N
N

N

HAL

open science

Etude de la corrélation du génotype aux
sous-phénotypes hémolytique et vaso-occlusif dans la
cohorte pédiatrique drépanocytaire mahoraise

Juliette Larmaraud

» To cite this version:

Juliette Larmaraud. Etude de la corrélation du génotype aux sous-phénotypes hémolytique et vaso-
occlusif dans la cohorte pédiatrique drépanocytaire mahoraise . Médecine humaine et pathologie.

2017. dumas-01611387

HAL Id: dumas-01611387
https://dumas.ccsd.cnrs.fr/dumas-01611387
Submitted on 30 Oct 2017

HAL is a multi-disciplinary open access
archive for the deposit and dissemination of sci-
entific research documents, whether they are pub-
lished or not. The documents may come from
teaching and research institutions in France or
abroad, or from public or private research centers.

L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est
destinée au dépot et a la diffusion de documents
scientifiques de niveau recherche, publiés ou non,
émanant des établissements d’enseignement et de
recherche francais ou étrangers, des laboratoires
publics ou privés.


https://dumas.ccsd.cnrs.fr/dumas-01611387
https://hal.archives-ouvertes.fr

Université de Bordeaux — College des Sciences de la Santé
U.F.R. des sciences médicales
Année 2017

N° 3101

These pour 'obtention du

Diplébme d’état de Docteur en médecine

Présentée et soutenue publiquement
Le 26 septembre 2017
Par Juliette LARMARAUD
Interne des hépitaux de Bordeaux

Née le 02/09/1988 a Melun (77)

ETUDE DE LA CORRELATION DU GENOTYPE AUX SOUS-PHENOTYPES
HEMOLYTIQUE ET VASO-OCCLUSIF DANS LA COHORTE PEDIATRIQUE

DREPANOCYTAIRE MAHORAISE

Monsieur le Docteur Abdourahim CHAMOUINE Directeur de thése
Monsieur le Professeur Yves PEREL Rapporteur de these
Monsieur le Professeur Pascal BARAT Président du jury
Monsieur le Professeur Didier LACOMBE Juge

Madame le Docteur Marie LAGARDE Juge

Madame le Docteur Cécile STOVEN Juge




Table des matieres

RemMerCIeMENES. . .. . 4
ADréviations et defiNItIONS. ... ... 6
L INtrodUCHION GENETAIE. ... .. . ettt eaa e 8

[.1.Facteurs pronostiqUEs gENELIGUES. ........iuirii i 9

[.1.1. Les déterminants du taux d’hémoglobine foetale..............ooovii 9
0 0 0 P 10
L. L 2, B L A e e 11
12,3, HB S L -MY B ..o e e e 12

I.1.2 Autres causes génétiques influant sur le pronostic de la maladie......................... 15
1.1.2.1. Haplotypes du géne de la béta-globine..............coooiiiiii 15
[.1.2.2. Alpha-thalasSEmie. ........ooiiriiii e, 17
[.1.2.3. Maladie de GilbDert.. ... e 17
[.1.2.4. DEFICit €N GOBPD ...t 18

I.2. Facteurs pronostiques environnementaux : la prise en charge de la maladie.............. 19

[.2.1. Mode de vie et éducation thérapeutique...............ouiriiiiiiiiii e 19

1.2.2. Dépistage NEONALAl.........coiiii i e 19

1.2.3. Dépistage des compliCations. ..........coiiiiiii i 20

1.2.4. Prévention des infections : antibioprophylaxie et vaccination.............................. 20

1.2.5. Hydroxycarbamide. ... ..o 21

B2 G 011 =TSR = U1 (] 1T P 22

I.3. Facteurs pronostiques liés a I'expression clinique de la maladie.............................. 22

1.3.1. Hémolyse et ses conségquences : le phénotype hémolytique..................c.oceeeil. 23

1.3.2. Le phénotype vaso-0CCIUSIF. .. ... 25

[.3.3. Une hémoglobine fcetale élevée semble protéger des complications
VASO0-0CCIUSIVES . ...ttt e et e 26

1.4, INtroduction @ PEIUE. ... e 28

4. L. ProblematiQUe. ... ..o e 28

[.4.2. Hypothese de travall....... ... ..o 29

1.4.3. Objectifs principal et secondaire de I'étude.............cooiiiiiiiiii i, 29

[I. Matériel €t MEthOAES. .. ... e e 30

[I.1. Caractéristiques générales de I'étude............cooiiiiiiiiiiii e 30

[1.2. POPUIALION ELUTIEE........ .t e ene 30

[1.2.1. INClUSION €t @XCIUSION. ... ... e 30

[1.2.2. RECUEII dES UOMNEES. ... i e eeaeens 30

[1.3. Variables GUAIEES. ........oiiie e e e 31

[1.3.1. Variables exXpliCatiVeSs. ... ... 31
[1.3.1. Variable eXpliqUEE. ... ..o 36

(1.4, ANAlYSE STAtiSHQUE. ... ...ttt ettt aeaas 36

[1.5. Considérations éthiques et 18gales. ..........oiiiiii e 37
[ RESURALS. . ...ttt ettt et e e e an e 38

[11.1. Description de la POPUIALION. ... ... 38



1.1.1. Caractéristiques geNErales. ........coiiiii i e eaas 38

[11.1.2. Description phénotypique et prise en charge............cooooiiiiiiiiiiiiiien, 38
[11.1.3. DeSCription gENOIYPIGUE. ... ue ittt ettt e e e aeanes 41
[11.1.3.1. Syndrome drépPanOCyYtaIre. ... ... cuuuu et 42
[11.1.3.2. HAPIOtYPES DELA. .. ...t 42
111.1.3.3. Mutation alpha-thalassémique. ..o e 43
e S N PP 43
[11.1.3.5. DEFICIt €N GOBPD.......etiii e 44
[11.1.3.6. Maladie de GilbDert..........oii e 45
[11.2. 1dentification des SOUS-PRENOLYPES. ........iuiuiniie e 45
[11.3. Description des deUX SOUS-gIOUPES. .. ..uiuitine ittt et et e e e e ae e eananss 46
[11.4. Corrélation génotype-pPheNOtYPE. ... ... it 47
1.5, INteractions geNOtYPIQUES. ... .ui ittt e e e e 59
I o U3 T o 50
IV.1. Caractéristiques de notre population............ocoiii i e, 50
IV.1.1. Phénotype clinique et biologiqUe. ... ....c.ouieie e 50
IV.1.2. PriSE €N CRAIQE. .. ettt 50
A I T € 7= 14 To) Y/ o 1T PP PPN 52
IV.2. L’HbF est associée au risque vasculaire cérébral..............cociiiiiiiiiiiiiiiiiiaen. 54
IV.3. Corrélation du génotype aux SOUS-PhENOLYPES. ... ..c.oiiiiiieiiii i 56
IV.3.1. SNP associés a la vasculopathie cérébrale................coooiiiiiiiiiiiins 56
IV.3.2. La mutation alpha-thalassémique oriente vers un profil vaso-occlusif................. 59
IV.3.3. Autres facteurs génétiques influant sur le sous-phénotype................ccooeeeeennil. 60
IV.3.4. Limites et intéréts de notre étude. ... 61
Y2 O o T 11 T o T 62
Annexe 1 : Contexte sanitaire et social a Mayotte..............cooiiiiiiiii 63
Annexe 2 : Lettre d’information aux familles........................ e e, 64

Annexe 3 : Classification des enfants drépanocytaires au CH de Mayotte selon la sévérité
de I'expression de leur maladie, et consignes de SUiVi..............cccceeiieennnnn. 66

Annexe 4 : Comparaison des patients en fonction de leur syndrome drépanocytaire

(SS, SPO Bt OBttt e 67

Annexe 5 : Comparaison des patients en fonction de leurs haplotypes (Bantou et Bénin)..68
Annexe 6 : Comparaison des patients en fonction de la présence de mutation

alpha-thalassemique....... ... 69

Annexe 7 : Description des patients en fonction des SNP portés...........ccccooevevviiinnnnn.. 70
Annexe 8 : Fréquences alléligues des SNP étudiés comparées a d’autres populations.....71
BiblOGraphie. .. ... 72
R SUM . ...t e e e e 77



Remerciements

Je remercie le Docteur Abdourahim Chamouine d'avoir accepté de diriger ma thése, de m'avoir fait
bénéficier de son encadrement et de sa pédagogie, et de m'avoir fait confiance. J'ai beaucoup appris
humainement et professionnellement a I'hdpital de Mayotte. Merci de m'avoir fait rencontrer les petits
patients drépanocytaires.

Je remercie le professeur Yves Perel d'avoir accepté d'étre mon rapporteur de thése, de m'avoir fait
découvrir sa belle spécialité d'oncohématologie, et de transmettre son métier avec bienveillance et
humanité. Les voiles d'Arcachon restent un trés beau souvenir pour moi.

Je remercie le professeur Pascal Barat d'avoir accepté d'étre président de mon jury de thése, et pour
son encadrement agréable et juste lors de mon dernier semestre bien rempli. Merci de m'avoir
accompagnée dans mon travail et ma soutenance de mémaoire.

Je remercie le professeur Didier Lacombe de me faire 'honneur de juger ma thése.

Je remercie le Docteur Marie Lagarde d'avoir accepté de juger ma thése. Merci pour ta pédagogie, ta
gentillesse, ton soutien, il est si agréable et facile de travailler avec toi.

Je remercie le Docteur Cécile Stoven de me faire I'honneur de juger ma thése.

Merci aux personnes qui m'ont aidée a réaliser ce travail : Bernadette, Jean, le Docteur Serge Pissard,
Caroline.

Je remercie mes collégues et amis de pédiatrie, qui ont rendu cet internat mémorable :

L'équipe d'oncohématologie :

Anne : stage, coloc, voyage, interCHU, baby-sitter de chat... multitdche et tu les fais toutes bien. Merci
pour ton soutien, ton écoute et d'avoir tout partagé.

Merci Cyrielle pour ta gentillesse, ta folie, ta battle de danse, tu as fait briller mes stages avec toi.
Louise, merci d'avoir complété notre petite équipe de pédiatre, merci pour ta bonne humeur et tes
positions.

Merci Léa d'avoir été une bonne compagne de voyage, de travail de thése, de vacances, d'histoires
complexes, de premiéeres gardes, de découvertes.

Merci Raphaél pour ta bonne humeur, ta simplicité, tes blagues parfois drbles. J'aurais aimé faire un
stage avec toi.

Merci a tous mes co-internes : Florent (la survie), Flora (ton rire, ces soirées au camion blanc et tes
talents de pilote et de cycliste), Francois, Clément, Laura, Marion, Simon, Emilie, Yaél, Marie, Isabelle,
Inés, Lucas...

Et merci a ces médecins qui m'ont transmis et donné envie : Fred, Cathy, Joel, Brice, Felana, Jean,
Jacqueline, Vanessa, Laurent, Camille, Astrid, Eric, Clara et les autres.

Merci aux équipes soignantes qui accompagnent nos premiers pas d'interne, et plus particulierement a
celle du 6e D.



Merci a mes amis :

Ma Julia, qui sait tout faire, 12 ans de gentillesse, de soutien et d’attentions (et de chamallow a la fleur
d’oranger). Merci pour toutes ces étapes franchies ensemble, et pour toutes celles a venir.

Emilie ma parfaite copine, depuis une piscine a Villennes jusqu'au chateau d'Auros, en passant par une
casserole écossaise, nous voila grandes... Et je suis toujours aussi heureuse d’étre ton amie.

Audrey, merci pour tout ce que nous avons partagé, pour toutes ces discussions et tous ces rires, pour
ton petit grain de folie, parce que c’est le 52e bus qui passe qui va a Munnar, et merci de me ressembler.

Elise, d’un mur en carton au bout du monde, reviens vite avec ton rire, tes conseils et plein de souvenirs
a me raconter.

Laure, merci pour ces années parisiennes, de m’avoir fait découvrir en avant-premiére les urgences de
Saint-Antoine, ta bonne humeur et ton dynamisme me manquent !

Marianne, Matthieu, Antoine, Thomas, Jonathan, Alex, Olivier...

Et merci a ma famille :

Plus que tout & mes parents, merci de m'avoir portée, supportée et de m'avoir donnée la chance d'arriver
jusque-la. Merci pour ma si belle famille.

Tim, Vic, Bambou, merci pour tous ces moments passés et a venir, je n'aurais pas voulu grandir avec
d'autres, merci d’étre si gentils mes gros-gras chéris. Gwen et Sophie, merci de nous compléter, et pour

la touche féminine !

Et pensée pour Barbara, je te suis tu me suis.

Merci a toi Kantara, d'avoir supporté tout cela, de me suivre, de m'ouvrir I'esprit et d'enrichir ma vie.

Et enfin merci a tous ces enfants que j'ai croisés a I'hdpital, qui m'ont forgée et donné envie...



Abréviations

ADN : Acide désoxyribonucléique

ASAT : Aspartate aminotransférase

AVC : Accident vasculaire cérébral

CC MRGRE Ol : Centre de compétence des maladies rares du globule rouge et de
I'érythropoiése de 'océan indien

CCMH : Concentration corpusculaire moyenne en hémoglobine
CVO : Crise vaso-occlusive

DTC : doppler transcranien

G6PD : Glucose-6-phosphate déshydrogénase

GWAS : Genome wide association study

HAS : Haute autorité de santé

Hb : Hémoglobine

HbF : Hémoglobine foetale

HBG 1 et 2 : Génes de la gammaglobine

HMIP : Intervalle intergénique HBS1L-MYB

HU : Hydroxyurée, hydroxycarbamide

INSEE : Institut national de la statistique et des études économiques
InVS : Institut de veille sanitaire

IRM : Imagerie par résonnance magnétique

LDH : Lactate déshydrogénase

RAI : Recherche d’agglutinines irréguliéres

SNP : Single nucleotide polymorphism

SSA : Séquestration splénique aigué

STA : Syndrome thoracique aigu

VGM : Volume globulaire moyen



Définitions

Cellule F : cellule produisant de 'hémoglobine foetale.

Cluster de génes : groupe de plusieurs genes situés sur un méme chromosome, proches les

uns des autres, et dont les fonctions sont voisines.

Endonucléase de restriction : enzyme qui coupe un double brin d’acide désoxyribonucléique
(ADN) en un point précis, elle est caractérisée par la séquence du site reconnu, et la position

de la coupure.

Déséquilibre de liaison : association non aléatoire ou préférentielle de génes de différents loci

dans une population.

Genome wide association study (GWAS) : analyse des variants génétiques d’une vaste partie
de 'ADN dans une population pour rechercher une association entre une mutation et un trait

phénotypique (par exemple une hémoglobine fcetale élevée), grace a ’ADN microarray.
Haplotype de la béta-globine : association de polymorphismes, de variations génomiques,
repérés par des endonucléases de restriction, situés dans le promoteur du géne de la béta-
globine ou dans le voisinage de ce géne.

Locus : emplacement d’un géne sur un chromosome.

Single nucleotide polymorphism (SNP) : polymorphisme d’un seul nucléotide, mutation d’'une

seule base de 'ADN.



|. Introduction générale

Actuellement, la drépanocytose est la maladie génétique la plus répandue en

France, et dans le monde.

Quelques chiffres :

Sa prévalence mondiale est difficile a chiffrer, supérieure a cinquante millions ; environ
300 000 enfants drépanocytaires naissent chaque année (1-3).

Quatre-vingt-cinqg pour cent des enfants drépanocytaires vivent en Afrique, ou la
maladie représente jusqu’'a 2% des naissances (Afrique subsaharienne). En témoigne la
prévalence des personnes porteuses du trait drépanocytaire, de 2% a I'’échelle mondiale, qui
atteint jusqu’a 20% dans certaines populations d’Afrique (2).

La prévalence estimée en Europe est plus faible, de 15 pour 100 000 (soit 1/6700).

En France, en 2014, 485 syndromes drépanocytaires majeurs ont été dépistés, dont
80% en lle-de-France et dans les départements d’Outre-Mer (DOM). L’incidence moyenne des
syndromes drépanocytaires majeurs est de 1/1900 en France, 1/1014 en lle de France et
1/214 en Guyane, département le plus touché (chiffres relevés entre 2001 et 2012). Le trait
drépanocytaire est porté par 5,4% des nouveau-nés dans les DOM, et 2,2% en lle-de-France
(entre 2006 et 2012) (3).

L’incidence de la drépanocytose a la naissance a Mayotte est de 1/633.

Sa fréquence en fait un enjeu de santé publique.

Il n’existe aujourd’hui qu’un seul traitement curatif, contraignant et pourvu d’effets
secondaires : l'allogreffe de moelle osseuse. Elle n’est réservée qu’a certains patients
exprimant une forme sévere de la maladie, et qui ont une fratrie HLA (human leukocyte

antigen) compatible.




Pour les autres, I'amélioration de l'espérance et de la qualité de vie passe

principalement par une attitude préventive.

L’étude des facteurs associés au pronostic de la maladie a permis d’orienter
I’éducation thérapeutique, la surveillance et la mise en place de traitements
prophylactiques.

Le principal de ces facteurs, le taux d’hémoglobine foetale (HbF), est associé a une
diminution de certaines complications et de la mortalité (4). Depuis les années 1990,
I’nydroxycarbamide, molécule permettant une augmentation de 'HbF, est donc indiquée chez

les patients présentant des formes séveéres de drépanocytose (5).

Ainsi, la connaissance de facteurs génétiques, environnementaux, et de facteurs liés a
I'expression clinique et biologique de la maladie, a permis une amélioration de son pronostic.
En conséquence, 'age médian des déces est passé de 21,5 ans entre 1979-1994, a 35,1 ans,

entre 1995-2010, en France métropolitaine d’aprés l'institut de veille sanitaire (InVS) (6).

|.1. Facteurs pronostiques génétiques

[.1.1. Les déterminants du taux d’hémoglobine fcetale

La présence d’HbF dans un érythrocyte entraine une diminution de la concentration en
hémoglobine pathologique, dite S. De plus, 'HbF (alpha2gamma2) et son hybride tétramére
(alpha2gammaibetaS1) ne peuvent pénétrer dans le polymére en fibre d’'HbS désoxygénée.
Par leur nombre et en s’intercalant entre les acides aminés hydrophobes, elles diminuent la

falciformation, et ses conséquences (4).



L’augmentation du taux d’HbF diminue la morbidité et la mortalit¢ des patients

drépanocytaires.

Les résultats des GWAS (genome wide association studies), menées depuis les
années 2000, montrent qu’une fraction significative (20 a 50%) de la variation du taux d’HbF
est due a seulement trois loci (7):

- le promoteur du géne de la béta-globine,
- lintervalle entre les génes HBS1L et MYB,

- etle gene BCL11A.

[.1.1.1. Xmnl

Dans le promoteur proximal du géne de la gammaglobine HBG2 (11p15), une thymine
remplace une cytosine en position -158. Cette substitution est connue sous le nom de
polymorphisme Xmnl ou rs7482144 (nom due a sa découverte, en 1985, grace a
I'endonucléase de restriction Xmn1 qui reconnait la mutation dans la séquence -157 a -166 du
promoteur) (4).

Xmn1l est probablement un facteur cis-régulateur, mais son mécanisme d’action direct
n’est pas établi. Il pourrait aussi étre en déséquilibre de liaison avec la mutation efficace (8).

Les drépanocytaires porteurs de ce SNP voient leur taux d’HbF multiplié par 3a 11 (9).
Xmnl est également associé a des taux de réticulocytes et d’hémoglobine totale plus élevés.

Xmnl est retrouvé au sein des haplotypes Sénégal et Arabo-Indien. Il est associé au
taux d’HbF dans des cohortes américaines (nord et sud), africaines, asiatiques et européennes

(10).
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1.1.1.2. BCL11A

Le géne BCL11A, situé sur le chromosome 2p16, contient des SNP influant sur le taux
d’HbF dans une séquence de 14 kilobases (kb) située dans son second intron (4). Le marqueur
retrouvé le plus corrélé dans les GWAS est le SNP rs4671393. Les polymorphismes
rs10189857 et rs11886868 sont également associés de facon indépendante et forte a I'HbF
dans certaines études (11) (12).

Le géne BCL11A participe a l'inhibition de I'expression du géne de la gamma-globine.
La protéine BCL11A, a l'aide de différents partenaires, forme un complexe de répression, et
se lie en trans a plusieurs sites : HS3 dans le LCR (locus control region), la région entre les
genes gamma et delta, et le promoteur de HBG. La figure 1 montre le chromosome 11, porteur
des génes de globines epsilon, gamma, delta et béta, et les sites de fixation de la protéine

BCL11A. Par ces interactions, le géne BCL11A participe au switch gamma-beta globine (13).

11



Figure 1. Etude par immuno-précipitation de chromatine de la fixation de BCL11A
dans différentes régions du locus B-globine. Référence : L’expression de
I’hémoglobine fceetale est sous le contréle du répresseur BCL11A, D. Labie (14).

LCR Sites HS
54 3 2 1
LS
S
0,25 : : : :
2 : 3 : : :
= - : : . : :
8 : : : - :
€ 0,154 : :
= : : : : :
= . : : : : :
5 : : : : :
a 4104 ; ; :
- o : : : : :
€ : : ; : s
S 0,054 l
0,00 1 mml : 1wl
HS3 HBG1 HBG1 HBD HBB

promoteur + 3Kb - 1Kb promoteur
W BCL11AAb [J IgG

Les SNP situés au sein du géne BCL11A limitent probablement I'action du géne ; ils
comptent pour 15 a 18% de la variation du taux d’HbF (4). lls sont aussi associés a une
augmentation de I'hémoglobine et des leucocytes, et a une diminution des plagquettes (15).

Cette association est retrouvée dans des populations asiatiques, africaines, afro-

américaines et européennes (15,16).

[.1.1.3. HBS1L-MYB

La région intergénique HBS1L-MYB est située sur le chromosome 6g23.3 et mesure

126 kb (17). Les polymorphismes responsables des variations de I'HbF sont répartis dans

12



cette zone intergénique, non codante, en trois blocs : HMIP (intervalle intergénique HBS1L-
MYB) 1, 2 et 3 (figure 2). Le bloc 2, long de 24 kb, contient les SNP les plus fortement associés

aux variations de I'HbF, dont le principal représentant est rs9399137 (10).

Figure 2. Organisation du segment de 126 kb d’ADN dans la région intergénique
HBS1L-MYB. Les blocs contenant les SNP associés au niveau d’HbF sont
HMIP 1, 2 et 3. Référence : Intergenic variants of HBS1L-MYB are responsible
for a major quantitative trait locus on chromosome 6q23 influencing fetal hemoglobin
levels in adults, SL. Thein (17).
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Le géne HBSI1L appartient a la famille des « GTP binding protein » qui s’expriment
principalement dans le coeur et dans les muscles squelettiques, mais aussi dans les
progéniteurs érythroides (18).

Le géne MYB est un oncogéne de la famille des facteurs de transcription
myéloblastique. Il agit sur I'érythropoiése, en contrdlant la balance différenciation / prolifération
(18). Pour cela, la protéine MYB fonctionne comme un régulateur de transcription :
surexprimée, elle inhibe I'expression des genes des gamma-globines (HBG) ; et en faible
guantité, elle est associée a une diminution de la prolifération et a une accélération de la
différenciation érythroide. Les variations de MYB agissent sur le cycle cellulaire et,
probablement par cet intermédiaire, sur le taux d’HbF (4). La protéine MYB semble également

activer des génes réprimant I'expression du gene de la gamma-globine (comme BCL11A) (18).
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L’intervalle HBS1L-MYB contient des éléments ou peuvent se lier des facteurs de
transcription érythroide, qui interviennent dans la régulation de I'expression du géne MYB. Une
délétion de 3 bases, rs66650371, située dans HMIP2 affecte la liaison de quatre de ces
facteurs de transcription érythroides (GATA1, LDB1, TAL1 et KFL1), et réduit I'activation du
promoteur de MYB. Elle entraine donc une accélération de la différenciation des érythrocytes,
et au final une augmentation du taux d’HbF.

lls permettent une majoration d’environ 20% du taux d’HbF, augmentent le taux
d’hémoglobine et diminuent celui des plaquettes (15).

L’ association entre ces SNP et I'HbF est documentée chez des populations issues de

différentes origines géographiques et ethnies : Amérique, Europe, Afrique, Asie (4).

L’association de ces polymorphismes au taux d’HbF ainsi que leur fréquence varient

selon les populations (15).

Le mécanisme d’action de tous ces SNP, situés dans des régions du génome non
codantes, n’est pas encore clairement explicité. Combinés entre eux, ils se révelent plus

fortement corrélés a I'HbF que séparément (7).

D’autres SNP semblent également associés, de fagon plus rare, aux variations de 'HbF
(4) : par exemple au niveau des génes TOX ou OR (récepteurs olfactifs), ou du promoteur du

géne SAR1.
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La variation du taux d’HbF entre les patients est, en I'état actuel des connaissances, la
principale responsable de I'hétérogénéité clinique de la maladie. Peu d’études ont lié les
polymorphismes des 3 loci directement a I'expression clinique de la maladie. Une
GWAS réalisée en 2008 portant sur 1275 patients afro-américains et 875 brésiliens associe

un ensemble de SNP a une diminution de la fréquence des CVO (10).

1.1.2. Autres causes génétigues associées au pronostic

1.1.2.1. Haplotypes du géne de la beta-globine

Il existe cing haplotypes du géne de la béta-globine, nommés en fonction de leur région

géographique d’origine, située sur la figure 3 :

Bantou,

- Bénin,

- Sénégal,

- Cameroun,

- Arabo-indien.
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Figure 3. Répartition des haplotypes drépanocytaires en Afrique, au Moyen-Orient et
en Asie. Référence : Sickle cell anemia : haplotypes (19).

«

4 ¥ u ‘ [ -globin Haplotypes
Associated with Sickle

- : Cell Anemia
“ . Benin
M Cameroon
“ B CAR/Bantu
B Saudi Arabia/India
I Senegal

Les différents haplotypes de la béta-globine sont des facteurs pronostiques de la
maladie. lIs sont corrélés a I'expression phénotypique et a la sévérité de la maladie, ainsi qu'au
taux d’HbF des patients.

Les haplotypes Arabo-indien et Sénégal contiennent le SNP Xmn1, et sont associés a
des complications moins sévéres. Au contraire, I’haplotype Bantou est lié & un taux d’'HbF
faible et des complications cliniques plus fréquentes (19,20). Le taux d’HbF chez les patients
porteurs des haplotypes les plus communs varie dans ce sens : Bantou < Bénin < Sénégal <

Arabo-Indien (20).
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[.1.2.2 Alpha-thalassémie

Les patients drépanocytaires porteurs d’'une alpha-thalassémie auraient un meilleur
pronostic. En effet, le défaut de synthése d’alpha-globine diminue la concentration
d’hémoglobine S intra-érythrocytaire, et ainsi, la polymérisation de I'hémoglobine S, la
falciformation et donc 'lhémolyse (21,22).

Chez les patients drépanocytaires SS et alpha-thalassémiques, I’'hémoglobine est plus
élevée, les érythrocytes sont moins denses et plus déformables, et les réticulocytes sont
abaissés (23). Cliniguement, ces patients sont moins sujets aux complications vasculaires
(24,25). La mutation alpha-thalassémique est associée a une diminution des AVC, de la
vasculopathie cérébrale, des ulcéres de jambe, de la glomérulopathie, de la séquestration
splénique et du syndrome thoracique aigu (STA) (26).

Par contre, d’autres études montrent que la majoration de I'hyperviscosité sanguine
favorise la survenue de complications vaso-occlusives : crise vaso-occlusive (CVO), STA et
ostéonécrose (24,27).

La mutation alpha-thalassémique influe sur le phénotype de la drépanocytose, sans
forcément en modifier globalement sa sévérité, comme le montre une étude lyonnaise de

validation du score de sévérité pédiatrique (21).

[.1.2.3. Maladie de Gilbert

C’est une maladie autosomique récessive, qui atteint 16% de la population générale.
La mutation responsable, située sur le promoteur du géne UGT1AL, entraine une diminution
de 20% de l'activité enzymatique de la glucuronosyltransferase dans le foie, et donc de la

conjugaison de la bilirubine.
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Associée a une drépanocytose, la maladie de Gilbert accentue I'hyperbilirubinémie
totale et non conjuguée, et favorise la survenue de lithiases biliaires. Des cohortes tunisienne
(151 patients drépanocytaires et [p-thalassémiques) et jamaicaine (351 patients

drépanocytaires) démontrent cet effet, qui apparaitrait a 'dge adulte (28,29).

1.1.2.4. Déficit en G6PD

D'aprés la plupart des études réalisées, le déficit en glucose-6-phosphate
déshydrogénase (G6PD) n’influe pas sur la sévérité clinique de la drépanocytose (30-32).

Mais, il est associé au risque de vasculopathie cérébrale chez 121 enfants
drépanocytaires a Lyon (33), ce qui est contredit par d’autres références, notamment une
cohorte brésilienne de 375 enfants (34). Dans une étude portant sur 108 nourrissons
drépanocytaires parisiens, le déficit en G6PD est associé a une anémie hémolytique plus
marquée ainsi qu’a plus de transfusions dans les premiéres années de vie. Cet effet s’estompe
ensuite, probablement parce que le déclin de I'HbF entraine une majoration de ’hémolyse, et

donc du nombre de jeunes érythrocytes avec une activité de la G6PD efficace (35).
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|.2. Facteurs pronostiques environnementaux :

la prise en charge de la maladie

1.2.1. Mode de vie et éducation thérapeutique

Le mode de vie des patients drépanocytaires peut leur permettre d’éviter certaines
complications. Par exemple, la prévention des CVO passe par |'évitement des facteurs
déclenchants : la déshydratation et 'hypoxie.

L’entourage d’'un enfant drépanocytaire doit connaitre les signes a surveiller: la
douleur, la fieévre, les symptdomes d’anémie (paleur, ictére, dyspnée, asthénie), la taille de la
rate, le priapisme (36).

L’enfant et son entourage doivent pour cela bénéficier d’'une éducation

thérapeutique.

1.2.2. Dépistage néonatal

Le dépistage néonatal au 3° jour de vie permet de poser un diagnostic de
drépanocytose précoce, de débuter I'antibioprophylaxie, d’éduquer 'entourage, et de surveiller
la survenue d’éventuelles complications. La précocité de la prise en charge améliore

significativement le pronostic (37).
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1.2.3. Dépistage des complications

La Haute Autorité de Santé (HAS) recommande un suivi clinique tous les trois mois, et

un bilan paraclinique annuel chez les enfants drépanocytaires (36).

Pour les bilans paracliniques, elle conseille, & un rythme annuel :

- un bilan biologique : hémogramme, numération des réticulocytes, dosage de
’'hémoglobine feetale, fer sérique, capacité totale de fixation de la transferrine,
calcémie, phosphorémie, ionogramme sanguin, bilan hépatique (transaminases,
gamma GT, bilirubine totale et conjuguée), sérologie érythrovirus (parvovirus) B 19
jusqu’a positivation, dosage des anticorps anti-HBs pour vérifier I'efficacité de la
vaccination, microalbuminurie, une recherche d’agglutinines irréguliéres (RAI), des
sérologies VIH et VHC pour les enfants ayant un antécédent transfusionnel ;

- apartir de 12-18 mois : une échographie-doppler transcranienne ;

- apartir de 3 ans : une échographie abdominale, une radiographie de thorax ;

- apartir de 6 ans : une radiographie de bassin, une échographie cardiaque ;

- a partir de 6 ans chez les enfants SC et 10 ans chez les enfants SS : un bilan

ophtalmologique avec un ophtalmologiste expert en pathologie rétinienne.

[.2.4. Prévention des infections :

antibioprophylaxie et vaccination

Une antibioprophylaxie antipneumococcique par Pénicilline V est recommandée deés le

diagnostic, le plus précocement possible (a deux mois), jusqu’a '’dge d’au moins cing ans.
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Le calendrier vaccinal est celui des patients aspléniques: le vaccin anti-
pneumococcique 23 valent, les vaccins anti-méningococcigues B et conjugué tétravalent A,
C, W et Y s’ajoutent. Le vaccin anti-grippal annuel est également recommandé, et une

vigilance particuliére doit étre attribuée au vaccin anti-Haemophilus influenzae (38).

1.2.5. Hydroxycarbamide

L’hydroxycarbamide (HU, commercialisée sous les noms d’Hydrea ® et Siklos ®) est
une molécule qui augmente la synthése d’HbF.

En conséquence, elle diminue la fréquence des CVO, des séquestrations spléniques
aigués, et des atteintes cérébrales et rénales de la maladie, chez 'enfant comme chez I'adulte
(5).

Son mécanisme d’action n’est pas parfaitement connu.

La synthése d’HbF est importante dans les stades initiaux de la différenciation
érythrocytaire, et restreinte ensuite dans les érythroblastes évolués. L’hydroxycarbamide crée
un stress érythropoietique, qui accélére I'évolution des progéniteurs érythroides, qui ne limitent
donc plus I'expression du géne de la gammaglobine (39). Chez les patients traités, le taux
d’HbF augmente de fagon hétérogéne dans les hématies (4).

L’hydroxycarbamide est myélotoxique, elle diminue le taux de polynucléaires
neutrophiles et en conséquence I'hyperviscosité sanguine.

De plus, elle agirait comme un donneur de monoxyde d’azote (NO), provoquant une
vasodilatation, et inhibant I'expression endothéliale des protéines d’adhérence cellulaire, et
donc I'état pro-inflammatoire intra-vasculaire caractéristique de la drépanocytose (5,40).

Elle est indiquée dans les formes séveres de drépanocytose (36) :

- CVO hyperalgiques ou STA récurrents,

- anémie sévere,
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- alternative a la transfusion dans la prévention des accidents vasculaires cérébraux
(AVC) dans la vasculopathie cérébrale.
Ses effets secondaires limitants sont sa myélotoxicité et le risque d’infertilité

induit.

[.2.6. Autres traitements

Les transfusions ou les échanges transfusionnels sont indiqués, en fonction du taux
d’hémoglobine, en cas d’anémie aigué, de crise hyperalgique résistante, dAVC ou de
priapisme, en prévention de survenue d’AVC, et en prévision d’'une intervention chirurgicale.
lIs améliorent le pronostic de la maladie (41).

L’allogreffe de moelle osseuse est 'unique traitement curatif de la drépanocytose. Le
taux de guérison de la maladie est de 85% aprés une allogreffe dans I'enfance avec un
donneur HLA compatible de la fratrie (42). La société américaine d’hématologie objective une
survie de 92,9% a 5 ans (43). Les risques de décés et de séquelles font cependant qu’elle
n’est réservée qu’a des cas séveéres.

La thérapie génique en est a ses débuts : un jeune gargon a été traité avec succes en

2015 a I'hopital Necker a Paris (44).

Ces facteurs génétiques et environnementaux influent sur le pronostic de la
drépanocytose.

Ce pronostic peut également étre approché par I'observation de I'expression de la
maladie. En effet, la simple mutation du gene de la béta-globine est a I'origine d’'une maladie
chronique systémique, d’expression trés variée. L’hétérogénéité clinique et biologique de la

drépanocytose permet de distinguer deux profils, liés a des pronostics différents.
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|.3. Facteurs pronostiques liés a I'expression

clinigue de la maladie

Deux profils d’expression de la drépanocytose commencent a étre distingués des le
début des années 1990 (45). Plusieurs études montrent que les patients présentant peu de
CVO ont des atteintes vasculaires plus importantes et une mortalité plus élevée. Ce sous-

phénotype drépanocytaire est causé par un taux d’hémolyse intravasculaire important (46).

1.3.1. Hémolyse et ses conséquences :

le phénotype hémolytique

L’hémolyse chronique provoque, en effet, une dysfonction endothéliale puis une
athérosclérose. L’hémoglobine et I'arginase intra-érythrocytaires, libérées dans les vaisseaux,
diminuent la biodisponibilité du NO, par consommation directe et détournement de son
substrat. La diminution du NO entraine une vaso-constriction, et participe a I'activation des
cellules endothéliales, des plaquettes et de la coagulation. Les réticulocytes circulant adhérent
a I'endothélium activé. Il en résulte un état vasculaire pro-inflammatoire.

L’hémolyse peut se mesurer par le dosage sanguin de certaines molécules : lactate
déshydrogénase (LDH) (47), aspartate aminotransférase (ASAT), bilirubine libre. D’autres
marqueurs permettent de surveiller ’hémolyse : ’'hémoglobine, la densité intra-érythrocytaire,

les réticulocytes et les autres lignées de cellules sanguines qui refletent 'hnypermyélopoiese.

Cliniquement, 'hémolyse chronique, ainsi que 'anémie et la dysfonction endothéliale

qui en résultent, provoquent de nombreuses complications.
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Au niveau cérébral, la vasculopathie dégrade les fonctions cognitives. La mémoire de
travail, les fonctions d’analyse et d’exécution sont touchées. Chez les adultes, une étude
portant sur 150 personnes montre un écart de huit points de quotient intellectuel sur la
Wechsler Adult Intelligence Scale Il Performance IQ Index (48). L’atteinte de la paroi des
vaisseaux peut se compliquer d’AVC, ou d’infarctus dit « silencieux » (Iésions ischémiques de
la substance blanche), ayant aussi un retentissement sur les fonctions cognitives. Ces
évenements sont fréquents : en 'absence de prise en charge, 11% des patients présentent un

AVC avant I'age de 18 ans, et 37% ont une angio-IRM cérébrale pathologique a 14 ans (49).

Au niveau hépatique, I'hyperbilirubinémie provoquée par 'hémolyse provoque une
accumulation dans la vésicule biliaire, et forme du sludge (bilirubinate de calcium, cristaux de
cholestérol, bile, mucus et protéines) ou des calculs : 30% des patients en sont porteurs avant

I'age de 18 ans. Ceux-ci sont ensuite responsables de cholestase, et de surinfections séveres.

La vasculopathie entraine également des Iésions rétiniennes, glomérulaires, cutanées
(ulcéres des membres inférieurs), et jusqu’a une hypertension artérielle pulmonaire. Méme
chez les enfants, le phénotype hémolytique est associé a une élévation de la vitesse de
régurgitation tricuspidienne, elle-méme reliée a I'hypertension artérielle pulmonaire, au risque

cardiovasculaire et a celui de mort subite (50).

Le phénotype hémolytique est considéré comme plus sévere, du fait d’'une mortalité

accrue.
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[.3.2. Le phénotype vaso-occlusif

Les symptémes vaso-occlusifs sont dus a I'obstruction de micro-vaisseaux, causée par
un collapsus et par la présence d’hématies non déformables. L’hyperviscosité sanguine et

I'adhérence endothéliale jouent également leur rdle dans ce processus.

Cliniguement, la crise vaso-occlusive s’exprime par des douleurs localisées dues a une
ischémie tissulaire. Elle survient plus frequemment chez I'enfant au niveau des pieds et des

mains, de 'abdomen ou des os. Elle est associée a un risque de surinfection.

Au niveau pulmonaire, I'obstruction des vaisseaux participe a la survenue du syndrome
thoracique aigu. Il se définit par 'apparition d’'une anomalie radiologique dans un contexte de
fievre, de douleur thoracique et de symptdémes respiratoires. C’est la principale cause de

mortalité chez les jeunes adultes drépanocytaires.

A terme, la récurrence des épisodes de CVO peut entrainer une ostéonécrose a
l'extrémité des os longs (téte fémorale, humérale, mais aussi vertébres), due a I'interruption
compléte de la vascularisation articulaire ; et une ostéoporose (accentuée par le retard
pubertaire). Environ 50% des patients drépanocytaires développent une fragilité osseuse

avant 'age de 35 ans.

A plus long terme, ces phénoménes vasculaires obstructifs ménent a des altérations

hépatiques, rénales et pulmonaires.

Les patients présentant ce phénotype vaso-occlusif ont un meilleur pronostic, et leurs

complications sont améliorées par un taux d’HbF élevé (20).
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Les phénotypes hémolytique et vaso-occlusif sont décrits dans la figure 4. Ces profils
ne s’excluent pas, mais le taux d’hémolyse oriente préférentiellement vers I'un ou
Pautre (24). |Ills sont retrouvés cliniguement et biologiquement, et expliqués
physiopathologiquement dans plusieurs études (24,47,50). Peu de travaux les identifient en

pédiatrie, ou ils peuvent pourtant étre distingués (51).

Figure 4. Caractéristiques biologiques et cliniques des phénotypes hémolytique
et vaso-occlusif. Référence : Vascular risk assessment in patients with sickle cell
disease, CR. Morris (50).
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: Vaso-occlusive pain crisis

1.3.3. Une hémoglobine fcetale élevée semble protéger des

complications vaso-occlusives

L’expression de 'hémoglobine feetale diminue la falciformation : 'hémolyse globale et
la vaso-occlusion (46).

L’augmentation du taux de I'HbF est associée a une diminution des CVO, des ulcéres
du membre inférieur, de I'ostéonécrose et des STA. Elle joue par contre peu sur le priapisme,

la glomérulopathie, les AVC et les infarctus silencieux, et I'hypertension artérielle. Ceci laisse
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supposer que I’'HbF influerait surtout sur les symptédmes vaso-occlusifs, et sur I'hyperviscosité,
et moins sur 'hémolyse et ses conséquences cliniques (4,23).

La distribution intra-érythrocytaire d’HbF étant hétérogene, 'hémolyse des globules
rouges contenant peu d’'HbF semble suffisante pour provoquer la libération intra-vasculaire de
molécules, la consommation de NO et l'activation endothéliale ; et donc la survenue de la
vasculopathie drépanocytaire malgré un taux élevé d’HbF. Les patients drépanocytaires et
porteurs d’'une persistance héréditaire de 'hémoglobine fcetale sont, pour un méme taux
d’HbF, moins symptomatiques. Cela prouve I'importance de 'homogénéité de la répartition de
I'HbF dans les globules rouges (4).

Les patients présentant un taux d’HbF élevé semblent donc avoir des symptémes vaso-

occlusifs atténués, et une expression clinique orientant vers un phénotype hémolytique.

Cette constatation nous interpelle sur le possible lien entre les déterminants génétiques
du taux d’HbF et I'expression clinique de la drépanocytose. Certains facteurs génétiques
pourraient nous orienter vers un phénotype clinique hémolytique ou vaso-occlusif.

L’étude qui suit tente de répondre a cette question chez les enfants drépanocytaires

suivis a Mayotte, afin d’'améliorer leur prise en charge.
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|.4. Introduction a I'étude

[.4.1. Problématique

Les centres référents de la drépanocytose en pédiatrie ont pour préoccupation
d’optimiser le rapport moyens investis / qualité du suivi, et qualité de vie de I'enfant et sa
famille. Cette nécessité est d’autant plus vraie a Mayotte, ou les enfants drépanocytaires sont
de plus en plus nombreux, contrastant avec le personnel soignant, et ou le niveau social d’'une

grande partie de la population complique la prise en charge de la maladie (annexe 1).

La variabilité dans I'expression de la drépanocytose incite a rechercher des facteurs
prédictifs de sévérité, dans cet objectif d’optimisation de la prise en charge, et d’ajustement du
suivi au plus prés du risque réel présenté par les patients.

Dans cet objectif, un document permettant de prioriser le suivi des enfants

drépanocytaires a été créé au centre hospitalier (CH) de Mayotte en 2015 (annexe 3).

Comme détaillé au paragraphe précédent, 'HbF et ses déterminants génétiques sont
des facteurs pronostigues influant.

Ainsi, une étude réalisée au Centre de Compétence des Maladies Rares du Globule
Rouge et de I'Erythropoiése de I'Océan Indien (CC MRGRE Ol) entre 2008 et 2011 par le
Docteur Mathias Muszlak a identifié deux marqueurs (rs4671393 et rs 4895441), situés
respectivement sur les loci BCL11A et HMIP, qui sont significativement associés a un
pourcentage d’HbF supérieur a 10 dans la cohorte pédiatrique mahoraise (82 patients).

BCL11A rs4671393 est aussi associé a un taux d’hospitalisation plus faible (52).
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1.4.2. Hypothése de travail

Les phénotypes hémolytiques et vaso-occlusifs sont également influencés par le taux
d’'HbF. Ce dernier aurait un impact favorable sur la vaso-occlusion, mais pas sur les
complications engendrées par 'hémolyse. De ce constat, nous supposons que la valeur de
I'HbF nous oriente vers I'un ou l'autre des sous-phénotypes.

Il serait donc possible de déterminer, aprés identification de marqueurs génétiques
favorables a la persistance d’'une HbF élevée, une association de ces marqueurs au profil

clinigue hémolytique ou vaso-occlusif.

1.4.3. Objectifs principal et secondaire de I'étude

Objectif principal : identifier les deux profils hémolytique et vaso-occlusif dans la cohorte

pédiatrique mahoraise ; puis déterminer si ces sous-phénotypes sont associés a un génotype

particulier.

Objectif secondaire : décrire la population pédiatrique drépanocytaire mahoraise au niveau

clinique, biologique, génétique et de sa prise en charge.

L’intérét est de déterminer, en fonction de leur génotype, donc en amont des
complications, quels patients pourraient présenter une maladie sévere et un risque vasculaire
élevé. Cela permettra d’améliorer la prise en charge de ces patients en leur proposant un suivi

plus adapté.

29



Il. Matériel et méthodes

[I.1. Caractéristiques générales de I'étude

Il s’agit d’'une étude observationnelle monocentrique, réalisée au CC MRGRE Ol du

CH de Mayotte.

Les données sont recueillies de facon rétrospective et prospective entre le 1" février

2016 et le 30 avril 2017.

Notre étude s’inscrit dans la continuité de la précédente réalisée au CC de Mayotte.

I1.2. Population étudiée

[1.2.1. Inclusion et exclusion

Tous les enfants répertoriés au CC MRGRE Ol depuis 2007 sont inclus.
Les patients agés de moins d’'un an sont exclus car ils présentent des taux d’HbF
élevés, stigmates de la composition érythrocytaire intra-utérine. Les enfants perdus de vue

depuis plus de 3 ans sont exclus.

[1.2.2. Recueil des données

Les données cliniques sont extraites des carnets de santé mahorais ou comoriens et

du dossier médical de suivi du CC. Les données biologiques sont issues du laboratoire
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d’analyse du centre hospitalier (CH) de Mayotte. Les données génétiques sont recueillies au
laboratoire du centre hospitalier universitaire Henri Mondor (centre hospitalier intercommunal

de Créteil, AP-HP).

11.3. Variables étudiées

11.3.1. Variables explicatives

Les enfants sont suivis tous les 3 mois a un an au CC du CH de Mayotte.

Pour chaque patient, nous avons recueilli des données biologiques (I'hémoglobine de
base, 'hématocrite, I'HbF, 'HbF sous hydroxycarbamide, I'HbS, le volume globulaire moyen
(VGM), la CCMH, les réticulocytes, les leucocytes, le LDH, les ASAT, la ferritinémie, la RAI,
les sérologies hépatiques : sérologie hépatite C et antigénémie HbS), radiologiques
(réchographie-doppler transcranienne, I'angio-IRM cérébrale, I'échographie abdominale et la
radiographie du bassin), et cliniques concernant les complications de la maladie
(vasculopathie cérébrale, CVO, STA, infection, ostéonécrose, lithiase et séquestration
splénique aigué) et sa prise en charge (le dépistage néonatal, la date de début de
I'antibioprophylaxie, la durée du suivi, la vaccination anti-pneumococcique, les transfusions de
globules rouges, I'hydroxycarbamide, le traitement chélateur du fer, la fréquence des
hospitalisations, et la catégorie de suivi au CC). Concernant les données génotypiques, nous
avons recueilli : les variants drépanocytaires, les haplotypes du géene de la béta-globine, la
présence de mutation alpha-thalassémique, certains SNP connus dans la littérature pour

modifier le taux d’HbF, le déficit en G6PD et la maladie de Gilbert.

Les examens biologiques sont réalisés au minimum une fois par an de facon

systématique chez les enfants.
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Pour notre étude, ils sont recueillis a une distance d’au moins 3 mois d’une transfusion
de globules rouges ou d’'un épisode aigu (CVO, STA, séquestration splénique, infection,
hémolyse aigué, AVC, priapisme, complication lithiasique, intervention chirurgicale), et avant
la mise en place d’'un programme d’échange transfusionnel ou d’un traitement par
hydroxycarbamide. Exceptées la RAI et la ferritine, qui sont relevées pendant un éventuel
programme transfusionnel.

Les valeurs recueillies sont, dans ce contexte, les plus récentes et les plus
pathologiques pour chaque variable. Du fait de la difficulté & obtenir un nombre suffisant de

données hors thérapie, ’hémoglobine foetale est recueillie précocement, entre 2 et 10 ans.

L’échographie-doppler transcranienne est réalisée a partir de 'dge de 18 mois par un
radiologue ou un pédiatre formé a I'échographie, puis annuellement. La valeur évaluée est la
valeur maximale des vitesses moyennes pondérées sur le temps du débit sanguin des artéres
du polygone de Willis. Elle est considérée comme normale pour des vitesses inférieures a 1,7
métre par seconde (m/s), comme limite entre 1,7 et 2 m/s, et comme pathologique au-dessus
de 2 m/s. La valeur la plus élevée dans la vie de I'enfant est prise en compte. Les enfants pour
lesquels il n'a pas été possible d’évaluer le flux des artéres cérébrales par échographie-
doppler (non compliance ou épaisseur osseuse cranienne ne permettant pas une visualisation

correcte) ont bénéficié d’'une angio-IRM cérébrale.

La fleche splénique est mesurée a I'échographie abdominale annuelle de surveillance,
a distance d’une séquestration splénique. Le ratio splénique est défini
comme le rapport de la fleche sur la taille +2DS de la normale pour I'age (53). La

splénomégalie correspond a un ratio strictement supérieur a 1.

La vasculopathie cérébrale est définie dans notre étude par un doppler transcranien ou

une angio-IRM cérébrale pathologiques, ou un antécédent d’AVC. Le risque de survenue de
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vasculopathie cérébrale inclus également les doppler transcraniens limites, afin de tenir

compte des patients qui présentent un processus de Iésions endothéliales débutant.

Une CVO est un épisode de douleur localisée ayant nécessité une consultation
médicale. La survenue d’un épisode algique a domicile est considérée comme un élément trop
subjectif. La fréquence des crises est évaluée sur 'année pendant laquelle il y a eu le plus de

crises.

Le STA est un épisode de douleur thoracique, de dyspnée ou de modification de
l'auscultation pulmonaire, accompagné d’'une anomalie de la radiographie pulmonaire. La
fréquence des STA est comptabilisée de la méme fagon que celle des CVO, durant 'année de

vie pendant laquelle ils ont été le plus fréquents.

Les infections recueillies sont les septicémies, les méningites, les pneumopathies, les
infections ostéo-articulaires ou musculaires, les dermo-hypodermites, les pyélonéphrites, les
cholécystites et les gastro-entérites bactériennes. Les infections virales et les infections
bactériennes fréquentes dans la petite enfance (angines et otites moyennes aigués) ne sont

pas comptabilisées.

L’ostéonécrose est recherchée a partir de 'dge de 6 ans, annuellement, par une

radiographie du bassin. Elle se caractérise par une modification de la densité osseuse ou une

déformation de la téte fémorale.

La pathologie lithiasique est définie par la présence d’'une lithiase ou de sludge a

I'échographie abdominale, ou par un antécédent de cholécystectomie.
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La séquestration splénique aigué (SSA) est un épisode d’anémie hémolytique aigué
(chute de 'hémoglobine d’au moins 2 g/dl) accompagné d’une augmentation de taille de la

rate de plus de deux centimétres.

La date de début de I'antibioprophylaxie est celle de la premiére consultation d’annonce
diagnostique au CC.

La vaccination anti-pneumococcique est a jour si elle respecte le calendrier vaccinal
actuel pour les patients aspléniques, depuis la naissance ou par rattrapage.

Les transfusions de culots globulaires sont occasionnelles, ou réguliéres dans le cadre
d'un programme d’échange transfusionnel (mensuelles). Les patients ayant bénéficié de ce
programme dans le passé ou actuellement, pour un motif autre qu’une intervention
chirurgicale, sont comptabilisés. Le taux d’incidence transfusionnelle, c’est-a-dire le nombre
de transfusions pour 1000 patients années) est calculé pour chaque patient.

Le traitement par hydroxycarbamide est indiqué devant des CVO hyperalgiques ou des
STA récurrents, une anémie sévéere (Hb < 7 g/dL), ou en alternative a la transfusion dans la
prévention des AVC. Cette donnée est recueillie pour les enfants qui ont recu ou recgoivent
cette molécule.

Le traitement par chélateur du fer est administré aux patients ayant une surcharge en
fer, a partir d’'une ferritinémie supérieure a 1000 ng/L ou de plus de vingt transfusions.

Les hospitalisations sont comptabilisées I'année durant laquelle elles ont été les plus

fréquentes.

Au CC MRGRE O, les patients sont classés en catégorie selon la sévérité d’expression
de leur maladie, afin d’adapter leur suivi (annexe 3). La catégorie désigne une fréquence
minimale ou I'enfant doit étre vu impérativement au CC ; le suivi intermédiaire peut étre réalisé

par le médecin traitant, les hépitaux périphériques ou en dispensaire.
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Le génotypage de nos patients pour I'étude comprend :

- Les variants du syndrome drépanocytaire : homozygotie SS ou hétérozygotie S
associée a une mutation B-thalassémique. Les patients S p-thalassémiques présentant
de I'HbA a I'électrophorése de I'Hb sont dits SR+ thalassémiques, contrairement aux
SBO thalassémiques. La recherche de ces mutations se fait par PCR temps réel (Light
Cycler Roche).

- Les haplotypes du géne de la béta-globine : Bantou, Bénin, Sénégal, Cameroun et
Arabo-Indien, identifiés par la méthode des frameworks pré Gy.

- Larecherche de mutation alpha-thalassémique par PCR spécifique.

- L’expansion nucléotidique UGT1A1 A(TA)7TAA ou A(TA)8TAA de la maladie de
Gilbert, identifiée par typage du promoteur du géne UGTAL.

- Les trois principaux variants responsables de déficit en G6PD dans la population
africaine : le variant A- (p.Val68Met (G6PD :c.202G>A)+p.Asn126Asp), le variant B-
(p.Serl88Phe  (G6PD :c.563C>T)), et le variant Betica (p.leu323Pro
(G6PD :€.968T>C)+p.Asn126Asp).

- Et enfin la recherche de polymorphismes génétiques influents favorablement sur

I'expression d’HbF, décrits dans le tableau 1.

Tableau 1. SNP associés a 'augmentation du taux d’HbF recherchés dans notre étude.

SNP Locus Fonction Alléle favorable
(défavorable)
rs7842144 Géne de la gamma- Promoteur T(C)
globine

rs4671393 Géne BCL11A Intron 2 A (G)
rs11886868 Gene BCL11A Intron 2 C (T
rs10189857 Gene BCL11A Intron 2 A (G)
rs1427407 Gene BCL11A Intron 2 T (G)
rs28384513 HMIP Région intergénique C(A)
rs4895441 HMIP Région intergénique G (A)
rs9399137 HMIP Région intergénique C (M)
rs66650371 HMIP Région intergénique Délétion (TAC)
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Ces SNP ont été choisis car ils sont connus pour étre corrélés a 'HbF dans plusieurs

populations (10,11,52,54), et pour certains a des complications cliniques de la maladie.

11.3.2. Variable expliquée

Pour mettre en évidence le sous-phénotype drépanocytaire, la méthodologie choisie
est de retrouver la variable latente a partir des données recueillies connues. Cette variable
composite illustre deux profils :

- le profil vaso-occlusif regroupe les patients présentant une viscosité sanguine et une
hémoglobine de base élevées, et cliniguement, un risque de CVO, de STA et
d’ostéonécrose.

- Le profil hémolytique se caractérise par une hémoglobine de base basse, le LDH, les
réticulocytes, la CCMH, les ASAT et la bilirubine élevés. Les patients présentent un
risque de complication vasculaire et une mortalité plus importante. Son expression
clinique la plus redoutée en pédiatrie est cérébrale : la vasculopathie engendre des

AVC ou des infarctus silencieux.

I1.4. Analyse statistique

Les données sont recueillies dans le logiciel Epidata.

L’analyse statistique est réalisée avec l'aide du logiciel Statistical Package for the
Social Sciences (SPSS version 24.0, Inc, Chicago, IL, USA).

La comparaison des variables quantitatives est faite par un test t de Student ou un
ANOVA pour les parametres a distribution normale, et un test non paramétrique de Mann-

Whitney pour les variables a distribution non normales. La comparaison des fréquences utilise
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un chi-deux de Pearson (ou de Mac-Nemar pour I'appariement des catégories de sévérité) et
un test exact de Fisher. Les résultats sont rapportés sous la forme : moyenne (+/- écart-type)
ou nombre (pourcentage%).

Pour établir la variable expliguée du sous-phénotype drépanocytaire, nous
recherchons par méthode de tatonnement la valeur d’HbF discriminant significativement le
risque de survenue d’une vasculopathie cérébrale (considéré comme le composant pronostic
principal du sous-phénotype hémolytique), ou non (sous-phénotype vaso-occlusif). La valeur
ayant le meilleur rapport Se/1-Sp par l'aire sous la courbe (AUC) est recherchée, puis des
courbes de survie sont établies (méthode de Kaplan-Meiller, comparaison par test du log-
rank).

Une analyse univariée est réalisée pour identifier les associations géno-phénotypiques.
Une analyse multivariée est ensuite faite par régression logistique.

La significativité est retenue a 0,05.

11.5. Considérations éthiques et legales

Ce travail respecte la méthodologie de référence 003 de la commission nationale de
linformatique et des libertés (CNIL). Les bases de données personnelles, cliniques,
biologigues et radiologiques des patients ainsi que la collection des analyses génétiques
réalisées a I'hopital Henri Mondor sont anonymisées et ont fait I'objet de déclaration a la CNIL.
Ces données sont extraites de ces bases puis anonymisées. Une lettre d’information a été
délivrée aux familles (annexe 2), qui ont donné leur consentement écrit pour I'étude génétique

et une non-opposition a 'étude.
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Ill. Résultats

[11.1. Description de la population

111.1.1. Caractéristiques générales

Figure 5. Définition de la cohorte de I’étude.

217 patients pédiatriques éligibles
suivis au CC depuis 2007

21 enfants
perdus de vue (sans nouvelles |«
depuis au moins 3 ans)

11 enfants
agés de moins d'un an

190 patients inclus, dont :

- 6 enfants décédés

- 15 patients suivi adulte

- 8 enfants suivi externe au
CHM (Réunion, métropole)

Notre cohorte est composée de 190 patients drépanocytaires (figure 5), dont la
moyenne d’age est 10,14 ans (de 1,6 a 23,4 ans), la médiane 9,5 ans, et le sex ratio 0,92

(M/F). Dix-pour-cent ont été perdus de vue en 10 ans.

[11.1.2. Description phénotypique et prise en charge

Le tableau 2 décrit la population de notre étude.
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Tableau 2. Description biologique, radiologique, clinique de la population pédiatrique
drépanocytaire mahoraise.

[N Moy (+ ET) Med[min-max] %
Résultats biologiques et
radiologiques
Hémaoglobine (g/dL) 189 8,0 (x0,1) 7,8[6,0-13,8]
Hématocrite (%) 189 25,1 (%0,3) 24,4[18,1-43,2]
VGM (fl) 188 76,2 (+0,8) 77[51-105]
CCMH (g/dL) 189 32,3 (x0,1) 32,4[26,4-36,0]
Hémoglobine feetale (% d’Hb total) 189 12,7 (x0,6) 11,6[0-42,4]
Hémoglobine S (% d’Hb total) 185 82,7 (x0,9) 85,5[8,0-97,0]
Réticulocytes (G/L) 189  251,3 (x7,7) 238,0[43,0-623,0]
Leucocytes (G/L) 189 12,4 (+0,3) 12,0[3,6-28,9]
LDH (U/L) 177  584,6 (x42,1) 202[501-7343]
Bilirubine totale (umol/L) 188 40,0 (x2,2) 33[4,0-263]
ASAT (U/L) 187 45,4 (x1,1) 45[11-96]
Ferritine (ng/mL) 179  384,8 (¥70,0) 130[15-7117]
RAI positive 185 7,0
DTC 154
Normal (<1,7 m/s) 83
Limite 8,4
Pathologique (>2 m/s) 8,4
Splénomégalie 177 6,2
Complications
CVO 184
Non 15,8
la2paran 61,4
3 ou plus par an 22,8
1¢ CVO avant 1 an 141 29,1
Infection 181 48,6
Ostéonécrose 148 6,1
Pathologie lithiasique 169 20,1
Séquestration splénique aigué 178 14
Syndrome thoracique aigu 183 19,1
STA 177
Non 79,7
1lpar an 16,3
2 ou plus par an 4
AVC 170
Non 84,7
DTC/IRM pathologique 13,5
AVC 1,8
Déces 190 3,2
Age au déces (mois) 4 72,9 (£39,1) 52,7[6,8-179,5]
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Prise en charge et suivi

Dépistage néonatal 171 55
Durée du suivi (mois) 172 81,9 (#4,4) 71,8[3,8-242,1]
Age de début de l'antibioprophylaxie | 175 30,8 (¥3,5) 7[0,8-201,8]
(maois)
Vaccination anti-pneumococcique 176 62,5
Hydroxycarbamide 187 16
HbF des patients sous HU avant HU 29 6,1 (+0,1) 5,7[0,4-14,9]
HbF sous HU 28 10,5 (£1,2) 10,1[1,4-25,9]
Posologie HU(mkj) 29 19,2 (£1,0) 18[10-30]
Traitement chélateur du fer 185 59
Splénectomie 185 59
Hospitalisation/an 186
Aucune 18,8
la2 72,6
3 ou plus 7
Fréquence des DTC 170
Annuel 56,5
Trimestriel 9,4
Moins qu’annuel 21,8
Jamais 12,4
Nombre de transfusions 188
Jamais 27,1
Occasionnelles 61,2
Programme transfusionnel 11,7
Taux d’incidence transfusionnelle | 187 3,55 (x0,59) 1,1[0-62,8]
(/1000patient.an)
Catégorie théorique de suivi du CC 167
A
B 10,2
C 30,5
D 32,9
26,3
Catégorie évaluée lors du suivi 162
A 9,9
B 34,6
C 15,4
D 40,1

L'analyse des catégories évaluées et théoriques montre de maniere significative (p
0,00) que les enfants sont classés un peu plus séverement en pratique, et ont donc un suivi

plus rapproché.
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[11.1.3. Description génotypique

La distribution génotypique de nos patients drépanocytaires est présentée dans le

tableau 3.
Tableau 3. Distribution génotypique de notre population.
N % ou fréquence allélique
Variant drépanocytaire 163
SS 72,4
Sp° 16
Sp* 11,7
Haplotype béta 148
Benin/bénin 2,7
Bénin/bantou 23
Bénin/Sénégal 0,7
Cameroun/bantou 54
Cameroun/Sénégal 0,7
Bantou/bantou 64,9
Bantou/Sénégal 2,7
Haplotypes béta majoritaires
Homo ou hétérozygotie bantou 95,9
Homo ou hétérozygotie bénin 26,4
Alpha-thalassémie (au moins une mutation) 161 59,6
SNP
Xmnl ours7842144 154 0,07
BCL11A rs4671393 71 0,37
BCL11A rs11886868 75 0,43
BCL11A rs10189857 153 0,53
BCL11A rs1427407 134 0,15
HMIP rs28384513 72 0,67
HMIP rs4895441 72 0,12
HMIP rs9399137 158 0,07
HMIP rs66650371 142 0,31
G6PD (déficit et porteur) 147 22,4
G6PD A- 147 19,8
G6PD B- 142 2,1
G6PD betica 142 1,4
Gilbert 160 15
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[11.1.3.1. Syndrome drépanocytaire

Les caractéristiques significatives des patients en fonction de leur syndrome
drépanocytaire sont détaillées dans le tableau en annexe 4.

Les patients drépanocytaires SS de notre cohorte ont une hémoglobine et un taux
d’hématocrite moyens significativement inférieurs a ceux des patients SBO, puis Sp+. Les
réticulocytes, les leucocytes, le VGM et la CCMH des enfants SS sont significativement
supérieurs a ceux des enfants SB-thalassémiques.

Au niveau clinique, le variant drépanocytaire SS est associé de fagon significative a
des STA, des infections, des lithiases biliaires, des hospitalisations et des transfusions plus
fréquentes.

Les enfants SS ont un suivi plus rapproché, évalué par la catégorisation du CC.

[11.1.3.2. Haplotypes béta

Les deux haplotypes majoritaires, Bénin et Bantou, sont étudiés. Les résultats
significatifs sont décrits dans le tableau en annexe 5.

Nos patients Bantou/Bantou ont un hématocrite significativement plus bas, un VGM et
une CCMH plus élevés. lIs sont plus souvent hospitalisés et plus souvent transfusés. Dans
notre cohorte, ces patients ne portent pas le SNP Xmnl1.

Le port d’au moins un alléle Bantou concerne la quasi-totalité de notre population. II

est associé a une HbF plus élevée, une CCMH plus faible et un suivi plus court.

Concernant I'haplotype Bénin, il est associé a un plus jeune age, a un hématocrite et

une HbF élevés ; une hémoglobine S et un VGM abaissés. Les patients qui ont au moins un

allele Bénin ont bénéficié de plus de dépistage néonatal, et sont moins hospitalisés.
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L’homozygotie Bénin est rare dans notre population : 4 patients. Elle est associée a
une HbF basse et une CCMH élevée. Elle est aussi significativement corrélée a des doppler-
transcraniens pathologiques, a une durée de suivi au CC plus longue, et & un traitement

chélateur du fer.

[11.1.3.3. Mutation alpha-thalassémique

Nos patients drépanocytaires porteurs d’au moins une mutation alpha-thalassémique
ont une hémoglobine et un hématocrite significativement plus élevés. lls présentent un taux
de réticulocytes moins important et un VGM plus faible. L’absence de cette mutation est
significativement associée a la vasculopathie cérébrale et a des transfusions érythrocytaires

plus fréguentes. Ces résultats sont présentés dans le tableau en annexe 6.

111.1.3.4. SNP

La description des caractéristiques associées significativement aux SNP étudiés est
détaillée dans le tableau en annexe 7.

La présence de Xmnl dans notre cohorte est associée de fagon significative au sexe
masculin, a une hémoglobine et un hématocrite plus élevés, des leucocytes abaissés, et un
ratio splénique supérieur.

Porter un ou deux alleles rs4671393 favorables est associé significativement & une
hémoglobine, un hématocrite et un taux d’HbF sous HU plus élevés, ainsi qu'a une HbS

abaissée.
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Les patients qui ont au moins un alléle rs11886868 favorable ont une hémoglobine, un
hématocrite et un taux d’'HbF sous HU significativement plus élevés ; et ils sont plus
fréguemment hospitalisés.

L’allele favorable de rs10189857 est significativement associé dans notre population a
une hémoglobine et un hématocrite plus faibles, et des leucocytes plus élevés.

Les enfants qui ont au moins un alléle rs1427407 favorable ont une HbF
significativement plus élevée.

Les patients porteurs de lallele rs28384513 favorable ont plus freqquemment été
diagnostiqués au test de dépistage néonatal.

L’allele favorable rs4895441 est significativement associé, dans notre population, a une
HbF et une HbF sous HU plus élevées.

Les enfants qui ont au moins un alléle rs9399137 favorable ont une HbF plus élevée
de fagon significative.

L’absence de délétion TAC au niveau du SNP rs66650371 est significativement

associée a une mortalité plus élevée.

[11.1.3.5. Déficit en G6PD

Les patients porteurs d’au moins une mutation G6PD ont un VGM plus important (p
0,05), sont plus sujets aux infections (p 0,045). Au niveau de leur prise en charge, ils ont des
doppler-transcréaniens plus fréquents (p 0,026), sont plus traités par chélateur du fer (p 0,001)

et transfusés (p 0,045).
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111.1.3.6. Maladie de Gilbert

La recherche d’association biologique, radiologique ou clinique a la maladie de Gilbert

dans notre population ne retrouve pas de résultat significatif.

l11.2. Identification des sous-phénotypes

Nos méthodes d’analyse ne permettent pas de distinguer clairement notre variable
expliquée, le sous-phénotype drépanocytaire, en tenant compte de toutes les données

biologigues dont nous disposons.

Selon notre hypothése de travail, le taux d’HbF pourrait nous orienter vers un sous-
phénotype de la maladie. Nous avons donc recherché une valeur d’HbF permettant de
déterminer ces deux sous-phénotypes. Nous avons réalisé une courbe ROC de I'HbF (AUC
non significative) dont le meilleur rapport Se/(1-Sp) retrouve une valeur d’'HbF a 10%, qui
permet de distinguer deux groupes de 101 et 88 patients. L’analyse de survie sans survenue
de vasculopathie cérébrale retrouve une différence significative (p 0,05) entre les deux
groupes. Le groupe de patients avec une HbF > 10 % présente un risque significatif de
survenue précoce d’'une vasculopathie cérébrale, principale complication du sous-phénotype
hémolytique. Le surrisque de vasculopathie cérébrale en fonction de 'HbF est présenté sur la

figure 5.
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Figure 5. Survie sans vasculopathie cérébrale en mois
en fonction du taux d’HbF (p 0,05)
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111.3. Description des deux sous-groupes

Le tableau 4 décrit les caractéristiques différenciant significativement les deux groupes
d’enfant. Le groupe HbF > 10 %, associé au risque de survenue de la vasculopathie cérébrale,
est supposé présenter des symptdmes hémolytiques, au contraire du groupe au taux d’HbF

bas, qui serait associé a des complications vaso-occlusives.
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Tableau 4. Description des groupes HbF < 10% et HbF > 10% :

différences significatives.

HbF > 10% HbF < 10%
(hémolytique) (vaso-occlusif)
(n=101) (n=87)
moy (£ET) ou med[min-max] ou n(%) OR [IC95%)] p
Age 8,6 (0,5) 12,1 (+0,6) <0,001
HbS 79,0 (+1,3) 87,1 (x1,1) <0,001
Bilirubine (umol/L) 35,0 (+25,43) 45,7 (+3,8) 0,017
RAI 3 (3%) 10 (11,9%) 0,22 [0,06-0,89] 0,022
Ratio splénique 0,55 (0,38) 0,43 (x0,04) 0,029
Ostéonécrose 1(1,3%) 8 (11,1%) 0,11 [0,01-0,89] 0,016
Dépistage néonatal 60 (62,5%) 33 (44,6%) 2,1[1,12-3,84] 0,029
Traitement par 11 (11%) 19 (22,1%) 0,44 [0,19-0,98] 0,047
hydroxyurée
Hospitalisation/an 0,014
Jamais 21 (21%) 14 (16,5%)
la2 77 (77%) 60 (70,6%)
3 ou plus 2 (2%) 11 (12,9%)
Taux dincidence 0,8[0-44,9] 1,9[0-62,8] 0,014

transfusionnelle

Les CVO sont moins fréquentes dans le groupe associé a la vasculopathie cérébrale,

sans atteindre la limite de significativité (p 0,09).

l11.4. Corrélation génotype-phénotype

Le tableau 5 représente les génotypes associés aux deux groupes représentatifs des

sous-phénotypes hémolytique et vaso-occlusif dans notre population.
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Tableau 5. Association génotypique aux groupes HbF > 10% et HbF < 10%
HboF > 10%: HbF < 10%:

hémolytique vaso-occlusif
(n=101) (n=87)
n (%) OR [IC95%)] p
Variant drépanocytaire 0,187
SS 58 (68,2) 60 (76,9)
Sbeta® 18 (21,2) 8 (10,3)
Sbeta* 9 (10,6) 10 (12,8)
Haplotypes
Bantou/- 79 (97,5) 62 (93,9) 0,41
Bantou/bantou 48 (59,3) 47 (71,2) 0,17
Bénin/- 27 (69,2) 12 (18,2) 2,25[1,03-4,9] 0,041
Bénin/bénin 1(1,2) 3(4,5) 0,33
Alpha-thalassémie 53 (60,2) 42 (58,3) 0,87
SNP
Xmnl ou rs7842144 6 (7,2) 4 (5,7) 0,76
BCL11A rs4671393 20 (19,8) 7(8) 3,13 [1,1-8,89] 0,047
BCL11A rs11886868 28 (63,6) 9 (29) 4,28 [1,6-11,5] 0,005
BCL11A rs10189857 64 (79) 55 (77,5) 0,85
BCL11A rs1427407 28 (41,8) 10 (15,2) 4 [1,75-9,22] 0,001
HMIP rs28384513 30 (73,2) 23 (74,2) 1
HMIP rs4895441 7(17,1) 2 (6,5) 0,28
HMIP rs9399137 12 (14,3) 2(2,7) 5,92 [1,28-27,4] 0,012
HMIP rs66650371 31 (41,3) 22 (33,3) 0,39
G6PD
Déficit 5 (6,4) 7 (10,3) 0,024
Porteur 4 (5,1) 12 (17,6)
Gilbert 12 (14) 11 (15,1) 1

Pour I'alpha-thalassémie, les résultats prennent en compte la présence d’au moins une mutation ; pour
les SNP : au moins un alléle favorable.

Les patients du groupe HbF > 10% Bantou homozygotes sont moins hospitalisés (p
0,002), moins transfusés (p 0,025), font moins de CVO/an (p 0,039), mais présentent plus de
vasculopathie cérébrale (p 0,023). Les patients du groupe HbF < 10% Bantou homozygotes
font moins de lithiase (p 0,021).

Les patients des deux groupes, lorsqu’ils portent un ou deux haplotypes Bénin, sont
moins hospitalisés (p 0,002), font moins de CVO par an (p 0,039) et leur 1¢ CVO est moins

précoce (p 0,03). Les patients qui ne portent pas d’allele Bénin sont plus transfusés (p 0,018).

La mutation alpha-thalassémique entraine une augmentation du taux d’hémoglobine

chez les patients du groupe a risque de vasculopathie (p 0,023), et une augmentation du taux
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de leucocytes (p 0,001). Les enfants de ce groupe porteurs d’'une mutation alpha sont moins
souvent hospitalisés (p 0,004) OR 0,128 [0,03-0,6] et ont moins de lithiases biliaires (p 0,041).
Les enfants du groupe HbF < 10% qui portent une mutation alpha recoivent moins de

transfusion (p 0,048).

Tableau 6. Déséquilibres de liaison entre SNP
en fonction du nombre d’échantillons étudiés.

Locus SNP N Concordance (p)

BCL11A | rs11886868 -  rs1427407 54 <0,001
rs1427407 -  rs4671393 51 <0,001

HMIP rs9399137 -  rs4895441 72 <0,001
rs66650371 -  rs9399137 141 <0,001

l11.5. Interactions génotypiques

L’analyse multivariée ne retrouve pas de marqueur génotypique indépendant au seuil
de 0,05. Certains SNP sont cependant a la limite de la significativité : BCL11A rs1427407 (p
0,051) et BCL11A rs11886868 (p 0,06). BCL11A rs4671393 (p 0,2) et HMIP rs9399137 (p

0,24) ne sont pas associés de maniére indépendante aux groupes phénotypiques.
Un test du chi-2 de concordance trouve des associations préférentielles entre certains

SNP (tableau 6). Le déséquilibre de liaison entre BCL11A rs66650371 et rs9399137 est

fortement significatif sur un effectif important.
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V. Discussion

I\VV.1. Caractéristiques de notre population

IV.1.1. Phénotype clinique et biologique

Notre cohorte se compose de 190 patients, dans un département ou l'incidence de la
drépanocytose est de 1/634, et la prévalence du trait drépanocytaire de 4,5% (3,52).

Les patients ont une anémie normochrome normocytaire, et des signes directs et
indirects d’hémolyse : LDH, bilirubinémie, ASAT et leucocytes élevés. L’'HbF moyenne est
élevée, elle varie de 2 a 20% chez I'enfant drépanocytaire SS (55). L’hyperferritinémie reflete
la surcharge en fer post-transfusionnelle et I'inflammation, les données n’étant pas recueillies
a distance d’épisode aigu ou de prise en charge transfusionnelle. Sept pour cent des patients
ont des RAI positives, résultat comparable a celui de la cohorte drépanocytaire de 175 enfants
de I'hépital parisien Necker (56). Chez les patients adultes, ce taux peut atteindre 20 a 50%
(57). Ce nombre élevé d’allo-immunisation est expliqué par la fréquence des transfusions, la
différence antigénique entre la population de donneurs et de receveurs, et par un état pro-
inflammatoire majorant le risque de forte réponse immune.

Les CVO et les infections sont les complications les plus fréquentes dans notre cohorte,
et chez les enfants drépanocytaires en général. Comparés a une étude londonienne portant
sur 217 enfants, les patients mahorais sont plus sujets aux infections surtout, et aux STA, et
autant aux CVO, a I'ostéonécrose et aux séquestrations spléniques aigués (58).

La prévalence des AVC est de 1,8% dans notre population, et la prévalence globale de
la vasculopathie cérébrale de 15,3%. Sans traitement préventif, la cohorte américaine de la

Cooperative study of sickle cell disease (CSSD) constate 11% d’AVC avant 20 ans (59), mais
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la prise en charge transfusionnelle permet une réduction du risque a 1,8% avant 18 ans
comme le montre I'étude réalisée sur une cohorte de 217 patients de Créteil (60). Ce résultat
parait similaire ou légérement inférieur a celui de notre population. A noter, le dépistage
systématique de troubles rhéologiques par doppler transcranien n’a été mis en place qu’en
2008 a Mayotte (3). La prévalence globale de la vasculopathie parait plus faible dans notre
cohorte que dans celle de I'hépital de Créteil, qui objective un risque cumulé de 49,9% a 14
ans (60), ou que celle de Robert Debré : risque cumulé de macrovasculopathie cérébrale de
26% a 14 ans (61). Ce résultat est & nuancer : tous nos enfants n’ont pas bénéficié d’angio-
IRM cérébrale, et le doppler transcranien ne permet ni de détecter, ni de prédire le risque
d’infarctus silencieux. Il serait intéressant d’évaluer le retentissement neurocognitif, ainsi que
la prévalence des infarctus silencieux dans la cohorte mahoraise.

La mortalité dans notre population pédiatrique est élevée : 3,2%, comparée aux
cohortes parisienne (1,8%) et londonienne (2,1% a 20 ans) (56,58). La moitié de nos patients

décédés sont morts a domicile, ce qui révéle un retard de prise en charge.

IV.1.2. Prise en charge

Seize pour cent de nos patients regoivent de I'hydroxycarbamide, a une posologie
moyenne peu élevée, 11,7% sont ou ont été sous programme d’échange transfusionnel, et un
patient a recu une allogreffe de moelle suite a un AVC. Ces prises en charge sont similaires a
celles réalisées dans la cohorte londonienne de 252 enfants, suivie de 1983 & 2005, mais peu
intensives comparées a dautres: a Créteil, 25% des patients sont traités par
hydroxycarbamide, 50% ont bénéficié du programme transfusionnel et 12% sont greffés (60).
Le nombre d’enfants traités par hydroxycarbamide ou par transfusions intensives augmente a

Mayotte, notamment depuis la mise en place de I'érythraphérése en 2016.
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Notre population se caractérise par un suivi insuffisant : la durée du suivi au CC est de
6,8 ans pour une moyenne d’age de 10,14 ans, et dix-pour-cent des enfants ont été perdus de
vue en dix ans. Un peu plus de la moitié ont été diagnostiqués au dépistage néonatal,
I'antibioprophylaxie est débutée en moyenne a I'dage de 2 ans et demi (et en médiane a 7
mois), et seulement 62,5% ont une couverture vaccinale antipneumococcique compléte. Ces
résultats ne satisfont pas aux recommandations de 'HAS (36).

lls sont expliqués par plusieurs causes : les difficultés sociales d’'une grande partie de
la population mahoraise (annexe 1), qui nuisent a 'observance ; certains de ces enfants ne
sont pas nés a Mayotte et n’ont donc pas pu bénéficier d’'un diagnostic précoce ; et I'effectif
soignant restreint devant faire face a ces situations.

Cette difficulté de suivi constitue le principal biais de notre étude. Elle tend a s’améliorer
cependant. Par exemple, I'age d’initiation de I'antibioprophylaxie devient plus précoce : 6,1

mois en 2013, et 2,2 mois en 2016 (données du CC MRGRE Ol).

IV.1.3. Génotype

Nos patients sont majoritairement drépanocytaires SS : 72%. Comparés aux enfants
SB-thalassémiques, ils présentent des critéres plus marqués de sévérité de la maladie, dans
notre population comme dans la littérature (55). Cela s’explique par une concentration en HbS

plus élevée dans les érythrocytes (25).

L’haplotype majoritaire est Bantou, comptant pour 80% des alléles ; il refléte 'origine
d’Afrique de I'Est de la population mahoraise (19).

Par rapport a la précédente étude réalisée a Mayotte, les haplotypes semblent se

diversifier : 64,9% d’homozygotie Bantou en 2017, contre 88% en 2011. Les haplotypes Bénin,

Cameroun et Sénégal apparaissent ou deviennent plus fréquents depuis 6 ans. Ce résultat
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doit étre nuancé car les critéres d’inclusion n’étaient pas les mémes, la précédente étude

tenant uniguement compte des enfants ayant bénéficié du diagnostic néonatal.

Les SNP les plus fréquents dans notre population sont ceux situés sur le locus
BCL11A : fréquences alléligues de 15 a 54%. Ces polymorphismes sont retrouvés plus
fréequemment dans les populations africaines ou d’ascendance africaine que ceux situés dans
le promoteur d’HBG2 ou dans HMIP (62,63). BCL11A rs4671393 et rs11886868 sont plus
présents a Mayotte qu’en Tanzanie (GWAS portant sur 1213 patients drépanocytaires), alors
que rs1427407 est beaucoup moins fréquent (54). Rs1427407 est réputé étre plus fréquent
dans les populations africaines, et plus particuliérement d’Afrique de I'Est.

HMIP est moins fréquent dans la population africaine (64). HMIP rs28384513 est I'allele
le plus représenté dans la cohorte mahoraise.

Xmnl est rare chez nos patients, il est rencontré principalement dans les haplotypes
Sénégal et Arabo-Indien, absents en Afrique de I'Est.

Le tableau en annexe 8 présente les fréquences alléliques de SNP retrouvées dans
notre cohorte, et dans des populations d’Afrique de I'Est et de 'Ouest, d’Europe, d’Amérique
du Nord et du Sud et d’Asie. Ces données proviennent de différentes études et de la base de

données du National center for biotechnology information.

La mutation G6PD A- est la plus fréquente dans notre cohorte, comme dans les

populations africaines.

La mutation alpha-thalassémique est présente chez plus de la moitié de nos enfants.
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IVV.2. L'HbF est associée au risque
vasculaire cérébral

Nous avons déterminé nos deux groupes de patients a partir de leur taux d’HbF :
supérieur ou inférieur a 10%. Nous ne parvenons pas a identifier clairement les deux
sous-phénotypes que nous cherchions a distinguer, cependant, une tendance se
dégage. Une HbF élevée semble associée a un risque augmenté de survenue de
vasculopathie cérébrale, complication du sous-phénotype hémolytique de la maladie. La
splénomégalie est également symptomatique de 'hémolyse. Une HbF basse est au contraire
associée a des complications vaso-occlusives : CVO plus fréquentes, ostéonécrose et
traitement par hydroxycarbamide. Les enfants du groupe vaso-occlusif sont plus fréquemment
hospitalisés. Les motifs d’hospitalisation n'ont pas été recueillis, mais le nombre
d’hospitalisation est associé de facon significative au nombre de CVO (p < 0,00).

L’élévation de I'HbF diminue en effet les complications vaso-occlusives. Elle est
associée dans la littérature & moins de CVO, moins d’ostéonécrose, moins de STA et une plus
faible mortalité (4,20) .

Au contraire, le lien HbF-vasculopathie, résultat de notre étude, n’est pas établi dans
la littérature. Dans plusieurs études, notamment celles des cohortes pédiatriques
drépanocytaires du CHU parisien Robert Debré et de I'hopital d’Amsterdam, une HbF élevée
protége respectivement de la macrovasculopathie cérébrale et des hyperdensités de la
substance blanche (61,65). En 2012, MH. Steinberg et P. Sebastiani synthétisent les résultats
des études menées sur I'association entre HbF et phénotype clinique drépanocytaire. lls ne
trouvent pas ou peu de preuve d’un effet protecteur de 'HbF sur la vasculopathie cérébrale,
I'hypertension artérielle pulmonaire, le priapisme et la glomérulopathie (20).

Au niveau physiopathologique, I'effet bénéfique de 'HbF s’explique par sa capacité a
empécher la falciformation. Cependant, la distribution intra-érythrocytaire d’HbF étant
hétérogéne, 'hémolyse des globules rouges contenant peu d’HbF parait suffisante pour

provoquer la dysfonction endothéliale responsable du profil hémolytique. Les patients
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présentant un taux d’HbF élevé ont donc des symptomes vaso-occlusifs atténués, et
cet effet protecteur de I’HbF orienterait leur expression clinique vers un phénotype

hémolytique.

Les résultats biologiques ne confortent pas les tendances retrouvées. Les résultats de
la bilirubinémie et des RAI sont méme incohérents dans notre étude, plus élevés dans le
groupe HbF < 10%, représentant le profil vaso-occlusif. Ce dernier a également un taux
d’incidence transfusionnel plus élevé (1,9 vs 0,8 transfusions/1000patient.an). L’age moyen
des enfants dans le groupe a risque vasculaire est plus jeune, correspondant a une HbF plus

élevée. Dans la littérature, le risque d’AVC est plus élevé chez le jeune enfant (59).

Les difficultés rencontrées pour définir deux sous-phénotypes et les associer au taux
d’HbF ont plusieurs explications.

Les sous-phénotypes ne sont pas des entités clairement distinctes et n'ont pas de
définition validée.

lls sont aussi moins identifiables en pédiatrie, du fait d’'une fréquence plus faible des
complications. Cependant, une étude réalisée a Amsterdam portant sur 108 enfants
drépanocytaires associe la dysfonction endothéliale aux marqueurs biologiques d’hémolyse et
a la vasculopathie cérébrale, montrant I'expression précoce des sous-phénotypes (51).

Le taux d’HbF décroit progressivement durant les premiéres années de vie : il se
stabilise vers I'dge d’un an, mais peut dans certains cas rester élevé jusqu’a I'age de 5 ans
(66).

De plus, le méme taux d’HbF est associé a des formes plus ou moins sévéeres de la
maladie. En effet, le taux d’HbF mesuré en routine ne reflete pas précisément la répartition de
I'HbF dans les érythrocytes, qui joue un réle important. Il serait plus fiable d’étudier le rapport
HbF/cellules F ou le nombre de cellules F contenant une concentration d’HbF inhibitrice de

polymérisation de I'HbS (66).
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Il existe probablement d’autres facteurs inconnus influents sur le phénotype dont nous
ne tenons pas compte.

Enfin, la qualité du suivi dans notre cohorte n’est pas optimale. Seuls 55% de nos
patients ont été diagnostiqués lors du dépistage néonatal, or ce parametre influe sur le
pronostic de la maladie (37). Cependant, le suivi et le dépistage néonatal ne semble pas
modifier la sévérité de la drépanocytose : dans une cohorte pédiatrique lyonnaise de 122
enfants, ces parameétres n’influent pas sur le score de sévérité pédiatrique (21). Un dépistage
précoce permet de débuter I'éducation thérapeutique et de mieux protéger le nourrisson contre
les infections, mais ne semble pas influer sur le type de complication que présentera
ultérieurement I'enfant. Ainsi dans notre étude, le suivi et la prise en charge thérapeutique ne
sont pas associés au risque de vasculopathie cérébrale. D’apres la littérature sur ce sujet, ce
sont surtout les facteurs génétiques qui prédisposent a I'expression des sous-phénotypes

hémolytique ou vaso-occlusif.

IVV.3. Corrélation du génotype aux sous-phénotypes

IV.3.1. SNP associés a la vasculopathie cérébrale

Dans notre population, les alleles BCL11A rs1427407, HMIP rs4895441 et HMIP
rs9399137 sont significativement associés a une augmentation de I'HbF. Dans la littérature,
ces SNP sont en effet associés a 'HbF avec des corrélations fortes. BCL11A rs1427407 est

le SNP qui a la plus forte corrélation a 'HbF dans une GWAS réalisée en Tanzanie (54).

Les SNP BCL11A rs4671393, BCL11A rs11886868, et HMIP rs4895441 augmentent

I'induction de I'HbF par I'hydroxycarbamide. Cet effet est retrouvé dans plusieurs cohortes
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(Amérique du Nord, Brésil), ou BCL11A est le plus fortement associé a une augmentation de
I'HbF sous hydroxycarbamide, indépendamment de son effet sur 'HbF de base (4,67,68). Le

mécanisme d’action n’est pas expliqué.

L’association des SNP a I'HbF varie entre populations de différentes origines, ainsi
certains SNP n’ont aucun effet dans certaines populations. C’est le cas d’Xmn1 dans notre
cohorte, ce qui est peut-étre d0 a sa rareté. Une étude comparant deux cohortes d’origine
européenne et africaine observe des différences de fréquence allélique et de corrélation a
I'HbF (69). Une autre étude, réalisée au Cameroun, montre des fréquences alléliques
identiques entre une population camerounaise et la cohorte afro-américaine CSSCD, mais un
impact sur 'HbF moindre chez les africains (15). Ces résultats montrent l'intérét de rechercher
des SNP dans une population donnée en réalisant des GWAS, et de ne pas simplement
extrapoler les polymorphismes trouvés dans une autre population. Le continent africain

notamment pourrait bénéficier de plus de GWAS.

Les polymorphismes Xmn1, BCL11A rs4671393 et BCL11A rs11886868 sont associés
a une hémoglobine élevée. Ce résultat est retrouvé dans d’autres études africaines (15,54).
HMIP rs66650371 est corrélé a une diminution de la mortalité sur un effectif faible dans notre

cohorte, ce qui n’est pas rapporté a notre connaissance dans la littérature.

Le résultat le plus remarquable de notre étude est I'association de SNP aux groupes
phénotypiques que nous avons voulu déterminer.

BCL11A rs4671393, BCL11A rs11886868, BCL11A rs1427407 et HMIP rs9399137
sont corrélés au groupe HbF > 10%, qui présente un risque de survenue de
vasculopathie cérébrale plus élevé et serait orienté vers le sous-phénotype
hémolytique. BCL11A rs1427407 y est le plus fortement associé dans notre population, ce

qui correspond a sa forte corrélation a I'HbF retrouvée dans la GWAS tanzanienne (54). HMIP
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rs9399137 est, quant a lui, le polymorphisme d’HMIP le plus fortement associé au taux d’'HbF
dans les populations africaines (64).

L’analyse multivariée ne retrouve pas d’association indépendante de ces SNP aux
profils cliniques, BCL11A rs1427407 étant a la limite de la significativité. Il existe donc des
facteurs inconnus (interactions, facteurs intermédiaires, ou autres SNP en déséquilibre de
liaison) qui interviennent dans cette corrélation génotype-phénotype, et qu’il serait intéressant
de rechercher.

HMIP rs66650371 n’est associé ni a I'HbF, ni a un groupe phénotypique dans notre
cohorte. Cette délétion de 3 bases, en déséquilibre de liaison avec rs9399137 dans la
littérature comme dans notre étude, est située au niveau des sites de liaison de quatre facteurs
de transcription essentiels dans la différenciation érythroide. Elle inhibe I'expression de MYB,
et donc entraine a la fois une accélération de la différenciation (responsable d'une
augmentation du taux d’HbF), et une diminution de la prolifération érythrocytaire (qui pourrait
provoquer une diminution de '’hémoglobine) (4,18,64). Ces deux effets pourraient expliquer
'absence de corrélation au phénotype clinigue. Le SNP favorable rs66650371 est moins
fréquent dans les populations africaines et particulierement dans notre cohorte, ce qui peut
également expliquer I'absence de lien retrouvé.

Nous n’avons pas non plus retrouvé d’association phénotypique clinique pour le SNP

Xmnl, également peu fréquent dans notre population.

Cette association géno-phénotypique clinique dans la drépanocytose est intéressante
car peu décrite dans la littérature. En 2008, G. Lettre retrouvait un lien significatif entre
I'association de 5 SNP (BCL11A rs4671393, HMIP rs28384513, rs9399137 and rs4895441, et
Xmnl rs7482144) et la diminution des CVO dans la cohorte CSSCD (10). Ces SNP sont
également associés a un phénotype clinique moins sévere dans une autre pathologie de

I’'hémoglobine, la beta-thalassémie (70).
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Les résultats de G. Lettre et d'autres études montrent une corrélation géno-
phénotypique plus forte lorsqu’on associe plusieurs SNP (10,11). Il serait donc intéressant
d’étudier le lien entre ces ensembles de polymorphismes déterminés et les sous-phénotypes

de la drépanocytose.

En conclusion, notre étude retrouve une association entre certains SNP et le risque de
vasculopathie cérébrale ; ce lien dépend de la fréquence du polymorphisme, du taux de

corrélation selon la population, et pourrait étre amplifié par 'association de ces SNP.

IV.3.2. La mutation alpha-thalassémique oriente vers

un profil vaso-occlusif

La mutation alpha-thalassémique est associée a une diminution des paramétres
biologiques d’hémolyse (anémie, réticulocytes), et a moins de vasculopathie cérébrale. Dans
la littérature, elle est également associée a moins de complications vasculaires (24,25)

Cette mutation diminue les paramétres et les complications de I’hémolyse dans le
groupe a risque de vasculopathie. Elle protege donc des complications vasculaires, méme
chez les patients qui présentent un risque élevé.

Cela est d0 a la diminution de la concentration en HbS dans les érythrocytes, qui
entraine une diminution de 'hémolyse (21,22). L’augmentation de la viscosité sanguine qui en

résulte favorise les complications vaso-occlusives (25,27).
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IV.3.3. Autres facteurs génétiques influant

sur les sous-phénotypes

L’haplotype Bénin est retrouvé associé au phénotype vasculaire dans notre étude. |
correspond a des phénotypes plus séveres que d’autres haplotypes (Sénégal, Arabo-Indien),

mais n’est pas connu pour étre associé au risque de vasculopathie cérébrale.

L’haplotype Bantou est associé a une augmentation des hospitalisations et des
transfusions dans notre population. Il n’est pas lié directement & un groupe phénotypigue, mais
augmente le risque de vasculopathie cérébrale chez les patients du groupe HbF > 10%. Il est
probablement difficile de mettre en évidence un lien statistique du fait de sa fréquence trés
importante dans notre population. L’haplotype Bantou est associé classiguement a un
pronostic plus sévéere, et semble lié a une hémolyse plus importante dans une étude
comparant populations jamaiquaine et ougandaise, et dans une autre portant sur une cohorte

brésilienne (71,72).

La mutation G6PD n’est pas associée a des parametres biologiques d’hémolyse, mais
semble liée a des complications vasculaires : transfusions, traitement chélateur du fer et
doppler-transcraniens fréquents. Les filles porteuses de la mutation présentent également ce
risque. Ce lien n’est pas retrouvé au niveau des groupes phénotypiques.

Les études réalisées sur ce sujet obtiennent des résultats différents : le déficit en G6PD
oriente vers un phénotype hémolytique d’aprés certaines recherches frangaises (33,35), et
n’influe pas sur le phénotype d’aprés d’autres (30-32).

Notre étude recherche trois mutations, mais n’a pas recueilli 'expression moléculaire
et clinique du déficit en G6PD. Elle ne tient pas compte de la présence éventuelle d’autres
mutations, et de possibles inactivations chromosomiques par lyonisation. Il serait intéressant
d’approfondir notre résultat en précisant I'activité résiduelle enzymatique et les complications

cliniques présentées par les patients.
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IV.5. Limites et intéréts de notre étude

La détermination des sous-phénotypes a partir du taux d’'HbF ne donne pas le résultat

espéreé, bien que certaines tendances se dégagent.

Les difficultés rencontrées dans le suivi des patients pédiatriques mahorais engendrent
un mauvais contréle des facteurs pronostiques environnementaux. Ceci peut impacter certains
résultats de notre étude. Nous nous sommes cependant appuyés sur le fait que les facteurs
environnementaux ne paraissent pas influer sur le type d’expression de la maladie (21).

Le nombre de données manquantes, trop élevé pour certains parametres, demande a
approfondir et poursuivre cette étude.

Les SNP étudiés ne sont pas, pour certains, les plus fréquents ou les plus fortement
associés au taux d’'HbF dans une population africaine. Les GWAS et recherches de corrélation
génotype-phénotype doivent étre adaptées a différents types de population pour une meilleure

connaissance globale de la drépanocytose.

Nos résultats, a approfondir, pourraient permettre de prédire précocement (in utero ou
lors de la période néonatale) le type de complication que présentera I'enfant drépanocytaire,
et ainsi de prévoir le type de surveillance et de traitement a proposer au patient. lls pourraient

aider dans la décision de prise en charge lourde comme l'allogreffe de moelle.
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V. Conclusion

Notre étude a permis un état descriptif de la population pédiatrique mahoraise, rendant
compte de la nécessité de continuer a améliorer le suivi.

Dans notre cohorte, les SNP BCL11A rs4671393, BCL11A rs11886868, BCL11A
rs1427407 et HMIP rs9399137 sont associés au groupe d’enfant au taux d’HbF > 10% entre
2 et 10 ans, et qui semble présenter un risque élevé de survenue de vasculopathie cérébrale.
Ce lien n’est pas retrouvé de facon indépendante pour chaque SNP. Les haplotypes de la
béta-globine et les mutations alpha-thalassémiques influent également sur I'expression
clinique de la maladie. Bien que les sous-phénotypes soient difficiles a distinguer clairement
dans notre étude, un lien génotype-sous-phénotype se profile.

La drépanocytose, maladie résultant d’'une mutation unique, s’exprime sous l'influence
de multiples facteurs génétiques, dont il faut poursuivre I'étude afin d’en améliorer la prise en

charge.
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Annexe 1. Contexte sanitaire et social a Mayotte

Mayotte est un ensemble d’iles situé dans I'archipel des Comores, au milieu du canal
du Mozambique. Sa superficie est de 374 kilometres carrés.

Archipel des Comores.
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Mayotte est depuis 2012 un département francgais.

D’aprés les derniéres données de ['Institut national de la statistique et des études
économiques datant du dernier recensement en 2012, 212 600 personnes habitent & Mayotte.
Quarante pour cent de la population est étrangére. L’indice de fécondité est de 4,1 enfant par
femme. La moitié de la population amoins de 17 ans et demi, ce qui en fait le département
le plus jeune de France.

Parmi les habitants de plus de 15 ans, un sur trois n’a jamais été scolarisé ; sept
personnes sur dix n’ont aucun dipldbme, et moins d’un adulte sur trois dispose d’un emploi. Au
niveau des logements, les deux tiers des résidences principales a Mayotte ne sont pas
équipées en confort de base, c'est-a-dire quelles ne disposent ni d’eau courante, ni
d’électricité, ni de WC, douche ou bain.

L’offre de soins se compose d’un centre hospitalier situé a Mamoudzou, la préfecture
du département, et de treize dispensaires. D’apres le rapport statistique de 'ARS (ARS
Statiss), ils sont équipés de 0,8 lits pour 1000 habitants (2,1 en métropole). Les médecins sont
152 a exercer sur l'ile, soit une densité de 41 pour 100 000 habitants (156 en métropole). En
pédiatrie spécifiquement, la densité est de 10 pour 100 000 (rapportée aux enfants de moins
de 15 ans) a Mayotte, contre 64 en métropole.

Offre de soin a Mayotte en 2015. Référence ARS Statiss.
Les établissements sanitaires 8 Mayotte au 1°" janvier 2015

— Source : ARS 01
i) Réalisation : ARS 01 / DSP/
s Etudes et Statistiques




Annexe 2. Lettre d’'information aux familles

CHM

Flude de comelation pénot pe-phénotype deépanocy tare \
) 0012017

NOTE D'INFORMATION
MINEUR
Etude de corrélation génotype-phénotype
chez les patients pédiatriques drépanocytaires
Investigateurs - Dr Abdourahim CHAMOUINE, Dr Juliette LARMARAUD

Madame, Monsieur,

Votre médecin vous propose la participation de votre enfant 4 une étude. Cette lettre vous apportera les
informations nécessaires concemant les différents aspects de cette recherche,

Pourguoi cette recherche ?

La drépanocytose est la maladie génétique la plus répandue dans le monde. et en France. Elle peut s exprimer
de plusieurs fagons chez les enfants - des crises douloureuses, des infections, de I"anémic. Les atteintes sont
plus o moins sévéres selon les patients. La prise en charge et les traitements existant sont lourds ef
contraignants et ne permettent pas de faire disparaitre la maladic. 1ls sont les méme: pour tous les patients.

La recherche sur la drépanocytose essaye de comprendre les différentes formes de la maladic, et de trouver
des traitements adapiés.

Quel est I'objectif de cette recherche ?

L objectif de I'étude réalisée au Centre Hospitalier de Mayotte (CHM) est de comprendre pourquoi les
enfants expriment la maladie de fagon différente, et comment adapter le mieux possible le suivi ¢t le
traitement a chaque enfant selon la sévérité de sa maladic.

Comment va s dérouler cette recherche ?
Cette étude a débuté le 1/02/2016, ke recucil de données o duré jusqu’au 6/01/2017 et les analyses sont en

cours durant "année 2017, Cette recherche porte sur environ 200 enfants drépanocytaines suivis au centre
hospitalier de Mayoite,

Qui peut participer 7
Les enfants concemnés sont tous ceux qui sont suivis ou ont éé suivis au moims une fois les 2 anndes
précédentes et connus au CHM depuis 2006 et dgés de plus d'un an loes de I"étude.

d - ’ v

Les données cliniques et biologiques sont recucillics dans le dossier médical de I'enfant, Numéro déclaration
CNIL 2004054 du 26/11/2016, éablissement disposant d'un CIL. Les données sont complétées de maniére
prospective lors des consultations systématiques, en demandant les informations complémentaines aux parents
présents.

Chague enfant suivi au Centre a eu un prélévement pour une étude génétique sa maladie, avec le
consentement écrit de ses parents ainsi que 1"accord pour I"utilisation ultéricure & des fins de recherche, Ces
bilans sanguins sont envoyés & I"hdpital Henri Mondor de Créteil (ApHp) Colkection biologique. numéro
déclaration CNIL 813682 du 24 juillet 2002. Pour I'inclusion dans I'éude. la recherche de facteurs pénétiques
modifiant I'expression de la maladie est réalisée en sus du bilan habituel dans le méme échantillon de sang.
Cette collection est réalisée conformément 4 la réglementation et déclarée nuprés des instances,

Ces prélévements génétiques seront conservés a Iissue de la recherche pour une utilisation ultéricure 4 des
fins d"autres recherches, dont seront informés les parents, sauf opposition de leur part.

Quels sont les bénéfices attendus ?

lls ne sont pas individuels mais concerne en globalité les malades suivis au CHM. s permettent de
determiner des catégorics de patients plus a risque que d'autres et donc de proposer un traitement plus adapeé
i chaque patient, Par exemple, une forme sévére de la maludie pourrait étre prise en charge et surveillée de

Fape | sur 2



Annexe 2. Lettre d’information aux familles (suite)

(CHM

Etude de corrélution génoy pe-phémotype drépanocytaire
1207 )

fagon plus rapprochée et dés le plus jeune dge de I'enfant, avant méme que les complications apparaissent. De
méme nous espérons alléger le suivi des patients & faible risque, d’investigations inutiles.

els son i nts ?

Les prélévements génétiques doivent étre réalisés en méme temps que des bilans sanguins systématiques et ne
doivent pas présenter d'inconvénient pour I'enfant.

Quels sont ses droits ?
Toutes les explications nécessaires concernant cette recherche vous sont fournies. Si vous souhaitez en retirer

votre enfant & quelque moment que ce soit, et quel que soit le motif, il continuera & bénéficier du suivi
médical et cela n'affectera en rien sa surveillance future.

Dans le cadre de la recherche biomédicale & laquelle le Dr Abdourahim Chamouine et Dr Juliette Larmaraud
proposent dinclure le dossier médical de votre enfant. Un traitement informatique des données va étre mis en
ceuvre, apres anonymisation, pour permettre d’analyser les résultats de la recherche au regard de I"objectif de
cette derniére qui vous a été présenté. A cette fin, les données médicales le concernant, seront connues
uniquement des deux investigateurs.

Conformément aux dispositions de la loi relative a I'informatique, aux fichiers et aux libertés, vous disposez a
tout moment d'un droit d"accés et de rectification des données informatisées concernant votre enfant (loi n®
2004-801 du 6 aoit 2004 modifiant la loi n° 78-17 du 6 janvier 1978 relative & I'informatique, aux fichiers et
aux libertés). Vous disposez également d'un droit d’opposition a la transmission des données couvertes par le
secret professionnel susceptibles d’étre utilisées dans le cadre de cette recherche et d'&tre traitées. Vous
pouvez également accéder directement ou par I'intermédiaire du médecin de votre choix 4 I'ensemble des
données médicales de votre enfant en application des dispositions de Iarticle L.1111-7 du code de la santé
publique. Ces droits s"exercent auprés du médecin qui le suit dans le cadre de la recherche et qui connait son
identité,

Les données de votre enfant sont protégées par la Commission nationale de I'informatique et des libertés,
déclarées 2004054, et pour les prélévements génétiques 813682 (déclarés le 24/07/2002).

Aprés avoir lu cette note d'information. n’hésitez pas a nous poser toutes les questions que vous désirez :
Dr Abdourahim CHAMOUINE (centre Hospitalier de Mayotte). Dr Juliette LARMARAUD,

Remerciements.
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Annexe 3. Classification des enfants drépanocytaires au CH de

Mayotte selon la sévérité de I'expression de leur maladie, et
consignes de suivi

6. Classification des enfants drépanocytaires
selon la gravité

Catégorie

Critéres de
catégorisation

Calendrier
vaccinal

Suivi spécialisé

Suivi
intermédiaire

A B
Au moins 3 épisodes
de CVOlan
Nourrisson de Au moins 2 épisodes
moins de 9 mois de STA fan
Syndrome pieds main
Antécédent ' AVC
Anémie avec
Doppler trans- transfusion avant 'dge
crinien anormal de | an
Programme Hospitalisations
transfusionnel fréquentes ou

transfusions fréquentes

Anémie chronique
inférieure a 7 g/dl

Patients sous Hydrea®

Bilan annuel seul
Bilan annuel + bilan (sauf patients avec
semestriel et anémies profondes et
mensuel patients sous
Hydrea®)
Cf tableau
Idem
vaccinations
Mensuel Trimestriel
Médecin traitant Médecin traitant ou
ou dispensaire dispensaire

66

C

Antécédent de
séquestration
splénique

Syndrome
thoracique aigu

197 transfusion
précoce, avant I8
mois

Splénomégalie

Bilan annuel seul
(sauf séquestration
splénique)

Idem

Semestriel

Médecin traitant
ou dispensaire

Patients pauci-
Ssymptomatiques

Bilan annuel seul

Idem

Médecin traitant
ou dispensaire



Annexe 4. Comparaison des patients en fonction de leur

syndrome drépanocytaire (SS, SB0 et SB+)

SS (n=118) S B0 (n=26) S B+ (n=19)
moy (xET) ou n (%) p

Hb (g/dL) 7,84 (x0,1) 8,29 (x0,25) 8,8 (x0,1) 0,003
Hématocrite (%) 24,05 (+0,34) 27,02 (+0,69) 28,3 (+1,02) <0,001
VGM (fL) 80,29 (+0,9) 65,81 (+1,32) 69,26 (+2,25) <0,001
CCMH (g/dL) 32,72 (x0,13) 31,02 (+0,29) 31,66 (+0,34) <0,001
Réticulocytes (G/L) 268,1 (+9,82) 250 (+20,93) 179,1 (£19,01) 0,003
Leucocytes (G/L) 13,22 (£0,43) 10,6 (+0,73) 10,97 (£0,72) 0,007
Hospitalisation/an 0,003

Jamais 13(11,1) 8 (32) 7 (38,9)

Une a2 91 (77,8) 17 (68) 11 (61,1)

Plus de 3 13(11,1) 0 0
Transfusion érythrocytaire 0,001

Jamais 20 (17,1) 13 (52) 8 (42,1)

Occasionnelle 78 (66,7) 11 (44) 11 (57,9)

Programme 19 (16,2) 1(4) 0
Infection 61 (55) 8 (30,8) 6 (31,6) 0,026
STA 27 (23,9) 0 4(21,1) 0,009
Nombre de STA/an 0,041

Jamais 80 (74,1) 25 (100) 15 (78,9)

Un 22 (20,4) 0 3(15,8)

Deux ou plus 6 (5,5) 0 1(5,3)
Pathologie lithiasique 28 (26,4) 4 (18,2) 0 0,038
Catégorie du CC évaluée 0,024

A 11 (11,5) 1(4) 1(5,6)

B 39 (40,6) 8 (32) 3(16,7)

C 17 (17,7) 1(4) 2(11,1)

D 29 (30,2) 15 (60) 12 (66,6)




Annexe 5. Comparaison des patients en fonction de leurs haplotypes (Bantou et Bénin)

Bantou homozygote

Bantou hétérozygote

Bénin homozygote

Bénin hétérozygote

Bantou/bantou  Autres Bantou/- Autres Bénin/béni  Autres Bénin/- Autres
(n=96) (n=52) (n=142) (n=6) n (n=144) (n=39) (n=109)
(n=4)
moy (£ET) p moy (£ET) p moy (£ET) p moy (£ET) p
ou n (%) ou n (%) ou n (%) ou n (%)
Age(an) 7,98 11,23 0,002
(+0,82) (£0,55)
Hématocrite (%) 24,18 26,26 0,001 26,26 24,43 0,01
(+0,38) (£0,51) (+0,6) (£0,36)
VGM (fl) 81,27 67,78 <0,001 66,72 80,04 <0,001
1) (*1,23) (*1,42) (£0,97)
CCMH (g/dL) 32,75 31,43 <0,001 32,22 33,72 0,023 34,25 32,23 0,011
(£0,13) (£0,24) (£0,13) (£0,74) (%1,04) (£0,13)
HbF (%) 13,11 6,08 0,044 4,01 13,07 0,034 12 15,1 0,048
(x0,7) (*2,3) (x2,7) (£0,7) (£0,75) (*£1,52)
HbS (%) 85,9 79,67 0,001 78,68 85,48 0,001
(*1,1) (£1,36) (*1,62) (£0,98)
DTC 0,041
normal 1(33,3) 101 (83,4)
limite 0 10 (8,3)
pathol 2 (66,7) 10 (8,3)
Durée de suivi au CC 87,57 143,7 0,032 153 87,7 0,025
(mois) (£5,03) (£30,43) (£37,4) (£5)
Dépistage néonatal 29 (74,3) 8 (7,3) 0,001
OR4,1[1,7-
9,86]
Traitement 2 (50%) 9 (6,3) 0,028
chélateur du fer
Hospitalisation/an 0,012 0,002
aucune 9 (9,6) 13 (25,5) 12 (30,7) 10 (9,5)
1a2 75 (79,8) 37 (72,5) 27 (69,3) 85 (80)
3 ou plus 10 (10,6) 1(2) 0 11 (10,5)
Transfusion 0,046
aucune 18 (18,9) 19 (37,3)
occasionnelle 63 (66,4) 28 (54,9)
programme 14 (14,7) 4(7,8)




Annexe 6. Comparaison des patients en fonction de la présence
de mutation alpha-thalassémique

Mutation alpha Absence
(n=80) de mutation alpha
(n=52)
moy (xET) ou n (%) p
Hb (g/dL) 8,17 (x0,11) 7,68 (£0,15) 0,007
Hématocrite (%) 25,55 (+0,36) 23,81 (+0,49) 0,004
VGM (fL) 73,27 (x0,98) 81,75 (+1,45) <0,001
Réticulocytes (G/L) 239,57 (£9,95) 288,19 (£13,81) 0,004
DTC 0,017
normal 72 (90) 37 (71,2)
limite 3(3,7) 8 (15,4)
pathologique 5(6,3) 7 (13,4)
Ratio splénomégalie 0,54 (+0,03) 0,43 (+0,05) 0,057
Vasculopathie cérébrale 0,004
non 78 (91,8) 43 (72,9)
DTC/IRM pathologique 7(8,2) 13 (22)
AVC 0 3(5,1)
Transfusion 0,028
aucune 28 (29,4) 10 (15,6)
occasionnelle 60 (63,2) 42 (65,6)
programme 7(7,4) 12 (18,8)




Annexe 7. Description des patients en fonction des SNP portés

Xmnl BCL11A HMIP
1s7842144 rs4671393 rs11886868 rs10189857 rs1427407 rs28384513 rs4895441 rs9399137 rs66650371
ACT Délétion

T TCCC GG AG AA TT CT CcC GG AG AA GG TG TT AA CA CC AA GA GG T CcT cc ACT

Moyenne (ET) p Moyenne (ET) p Moyenne (ET) p Moyenne (ET) p Moyenne (ET) p Moyenne (ET) p Moyenne (ET) p Moyenne (ET) p Moyenne (ET)

ou n (%) ou n (%) ou n (%) oun (%) oun (%) ou n (%) ou n (%) ou n (%) oun (%)
sexe 2(25) 8 0,048

(11,5)

Hb (g/dL) 789 87 0,025 768 7.8 8,46 0,013 7,66 8,49 8,15 0,043 7,92 8,31 7,67 0,017

(0,09) (0,98) (0,24) (0,4) (0,24) (0,15) (0,35) (0,23) (0,18) (0,16) (0,14)
Hématocrite (%) 24,57 27,86 0,007 23,6 245 26,2 0,019 23,61 26,7 25,15 0,045 24,73 26,12 23,85 0,01

(3,7) (2,66) (0,48) (2,4) (0,85) (0,53) (1,15) (0,78) (0,62) (0,53) (0,48)
HbF (%) 10,6 16,97 13,1 <0,00 11,74 6,9(0) 20,19 0014 11,85 1548 21,86 0,002

(0,74) (9,48) 31 1 (0,93) (3,73) (0,67) (1,93) (3.3)
HbF sous HU (%) 765 14 11,04 0,018 6,87 12,2 11,33 0,001 8,43 13,79 - 0,008
0,8 (33 (1) (0,82) (0,96) (1,1) (0,67) (1,73)
HbS (%) 88,1 81,8 8041 0,013
(0,97) (4,4) (2,96)

Leucocytes (G/L) 12,87 9,86 0,037 10,67 12,37 136 0,016

(0,37) (0,84) (0,57) (0,5 (5,16)
Ratio SMG 047 07 0,032

0,35) (0,41)
Déces 0 (0%) 3 (5,7%)
Dépistage 8(12,5%) 39 (54%) 0,029
néonatal OR 4

[1,25-
12,8]
Hospitalisation/an 0,01
- aucune 2(54%) 7(194)

-laz
- plus de 3

35 (94,6%) 25 (69,5)

0

4(11,1)

Pour rappel : les alléles favorables pour chaque SNP sont : rs7842144 C, rs4671393 A, rs11886868 C, rs10189857 A, rs1427407 T, rs28384513 C, rs4895441 G, rs9399137 C, rs66650371 absence de délétion ACT.



Annexe 8. Fréguences alléliques des SNP étudiés comparées a d’autres

populations
Mayotte Afrique Afrique de Europe Amérique  Amérique  Asie

de [I'Est I'Ouest(2,6) (1,5,6,7,9) du Nord du Sud (2,4,9)

(1,7) (2) (2,3)
rs7842144 6% 1% 7,4% % 10-30% 11,3%

39% 75% 51% 40-54%

rs4671393 37 % 30% 28% 33% 21%

30% 27% 15,2% 27% 12,2 -25,4%
rs11886868 43% 26% 23,9% 29% 30,1% 7%

40% 26,5% 30,8% 54% 59%
rs10189857 54% 40%
rs1427407 15% 78% 24% 21 - 55%

40% 23,8% 15,1% 22,6% 12-25,6%
rs28384513 67% 19,5% 29%

24% 18,4% 35,6% 23,2% 24,4-28,3%
rs4895441 12% 5% 6,6% 29-30% 23% 22% 29%

7% 8% 27,3% 18,4% 10,4-26,5%
rs9399137 7% 1-2% 4 -8% 7-29% 3-20% <1% 23,8%

4,9% 4,2% 14,8% 10,5-24,4%
rs 66650371 37% 2% 5% 21,4% 31,5%

(1) Genetics of fetal hemoglobin in Tanzanian and British patients with sickle cell anemia, 1196 patients drépanocytaires, Makani, 2011.

(2) Genetic variants associated with fetal hemoglobin levels show the diverse ethnic origin in Colombian patients with sickle cell anemia, 100
patients drépanocytaires colombien, données du 1000 génome project consortium contenant une population chinoise Huan et une population
ameéricaine du Nord originaire d’Europe, CSSCD, Fong C., 2015.

(3) DNA polymorphisms at BCL11A, HBS1L-MYB and Xmn1-HBG?2 site loci associated with fetal hemoglobin levels in sickle cell anemia patients
from Northern Brazil, 167 drépanocytaires brésiliens, Cardoso, 2014.

(4) The association between four SNPs (rs7482144, rs4671393, rs28384513 and rs4895441) and fetal hemoglobin levels in Chinese Zhuang $-
thalassemia intermedia patients, 436 beta-thalassémie intermédiaires, Lai, 2017.

(5) A genetic score for the prediction of beta-thalassemia severity, 860 patients beta-thalassémiques européens, Danjou, 2015.

(6) Assaociation between Variants at BCL11A Erythroid-Specific Enhancer and Fetal Hemoglobin Levels among Sickle Cell Disease Patients in

@)
®)
9)

Cameroon: Implications for Future Therapeutic Interventions, 626 drépanocytaires camerounais, Pule 2015.

Genetic Variation on Chromosome 6 Influences F Cell Levels in Healthy Individuals of African Descent and HbF Levels in Sickle Cell Patients,
comparaison de 911 patients originaires de Jamaique, d’Afrique et d’'Europe, drépanocytaire ou sains, Creary,2009.

Genome Wide Association Study of Fetal Hemoglobin in Sickle Cell Anemia in Tanzania, 1213 drépanocytaires de Ttanzanie et 321 d'u
Royaume-Uni, Mtatiro, 2014.

A 3-bp deletion in the HBS1L-MYB intergenic region on chromosome 623 is associated with HbF expression, 1000 Genomes Project, Farrell,
2011.

(10) Base de données de SNP du National center for biotechnology information.
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Résumé

INTRODUCTION : La drépanocytose a une expression clinique trés variable, induite par des facteurs
génétiques et environnementaux. Le principal de ces facteurs, 'hémoglobine foetale (HbF), oriente
selon son taux vers un profil hémolytique ou vaso-occlusif. L’objectif de cette étude est d’identifier les
deux sous-phénotypes dans la cohorte pédiatrique mahoraise, de rechercher une corrélation du
génotype a ces sous-phénotypes, et de décrire cette population.

MATERIEL ET METHODES : Cent quatre-vingt-dix patients, de 1,6 a 23,4 ans, suivis au centre
hospitalier de Mayotte au sein du Centre de Compétence des Maladies Rares du Globule Rouge et de
I'Erythropoiése de I'Océan Indien, ont été inclus entre le 1¢" février 2016 et le 30 avril 2017. Les données
recueillies concernaient les caractéristiques biologiques, cliniques, thérapeutiques et génétiques
(haplotype de la béta-globine, SNP connus influents sur le taux d’HbF -Xmn1, BCL11A et HBS1L-MYB-
, alpha-thalassémie, déficit en G6PD et maladie de Gilbert).

RESULTATS : Dans notre cohorte, 55% des enfants sont diagnostiqués au dépistage néonatal, 62,5%
ont une couverture vaccinale antipneumococcique optimale, 87,6% ont eu au moins un doppler
transcranien, 16% sont sous hydroxycarbamide, 5,9% sous traitement chélateur du fer et 72,9% ont
recu au moins une transfusion. Le variant drépanocytaire majoritaire est SS (62,1%), puis SB0 (13,7%)
et SR+ (10,0%) ; résultats non disponibles 14,2%. La mortalité globale est de 3,2%.

Deux groupes de patients sont discriminés grace au taux d’HbF, en fonction du risque de survenue de
vasculopathie cérébrale (doppler transcrénien ou angio-IRM pathologique, ou antécédent d’AVC) (p
0,05). Le groupe HbF > 10% présente un sous-phénotype hémolytique : splénomégalie (p 0,029), moins
d’ostéonécrose (0,016), moins de traitement par hydroxycarbamide (p 0,047), moins d’hospitalisation
(p 0,014) et une tendance a faire moins de crises vaso-occlusives.

La mutation alpha-thalassémique (59,6%) est inversement associée a la vasculopathie cérébrale (p
0,004) et aux transfusions (p 0,028) ; elle protége du risque hémolytique : moins d’hospitalisation (p
0,004) et moins de lithiases biliaires (p 0,041). Quatre SNP sont associés au sous-phénotype
hémolytique (tableau).

SNP Allele p OR [IC95%)] Fréquence
favorable/défavorable allélique

BCL11A rs4671393 AIG 0,047 3,13[1,1-8,89] 37%
BCL11A rs11886868 C/T 0,005 4,28 [1,6-11,5] 43%
BCL11A rs1427407 TIG 0,001 4,02 [1,75-9,22] 15%
HMIP rs9399137 CIT 0,012 5,92 [1,28-27,4] 7%

Xmn1l rs7842144 T/IC 0,76 - 6%
BCL11A rs10189857 A/G 0,85 - 54%

HMIP rs28384513 C/IA 1 - 67%
HMIP rs66650371 Délétion/ACT 0,39 - 37%

CONCLUSION : La prise en charge des facteurs environnementaux est & améliorer dans notre
population. Les haplotypes de la béta-globine, certains SNP associés au taux d’HbF et la mutation
alpha-thalassémique orientent vers un profil hémolytique ou vaso-occlusif. Leur influence dans une
population donnée dépend de leur fréquence et du taux de corrélation a 'HbF des SNP. Ces facteurs
génétiques pourraient permettre de prédire précocement le type d’expression de la drépanocytose et
d’y adapter le suivi et le traitement.
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