont été saisies sous le logiciel Excel et analysées sous le logiciel

SPSS version 12.0.

9- Considération éthique:

Avant la réalisation du protocole d’é¢tude sur le terrain une autorisation a été
obtenue aupres du comité d’éthique de la faculté de médecine de pharmacie et
d’odonto-stomatologie de Bamako. La prise en charge thérapeutique a été
gratuite pour toutes les affections présentées par les nouveau-nés de la cohorte
ainsi que leurs meéres. Cependant l’adhésion dans notre protocole était
entiérement volontaire. A tout moment l’enfant inclus pouvait étre retiré de
I’étude par ses parents. Les cas graves nécessitant une meilleure prise en charge

étaient référés dans les hopitaux de Bamako a la charge du projet.
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V-RESULTATS

Tableau 3: répartition des nouveau-nés en fonction du sexe

Sexe Effectifs Pourcentages
Feminin 19 39,6
Masculin 29 60,4

Total 48 100

Dans notre population d’é¢tude, les nouveau-nés de sexe masculin étaient

majoritaires avec un sexe ratio H/F = 1,5.

Tableau 4: répartition des nouveau-nés selon ’ethnie

Ethnie Effectifs Pourcentages
Malinke 34 70,8

Autres 14 29,2

Total 48 100

La majorité des nouveau-nés inclus dans notre étude étaient des malinkés avec

70,8%.
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Tableau 5: répartition des nouveau-nés selon la résidence

Résidence Effectifs Pourcentages
Guassala 1 2

Kangaba 33 68,8

Kela 14 29,2

Total 48 100

La répartition des nouveau-nés en fonction de la résidence montrait que 68,8%
d’entre eux provenaient de Kangaba; 29,2% provenaient de Kela et 2% de

Guassala.

Tableau 6 : répartition des nouveau-nés en fonction du type d’hémoglobine

Hb types Effectifs Pourcentages
AA 35 72,9

AC 2 4,2

AS 10 20,8

SC 1 2,1

Total 48 100

Ce tableau nous a permis de faire les constats suivants :

-’hémoglobine S était observée a une fréquence de 20,8%.
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- L’hémoglobine AC et SC étaient a des fréquences respectives de 4,2% et 2,1%.

- Aucun sujet homozygote SS ou CC n’a été observé.
Tableau 7: répartition des nouveau-nés selon le statut G6PD.

G6PDA EFFECTIFS FREQUENCE
G6PDA- 4 8
G6PDA+ 44 92

Total 48 100

Dans cette étude, nous avons enregistré 8% de nouveau-nés déficitaires en

GO6PD.

Tableau 8: Cinétique de disparition du taux d’hémoglobine foetale selon le statut

en G6PDA. Chi2=1,45 ; p=0,7.

Taux d’hémoglobine foetale selon statut
en G6PD.
G6PD HbF-Naiss HbF-1 mois | Moyenne/N | HbF-6 mois
Moyenne Moyenne/N | HbF-3 mois | Moyenne/N
G6PDA- 40,3700 33,8850 9,900 3,550
N=4 N=4 N=4 N=4
Variance 48,353 34,009 26,167 8,870
G6PDA+ 45,3420 35,1825 16,364 5,007
N=44 N=44 N=44 N=44
p=0,3 P=0,7 P=0,06 P=0,3
Variance 83,874 47,627 41,669 6,238
Total 44,9277 35,0744 15,825 4,885
N=48 N=48 N=48 N=48
Variance 81,751 45,875 43,053 6,439
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Ce tableau montre la disparition de I’hémoglobine foetale en fonction du statut
en GOPDA. Ces deux courbes représentent la cinétique de disparition du taux
d’hémoglobine feetale des sujets déficitaires et non déficitaires en G6PDA. A la
naissance, il n'y a pas de différence ; au premier, troisiéme et sixiéme mois de la
naissance les mémes observations ont été faites. La disparition de I’hémoglobine
est progressive et homogeéne quelque soit le statut en G6PD. Durant les six
premiers mois on n’a pas trouvé de différence significative dans la disparition de
I’hémoglobine foetale avec p respectivement égale a 0,3 (HbF-Naissance) ; 0,7
(HbF - 1) ; 0,05 (HbF-3) ; 0,3 (HbF-6). Cependant nous constatons qu’au premier
mois de vie aprés la naissance, I’hémoglobine feetale disparait de 22% chez les
sujets normaux et de

17% chez les sujets déficitaires en G6PDA. Au troisiéme mois de vie, elle diminue
de 54% chez les sujets normaux et de 71% chez les déficitaires en G6PDA. Au
6eme mois de vie ’hémoglobine foetale disparait de 70% chez les sujets normaux
et de 65% chez les sujets déficitaires en GO6PDA. Cette différence n’est pas

statistiquement significative avec P=0,70.
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Tableau 9 : Cinétique de disparition du taux d’hémoglobine foetale selon le type

d’hémoglobine (AA, AC, AS, SC).

Taux d’hémoglobine foetale par mois

Type HbF-Naissance HbF-1 mois HbF-3 mois HbF-6 mois
d’hémoglobine Moyenne Moyenne Moyenne Moyenne
AA 45,9314 35,3837 14,849 4,291
N=35 N=35 N=35 N=35
Variance 94,056
AC 36.6250 30.9700 14.550 4,650
N=2 N=2 N=2 N=2
P=0,2) (p=0,4) (p=0,6) (p=0,8)
Variance 3,200
AS 43.5510 34.8110 19,560 6,670
N=10 N=10 N=10 N=10
p=0,5 p=0,8 P=0,05 P=0,2
Variance 47,383
SC 40.1700 35.0900 15,200 8,300
N=1 N=1 N=1 N=1
Variance 0,000 0,000 0,000 0,000
Total 44,9277 35,0744 15,825 4,885
N=48 N=48 N=48 N=48
Variance 81,751 45,875 43,053 6,439

AC/AS (Pn=0, 2), AC/AS (P1=0, 4), AC/AS (P3=0, 2).

AC/AS (P6=0, 2). Chi2=1, 5, p=0, 9.

Ce tableau montre une disparition progressive de I’hémoglobine foetale quelque

soit le type d’hémoglobine. La chute de ’hémoglobine foetale est progressive au

cours des six premiers mois de vie. Par ailleurs la courbe de ’'hémoglobine fcetale

des sujets porteurs d’hémoglobine AA décroit moins vite par rapport aux sujets

porteurs d’hémoglobine de type (AC, AS et SC) de la naissance au premier mois
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de vie. Du premier au troisiéme mois de vie la courbe de I’hémoglobine foetale
des sujets porteurs d’hémoglobine de type AS décroit moins vite que celle des
autres sujets et cette situation continue jusqu'a six (6) mois. A partir du
troisiéeme mois la courbe des sujets porteurs d’hémoglobine de type AA se
confond avec celle des sujets porteurs d’hémoglobine de type AC. Pour les sujets
porteurs d’hémoglobine de type AA, ’hémoglobine foetale disparait de 23% au
premier mois, 58% au troisiéme mois et de 29% au sixiéme mois. Pour les sujets
porteurs de I’hémoglobine de type AC, on constate que I’'hémoglobine foetale
disparait de 16% au premier mois, 53% au troisiéme mois et de 68% au sixiéme
mois de vie. Pour les sujets porteurs de I’'hémoglobine de type AS, on constate
qu’elle disparait de 20% au premier mois, de 56% au troisiéme mois et de 66%
au sixiéme mois de vie. Pour les porteurs de ’hémoglobine SC, elle disparait de
13% au premier mois, 57% au troisiéme mois et de 45% au sixiéme mois de vie.

Au sixiéme mois de suivi aucune différence significative n’a été observée avec
P=0,8 pour les sujets porteurs d’hémoglobine de type AA comparés aux sujets
porteurs d’hémoglobine de type AC et 0,2 pour les sujets porteurs d’hémoglobine

de type AA comparés aux sujets porteurs d’hémoglobine de type AS.
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VI-COMMENTAIRES ET DISCUSSION
1-Approche méthodologique :

Chez les nouveau-nés le paludisme est rare et cette rareté est rattachée en partie
a la présence de ’hémoglobine foetale dont la proportion reste relativement élevée
jusqu’a 6 mois.

Certaines hémoglobinoses (S, C) et le déficit en G6PD sont connus pour leurs
effets de protection contre les formes graves du paludisme [2, 6, 8, 11, 30].

La persistance de 1’hémoglobine foetale chez les sujets porteurs de ces
polymorphismes génétiques du globule rouge (Hb S, Hb C et le déficit en G6PD)
constituerait un effet confondant dans la protection conférée par ces derniers
contre les formes graves de paludisme. Notre étude avait pour but d’étudier la
disparition de I’hémoglobine foetale chez les sujets porteurs de ces traits de
protection afin d’en déduire la part qu’elle occupe dans la protection contre le
paludisme observé chez ces sujets. Pour atteindre nos objectifs nous nous
sommes intéressés aux femmes enceintes dont l’age de la grossesse était compris
entre 6 et 8 mois chez qui un consentement éclairé a été obtenu. Ces femmes
étaient convoquées chaque semaine pour une meilleure prise en charge et un
suivi clinique approprié jusqu’a l'accouchement. Au cours de l'accouchement
nous avons effectué un prélévement veineux au niveau du cordon ombilical. Ce
prélevement nous permettait de déterminer le pourcentage de 1’hémoglobine
foetale a la naissance. Un suivi clinique régulier hebdomadaire des nouveau-nés
était effectué apreés 'accouchement. A chaque visite les sujets recevaient du fer
et bénéficiaient d'une prise en charge en cas de maladie. Différents prélévements
sanguins (1-3 ml) ont été effectués au premier, troisiéme et au sixiéme mois pour
la détermination du pourcentage de ’hémoglobine foetale a l'aide du HPLC
(Chromatographie liquide haute performance) au laboratoire du MRTC de la
FMPOS. Cela nous a permis d’évaluer la vitesse de disparition de ’'hémoglobine
au cours des six premiers mois de la vie. Au troisiéme mois les confettis étaient
confectionnés pour la détermination du statut en G6PD. Le prélévement sanguin
du troisitme mois nous a aussi permis de déterminer le phénotype

hémoglobinique chez les nouveau-nés.
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2-Fréquences :

Les sujets ont ainsi été classés en sujets GO6PD normale, hémoglobine AA, sujets
déficitaires en GOPDA, sujets porteurs d’hémoglobines (AS, AC, SC). La
disparition de ’'hémoglobine fcetale a été étudiée chez ces différents groupes de
sujets. Notre étude a portée sur 48 nouveau-nés tout sexe confondu. Les sujets
de sexe masculin étaient prédominants avec une fréquence de 60,4%. La
prédominance des sujets de sexe masculin pourrait étre due a la petite taille de
notre échantillon (48 nouveau-nés). A I'image de la population de Kangaba et
Kela, la majorité des nouveau-nés inclus étaient des malinkés (70,8%). Nous
avons trouvé que 20,8% des nouveau-nés étaient porteurs d’hémoglobine de type
AS contre 4,2% de porteurs d’hémoglobine de type AC et un seul cas de sujet
porteur d’hémoglobine de type SC (2,1%) a été enregistre. Ces fréquences sont
supérieures a celles trouvées au Brésil dans une étude réalisée chez les
nouveau-nés par de Araujo MC. et coll. qui avaient trouvé 1,50% et 0,31%
respectivement pour I’hémoglobine AS et AC [8]. Par contre Segbenat A. Y et
coll. avaient trouvé une fréquence comprise entre 15,8% a 16,7% pour les sujets
AS, 12,1% a 15,8% pour les sujets AC et 2,3 a 4,2% pour SC [37]. Ces
différences pourraient étre expliquées par la répartition géographique. Le trait
déficitaire en GO6PD a été observé chez 8% des sujets inclus. Cette valeur est
comparable a celle de Sawadogo M. et coll. qui avaient trouvé 7% de nouveau-
nés déficitaires en G6PD [22]. Par contre elle était inferieure a celle observée par
Galacteros F. et coll. qui avaient trouvé 22,2% de nouveau-nés déficitaires en
G6PD [12]. Le faible pourcentage du déficit en G6PD dans notre étude pourrait

étre du a la taille faible de l’échantillon.
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3-Cinétique de disparition du taux d’hémoglobine foetale selon le statut en

G6PDA :

L’évolution de la courbe de I’hémoglobine foetale a été étudiée selon le statut en
GO6PDA pendant les six premiers mois de la vie aprés la naissance. Nous n’avons
pas constaté de différence a la naissance, au premier, troisi€me et au sixiéme
mois de la naissance les mémes observations ont été faites. La disparition de
I’hémoglobine foetale est progressive et homogéne quelque soit le statut en G6PD.
La courbe de ’'hémoglobine foctale des sujets normaux comparée a celle des
sujets déficitaires en G6PDA ne montre aucune différence avec respectivement
P=0,3(HbF-Naissance) ; 0,7 (HbF-1); 0,05 (HbF-3); 0,3 (HbF-6). Au cours de
I’évolution nous avons constaté que I’hémoglobine feetale disparait de 22% au
premier mois chez les nouveau-nés normaux et de 17% chez les déficitaires en
G6PDA. 3 mois aprés la naissance, ’'hémoglobine foetale disparait de 54% chez
les nouveau-nés normaux et de 71% chez les nouveau-nés déficitaires en
G6PDA. Au 6¢me mois de la naissance ’'hémoglobine foetale disparait de 70% chez
les nouveau-nés non déficitaires et 65% chez les nouveau-nés déficitaires en

G6PDA.

4-Cinétique de disparition du taux d’hémoglobine fcetale selon le type

d’hémoglobine :

Nous avons étudié la disparition de I’hémoglobine foetale selon le type
d’hémoglobine (AA, AC, AS, SC).

Au cours de cette étude nous avons constaté une disparition progressive de
I’hémoglobine feetale quelque soit le type d’hémoglobine. La chute de
I’hémoglobine foetale est progressive au cours des six premiers mois. Par ailleurs
la courbe de I’hémoglobine foetale chez les sujets porteurs d’hémoglobine de type
AA décroit moins vite par rapport aux sujets porteurs d’hémoglobine de type (
AC, AS et SC) de la naissance au premier mois de vie. Du premier au troisi€éme
mois de vie aprés la naissance, la courbe de I’hnémoglobine foetale des sujets

porteurs d’hémoglobine de type AS décroit moins vite que chez les autres sujets
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et cette situation continue jusqu'a six (6) mois. A partir du troisiéme mois la
courbe de I’'hémoglobine feetale des sujets de type AA se confond avec celle des
sujets de type AC. Pour les sujets porteurs d’hémoglobine de type AA,
I’hémoglobine feetale disparait de 23% au premier mois, 58% au troisiéme mois
et 29% au sixiéme mois. Pour les sujets porteurs de ’hémoglobine de type AC,
on constate que ’hémoglobine feetale disparait de 16% au premier mois, 53% au
troisiétme mois et 68% au sixiéme mois de vie. Pour les sujets porteurs de
I’hémoglobine de type AS, on constate que ’'hémoglobine foetale disparait de 20%
au premier mois, de 56% au troisiéme mois et 66% au sixiéme mois de vie.

Pour les porteurs de ’hémoglobine SC, ’hémoglobine foetale disparait de 13%
au premier mois, 57% au troisiéme mois et 45% au sixiéme mois de vie.

Au sixiéme mois de suivi on n’a pas observé de différence significative chez les
sujets porteurs d’hémoglobine de type AA comparés aux sujets porteurs
d’hémoglobine de type AC avec P=0,8 et pour les sujets porteurs d’hémoglobine
de type AA comparés aux sujets porteurs d’hémoglobine de type AS et aucune
différence n’a été observée également a ce niveau avec P=0,2.

Au cours de cette étude nous n’avons pas observé la persistance héréditaire de
I’hémoglobine foetale au 6¢me mois. Les proportions de ’hémoglobine feetale chez
les sujets normaux (Hb AA, G6PD normale) étaient comparables a celles
observées chez les sujets porteurs de I’'Hb S, C et du déficit en G6PDA a 6 mois.
Nous en déduisons donc que l’hémoglobine S, C ou le déficit en G6PDA
n’influencent pas la vitesse de disparition de ’hémoglobine feetale durant les six

(6) premiers mois de vie apreés la naissance.
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VII-CONCLUSION

Au cours de cette étude que nous considérons préliminaire, nous avons trouvé
que les polymorphismes génétiques de globule rouge sont fréquents chez les
nouveau-nés dans cette zone. Leurs fréquences sont de 20.8%, 4,2% et 8%
respectivement pour ’'hémoglobine S, ’hémoglobine C et le déficit en G6PD.
Nous n’avons pas observé un retard dans la disparition de ’hémoglobine foetale
chez les sujets porteurs de ces polymorphismes génétiques des globules rouges
comparés aux sujets normaux.

Nous en déduisons donc que l’hémoglobine S, C ou le déficit en G6PDA
n’influencent pas la cinétique de disparition de ’'hémoglobine fcetale durant les

six (6) premiers mois de vie apres la naissance.
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VIII-RECOMMANDATIONS

Au terme de notre travail nous formulons aux chercheurs les recommandations
suivantes :

-Conduire d’autres études au dela de 6 mois avec un échantillon important afin
de mieux apprécier la cinétique de disparition de I’hémoglobine foetale.

-Conduire d’autres études visant a évalué impact de I’hémoglobine foetale dans
la protection conférée par ’hémoglobine S, C et le déficit en G6PD contre le
paludisme.

-Proposer une étude multicentrique visant a apprécier 'effet de ’hémoglobine
foetale dans la protection des nouveau-nés contre les formes graves de
paludisme.

-Déterminer la relation hémoglobinopathies, déficit en G6PD et hémoglobine

foetale dans le contexte de protection contre les formes graves de paludisme.
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Technique d’étude :

A- Mode opératoire :

a- Matériels :

-Un bureau de consultation et de prélévement (tables et chaises).
-Des écritoires (crayons, stylos, marqueurs).
-thermomeétre électronique.

-Pése-bébé

-Stéthoscope

-Coton hydrophile

-Alcool a 70°

-Gants en polyvinyle

-Papier buvard

-Vaccinostyles

-stocks de médicaments

-Paires de ciseaux

-Scotch

-Papier hygiénique

-Poubelles.

-Eprouvette graduée

b- Prélévement :

Le prélevement était fait dés la naissance par ponction dans le sang de cordon
ombilical (environ 4 ml de sang). Une quantité de sang veineux était obtenue
chez l'enfant au 1, 3, et 6em¢ mois. Le prélévement consistait a piquer au doigt,
de préférence le 3éme ou le 4¢me doigt de la main gauche aprés désinfection a
I’alcool a 70°. L’hémoglobine foetale (HbF) contenue dans les échantillons était
dosée pour déterminer comment la présence de I’hémoglobine S, ’'hémoglobine
C, du deéficit en G6PD influence la chute du taux de ’'hémoglobine feetale durant

les six premiers mois de la vie.
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c-Mode d’administration de fer :

Au cours de notre on a supplémente toutes les femmes enceintes en fer et cette
supplémentation en fer était obligatoire. Les femmes enceintes recevaient 200
mg de sulfate ferreux par semaine par voie orale. Chez les nouveau-nés une
supplémentaire en fer de 10mg/kg par voie orale par semaine était pratiquée.

d-Suivi clinique:

En plus de 'administration hebdomadaire de fer, tous les nouveau-nés étaient
soumis a une surveillance clinique. Pendant laquelle nous faisions une prise en

charge effective de toutes les affections présentées par ’enfant.

B-Détermination des différents types d’Hb : HPLC

a- Principe: D-10 est un automate dont le principe repose sur 'HPLC
permettant de faire la quantification et la détermination des différentes fractions
de ’'hémoglobine (AA, F, S, C, glyquée).

b-Mateériels et réactifs :

-Matériels :

-pipette de 1000ul

-Embouts de 1000ul

-Pipette de 10ul

-Embouts de 10ul

-Portoir d’échantillons (rack d’échantillons au maximum 10 position pour micro
tubes)

-Microtubes de 2ml

-Tubes a EDTA

-Réservoir a déchets externes

-réactifs :

-buffer (wash/diluent)

-Solutions contrdles de qualité (<<A2/F >>control ref 553)

-Eau distillée
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c-Modes opératoires :

-Préparations des controles de qualité :

Ajouter 1000ul d’eau distillée a chacun des niveaux de controles de qualité
<<A2/F control>> lyophilisée (ref 553) pour les reconstituer. Laisser reposer 10
mn, agiter pour dissoudre.

Ecrire la date de reconstitution sur l’étiquette. Le contrdle de qualité<<A2/F
control>> reconstitué est stable pendant 21 jours conservé entre 2°c et 8°c.

Les controles de qualité doivent étre dilués au 1 :300 avant ’analyse. Avant la
préparation de I’'hémolysat, veiller a retourné plusieurs fois le flacon de controéles
de qualité pour assurer son homogénéité.

-Préparation des échantillons de patients :

Pipeter 1.5ml de wash/ Diluent dans un microtube de 2ml et ajouter Sul de
I’échantillon de sang total. Fermer le microtube et mélanger complétement
Positionner le microtube sur un adaptateur non code a barrés appropriés.
-Exécution d'une serie

Pour pouvoir exécuter une série, le D-10 doit étre mode veille (STANDBY)
-charger les microtubes et les tubes sur le rack échantillons, aligner les codes a
barres des adaptateurs de microtubes et les tubes de facon a ce qu’ils puissent
étre lus par le lecteur (orientation des codes a barres vers la face arriéere du
rack). Charger le rack dans le D-10. Dans le menu MENU RUN, cliquer sur
START. Le D-10 se met en route et affiche ’état RUNNING dans la barre d’etat
situé au bas de l’écran.

-Une fois que tous les échantillons du rack ont été analysés, le D-10 retourne
automatiquement en mode STANDBY, le portoir d’échantillons peut alors étre
éjecté pour un nouveau chargement d’échantillons et une nouvelle série
d’analyses.

Une fois la série terminée, le D-10 peut rester en veille jusqu’a 90 minutes (durée
paramétrable de 30 a 90min). A lissue, le D-10 se met automatiquement en
position de repos (SLEEP). Un cycle de préchauffage (START UP) devra alors étre

exécuté avant toute nouvelle série.
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b-Résultats :
Lorsque Jl'analyse d'un échantillon est réalisée, le résultat est imprimé
automatiquement et s’exprime en pourcentage en fonction des différentes

fractions de I’hémoglobine.

C-DETERMINATION DU DEFICIT EN G6PD: Extraction de ’ADN humain par le
Kit QIAamp® (QIAGEN).

Les spots de confettis imbibés de sang étaient découpés a l'aide de ciseaux et
introduis dans les tubes Eppendorf de 1,5 ml (Robbins Scientifi Sunnyvale,
CA);

a-La lyse des hématies, ajouter

- 180 pl de Buffer ATL, incuber a 85°c pendant 10 minutes, centrifuger.

- 20 pl de protéinase K, mélanger a l’'aide d’un agitateur, incuber a 56°c pendant
1 heure ensuite centrifuger brievement pour faire descendre le liquide sur la
paroi du tube.

-200 pl de Buffer AL, agiter a l'aide d’'un agitateur et incuber a 70°c pendant 10
minutes, centrifuger.

b-Extraction proprement dite, ajouter

- 200 pl d’éthanol (96-100%), agiter et centrifuger brievement ; ’ADN se présente
sous forme de cristaux. Appliquer tout le contenu dans le tube QIAGEN (2 ml)
avec filtre, fermer le tube QIAGEN avec filtre, centrifuger a 8000 tours par
minute pendant une minute. Placer le filtre QIAGEN dans un autre tube de 2 ml
(fourni) et jeter le tube contenant le filtrat.

- 500 pl de Buffer AW1 dilué avec de I’éthanol (19 ml de Buffer AW1 plus 25 ml
de l’éthanol), centrifuger a 8000 tours par minute pendant une minute ensuite
éliminer le tube contenant le filtrat. Placer le tube QIAGEN dans un autre tube
de 2 ml

- 500 pl de Buffer AW2 dilué avec de I’éthanol (13 ml de Buffer AW2 plus 30 ml
de I’é¢thanol), centrifuger a 1400 tours par minute pendant 3 minutes. Eliminer
le tube contenant le filtrat et placer le tube QIAGEN dans un autre tube de 1,5

ml.
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-150 pl de Buffer AE incuber a la température ambiante de la salle pendant une
minute, centrifuger a 8000 tours par minute et on a de 'ADN qui doit étre
conserveé a + 4°c.

- Mise en évidence du géne de la GO6PD érythrocytaire par la technique de
Polymérase Chain Réaction (PCR). PCR nichée : Méthode de digestion.
c-Principe:

Le principe consiste a faire le diagnostic de la mutation ponctuelle au niveau du
géne de la G 6PD par une PCR nichée. Au cours de cette technique, le produit
issu d’'une premiére PCR est de nouveau amplifié a 'aide d'un second couple
d’amorce, qui s’hybride a une partie interne (nichée) de la séquence amplifiée.

En mélangeant le couple d’amorce avec ’ADN de ’'homme dans des conditions
d’hybridation, elles se positionnent en face de leurs séquences complémentaires
respectives. Puis en faisant agir une ADN polymérase (Taq polymérase), chaque
amorce est allongée dans le sens 5=>3" d'une séquence exactement
complémentaire du brin recopié.

d-Matériel technique :

-Ciseaux

-Gants stériles

-Tubes de 0. 5Sml, 1. Sml, 15ml et 50ml
-Pipettes de 2ul, 10 ul, 20 pul, 200 ul, 1000 ul
-Embouts de 2 pul, 10 pul, 20 ul, 200 pul, 1000 pul
-Agitateur

-Chronometre

-Congélateur

-Box de conservation

-Marqueur indélébile

-Cuve pour migration

-Cuve pour gel

-Four

-Peignes pour gel

-Chambre a PCR
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-Scotch pour papier
-Bics

-Balance pése produit
-Erlenmeyer

-Racks pour les tubes
-Thermo cycler
-Appareil photo UV
-Film polaroid
-Centrifugeuse
-Paraffine

-Mouchoir

e-Matériel biologique :

Confettis prélevés au cours de 'année 2005-2007.
Ces confettis ont été logés dans des enveloppes et conservés dans de tiroir a la
température ambiante du laboratoire.
f-Réactifs :
-Agarose ultra pure GIBCO BRL
-Bromure d’Ethidium (Sodium)
-Amorces :
Premiére amplification A2 : GTCTTCTGGGTCAGGGAT
B2 : GGAGAAAGCTCTCTCTCC
Deuxiéme amplification : NA4 : CCTGTTCCCTCTGCCACA
NB4 : GGGGGTCTCAAGAAGTAC
-dNTP : desoxy Nucléotide Tri Phosphate
-10 X PCR-Buffer
-50 mM Chlorure de magnésium
-Taq polymérase
-Eau dé-ionisée
Au préalable, porter des gants stériles et nettoyer l’'aire de travail ainsi que les

pipettes avec de ’alcool a 70%.
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g-Mode opératoire:

-Premiére amplification :

-Identifier les tubes nécessaires pour la réaction PCR envisagée.
-Ensuite, préparer la mixture (mélange réactionnel) en fonction du nombre total
d’échantillon a traiter.

Tableau 10 Préparation du MIX (mélange réactionnel) de la premiére

amplification pour un volume final de 40.7 pl

Composants Concentrations Volume/réaction en
finales pl
H20 31,5
10X PCR Buffer 5X 5
50mM MgCL2 1,5
100mM Dntp 10mM 1
Amorces (A2+B2) 1
Taq polymérase 0,2
Total 40,7

-Repartir dans chaque tube 40,7 pl de MIX.

-Ajouter 2,5 pl d’ADN dans chaque tube correspondant au numéro d’ADN

-Placer les tubes bien fermés dans

le Thermocycler pour la premiéere

amplification en utilisant le programme ci-dessous :

Dénaturation initiale a 94°c pendant 2 minutes

Puis 45 cycles de :

. Dénaturation a 94°c pendant 30 secondes

. Hybridation a 60°c pendant 30 secondes

. Extension a 72°c pendant 1 minute

. Extension finale a 72°c pendant 4 minutes

. Conservation a + 4°c pendant un temps indéterminé

-Sortir les tubes et les garder au réfrigérateur a 4°c.
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-Deuxiéme amplification:

- Identifier les tubes pour la deuxiéme amplification en reportant les numeéros

précédents.

-préparer le MIX pour la deuxieme amplification en fonction du nombre d’échantillons a traiter.

Tableau 11 Préparation du MIX

Composants Concentrations Volume/réaction en
finales pl
H20 31,5
10X PCR Buffer 5X 5
50mM MgCL2 1,5
100Mm dNTP 10mM 1
Amorces (NA4/NB4) 1
Taq polymérase 0,2
Total 40,7

-Repartir dans chaque tube 40,7 pl de MIX

-Ajouter 1 pl du produit de la premiere amplification dans chaque tube

correspondant.

-Placer les tubes dans le Thermocycler pour la 2¢me amplification suivant le

programme ci-apres.

. Dénaturation initiale a 94°c pendant 3 minutes

Puis 35 cycles de :

. Dénaturation a 94°c pendant 30 secondes

. Hybridation a 60°c pendant 30 secondes

. Extension a 74°c pendant 45 secondes

. Extension finale a 74°c pendant 5 minutes

.conservation a 4°c pendant une durée illimitée
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-Révélation :

-Préparer le moule a gel contenant les peignes en fonction du nombre
d’échantillons a traiter

-Préparer un gel d’agarose a 2% comme suit : dissoudre 2 g d’agarose dans 100
ml de TBE a 0,5X, faire bouillir ce mélange dans un four a micro-onde pendant 3
mn, ajouter 3 ul de Bromure d’Ethidium a 10mg/ml dans ’'agarose bouillie.
-Couler le gel dans le moule et attendre sa solidification

-Enlever les peignes et placer le gel avec moule dans la cuve de migration
contenant le TBE a 0,5X. Le gel doit étre entiérement immergé.

-Découper le papier parafilm

- Placer sur le parafilm 1 pl de Dye pour chaque échantillon a migrer.

- Placer 5 pl du marqueur de poids moléculaire dans le premier puits.

- Mélanger 10 pl de chaque échantillon au Dye puis loger dans les puits les
échantillons.

-Faire migrer a 188 volts, 500 amperimeétres pendant 20-30 minutes

-Sortir le gel du moule et le placer sur 'appareil a UV pour la photographie.
-Annoter la photo en marquant devant chaque puits le numéro de ’échantillon
correspondant.

-Interprétation de la photographie :

Une bonne réaction se traduit par la présence de bandes. Dans ce cas, il faut
apprécier la conformité de la taille du produit attendu ainsi que les témoins

négatifs et positifs.

c-Digestion des produits d’amplification:

- Identifier les tubes avec numéros correspondants

- Préparer le MIX pour la digestion (le volume dépend du nombre de réactions)
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Tableau 12 : Composition du MIX de digestion

REACTIFS VOLUME PAR REACTION
10X Buffer K 3l
10X BSA 3 pul
HSP92II ou NLAIII 1 pl
H20 13 pl
Total 20 pul

- Mettre dans chaque tube 20 pl de MIX

-Ajouter 10 pl du produit de la 2¢me amplification dans les tubes correspondants.

-Mettre les tubes bien fermés dans le bain-marie a 37°c pendant 1 a 2 heures de

temps

-Enlever les tubes dans le bain-marie et les placer a +4°c dans le réfrigérateur.

-Faire migrer a 188 volts, 500 ampére pendant 20-30 minutes et photographier

d-Interprétation de la photographie ;

L’'interprétation se fait de maniére comparative ; ainsi les échantillons avec des

bandes de méme taille que le témoin déficitaire correspondent aux sujets

déficitaires en G6PD et ceux avec des bandes de méme taille que le témoin

normal correspondent aux sujets normaux pour la G6PD du type.
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Heémi ou Homozygote

Hetérozygote

Figure8 : photographie d'une bande d’ADN de la G6PD apreés digestion.
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Résumeé :

Notre étude était une étude prospective visant a étudier la cinétique de
disparition du taux d’hémoglobine foetale durant les six (6) premiers mois de vie
aprés la naissance. Elle s’est déroulée de juin 2006 a décembre 2007 et a
concernée 48 nouveau-nés. La détermination des différents types
d’hémoglobines a été réalisée a 'aide du HPLC (chromatographie liquide haute
performance) et la PCR a été utilisée pour la détermination du statut en G6PD.
Les sujets de sexe masculin étaient majoritaires avec une fréquence de 64,4%. A
Iimage de la population générale les malinkés étaient majoritaires avec une
frequence de 70,8%. Les sujets ont été repartis en fonction du type
d’hémoglobine. La fréquence de I’hémoglobine AA était de 72,9% suivie de
I’hémoglobine AS qui était de 20,8%. Les nouveau-nés AC et SC étaient
minoritaires avec respectivement 4,2% et 2,1%. 8% des nouveau-nés était
déficitaires dans notre étude. L’évaluation de la cinétique de disparition de
I’hémoglobine feetale en fonction du statut G6PD montre que I’hémoglobine
foetale décroit de facon progressive et homogéne de la naissance jusqu'a six
mois. A la naissance le taux d’hémoglobine foetale chez les sujets déficitaires et
non déficitaires sont au méme niveau. A un, trois, et a six mois, on a les mémes
observations. Au sixiéme mois de vie on constate une disparition de 70% chez
les sujets normaux contre 65% de disparition chez les déficitaires.

La courbe de I'hémoglobine foetale des nouveau-nés déficitaires comparée aux

sujets normaux ne montre aucune différence significative au 6¢me mois de vie
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avec P=0,3. La cinétique de disparition de ’'hémoglobine feetale en fonction du
type d’hémoglobine montre une diminution progressive des différentes courbes
de ’'hémoglobine foetale. A la naissance, a trois et a six mois aucune différence
n’a été observée. Au sixiéme mois on constate cependant une disparition de 29%
d’hémoglobine feetale pour les sujets de type AA, 68% chez les sujets de type AC,
66% chez les sujets de type AS et de 45% chez les sujets de type SC.
L’hémoglobine foetale des sujets AA comparée avec celle de type AC ne montre
aucune différence, ’hémoglobine feetale des sujets AA comparées aux sujets AS
ne montre pas de différence significative avec respectivement P=0,2 et 0,5.

Mots clés : Cinétique de disparition du taux d’HbF, Hb S, Hb C, Hb SC, déficit
en G6PD.
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