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RESUME

Introduction : La drépanocytose est une affection mo-
nogénique résultant d’une mutation au niveau du géne
B-globine (HBB), caractérisée par une symptomatologie
clinique variable. Différents facteurs génétiques modula-
teurs ont été identifiés ou suspectés pour leur influence
directe ou indirecte sur la sévérité clinique de la maladie.
Parmi ces facteurs, l'alpha-thalassémie serait associée a
une plus grande fréquence de crises douloureuses et de
syndrome thoracique aigu, alors qu’elle protégerait partiel-
lement contre la survenue d’accident vasculaire cérébral.
Peu de données relatives a l'alpha-thalassémie étant dis-
ponibles au Sénégal, cette étude visait a en déterminer la
prévalence au sein d’une population drépanocytaire sé-
négalaise.

Méthodes : Il s’agit d’une étude prospective portant sur
300 drépanocytaires agés de 1 a 17 ans, régulierement
suivis a I'Hépital d’Enfants Albert Royer. Une technique
dédiée de gap-PCR Multiplex a été utilisée pour recher-
cher les délétions alpha-thalassémiques les plus commu-
nes, a savoir les délétions -3.7, MED, SEA, -20.5 et -4.2
kb. L’homogéneéité de répartition des alléles alpha-thalas-
sémiques a été vérifiée au moyen de I'équilibre de Hardy-
Weinberg (seuil de significativité a p<0,05).

Résultats : Sur les 300 patients, le sex ratio H/F était de
1,29. Seule la délétion -3.7 kb a été retrouvée. Sa préva-
lence était de 21% avec 19 % pour la forme hétérozygote
et 2% pour la forme homozygote. L’application de I'équili-
bre de Hardy-Weinberg a montré que cette délétion était
répartie de fagon homogene au sein de notre population
d’étude (p=0,72).

Conclusion : Eu égard a la prévalence non négligeable
de la délétion -3.7 kb, soit 21%, et de sa répartition homo-
gene au sein de notre population d’étude, il serait intéres-
sant de rechercher la délétion 3.7 chez tous les enfants
de fagon systématique et de proposer un doppler trans-
cranien (DTC), en priorité aux 80% des patients avec un
génotype alpha normal.

Mots clés : drépanocytose, génes modificateurs, alpha-
thalassémie

ABSTRACT

PREVALENCE OF ALPHA-THALASSEMIA AMONG
A SENEGALESE POPULATION WITH SICKLE CELL
DISEASE

Introduction: Sickle cell disease is a monogenic disorder
resulting from a mutation in the 3-globin gene (HBB), cha-
racterized by a diverse clinical symptomatology different
between individuals. Different genetic modulators have
been identified or suspected for their direct or indirect in-
fluence on the clinical severity of the disease. Among the-
se factors, alpha-thalassemia is associated with a higher
frequency of pain crisis and acute chest syndrome, while
partially protective against the onset of stroke. Few data
on the alpha-thalassemia are available in Senegal, so this
study aimed to determine its prevalence in a Senegalese
population with sickle cell disease.

Methods: This is a prospective study concerning 300 chil-
dren with sickle cell disease from 1 to 17 years old , re-
gularly monitored at the Hépital d’Enfants Albert Royer . A
dedicated technical gap Multiplex-PCR was used to seek
for most common alpha-thalassemia deletions, namely
-3.7, MED, SEA, -20.5 and --4.2 kb. The homogeneity of
distribution of alpha-thalassemia alleles has been verified
using the Hardy-Weinberg’s equilibrium (significance level
at p <0.05).

Results: Of the 300 patients, the sex ratio M/F was 1.29.
Only the -3, 7 kb deletion was found. Its prevalence was
21% with 19% for the heterozygous form and 2% for the
homozygous one. The application of Hardy-Weinberg’s
equilibrium showed that this deletion was equally distribu-
ted through the population under study (p=0,72).
Conclusion: Taking into account the significant prevalen-
ce of -3.7 Kb deletion (21%), and its homogeneous distri-
bution in our study population, it would be interesting to
have a systematic screening for the -3.7 Kb deletion in all
children and to propose a trans-cranian Doppler in priority
for 80% of patients with a normal alpha genotype.

Keywords: Sickle cell disease, modifiers genes, alpha-
thalassemia
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INTRODUCTION

La drépanocytose, maladie génétique la plus fré-
quente dans le monde, est surtout observée chez les
sujets de race noire. Elle constitue ainsi un véritable
probléme de santé publique en Afrique ou sa pré-
valence varie de 10 a 40% des porteurs de génes,
selon les régions. Au Sénégal, la prévalence est esti-
mée entre 8 et 10% dans la population générale [1].
Au plan moléculaire, elle est due au remplacement
d’'un acide glutamique par une valine. Ce remplace-
ment résulte d’'une mutation ponctuelle transformant
une seule base du codon GAG en GTG. L'hémoglo-
bine qui en résulte est appelée HbS. Cette HbS, sous
forme homozygote, est responsable du syndrome
drépanocytaire majeur (SDM). Ce syndrome drépa-
nocytaire majeur est également observé lorsque l'al-
lele BS coexiste avec un allele B-thalassémique ou
un alléle Bx (X = HbC, Hb D-Punjab, Hb O-Arab ou
Hb Lepore) ; cela a pour conséquence I'absence ou
la réduction de la synthése des chaines (-globine
normales. Dans ce cas on parle d’hétérozygotie com-
posite. La forme homozygote et les hétérozygoties
composites constituent les formes les plus graves de
la maladie drépanocytaire.

Bien que la drépanocytose soit génétiquement ca-
ractérisée par une mutation ponctuelle unique, il
existe divers génes modulateurs qui peuvent influer
sur le phénotype de cette maladie. Parmi ces gé-
nes, nous avons l'alpha-thalassémie qui serait as-
sociée a la survenue des crises douloureuses et du
syndrome thoracique aigu, alors qu’elle protégerait
contre la survenue d’accident vasculaire cérébral
[2, 3]. Au plan clinique, la maladie peut se manifes-
ter a divers degrés de gravité clinique, d’'un patient
a un autre. En effet, certains patients vont dévelop-
per peu de complications et peuvent atteindre I'age
de 60 a 70 ans, d’autres vont faire de nombreuses
crises vaso-occlusives et de nombreux syndromes
thoraciques aigus trés précocement. Une troisieme
catégorie de patients présentera une vasculopathie
cérébrale pouvant aller jusqu’a I'accident vasculaire
cérébral, pendant I'enfance ou I'adolescence [2].0n
distingue deux classes d’alpha-thalassémies : les
alpha-thalassémies délétionnelles plus fréquentes
[4,5] et les alpha-thalassémies non délétionnelles
dues a des mutations dans le locus a [6]. Dans la
population noire, la délétion -3.7 kb (-a3.7) est plus
fréquente [7, 8, 9] alors que la délétion -4.2 kb (-a4.2)
est plus retrouvée en Asie [8]. La délétion d’un ou
de plusieurs génes conduit a une synthése déséqui-
librée des chaines a et B-globines. En conséquence,
les chaines y et B forment alors des homotétramé-
res solubles appelés Hb Bart’s (y4) et Hb H (34). On
distingue les athalassémies des a0 selon que, au ni-
veau du locus a, la thalassémie affecte I'expression
de I'un ou des deux génes. Les génotypes —a/aaq,
-a/-a et --/aa entrainent des défauts de synthése de
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globine respectivement de 20%, 40% et 50% et se
manifestent simplement par une microcytose et une
hypochromie sans perturbation du taux d’HbA2. Le
génotype —a/-- encore appelé hémoglobinose H se
manifeste dés la vie feetale et elle est responsable
d’'une anémie hémolytique chronique, hypochrome
avec hyper réticulocytose. Le défaut --/--, incompa-
tible avec la vie, conduit a une mort in utero dés le
5éme mois de gestation. Pour le cas particulier de la
délétion -3.7 kb, il y a une disparition de la fin du géne
a2 et du début du géne a1, créant un géne de fusion
a2al. Ainsi, au lieu de quatre génes fonctionnels, il
y en aura trois donnant 'alpha-thalassémie mineu-
re. Au plan clinique, I'alpha-thalassémie protégerait
contre les complications hémolytiques telles que les
accidents vasculaires cérébraux, I'hypertension arté-
rielle pulmonaire [3]. Par contre, elle favoriserait les
complications vaso-occlusives telles que les crises
douloureuses, le syndrome thoracique aigu [10].La
délétion -3.7 kb a été observée dans le monde en-
tier, avec des fréquences plus élevées dans certai-
nes populations africaines et méditerranéennes [11,
12,13]. C’est ainsi qu’une prévalence élevée a été
retrouvée chez les patients drépanocytaires homo-
zygotes en Inde (32%) [14], au Royaume-Uni, chez
les afro-britanniques (34%) [15], en Guadeloupe
(36%) [16], en Arabie Saoudite (40%) [17], aux Etats
Unis, chez les afro-américains (41%) [18], en Oman
(43%) [19], en France chez les africains (48%) [20],
en Tanzanie (58%) [21], au Cameroun (37%) [22]. .
Par contre des prévalences de 20,8% et 17% ont été
retrouvées respectivement en Guinée Conakry [23]
et au Brésil [13,24].

Au Sénégal, trés peu de données ont été rapportées
sur I'alpha-thalassémie. C’est ainsi que cette étude
visait a en déterminer la prévalence au sein de la
population drépanocytaire sénégalaise.

MATERIELS ET METHODES :

- Population d’étude

Il s’agit d’'une étude prospective (janvier 2015 — dé-
cembre 2015). La population d’étude est constituée
de 300 drépanocytaires homozygotes (SS et sB-
thalassémie), tous suivis a I'Hopital d’Enfants Albert
Royer de Dakar. Le consentement éclairé a été ob-
tenu des parents /tuteurs avant -inclusion -. Les in-
formations suivantes figuraient dans les dossiers des
malades : profil phénotypique drépanocytaire (SS et
SB-thalassémie) et les paramétres anthropologiques
(age et sexe).

- Techniques génétiques

L’ADN a été extrait a partir de sang total recueilli sur
tube EDTA, a l'aide du kit QIAmp® DSP DNA Blood
Mini (Qiagen, Hilden, Allemagne). La PCR a été réali-
sée dans un thermocycleur TProfessional Basic (Bio-
metra, Gottingen, Allemagne) et les produits PCR ont
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été visualisés a l'aide de I'appareil Gel doc XR (Bio-
rad, Paris, France).

La technique GAP PCR MULTIPLEX a été uti-
lisée pour rechercher les délétions alpha-thalassémi-
ques les plus communes, notamment, les délétions
-3.7 kb, MED, SEA, -20.5, -4.2 kb [4]. La GAP PCR
est une variante de la PCR classique, couramment
utilisée pour la mise en évidence de délétions. Le
principe consiste a utiliser des amorces assez éloi-
gnées l'une de l'autre encadrant juste les points de
cassure. Si l'allele est non délété, l'intervalle entre
les deux amorces sera trop grand et I'amplification
n’aura pas lieu. En revanche, si l'alléle est délété, les
deux amorces seront artificiellement rapprochées et
'amplification aura lieu (Figure1).

Absence de délétion

—_— : —

SfITW . N
! e | 3
5 Amorces ropeloignees (> 1. 3Eb)
En cas de délétion

5 Amorces artificiellement rapprochées

Figure 1 : Principe de la technique GAP PCR
MULTIPLEX

- Analyse statistique

La fréquence allélique globale de I'alpha-thalassé-
mie a été calculée et sa répartition équilibrée dans
la population (homozygotes sauvages, hétérozygo-
tes, homozygotes mutés) a été vérifiée au moyen
de 'équilibre de Hardy-Weinberg via un test de chi2
comparant, a partir de la fréquence allélique calculée,
les répartitions observées et théoriques entre homo-
zygotes sauvages, hétérozygotes et homozygotes
mutés. L'équilibre de Hardy—Weinberg stipule que
les fréquences alléliques et les fréquences génotypi-
ques (c’est-a-dire la structure génétique de la popu-
lation) reste stable de génération en génération. On
dit alors que la population est a I'équilibre et il existe
une relation simple entre les fréquences alléliques et
les fréquences génotypiques :

» - Soit p la fréquence allélique de l'allele sauvage,

+ - Soit q la fréquence allélique de l'allele muté (del

-3.7 kb).
. Si I'équilibre de Hardy-Weinberg est respecteé :
* - Proportion théorique des homozygotes sauvages
= p2

* - Proportion théorique des homozygotes mutés =
q2

* - Proportion théorique des hétérozygotes = 2pq

Ainsi p+g=1 donc (p+q)(p+q)=1=—> p2 + 2pq + g2 = 1
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Figure 2 : Gel de référence représentant les cinq
délétions alpha-thalassémiques les plus communes

RESULTATS

Au plan démographique, la répartition des patients
en fonction de I'age a montré que la tranche d’age de
6 a 10 ans était la plus représentée avec un pourcen-
tage de 51%. Quant a la répartition de la population
en fonction du sexe, les patients de sexe masculin
étaient plus nombreux (n=169) avec un sex ratio H/F
de 1,29. Pour le statut alpha-thalassémique, sur les
cing délétions recherchées a savoir-3.7, MED, SEA,
-20.5 kb, -4.2 kb (Figure 2), seule la délétion - 3,7 kb
a été retrouvée (Figure 3).

Délétion — 3,7 kb (homeozygoete)  Délétion — 3,7 kb (hétérozygote)

Mix témoins M (500 pb)

Figure 3 : Délétion -3,7 kb (2022 pb) retrouvée par
technique GAP PCR MULTIPLEX

Soixante-deux (62) des 300 patients présentaient la
délétion -3,7 kb, soit une prévalence de 21% dont
19% (56 patients) pour la forme hétérozygote et 2%
(6 patients) pour la forme homozygote (Figure 4).

Prévalence de la délétion -3,7 kb

ENormal & Délétion -3,7kb hétérozygote w Délétion -3,7 kb homozygote

2%(6)

Figure 4 : Prévalence de la délétion -3,7 kb au sein

de notre population d’étude.
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- Utilisation de I'équilibre de Hardy-Weinberg :

Soit p = fréquence de l'alléle sauvage

q = fréquence de I'alléle muté

p2 = fréquence des sauvages

g2 = fréquence des homozygotes

2pq = fréquence des hétérozygotes

Nous avons une population de 300 patients: 238 sauvages, 56 hétérozygotes et 6 homozygotes

Chaque sujet = 2 alléles => 600 alléles au total
*  p=((2x238) + 56)/600 = 0.89 (nombre de fois ou I'alléle sauvage apparait/ nombre total d’alléles)
* g =((2x6) + 56)/600 = 0.11 (nombre de fois ou I'alléle muté apparait/nombre total d’'alléles).

-->Fréquence des génotypes:

» Sauvages p2 =0,792

* Hétérozygotes 2pq =0,196
*+  Homozygotes q2 = 0,012

-->Effectifs attendus:

» Sauvages: 0.792x300 = 237,6 soit 238 patients

» Hétérozygotes: 0,196 x 300 = 58,8 soit 59 patients

*  Homozygotes 0,012x300 = 3,6 soit 3 patients.

Ainsi I'équilibre de Hardy-Weinberg nous a permis d’avoir les effectifs théoriques. Et le test de chi2, est uti-
lisé pour comparer ces effectifs théoriques a ceux observés dans notre population pour chaque génotype
(Tableau ).

Tableau | : Amorces utilisées pour I'étude des cing délétions alpha-thalassémiques a 'aide de la GAP PCR
MUITIPLEX [11].

Séquences d’amorces GenBank ID : Nu- Tailles des frag-  Génotypes

(57------- >3’sequence) cleotides ments (pb)

a2/3.7-F CCCCTCGCCAAGTCCACCC HUMHBAA4 : 2022/2029 pb a+-thalassémie: -a3.7
5676 ------- > 5694 (délétion - 3,7)

3.7/20.5- R AAAGCACTCTAGGGTCCAGCG HUMHBA4 : 1800 pb (ampli- Géne sauvage (Normal)
11514 ———-- > 1494 meére a2a2)

02-R AGACCAGGAAGGGCCGGTG HUMHBA4 :
7475------- > 7457

4.2-R CCCGTTGGATCTTCTCATTTCCC HUMHBA4 : 1628 pb a+-thalassémie: -04.2
8942 ---—--- > 8920

4.2-F GGTTTACCCATGTGGTGCCTC HUMHBA4 :
3064 ------- > 3084

-(a) 20.5-F GCCCAACATTCCGGAGTACATG HSGG1: 1175 pb ao-thalassémie: -(a) 20.5

17904 ----—-- >17924

-(a) 20.5 -R AAAGCACTCTAGGGTCCAGCG HUMHBA4 :
11514 -——-- >11494

MED-F TACCCTTTGCAAGCACACGTAC HSGG1 : 875 pb a+-thalassémie: --MED
23123 - >23144

MED-R TCAATCTCCGACAGCTCCGAC HSGG1 :
41203 ------- >41183

SEA-F CGATCTGGGCTCTGTGTTCTC HSGG1 : 1349 pb a+-thalassémie: --SEA
26120 ------- >26140

SEA-R AGCCCACGTTGTGTTCATGGC HSGG1 :
3817---—-- >3797

La délétion -3,7 kb était répartie de fagon homogéne au sein de notre population d’étude. En effet, le test
du chi2 n’a pas retrouvé de différence statistiquement significative entre les effectifs observés et les effectifs
théoriques selon les fréquences alléliques calculées (p = 0,72) (Tableau II).
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Tableau Il : Répartition homogéne de la délétion -3,7
kb au sein de notre population d’étude

Sauvages Hétéro- Homo- p
zygotes zygotes
Effectifs obser- 238 56 6 0,72
vés
Effectifs théo- 238 59 3
riques  selon
les fréquences
alléliques cal-
culées
DISCUSSION

La délétion -3.7 kb a été observée dans le monde
entier, avec des fréquences plus élevées dans cer-
taines populations africaines et méditerranéennes.
[11,12]. Dans notre étude, nous avons retrouvé une
prévalence de 21% pour cette délétion avec 19%
pour la forme hétérozygote et 2 % pour la forme ho-
mozygote. Des résultats similaires ont été rapportés
dans d’autres pays notamment en Guinée Conakry
(20,8%) [23] et au Brésil (17%) [13, 24]. Concernant
la Guinée, les résultats, superposables a ceux du
Sénégal, pourraient s’expliquer par la proximite, les
mouvements migratoires, le brassage et le métissage
des deux peuples trés voisins a tous points de vue.
Quant au Brésil, la prévalence est superposable a
la nbétre, mais elle reste néanmoins moins élevée
(17%). Ceci pourrait s’expliquer par le fait que dans
ce pays, le métissage ethnique est plus prononceé,
mais linfluence africaine y est moindre, comparée
a d’autres pays touchés par I'esclavage. En effet, il y
a eu, au Brésil, moins d’esclaves d’origine africaine
en raison de I'absence de ports adéquats [28]. Dans
ce pays, la corrélation entre I'alpha-thalassémie et le
groupe ethnique a effectivement été rapportée. C'est
ainsi que Wagner et al. [27] ont évalué |a prévalence
dans divers groupes ethniques en divisant la popula-
tion d’étude en descendants africains et européens.
lls ont alors observé une prévalence plus grande
dans le premier groupe (23,1%) que dans le second
(4,5%), corroborant ainsi la forte corrélation entre l'al-
pha-thalassémie et le groupe ethnique. Par ailleurs,
les résultats d’'une étude américaine ont rapporté une
prévalence de 17% chez une population pédiatrique
drépanocytaire afro-américaine, prévalence compa-
rable a la nbtre (21%). Cette prévalence monte a
49% dans une population constituée de drépanocy-
taires agés de plus de 20 ans. Ceci serait di au fait
que l'effet de l'alpha-thalassémie, sur la clinique chez
I'enfant drépanocytaire, est inhibé par ’lhémoglobine
F qui est un facteur protecteur. Ainsi l'influence de
I'alpha-thalassémie sur la clinique serait plus visible
aprés le switch By. Ces résultats, montrent encore
une fois qu’il est nécessaire de considérer 'anémie
drépanocytaire, non seulement comme un défaut
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d’'un seul géne, mais comme une maladie dont I'ex-
pression clinique est le résultat d’'un groupe de génes
capables d’interagir au niveau phénotypique [29].
Des prévalences nettement plus élevées que les
nbtres, ont par contre été signalées chez d’autres
populations de drépanocytaires homozygotes : en
Inde (32%) [14], au Royaume-Uni, chez les afro-bri-
tanniques (34%) [15], en Guadeloupe (36%) [16], en
Arabie Saoudite (40%) [17], aux Etats Unis, chez les
afro-américains (41%) [18],en Oman (43%) [19], en
France chez les africains (48%) [20], en Tanzanie
(58%) [21].Ces différences pourraient s’expliquer par
le fait que ces études ont été réalisées sur des popu-
lations adultes, ce qui nous raméne au contexte du
switch By déja évoqué.

Nos résultats sur l'alpha-thalassémie suggerent que
d’autres axes méritent d’étre explorés, notamment la
corrélation entre I'alpha-thalassémie et certains pa-
ramétres biologiques. En effet, des études sur des
patients drépanocytaires homozygotes SS ont mon-
tré que I'alpa-thalassémie serait associée a une aug-
mentation du taux d’hémoglobine et de 'hématocrite,
ainsi qu’a un taux de réticulocytes et une bilirubinémie
plus faibles. Ces résultats suggéreraient que 'alpha-
thalassémie diminue le degré d’anémie en réduisant
le degré d’hémolyse [30, 31, 32, 33].

Toutefois, il faut souligner que la modulation géné-
tique du taux d’hémoglobine F, des haplotypes du
locus B-globine et I'alpha-thalassémie n’ont pas de
valeur pronostique individuelle. Des études ont effec-
tivement montré que des patients drépanocytaires,
présentant un taux élevé d’HbF ou une alpha-thalas-
sémie, sont capables de développer une forme séve-
re de la maladie [34]. Ces trois facteurs n’expliquent
donc qu’une partie de la variabilité clinique, ce qui
souléve I'hypothése d’autres génes modificateurs.

CONCLUSION

Eu égard d’'une part a la prévalence non négligea-
ble de l'alpha-thalassémie (21%) et de sa répartition
homogéne au sein de notre population d’étude, et
d’autre part a son implication dans la symptomato-
logie clinique de la maladie, il serait important de
pouvoir réaliser cette recherche en routine. Cela per-
mettrait non seulement de prévenir les complications
hémolytiques (AVC) pour les enfants ne présentant
pas la délétion alpha-thalassémique -3.7 kb (80%)
par la mise en ceuvre du Doppler Trans-Cranien |,
mais également une meilleure prise en charge des
complications vaso-occlusives chez les enfants ayant
cette délétion.
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