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PERSONNEL DE LA FACULTE 

Doyen M. René NDOYE 

l '·r ,\ ssesseur M. Doudou BA 
2-:lll.' \ssesseur M. Papa Demba NDIAYE 

Ch·~:- des Services Administratifs M. Assane CISSE 

SECTION MEDECINE 

PROFESSEURS TITULAIRES 

I\t José Marie AFOUTOU Histologie-Embryologie 

M Mamadou BA Pédiatrie 

M Salif BADIANE Maladies Infectieuses 

M. Fallou CISSE Physiologie 

M. Fadel DIADHIOU Gynécologie-Obstétrique 

M Baye Assane DI AGNE Urologie 

M Samba Dl ALLO Hématologie 

*!\1 El Hadji Malick DIOP ORL 

Mme Thérèse MOREIRA DIOP Médecine Interne 1 

iv1 Sémou DIOUF Cardiologie 

M Mohamadou FALL Pédiatrie 

M Nicolas KUAKUVI Pédiatrie 

I\1 Bassirou NDIAYE Dermatologie 

ivt lbrahima Pierre NDIAYE Neurologie 

M Madoune Robert NDJAYE Ophtalmologie 

-------·---

* :\s·:;ocié 



~!\1 Mouhamadou M. NDJAYE Neurologie 
\1 Papa Demba NDIAYE Anatomie-Pathologique 
-f': l\ ~ 

! \,f Mamdou NDOYE Chirurgie Infantile 
M. René NDOYE Biophysique 
M. Abibou SAMB Bactériologie-Virologie 
§M AwaCOLL SECK Maladies Infectieuses 
M Seydina Issa Laye SEYE Orthopédie-Traumatologie 

\1 Dédéou SIMA GA Chirurgie Générale 

M Abdourahmane sow Médecine Préventive 
\1 Housseyn Dembel sow Pédiatrie 

M Moussa Lamine sow Anatomie Chirurgie 
*M Cheikh Tidiane TOURE Chirurgie Générale 
M. Papa TOURE Cancérologie 

M Alassane WADE Ophtalmologie 

MAITRES DE CONFERENCES AGREGES 

M Mamadou BA Urologie 

l\1 Sérigne BA Cardiologie 

rv1 Moussa BADIANE Radiologie 

M Seydou Boubakar BADIANE N euro-Chirurgie 

1\1 Mohamed Diawo BAH Gynécologie-Obstétrique 

oZ §1\l Ma:crou Diakhaté BALL Dermatologie 

M. MoussaFafa CISSE Bactériologie-Virologie 
M Abdarahmane DIA Anatomie-Chirurgie-Générale 
M Amadou Gallo DIOP Neurologie 

l\1 Babacar DIOP Psychiatrie 

M El Hadji Ibrahima DIOP Orthopédie-Traumatologie 
]\ 1 Raymond DIOUF ORL 

\1 Souvasin DIOUF Orthopédie-Traumatologie 

1\l Babacar FALL Chirurgie Générale 

M Ibrahima FAIL Chirurgie Infantile 

Mme MameAwa FAYE Maladies Infectieuses 

Mine Sylvie SECK GASSAMA Biophysique 

l\ i Oumar GAYE Parasitologie 

l\l Serigne Maguèye GUEYE Urologie 

·' \<;ocié 
~ [krachement 



M. Abdou Almamy HANE Pneumophtisiologie 
§ i\1 Salvy Léanclre MARTIN Pédiatrie 
M. Victorino MENDES Anatomie-Pathologique 
M. Jean Charles MOREAU Gynécologie-Obstétrique 
Mme MbayangNIANG NDIAYE Physiologie-Neurologie 
§M. Mohamed Fade! NDIAYE Gastro-Entérologie 
M. Mouhamadou NDIAYE Chirurgie-Thoracique 
M. Pape Amadou NDIAYE Ophtalmologie 
M. Youssoupha SAKHO Neuro-Chirurgie 
M. NiamaDIOP SALL Biochimie Médicale 
Mme Bineta KA SALL Anesthésie-Réanimation 
M. Mohamadou Guélaye SALL Pédiatrie 
M. Moustapha SARR Cardiologie 
M. Birama SECK Pédopsychiatrie 
M. Doudou THIAM Hématologie 
M. Meïssa TOURE Biochimie Médicale 

CI-IARGES D'ENSEIGNEMENT 

M. Claude MOREIRA Pédiatrie 

MAITRES ASSISTANTS 

M. El Hadj Amadou BA Ophtalmologie 
M. Boubacar CAMARA Pédiatrie 
M. F! Hadj Souleymane CAMARA Orthopédie-Traumalogie 
M. .fean Marie DANGOU Anatomie Pathologique 
*îvl. :vr ichel DEVELOUX Dermatologie 
* lVI \1assar Dl AGNE Neurologie 
M. llirahima Bara DIOP Cardiologie 
M. Bernard Marcel DIOP Maladies Infectieuses 
&M. Alassane DIOUF Gynécologie-Obstétrique 
M. Boucar DIOUF Médecine Interne I 
M. Sali ou DIOUF Pédiatrie 
M. Oumar FAYE Parasitologie 
M. Gisèle WOTO GA\~ Anatomie Pathologique 
Ivf. Abdoul KANE Cardiologie 
:M. /\bdoulaye NDIAYE Anatomie-Chirurgie-Orthopédie 
§1\1. /\dama Bandiougou NDIA YE Immunologie 

§ Disponibilité 



M. \bdou Almamy HAN!·· Pneumophtisiologie 

~M Salvy Léandre MARTIN Pédiatrie 

M Victorino MENDES Anatomie-Pathologique 

M. Jean Charles MOREAU Gynécologie-Obstétrique 

Mme Mbayand NIANG NDIAYE Physiologie-Neurologie 

§M. V!ohamed Fadel NDIAYE Gastro-Entérologie 

M. \1ouhamadou NDIAYE Chirurgie-Thoracique 

M Pape Amadou NDIAYE Ophtalmologie 

M Youssoupha SAKJIO Neuro-Chirurgie 

M. NiamaDIOP SALL Biochimie Médicale 

Mme BinetaKA SALL Anesthésie-Réanimation 

M. rvlohamadou Guélaye SAIX Pédiatrie 

M. Moustapha SARR Cardiologie 

M. Birama SECK Pédopsychiatrie 

M. Doudou THIAM Hématologie 

M. Meïssa TOURE Biochimie Médicale 

CHARGES D'ENSEIGNEMENT 

M. Claude MORE IRA Pédiatre 

MAITRES ASSISTANTS 

M El Hadji Amadou BA Ophtalmologie 

M Boubacar CAMARA Pédiatrie 

M. El Hadji Souleymane CAMARA Orthopédie-Traumatologie 

M .Jean Marie DANGOU Anatomie Pathologique 

*M Michel DEVELOUX Dermatologie 

*M Massar DIAGNE Neurologie 

M. Ibrahima Bara DIOP Cardiologie 

1\1. Bernard Marcel DIOP Maladies Infectieuses 

&l\1 Alassane DIOUF Gynécologie-Obsétrique 

M Boucar DIOUF Médecine Interne 1 

1\1. Sali ou DIOUF Pédiatrie 

M. Oumar FAYE Parasitologie 

Mmt: Gisèle WOTO GAYE Anatomie Pathologique 

M Abdoul KANE Cardiologie 

M Abdoulaye NDlAYE Anatomie-Chirurgie-Orthopédie 

§JVI Adama Bandiougou NDIAYE Immunologie 

·------------------ ----~-

* Associé 
§ [) i \flOnibiJité 



!VL;• Coura SEYE NDIAYE Ophtalmologie 
&:vi Issa NDIAYE ORL 
ivl El Hadji NIANG Radiologie 
l'v1 Doudou SARR Psychiatrie 
TV! Amadou Makhtar SECK Psychiatrie 
~./l Go ra SECK Physiologie 
rvr • Ahmed Iyane sow Bactériologie-Virologie 
I\'!! Hassanatou TOURE sow Biophysique 
M Cheickna SYLLA Urologie 
M Alé THIAM Neurologie 

ASSISTANTS DE FACULTE 
ASSISTANTS DES SERVICES UNIVERSITAIRES DES HOPITAUX 

!'vî Boubacar Samba DAl'JKOKO Médecine Préventive 
M Abdoulaye Séga DIA LLO Histologie Embryologie 
}\ j Y émou DIENG Parasitologie 
l\ 1 Di allo DIOP Bactériologie-Virologie 

l\l. Mamadou DIOP Anatomie Organogenèse 
I\1. Moctar DIOP Histologie Embryologie 

M. Sali ou DIOP Hématologie 
]\fr Marne Coumba GAYE SALL Médecine Légale 
r·vr; Khadissatou SECK FALL Hématologie 
1\1 Oumar FAYE Histologie Embryologie 
T\ l Lamine GUEYE Physiologie 
Iv! El Hadji Alioune LO Anatomie Organogénèse 

M Jsmaïla MBAYE Médecine Légale 
!vl Mamadou MBODJ Biophysique 
M Oumar NDOYE Biophysique 

M Abdoulaye SAMB Physiologie 

ivî Ndéné Gaston SARR Biochimie Médicale 
M:: AntaDIA TALL Médecine Préventive 

"A ,, Kamador TOURE Médecine Préventive 

M !ssa WONE Médecine Préventive 

-----------·----

* /\ .\ iJcié 

S'. · •, stage à l'extérieur 



CHEFS Dl~ CLINIQUES-ASSISTANTS 
DES SERVICES lJNIVERSITAIRES DES HOPITAUX 

Mn:•.' Marième GUEYE BA Gynecologie-Obstétrique 
&i\·î MomarCodé BA N euro-Chirurgie 
M Moussa BA Psychiatrie 
\1 Cheikh Ahmed Tidiane CISSE Gynecologie-Obstétrique 
:\'l 11 Mariama Safiétou KA CISSE Médecine Interne II 

\'1 /\ndré Vauvert DANSOKHO Orthopédie-Traumatologie 
~'Îl\ Elisabeth FELLSER DANSOKHO Maladies Infectieuses 
*M Ibrahima DIAGNE Pédiatrie 
M Djibril DI ALLO Gynécologie-Obstétrique 
M Saïdou DI ALLO Médecine Interne 1 

\'l Ahmadou DEM Cancérologie 
:.;,!«: MameThiemo DTr:<:NG Dermatologie J•\ 

\i Rudolph DIOP Stomatologie 
\L Sokhna BA DIOP Stomatologie 
fvl Mamadou Lamine DIOUF Médecine Interne 

Mn.c Elisabeth DIOUF Anesthésie-Réanimation 

M Edouard Marcel I. GUEYE N euro-Chirurgie 

tv1 Limamoulaye HANE Cardiologie 

*\'I Mamadou Mourtalla KA Médecine Interne 1 

\'. Assane KANE Dermatologie 
; . 

Abdoul Aziz KAS SE Cancérologie 

~1' Aminata DIACK MBAYE Pédiatrie 
~ ' tvt Mouhamadou MBENGUE Médecine Interne I 

1\1 Amadou Koura NDAO Neurologie 
l\·l A Ousmane NDIAYE Pédiatrie 
*~. ·. Cheikh Tidiane NDOUR Maladies Infectieuses 

M Alain Khassim NDOYE Urologie 

Melle Paule Aïda NDOYE Ophtalmologie 
*11: ·'" J\ 1 Abd ou NIANG Médecine Interne 1 

tvl Abdoulaye POUYE Médecine Interne 

\: Mamadou SANGARE Gynécologie-Obstétrique 

\:! '· Anne Aurore Sf\NKHALE Chiru rgie~Plastique 
' ' \ i '. ( Anna SARR Médecine Interne II 

\ ltl"11' Fatou SENE Neurologie 

lVi El Hassane SIDIBE Médecine Interne II 
*l\ l 
'" Masserigne SOUMARE Maladies Infectieuses 

------- -- -----· 
~. stage à l'extérieur 
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M. C ·harles Mouhamecl sow Orthopédie-Traumatologie 
M. Daouda SO\V Phychiatrie 
M. \fouhamadou Habib SY Orthopédie-Traumatologie 
M. :\bdourahmane TALL ORL 
M. Ciilbert TENDING ORL 
M. Silly TOURE Stomatologie 

ATTACHES CHES DE CLINIQUE 

M. ()umar BA Pneurn<)phtisiologie 
Mme 1 )ineta DIOP BADIANE Anesthésie-Réanimation 

M. '-)aïba CISSOKHO Pneumo phtisiologie 
Mrn Pauline DIOUSSE Derrna1 ologie 
M "v1or NDIAYE Pneumo phtisiologie 

ATTACHES-ASSISTANTS 

M. Néloum DJIMADOUN Histologie-Embryologie 

l\1. Jean Marc Ndiaga NDOYE Anatomie 
]\ 11 '';r Françoise NDOUR NGOM Hématologie 

\11 1 t >umou Kalsomc SY Biochimie Médicale 
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Doudou 

Emmanuel 

Babacar 

Issa 

Souleymane 

Oumar 

SECTION PHARMACIE 

PROFESSEURS TITULAIRES 

BA 

BAS SENE 

FAYE 

LO 

MBOUP 

NOIR 

Chimie Analytique et Toxiologie 

Pharmacognosie et Botanique 

Phannacologie et Pharmacodynamie 

Pharmacie Galénique 

Bactériologie-Virologie 

Parasitologie 

MAITRES DE CONFERENCES AGREGES 

Mamadou 

Cheikh S. Bouh 

Mounirou 

Balla Moussa 

Aïssatou GAYE 

Aminata SALL 

Alioune 

Pape Amadou 

Amadou 

Rita B. 
Matar 

Issa Bella 

Aynina 

Mounibé 

Thérèse 

Amadou Moctar 

Y érim Mbagnick 

Ahmédou Bamba K. 
Djibril 

Modou 

Tharcisse Nkyliiye 

Augustin 

:..:1e 

BADIANE Chimie Thérpeutique 

BOYE Bactériologie-Virologie 

CISS Toxicologie 

DAFFE Pharmacognosie 

DI ALLO Bactfaiologie-Virologie 

DI ALLO Physiologie Pharmaceutique 

DIEYE Immunologie 

DIOP Biochimie Pharmaceutique 

M,\ITRES ASSISTANTS 

DJ()lJF 

NONGONIERMA 

SECK 

ASSISTANTS 

BAH 

CISSE 

DIA RRA 

OIENG 

DIEYE 

DIOP 

FALL 
FALL 

LO 
MFlJRA 

NDIAYE 

Toxiocologie 

Pharmacognosie 

Pharmacie Chimique et Chimie 

Para~:iotologie 

Physique Pharmaceutique 

Physique Pharmaceutique 

Para:,itologie 

Pharmacologie et Pharmacodynamie 

Chimie Analytique 

Pharmacie Galémique 

Pharmacie Chimique et Chimie Organique 

Botanique 

Physique Pharmaceutique 

Physique Pharmaceutique 

-----· 



Maguette Dème NlANG Biochimie Pharmaceutique 
:\1:11. Philomène LOPEZ SAIL Biochimie Pharmaceutique 
Mill' Aïssatou GUEYE SANKHARE Toxicologie 
*i\fl Elimane Amadou SY Chimie Générale et Minérale 
!\i Oumar THIOUNE Phar;11acie Galénique 
~·~ Alassane WELE Chirrn•,~ Physique 

ATTACHES 

!\1 William DIA.TTA Botanique 
~\'J Antoine DH'.OHIOU Biochimie Pharmaceutique 

\! Ciré DJENG Pharmacologie Pharmacodynamie 

\'l Alioune Badarn DIOP Pharmacie Calénique 
:\ ~ Aly Coto NDIAYE Biochimie Pharmaceutique 

\: Mamadou SARR Biochimie Pharmaceutique 

rv1dk Edwige GO MIS Phamacognosie 
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SECTION CHIRURGIE DENTAIRE 

PROFESSEURS TITULAIRES 

lbrahima 

:idioro 

BA 

NDIAYE 

Pédodontie-Prvention 

Odontologie Préventive et Sociale 

MAITRE DE CONFERENCES AGREGES 

Boubacar DIAl.LO Chirurgie Buccale 
Pape Demba DIALLO Parodontologie 
Charlotte FATY NDIJ\ YE Chirur gic Buccale 

Malick SErvJBENE Parodontologie 

MAITRES-ASSISTANTS 

Fatou GAYE Dentisterie Opératoire 

Abdou Wahag KA'.'iE Dentisterie Opératoire 

·\bdoul Aziz YAM Pédodontie 

ASSISTANTS DE FACULTE 

Christiane JOHNSON 

Aïssatou T AMBA 

Khady DIOP 

Daouda 

Fallou 

\dam Awa Marie SECK 

Lambane 

Affissatou NDO YE 

Fatou 

l .ibasse 

\ 1lalick 

i)aulette M. AGBOTON 

1:dmond 

Maye Ndave NDOYE 

Paul Débé Amadou 

AG BO TON 

BA 

BA 

CISSE 

DIJ\f!NE 

DIJ\LLO 

DIENG 

DIOP 

DIOP 

DIOP 

MBAYE 

MI GAN 

NABHANE 

NGOM 

NIANG 

Prothèse Dentaire 

Pédod()ntie-Préventive 

Orthopédie Dento-Faciale 

Odon1 ulogie Préventive et Sociale 

Orthopédie Dento-Faciale 

Paraduntologie 

Prothèse Dentaire 

Dentisterie Opératoire 

Pédodontie-Préventive 

Prothese Dentaire 

Dentisterie Opératoire 

Prothèse Dentaire 

Prothèse Dentaire 

Parodontologie 

Chirurgie Buccale 

: 1 · . . :.,c1e 
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M Mohamed Talla 

Mn: Soukène DIA 

M Saïd Nour 

tvl Abou 

:M Henri Michel 

M Babacar 

~vi Malick 

' ' CheikhMouhamadou ; '· •' ~ 

:V El Hadji Babacar 
[1,> Mohamed 

~v'. '. Fatoumata DIOP 

M Babacar 

SECK 

TINE 

TOURE 

ATTACHES 

BA 

BENOIST 

FAYE 

FAYE 

LO 
MBODJ 

SARR 

THIAW 

TOURE 

Prothèse Dentaire 

Chirurgie Buccale 

Prothese Dentaire 

Chirurgie Buccale 

Parodontologie 

Odontologie Conservatrice Endodontie 

Odontologie Préventive et Sociale 

Odontologie Préventive et Sociale 

Prothèse Dentaire 

Odontologie Conservatrice Endodontie 

Odontologie Conservatrice Endodontie 

Odontologie Conservatrice Endodontie 



"Par délibération, la faculté a arrêté que les op1mons émises dans les 

cli~~;.' :tions qui lui sont présentées doivent être considérées comme 
prop à leurs auteurs et qu'elle n'entend leur donner aucune approbation 
rn }i ,!Jation". 
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Au '>rofesseur H. Mouray de l'Unfrersité François Rabelai:i. de Tours (France), 

ous avez éveillé en moi, une.forte curiosité scientifique ci l'amour du travail. Je ne 

·. turais trouver de mots adéquats pour vous exprimer tonie· ma reconnaissance, merci 

• 'Olfr tout. 

/Î ''!es Parents, 

: 
1
011r tous les sacr{fices consentis pour ma réussite, ce tnll'<til vous est entièrement 

'!1;l/;é. 

A !es Frères et Sœun, en partic11/icr au Docteur Diatta Dm•id, à François J>iatta, In 

. émoriam à Pascal Diatta et à .Jean Paul Diatta, 

, '-:evez ce travail en témoignage Je ma reconnaissance el Je mon profond 

ultachement. 

/l if es Oncles Birame Ndiaye, Manuulou Diatta, Alpha Ndiaye, Alexandre Bossy, à ma 

l'ante Marthe Diatta et Familles, à Feue Tante Fatou /)fritta, née Preira (en France), 

,} mon Oncle Jacques Diatta et à Pascal Manga, Pré.mlent du Conseil Régional de 

·' i "Uinchor ,., ' 
· 111r vos conseils, vos encouragements, votre soutien financier ô combien important 

' r )/(.\' avez toujours manifesté un intérêt particulier à la réussite de mes études. Ce 

1 mvail est le vôtre. 

A !on Epouse, à Mon Fils et à Nia Belle Famille, 

!aci pour votre iml4ectible soutien. Que Dieu préserve nos liens. 

A lare Faure, mu: Amis du Puy-En-Velay et de Tours, 

'ouvez ici l'expression de mon amitié et de ma profonde reconnaissance. 

Aux .f >octeurs Gérard Coly, Alfousseyni Gaye, à Monsieur Diatta Georges et famille, 

u témoignage de l'estime porté en mon endroit et de votre mutien, Trouvez ici 

rpression de notre sincère ami!,.; devenue fraternité. 

A )iaye Mamadou, à Thérèse Ou:1saye, à tous mes Cou:.iw~ et Cousines, 

:te ma :-,ympathie. 



/1 '!essieurs André Sonklw et à Robert Sagna respectivement Ministre de /'Education 

\ationale et ~Ministre de l'Agrirnlture et à Alpha Diallo, Directeur des Burses, 

i,, ne saurais trorn•er de phrase adéquate pour exprimer toute ma gratitude. Votre 

, 11e11tion et votre humanisme 1•011s valent re~pect cl admiration. f,'11 signe de 

. HJ1111aissance, recevez ce trm rn I, le vôtre eu égard votre sou lien. 

A 1 ous les !vlemhres de la Sympathique Equipe du Lahor,ffoire de Biochimie Médicale 

,• /'UC'AD et de l'HALD, 

me Chacun(e) trom·e ici /'ex;iression de ma recon1111issance et de 111011 pr~fond 

rruchement. 

Au , octeur Gaston Ndéné Sarr, 

and, avec tout le hien queje pi!nse de vous, je vous dédit' ce travail. 

11 J rulame Sali Philomène Lopèz, 

, :1 réponse à l'accueil ô comhien chaleureux que vous c! mire équipe du /,ahoratoire 

l'hôpital des enfants Albert Nover m'avez réservé, ce lr<il'ail vous est dédié. 

A /'oils c:eux qui de prè.'i ou de loin ont contribué à la réalüution de ce travail, 

· ne saurais ci Ier i·os noms désormais gravés pour t01~jo11rs dans mon cœur. 

'f"CÎ pour tout. 

Prêtez-moi Mon J>ieu, /'Indulgence et la Patience. 

Fuîtes de moi un lwmme modéré en tout mais im1t1tit1hle dans mon 

amour û l'endroit de la Science. 
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A NOS MA_JTRES ET JUGES 
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Notre .Maître et Présitln· ·.le jury, 

N/onsieur fr Professeur ,ii·mhima SECK, 

Honorahle .Maitre, 

Nous sommes profond1.:i.:, •1t ému par l'hom1e111 

accep1w11. m·eL la spontc ré qui vous caractèu·. 

jmy de nurre thèse. 

/lie vous nous .iililes en 

·'assurer la pré\1de11ce du 

Nous Ui'Otl\ r1 111jours ap1 1 : , /(;la qualité de votre•· eignement cararnrisé par 

la rigueur, /'honnêteté. /•; ·1nilité, le respect de i',' · :••1me et l'amour r/u travail 

hi en fait. 

Qu'il nous soit donm; · ·11 cet instant l'ocnr. de vous adresser nos 

remerciements et de votr\ •. ·;wigner notre re.\pec1 · , "dévouement. 

Notre .\.faÎtrc et Juge, 

Monsieur/,, J'rofesseur. L;régé Doudou THJA,lL 

La spontanl;ité avec laquelle vous avez accepté d',>r .. · membre du jwy de noire 

thèse nous honore sans nmn étonner. 

J~n effet, ln 1füpo11ibilill; ·(Ili ne s'embarrasse gt1tl';: de protocole, le souci du 

travail h1en fait, la n: •1,·11r sont quelques 1111 , Jes grandes qu,dités de 

l'e11seig11emcnt que vous e/('\. 

Veuillez tro111·cr ici l'expri'ssion de notre prf?fond 1: v1ect. 



Notre ;l/aÎ!n' et .luge, 

Monsieur le Professeur Agrégé Mei:<1sa TOURE. 

Cher 1\luiln:. 

l '011s 11u11s <Il'!'::- appris <Jtr 1111-delà d11 savoir, il _I' u le .\rn•oirfaire et le sm•oir

êfre Jans la t'lt' prrlessiwnh'lle. Ce sont là les dei, ;1i/1ersfondamen/a11x de la 

formation </lie i·011s nous m·e.:: léguée . 

. Merci pour Io/fi el lrmn·e::. 1c1 l'expression de noire 11hkj'ectib/e attache111e11/. 

Notre JHaÎtre 1'! .Juge, 

Monsieur le Prtde~·seur A;~n;gé Pape Amadou l>/01'. 

Avec foui le h1t•11 que pe11-., ; rf de vous les étudia111s r '// Fharmacie, i ·011 •. m·oir 

comme.111Ke es! /){)If/' nous nu grand honneur. 

Merci el .mye: assuré de Ili'' ·grande admira/ion 

Notre /vlaÎtre et J>irecteur d, · !ltèse, 

lvlonsieur le Pndes.\·eur Agt1 :;<; Niama Diop SALI . 

l 'olts n'm'l'::.. rie11 ménagé poiti 11011s initier, nous g11· /){)lfr la réalisal1011 de 

ce travail. J'otre hunuull'lll<. votre disponihilih 1 surtout i·otre souci 

permanent du fnn•ai/ bien .fut/ vous valent notre , ( t're reco1111ais.\·m1ce el 

110/re KfWllle m /1111 rai io11. 

,l\/ous VO/fS O.\Slflc 111s de JIO/f't · f;; uf(mJe gratitude. 



.\

10MMAIRJ'. 

.'RODUCT!ON ............... . 

r'MIÈRE PARTIJ:; ÉTunr: BIBLIOGRAPI!f(i' ! . .......•......... 

BIOCHIMIE DE l'HÉM<Y1 / OIJINE: APPROC!i/ .· :?JJCTUR1\LE LT 

FONCTIONNELLE 

/.]. 

/.2. 

Les hémoglobines· ··cmales de l'Homme. 

Les hémoglobines :'•,;tlwiogiques .......... . 

CONS!D!'.'R1L'!uNS GL'1\i ·. «U~S SUR LA DRÉF 

!!./. Epid1.11iologic... . ......................... . 

Il. 2. Physiopathologie... .. ......................... . 

II.3. 

ll.4. 

ll.5. 

!vfanifcstations clinirrrcs ........................ . 

Traitcml'llt ........... .......................... . 

Les [Jr:r.<pcctives d'1 1nc thérapeutique spécifi1;' 

RAPPELS SCN LA MEMfi'/,' VE: ASPECTS· S7i 

FONCT!ONNEl.S ...................................... . 

RAPPEL SUN L!1 PERO\ :DATION L!P!D!QL, 

··.icYTOSE .............. . 

,/('la drépanocyi~·sc .... 

''TV RAUX ET 

IV. J. Rodic:;r1x libres r::. ,/nés et mécanismes di ,,. 11!otio11 .................... . 

IV. 2. Pùox . .',1rion lipid:'. · t'i facteurs de protcuir•1:. 

IV. 3. Plzy.1ïr•.;i.:flzo!ogic, · : jJéroxydation lipidicî:t 

. XIIiME j>i\N 1 .'F ETU/ 

, 'f)E . ................. . 

. ~IATÉR! EL Li .\.1 (n-JODh 

C!1oi1· rf,•s sujets .. 11.1. 

f!.2. Rcc11ci! ,'f iraitcmc::· \' spà:imcns ......... . 

I!.2.!. 
f T ') ,.., 
l / . ,._, . ,._ . 

Prélè1·1 i 

Trait!:' 

... 
,,,;, ..................... . 

des éc!wnti!!on 1 

Pages 

.1 

'· 

; () 

1" 
1 ._ 

1: 

-., ' 
~"' 



1 

1-LECTROPHORÈ:'SE DE L'JJ/HOGLOBINE........................................ 40 

! 11.1. Hémolyse des g!o!J//i('.'> 1ouges............. .. . . . . . . . . .. .. . . .. . . .. . . .. . . . . . . . . . 40 

III. 2. Electrophorèse proprm •:nt dite................................................ 40 

III. 2. 1. Réactifs.... . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 40 

l II. 2. 2. Appareil/ogi'S et accessoires........... . . . . . .. . .. . . .. .. . .. . . .. .. . 41 

Ill.2.3. 

III.2.4. 

1\1ode opÙilfoire .................................................. . 

Electroplwrégrammes ................ . 

ETUDE DES LIPIDES DE LA MEMBRANE DU DR!~'PANOCYTE. ............ .. 

41 

42 

44 

l V.1. Dosage pondéral des p!inspholipides memhranair('S........................ 44 

1V.2. Extraction des lipides membranaires de glnh:1lc rouge...................... 44 

IV.2.1. 

IV.2.2. 

IV.2.3. 

1 a te ne et rcacti s.................... . . ......................... . 'v! ''/ , if: 

Mode opérotoire . .................... . 

Analyse des lipides par CLHP .................................. . 

IV.2.3.1. lnstrunzrntation ............... .. 

IV. 2. 3. 2. Sol van r s ......................... . 

IV.2.3.3. Standards ....................... . 

IV.2.3.4. Analyse proprement dite .... ............................. . 

IV.2.3.5. Résultats et commentaires ... . 

44 

45 

45 

46 

46 

46 

47 
48 

1·. ! VALUATION DE !A L!PIDOPI'.ROXYDATION ET Dl.S FACTEURS DE 

(' 

i'ROTECTION AU SEIN DT: l.1\ MEMBRANE ÉRYT!IHOCYTAIRE.. ......... 60 

1 '. 1. Dosage du malondialrkhwle .. .. .. .. . .. .. .. . .. . .. . . .. . . .. . .. .. .. . . . .. .. .. .. .. .. 60 

V.1.1. 

V. I. 2. 

V. J. 3. 

V. I. 4. 

V.1.5. 

Gé11éra!ités ........................................................ . 

l?éact((s ..... 

Préparation des réactifs ................ . 

1\pparei!lagc et accessoires ........... . 

Mode opémtnire .................................................. . 

60 

61 

61 

62 

62 

V.1.5.l. Préparatio11 de la gamme étalo11nagc ...................... 62 

V. 1.5.2. Procédure analytique......................................... 63 

. " 2 . Mesures des activités son et GPX de la memlmine Ju globule rouge ... 

~ .. 3. Ré.rn!:r.ts cx;)<'ri111ento1n 1·1 commentaires ................................... . 

V. 3 .1. Résultats g!' f;cwx des analytes : !Jh, \f f)A, SOD et GPX des 

11;c111bra11es àythrocytaires ...................................... . 

V.3.2. L' lz é Ill 0 p,f ()hi Il c t 0 t (/ l c ....... ' .. " .... ........... " ................ . 

V.3.3. !.c 111a!o11di<;!11';hvdc ........................ ..................... . 

V.3.4. Us octil'ith .·:oD et GPX ....................................... . 

:~ f,U SI ON G f:.'1\ 1 (R/\ LI?. ....................................... . 

) G RA PH l F .. .. ... 

63 

65 

65 

66 

66 

66 

69 





II est de plus en plus admis que la plupart des maladies sont d'origine 

nrnltifactorielle. Ainsi dans la drépanocytose, en plus de l'anomalie moléculaire 

présidant à la synthèse d'une hémoglobine anormale dite S, un certain nombre 

d'autres facteurs semblent se détenniner. Il s'agit entre autres des facteurs 

alimentaires, immunologiques et surtout membranaires. 

En effet , l 'hyperhémolyse observée dans cette maladie pourrait être liée à une 

désorganisation des phospholipides qui assurent l'essentiel de la stabilité des 

membranes biologiques en général, et de ceile de l'érythrocyte en particulier. La 

principale cause de désorganisation serait la peroxydation lipidique, secondaire 

essentiellement à l'action des radicaux libres oxygénés (RLO) [50]. 

La membrane cytoplasmique du globule rouge est la barrière qui enveloppe le 

cytosol et l'hémoglobine. II s'agit d'une structure complexe constituée pour 

1 'essentiel de lipides, de protéines et de glucides. Ces divers composants biochimiques 

assurent les fonctions de transfert de molécules, de signaux biologiques et les 

propriétés de plasticité membranaire. Leur intégrité à la fois structurale et 

fonctionnelle conditionne la survie du globule rouge. Cela explique l'intérêt de 

l'étude des lipides et de l'équilibre entre la Iipidoperoxydation et les facteurs 

prokctcurs de la membrane érythrocytaire au cours de la drépanocytose. 

Dans ce travail, nous nous proposons de mener une étude biochimique 

comportant deux volets expérimentaux ; le premier correspond à l'analyse par 

chromatographie liquide haute pression (CLHP) des lipides membranaires : 

phospholipides et cholestérol. La deuxième étape a pour thème : l'évaluation de la 

1 i pidoperoxydation et de son contrôle par les enzymes su peroxyde dismutase (SOD), 

glut;1thion peroxydase (GPX) au sein de la membrane du drépanocytc. 
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Lè c: 1Dix de ce sujet d'étude repose sur six critères fondamentaux : 

J. L1 drépanocytose par sa morbidité et le coût élevé de sa prise en charge médico

ociale constitue un réel problème de santé publique dans notre pays, 

2. le cholestérol et les phospholipides, support essentiel de l'intégrité membranaire, 

sont la cible privilégiée des attaques radicalaires [39], 

3. 1:t CLHP est l'une des méthodes d'analyses les plus sensibles en chimie 

organique, 

4. le malondialdéhyde (MDA) est le marqueur biochimique le plus utilisé pour 

:·:a!uer la peroxydation lipidique, 

5. " enzymes SOD et GPX constituent l'essentiel du capital antioxydant de la 

·.·mbrane del 'hématie, 

6. L1 physiopathologie de la crise drépanocytaire relève de multiples altérations, les 

unes portant sur le couple membrane / hémoglobine, les autres sur l'équilibre 

stress oxydatif /facteurs de régulation. 

En définitive, notre principal objectif est de rechercher, d'identifier et de 

nic>·<1rer d'éventuelles altérations biochimiques membranaires pouvant contribuer à 

mie.:\ élucider la pathogénie de la drépanocytose. 
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L BIOCHIMIE DE L'HEMO<;LOBINE 

FONCTIONNELLE 

APPROCHE STRUCTURALE ET 

LL . ISS HEMOGLOBINES NORMALES DE L'HOMME 

hémoglobine normale est une hétéroprotéine comportant un groupement 

pro:,tl1ctique fait de quatre noyaux héminiques et de quatre chaînes protéiques ou 

apop1 otéines. 

< 'haque noyau héminique est constitué d'une partie organique et d'un atome de fer. La 

f\\:' 1 1.~:ganique appelée protoprophyrine est formée de 4 noyaux pyrroles unis par des ponts 

m' il: v!es. L'atome de fer se lie aux quatre atomes d'azote au centre du noyau tétrapyrrole. 

Cet l '· ·,' 1 ucture protoporphyrinique est commune à toutes les hémoglobines. 

·.;èule la cupule protéique permet de décrire les différentes hémoglobines. Les quatre 

chai'rws constitutives de l'apoprotéine présentent une distribution variable en fonction de l'âge 

chez k sujet normal (Figure l ). 

Figure 1 : Développement des chaînes de l'hémoglnbine humaine. 
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L ,IOCHIMIE DE L'HEMOGLOBINE APPROCHE STRUCTURALE ET 

FONCTIONNELLE 

'' ' 

LES HEMOGLOBINES NORMALES DE L'HOMl\fE 

L'hémoglobine nonmtle est une hétéroprotéinc comportant un groupement 

i\1étique fait de quatre noyaux héminiques et de quatre chaînes protéiques ou 

z,; ~otéines. 

Chaque noyau héminiquc est constitué d'une pane organique et d'un atome 

. La partie organique appelée protoporphyrine est i ·rrnée de 4 noyaux pyrroles 

nr des ponts méthényles. L'atome de fer se lie ;1;:;.: quatre atomes d'az~te au 

· ·-~ du noyau tétrapyrrole. Cette structure protopor phyrinique est commune à 

· les hémoglobines. 

Seule la cupule protéique pcnnet de décrire les différentes hémoglobines. Les 

q:1::·re chaînes constitutives de l':ipoprotéine présentent une distribution variable en 

fo: ·>)n de l'âge chez le sujet norrnaL (Figure 1). 
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On distingue les hémoglobines embryonnaires Gowers 1(?.!.î~owers II (UzE2) 

' Portland«\.~) qui disparaissent au cours de la foctogenèse. Elles ne comportent 

;<1~; de chrune 13 et par conséquent ne sont pas concernées par la maladie 

•cpanocytaire. 

Les autres types d'hémoglobines résultent des combinaisons . oligomériques 

"··ntiques deux à deux), entre chaînes a et chaînes non a. Les associations 

crcaténaires permettent de décrire trois hétérodimères majoritaires. Ceux-là 

; 'L·~;entent chez le sujet sain une distribution qui varie avec l'âge comme le montre le 

'.\bleau I: 
Tableau 1: 

Variétés des di:11i~rcs d'hémoglobine en fonction de l'âge 

T,ype d'hémoglobine Chez le nouveau-né Chez l'adulte 

HbA 1 (a 2 ~,) 20 à 30 % 95 à 98 % 

HbA2 (~&) 
·--

traces 2 à3 % 
-

Hb F (a2 y;J 65 à 90 % 0,1 à 1 % 
-

Cette structure quaternaire tétramérique existe sous deux fonncs fonction

cs : la configuration R (ou Relax) pauvre en Iiais.:ms chimiques intercaténaires, 

' affine pour l'oxygène qt11..'. la structure T (ou Tcns) riche en ponts salins 

rcaténaires [111]. 

Les deux conformères J~ et T sont en équilibre et la transition de l'un à l'autre 

t ·::mmise à l'influence de diVLTS effecteurs que sont :·oxygène ((\), le dioxyde de 

.)ne (C02), le 2, 3 -diphosphuglycérate (2, 3 -DPG). le monoxyde de carbone (CO) 

· pH entre autres. 

LES HEMOGLOBINES PATHOLOGIQUES 

On oppose classiquement deux types d'hém< i;~lobinopathies scion qu'elles 

, ;(~spondent à un trouble quantitatif ou qualitatif. L1 première, appelée thalassémie, 

, liée à un déficit en chaîne q1rtout ~ et a , o ou ·: plus rarement. L'l deuxième 

i;1alie résulte de la mutation d'un gène de structure avec comme conséquence 

arition d'une hémoglobine ;.normale. L'l drépanoc) îtJSC ou hémoglobinopathie S 
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de loin la plus fréquente. C'est le premier exemple démontré d'une maladie 

! • 2culaire. 

L'hémoglobine Sa pour fonnule 0-zA f3/ CG glu-ni:. (Elle est l'expression de la 

:ation du triplet codant GAG en GTG d'un gène porté par le bras court du 

_1mosome 11 (45). 

Sa structure primaire diffère de celle de l'hén1oglobine A nonnale par la 

cnce de la valine en lieu et place de l'acide glutamique 6e acide aminé de la chaîne 

j; I:"jgure2). 

La substitution de ! 'acide glutamique (AA polaire) par la valine (AA neutre) 

1i t des modifications stéréuchimiques des structures secondaires, tertiaires et 

iut quaternaires de l'hémoglobine. 

découle plusieurs conséquences fonctionnelles : 

une polymérisation irréversible de la désoxyhémoglobine S à l'origine de la 

facifonnation du globule rouge : c'est le principe du test d'EMMEL, test de 

dépistage rapide de la drépanocytose. 

une baisse de la solubilité de l'hémoglobine 

une modification de la charge globale de l'hémoglobine S à l'origine de sa 

différence de migration à l'électrophorèse par rapport à l'hémoglobine normale. 

une diminution de l'affinité de l'hémoglobine pour l'oxygène. 

Glu -(HbA 
Extrémité N-terminale b - Val - His - Leu - Thr - Pro -

1 6 Val - ( Hb S 
\ ;; ;i - Lys· Ser-Ala ·Val • Thr- Ala - Leu -Trp - Gly - Lys - Val -Asn - Val -Asp- Glu - Val - Gly. • 

10 20 . . 

· ':: - Glu -Ala - Leu - Gly -Agr - Leu - Leu - Val - Val -Tyr- Pro -Trp -Thr- Gin -Aro - Phe - Phe -
~ ~ 

- Ser- Phe - Gly - Asp - Leu - Leu - Ser- Thr - Pro - Asp - Ala - Val.., Met - Gly - Asn - Pro - Lys -
50 

·· Lys - Ala - His - Gly - Lys - Lys - Val - Leu - Gly - Ala - Phe - Ser -Asp - Gly - Leu -Ala - His -
70 

- Asp - Asn - Leu - Lys - Gly - Thr - Phe - Ala - Thr - Leu - Ser - Glu - Leu - His - Cys - Asp - Lys -
80 . 90 

· - His - Val - Asp - Pro - Glu - Asn - Phc - Arg - Leu - Leu - Gly-Asn - Val - Leu - Val - Cys - Val -
1 OO 110 

- Ala - His - His - Phe - Gly - Lys - Glu - Phe - Thr - Pro - Pro - Val - Gin - Ala -Ala - Tyr - Gln -
,~ 1~ 

L - Val - Val -Ala - Glv - Val -A!a - Asp-Ala -Leu -Ala - I lis - Lys -Tyr- His Extrmité C terminal 
. 140 

Figure 2 : 

Séquence cllrnparl.'.!c cL: \:1 chaîne~ des hémoglobiu. •/\et S [40] 
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CONSIDERATIONS GENFHALES SUR LA DREPANOCYTOSE 

EPIDEMIOLOGIE 

L'hémoglobinopathie S présente une répartition ethnique et .géographique 

.culière (Figure 3). 

Les Noirs africains de la ceinture sicklémique qui s'étend du 2oc parallèle de 

l :ude Sud au 15e parallèle de latitutde Nord sont les plus atteints : 40 % dans 

1ines ethnies d'Afrique Centrale (Congo, Zaire, Nîgéria), 20 % en Afrique de 

'St. Au Sénégal, la fréquence c<;t de 10 % [118]. 

Cette affection est répandi1c· aussi chez les Noin: :ie la diaspora avec 9 % aux 

·\., 12 % aux Antille:; françai·;cs. Elle s'observe parfo ; chez les non mélanodermes 

'.oyen-Orient, en Arabie Saoudite, en Inde et dans bi:'n d'autres pays [ 14]. 

Ici et là, dans Je monde entier, en Afrique en partie li: icr, cette maladie génétique 

•tue un réel problème de sant6 publique. Elle est r. ponsable d'une mortalité de 

:; avant l'âge de 20 ans [96]. 

Les sujets atteints par la fœmc homozygote (SS) 11 t\?urcnt en général avant l'âge 

ans, au décours d'une vi, ol ution émaillée de : um pli cations muitiviscérales 

1.·nt imprévisibles înterpellan~. toutes les spécialités mcdicales [13]. 
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II--~ 11 YSIOPATHOLOGIE 

.a physiopathologie de L: 1~1aladie drépanocytai r:' relève de phénomènes 

~-, --:es faisant intervenir diver<, processus morbides !és essentiellement à des 

ait·_· ns structurales et fonctionn,_llcs de l'Hb Set de I? ,ncmbrane cytoplasmique. 

(Fig, -~). 

n effet l'Hb S à l'état désoxyg0né (c'est-à-dire Pa ( 1, < 45 mm Hg) polymérise 

et : ~ un gel à l'intérieur de l'erythrocyte. Cet agrégat it de plusieurs molécules 

d'hi :lobine, stabilisé par des liaisons chimiques inter et ··itramoléculaires, entraîne 

J;: · <)rmation du globule rouge et étire la membrane cyt:<plasmique. Celle-là perd 

a,cJ: Conne normalement disco'ick, sa plasticité et fait l'u'•jet de destruction par le 

sysi~ réticulo-endothélial hépatique et par la rate (hypcr:;piénisme). 

' a membrane soumise ainsi al! stress mécanique de i\·tirement subit également 

les t'. rs néfastes de la péroxyd:,1on lipidique particulit:rement intense chez le 

dn; ytaire [29, 112]. 

1 .~n résulte des pc:rtcs en 0c:dcs gras au sein des lipides riches en doubles 

li:· vcc enchaînement maloniquc et une destabilisation de la membrane du 

() 1: 
b ' . uuge. 

: a perturbation chimique de la membrane cytoplasmique induit alors une 

entrè·c importante de sodium (3Na+) contre une sortie de potassium (2K+) de la celllule 

[30, :-·· 

.'intrusion concomitante de c<:Jlcium (Ca2+) stimule le canal potassique Ca2+ -

de}''·; :nt : c'est l'effet GARDOS [6] mais aussi la peroxydation (86]. Le déséquilibre 

de i'; (-ostasie ionique intra-érythrocytaire entraîne une déshydratation qui à son 

tour »tient la polymérisation de l'hémoglobine S. Ce cercle vicieux est associé à 

des ~: . !iles hémorhéologiques [57, 66] liés à une hyperviscosité sanguine et à une 

impn · inte adhésivité des drépanocytes à l'endothélium vasculaire [74]. Ces troubles 

sont ,,. ponsables du syndrome vaso-occlusif [66] qui par suite d'infarctus répétés de 

la r:: "ntraîne l'asplénic fonctionnelle accentuant la déficience immunitaire du 

dl __ ;,-,,,, 
'-1·-· y taire [76, 11 O]. 

) thromboses vasculaires pc:went également toucher divers autres organes 

et en. r le pronostic vital du malade» 

caractère multifactoriel du processus physiopathologique de la 

drépâ ,·tose laisse déjà entrevoir le polymorphisme des manifestations cliniques. 
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Physiopatholo;::ic de la crise drépanocytairc [33] 
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.. 
. MANIFESTATIONS CLP'nQUES DE LA DREPANOCYTOSE 

La drépanocytose homozygote, à l'inverse de la forme hétérozygote 

·nptomatique, présente une expression clinique à la fois riche et variée. Elle peut 

ffet revêtir divers aspects cliniques différents les uns des autres d'un malade à un 

r c, d'une crise à une autre chc1 un même patient. 

-Les signes cliniques sou\ ent imbriqués peuvent (·rrc rangés selon leur sévérité 

; l'une ou l'autre des stades é vnl utifs suivants : 

:a phase intercritique, 

la crise drépanocytaire, 

les complications. 

La phase intercritique est k plus souvent pauci~ :'-nptomatique. L'anémie est la 

i: ·restation la pl~rs fréquente~. C'est une anémi(' hémolytique (normocytaire, 

:ochrome, régénérative habituellement). Elle ,-,\··paraît à un âge variable, 

;iquement après 6 mois, âge de déplétion de l'Hl> F. Le degré de l'anémie est 

rent d'un malade à un autre. Les fonnes sévères -.( uvent être observées dès le 

;nd semestre de la vie extra-utérine avec des taux cfl1'5moglobine parfois inférieurs 

'g I 1. Les formes modérées ~~nnt cependant les p: :; couramment rencontrées. Il 

, \ <l'anémie chronique bien iolérée. C'est la survcn: " des crises qui détennine le 

": ·:table handicap. 

La crise drépanocytaire 1. :t un accident aigu do~1ioureux, lié d'une part à des 

n boses vasculaires causées par l'agglutination de drépanocytes, d'autre part à 

déglobuli satior1 massive. i .<t survenue toujour possible de ces troubles 

:héologigucs d;1ns n'importe quel territoire du lit vasculaire, explique les 

itcs multiviscéralcs et le polymorphisme clinique de la maladie drépanocytaire. 

Les crises ostéo-articulaircs sont fréquentes. Files peuvent se résumer au 

:1drome mains-pieds". Il s'agit en général d'une tum6Jaction aigüe et douloureuse 

:~1embres. La peau en regard est tendue, chaude et ·louloureuse. La paume et la 

. ! c sont oedémateuses, les dni ~·.ts et les orteils boudinés. 

Les manifestations abdomi11alcs elles, survienncr .. isolément ou imbriquées à la 

ostéo-articulaire. Elles se résument le plus sou\cnt à un iléus paralytique 

térisé par un syndrome pseudo-occlusif. 
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Les manifestations ostéo-articulaires et abdominales s'accompagnent le plus 

sel:· _ ·1t d'une fièvre mais sans infection sous-jacente. Cependant, une infection peut 

êtn .. · facteur déclenchant d'une crise drépanocytaire. La gravité potentielle des 

infè, :ms toujours préjudiciables au drépanocytaire, fait de la fièvre une urgence 

mi ·le. Aussi devant toute hyperthermie, l'enquête bac'.ériologique, infectieuse en 

g: :i, devra-t-elle être systématique avec une antibiofllérapie et/ou un traitement 

;; 11: .. , lustre si besoin. 

Les crises hématologiques correspondent à une déglobulisation massive se 

gn::: ,nt sur un fond d'anémie chronique. Cette hyperhérnolyse entraîne une anémie 

aigl:: . un ictère intense, un collapsus hypovolémique menaçant. Elle peut 

dfror11penser une cardiopathie pré-existante. 

L'ensemble de ces manifestations aigües, sans cesse à craindre chez le 

'·, ·. xytaire, peut · l:1isscr place à des complications osseuses, spléniques, 

.. . ~1es, rénales et pulmonaires entre autres. La plupart de ces atteintes sont dues à 

r:. '.Jmboses vasculaires par des hématies falciformées et rigides qui s'agglutinent 

d:11 i> !1: lit vasculaire. Elles évoluent chacune pour son compte et peuvent engager le 

pro:iostic fonctionnel voire vital du drépanocytaire. 

Les infarctus osseux sont les complications les plus fréquentes. Tous les os 

·,,:nt être atteints mais plus particulièrement les zones hypervascularisées du fémur 

et .. · ïhumérus. Les infarctus les plus à redouter sont cellx des épiphyses et surtout 

de :ête fémorale. Négligée, cette atteinte entraîne une ostéonécrose à l'origine de 

sec les orthopédiques le plus souvent très invalidantes. 

Les infarctus répétés de la rate aboutissent à l'asplénie fonctionnelle. La 

déf':! : :.rnce splénique rend le sujet drépanocytaire particulièrement vulnérable aux 

inï.·,·\ions surtout à germes encapsulés [97]. Ce risque infectieux constitue un danger 

pc rnent au cours de la vie du c!répanocytaire. 

L'infarcisscment toujours possible des différents autres organes est à l'origine 

de nses manifestations cliniques. Les symptômes les plus fréquents sont résumés 

cbr · tableau II. 
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Tableau II : 

M:rnifcstations cliniques 

Co11.1u1111i111111dle.1·: 

1'1· d1'>jl11si1io11 .111. 111f1'l"lio11s ~A--· 

\1<1,\0·lli i fli.\11'<'.I .' t 
/'v1 icro-i11i"arc111.~ - :.·r rsc~ <louluun:uscs 

A11i:i11ll!$ organiques 

Cr iscs uplasiquc.s <l-----------

. TRAITEMENT DE LA DHEPANOCYTOSE 

Le traitement comporte 2 volets : celui de la prise en charge de la phase critique 

'· · · traitement préventif pendant la phase intercritique. 

Malgré les multiples inve:;tigations menées dans :C· but de conjurer l'évolution 

;l!ée de complications parfois fatales, l'approche th..: 1 apeutique n'en est que très 

; taine, au mieux largement symptomatique ou expérimentale quand elle se veut 

figue. Le traitement hab'.tucllement institué a pour but d'améliorer l'état 

dynamique, calmer la douleur et éventuellement cc:ri ger le facteur déclenchant. 

La réhydratation constitue· l'essentiel du traitemc1\i. Elle permet de diminuer la 

1 !sité et l'hémoconcentratioil, sources de thro!llhoscs, d'anoxie et d'acidose. 

~ort hydroélcctrolytique devra être suffisant (150 ml/kg/24 h) réparti dans le 

:é.mère. 

La surveillance concerncr;i la diurèse, la tolérance cardiaque, si possible 

i : . :atocrite, l'ionogramme sanguin et urinaire. Le traitement médicamenteux le plus 

:;, · \·cnt utilisé est fait d'antalgiques et de vasodilateurs. Le choix est le plus souvent 

i' ·:té sur l'aspirine qui est à la fois antalgique et anti- agrégant plaquettaire. Elle est 

. _,5e à la posologie de 50 rng/kg/j. L'association d'un vasodilatateur semble abréger 

ntage la crise drépanocytairc. 
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L'ensemble de ces moyens thérapeutiques souvent efficaces dans les crises 

mineures, nécessite parfois d'être accompagné d'une transfusion sanguine adéquate. 

Celle-là sera surtout réservée aux cas d'extrême nécessité à cause des accidents et des 

risques infectieux (à VIH en particulier). Son efficacité est réhaussée par 

1 'oxygénothérapie souvent associée et qui améliore 1 'hématose. 

Les moyens thérapeutiques aussi divers soient-ils ne sont que des traitements 

symptomatiques. Ils ne mettent en aucun cas définitivement le drépanocytaire à l'abri 

d'une nouvelle crise. 

II.S. LES PERSPECTIVES D'UNE THERAPEUTIQUE SPECIFIQUE DE LA 

DREPANOCYTOSE 

Depuis que l'oh connaît avec précision la lésion moléculaire et certains 

mécanismes responsables de la pathogénie de la drépanocytose, divers travaux ont 

été entrepris dans le but de définir une thérapeutique spécifique (15, 80, 81, 109]. 

C'est dans ce cadre qu'un grand nombre de molécules ont été testées [42]. 

Les produits utilisés sont soit des composés à tropisme hémoglobinique, soit 

des molécules interagissant avec la membrane cytoplasmique de l'hématie ou alors des 

modulateurs de l'expression des gènes de globine. 

Parmi les agents se liant à l'hémoglobine, les résultats expérimentaux les plus 

probants ont été obtenus avec l'urée [38], le cyanate [21], le phosphate de pyridoxal 

[11, 88], les moutardes azotées [116] et surtout l'acétylsalicylate (Aspirine®) entre 

autres. 

Ces divers agents chimiques, sans nul doute inhibiteurs de la falciformation, 

présentent à l'exception de l'acide salicylique l'inconvénient d'être le plus souvent 

toxiques pour une utilisation thérapeutique. 

L'aspirine a une forte stéréospécificité pour les zones de la molécule 

d'hémoglobine directement impliquées dans le mécanisme de la polymérisation : elle 

inhibe ainsi la falciformation du globule rouge [93]. 
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L'espoir suscité par l'acide salicylique est cependant déçu par le problème non 

résolu de la perméation de la membrane érythrocytaire de ce composé polaire ainsi 

que de ses dérivés. 

Des molécules capables d'interagir avec les membranes cellulaires ont aussi été 

testées dans le but de prévenir la falciformation. Une des premières ·observations 

concerne des essais pratiqués avec des hormones stéroïdes [82]. 

L'apparente action bénéfique de cet agent a été remise en cause par les essais 

cliniques. Il en va de même des tests au dexaméthasone [59]. 

D'autres composés, susceptibles d'interagir avec la membrane du globule rouge 

et d'induire des modifications morphologiques, ont également été testés [121]. 

Le zinc est l'un des plus anciennement connus [18]. Son efficacité résulterait de 

son action inhibitrice sur l'ATPase calcium-dépendante, à l'origine de la diminution 

d'accumulation intra- érythrocytaire de calcium [17]. 

Une inhibition de la falciformation est également observée avec l'utilisation de 

divers produits tels que les neuroleptiques (Thioridazine, chlorpromazine) et les 

anesthésiques locaux (chlorhydrate de procaine) entre autres. 

Tous ces agents interagissant avec la membrane sont lipophiles. Ils s'intègrent 

dans la bicouche lipidique et modifient la perméabilité membranaire aux ions. La 

conséquence est une augmentation plus ou moins importante du volume cellulaire et 

partant une diminution de la concentration intra-érythrocytaire en hémoglobine. La 

dilution résultante a pour effet essentiel d'inhiber la polymérisation de l'hémoglobine. 

Les effets de ces produits, souvent nets in-vitro, ne sont très souvent pas corrélés 

avec les résultats des essais cliniques; qui plus est, leur innocuité chez l'être humain 

reste encore à prouver. 

C'est pourquoi, grâce aux progrès de la biologie moléculaire, les recherches 

sont de plus en plus orientées vers l'utilisation de facteurs modulateurs de l'expression 

du gèns de hémoglobine F mais aussi vers l'emploi des techniques de génie génétique 

[23, 4{)]. 

Ainsi il a été mis en évidence par De SIMONE et Coll. [46] que la 5-

azacytidine stimulait chez le babouin la synthèse de l'hémoglobine F, inhibiteur connu 

de la polymérisation de! 'hémoglobine S [84]. L'essai clinique avec ce produit chez les 

malades a abouti à des résultants probants selon LEY et coll. [98]. 
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Les risques cancérigènes de ce composé font cependant accueillir cette 

médication avec une très grande réserve. Actuellement clans le domaine de la biologie 

moléculaire les espoirs sont à l'évidence centrés sur la thérapie génique. Elle a pour 

objectif principal de corriger la mutation au niveau même de !'ADN (4, 5, 32]. 

Son application, véritable lueur d'espoir, est encore malheure_usement du 

domaine de la science-fiction et clans tous les cas peu accessibles pour les pays 

pauvres. 

Le bilan actuel de l'ensemble des essais thérapeutiques à la recherche d'un 

traitement radical de la drépanocytose montre que les résultats les plus probants ont 

été obtenus avec les agents lipophiles. L'interaction de ces composés avec les lipides 

mcmbranaires inhibe la falciformation de l'hématie. Cela explique toute l'importance 

des phospholipides du drépanocyte et partant le rôle potentiellement détenninant de 

la pcroxydation lipidique clans la physiopathologie de la maladie drépanocytaire. 

Ill RAPPELS SUR LA MEMBRANE : ASPECTS STRUCTURAUX ET 
FONCTIONNELS 

Le modèle architectural de la membrane actuellement admis est celui de 

SINGER et NICOLSON fl25l selon le schéma de la ~osaïque fluide (Figure 5). 

11i'1rophouic 
rc[.ion o( DtC''r:n 

Figure 5 : 

Moclèlc mcmbranairc de la «mosaïque nuidc » ( 125] 

Ce schéma recouvre non seulement l'aspect structural mais aussi et surtout la 

dynamique moléculaire qui est Je support de multiples fonctions biologiques de la 

membrane. Celle-là est essentiellement constituée de phospholipides qui forment une 
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cC11 :elle bilamellaire visqueuse dans laquelle sont en chassés protéines et cholestérol. 

c,· lipides structuraux se répartissent en glycérophospholipides et en sphingolipides. 
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Le: glycérophospholipides ont pour formule commune: 

CHrO·CO-Rl 

1 

R2-C0..0-CH OH 

1 \ 
œ 2-0-P-O·X 

Il 
0 

Le type d'ester de glycérol sera fonction de la nature de X, des radicaux acyls 

R l et de R2. Selon la nature de X on décrit: 

- acide phosphatidique: X= -H 

- phosphatidylcholine (lécithine) X= -C~ - C~ - N+= (CH3) 3 

- phosphatidyléthanolamine (céphaline) X= -CH2 - CH2-NH2 

- phosphatidylsérine X= -CH2 -CH -NH2 

1 

COOH 

Le deuxième critère de variabilité des glycérophospholipides est représenté par 

les types d'acides gras estérifiant les fonctions alcools primaires et secondaires du 

glycérol. Les acides gras en position 2 sont remarquables par la longueur importante 

de leur chaîne carbonée, mais aussi et surtout par la présence de doubles liaisons 

rn::iloniques. Ces caractéristiques sous-tendent le point de fusion et la grande 

r: rctivité chimique, en paticulier la vulnérabilité des phospholipides membranaires au 

plil:r10mène de péroxydation. 

Les sphingolipidcs eux ont pour formule générale : 

Cii 
1 J 

(Cl l,V 12 
1 

Cil 

Il 
Cil 
1 

1iCCJI1 Il 

1 1 
llC- N -

1 

Sphingosinc 

0 

Il t J\cidc 1;rJ\ 

C-n 1 

llC- 0-- X 

1 
li 
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Dans cette classe phospholi pi di que formée par I.a sphingomyéline et les 

c,·r,'.brosides, X et R consituent également des facteurs de variabilité. Cependant dans 

la membrane érythrocytaire, le sphingolipide prépondérant est la sphingomyéline. 

Dans ce cas : 

X= - CH2-CHz-N~= (CH3) 3 (résidu de phosphorylcholine) 

et R = -(CH2) 15 - CH3 (résidu palmityl) 

A ces divers composés phospholipidiques sont dévolues la survie, les fonctions 

de transfert de molécules, de signaux biologiques et les propriétés de plasticité 

rnembranaire du globule rouge [20, 22, 92]. 

Les acides gras polyinsaturés de l'une ou l'autre des deux classes des lipides 

structuraux de la membrane érythrocytaire présentent des doubles liaisons 

ma Ioniques: cibles privilégiées des attaques radicalaires [39, 56]. Ce faisant, la relation 

su1. , oxydatif des lipides et hypcrliémolyse laisse entrevoir toute l'importance de la 

p~· r, · ·~ydation li pidiquc clans la pathogénie de l'anémie lH~molytique observée chez le 

ci:·. · .. ~ :10cytai re [ 113, 123]. 

IV. RAPPEL SUR LA PEROXYDATION LIPIDIQUE 

La peroxydation lipidique est une attaque oxydative des doubles liaisons 

maloniques des acides gras polyinsaturés qui sont les composants essentiels des 

plwc;phollpidcs de la 111crnbrnnc de l'hématie. 11 s'agit d'un phénomène ubiquitairc 

ini:iv et entretenu par la présence de radicaux libres oxyg1~nés (RLO). 

IV.l. RADICAUX LIBRES OXYGENES ET MECANISMES DE REGULATION 

Le radical libre oxygéné (R.L.0.) se définit comme tout atome, groupe d'atomes 

ou ;;iOlécules oxygénés porteurs d'un ou plusieurs électrons libres, non appariés. La 

recherche avide par ces espèces chimiques d'électrons p<JUr réapparicr leur électron 

célib:itaire et recouvrer leur stabilité en fait un danger pour les molécules 

ern; :'rnnantes, notamment les acides gras polyinsaturés et partant pour l'intégrité 

men:: cranaire [39]. 

L'oxygène, support vital de la vie aérobie habituellement stable, peut être 

activé au cours du métabolisme cellulaire [47, 52]. Il génère alors d'une manière 
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pl1;siologique ces espèces chimiques très actives que sont les radicaux libres 

oxygénés (RLO) (tableau III). 
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Tableau III : 
F:adicaux libres oxygénés 

Formule Denomlnation 

Dans ce symbolisme Je signe "-" rappelle la charge électrique négative (anion) 

et .•: point"." l'existence d'un électron célibataire. 

Le.-; formes 1, 3, 5, et 6 sont les véritables RLO. On y rattache 2 et 4 à cause de leur 

panicipation à la toxicité de l'oxygène sans être stricto sensu des radicaux libres. 

La production de RLO se fait selon le mécanisme suivant: 

Singulet 1 O 
2 

4c" + 411+ 

~------ 02 1------· 
Energie Electron 

Figure 6: 

Mécanisme de formation des RLU 
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2 

1 + ë '+ 21t 
Peroxyde H

2 
o

2 

+ c 

1 Hydroxyle Oil 



. Le radical superoxydc (02·") est le produit de la réduction univalente de 

)xygène moléculaire. Cette réduction survient soit au cours des réactions 

:~ymatiques de la chaîne respiratoire mitochondriale soit comme conséquence de 

.::tion de différents facteurs exogènes (radiations ionisantes et produits chimiques 

:.tre autres). Il s'agit de l'espèce la plus couramment générée par les cellules [52]. 11 

.: . en particulier formé au cours de stress accompagné d'une très forte consommation 

ci'.,xygène. 

La dismutation de l'anion superoxyde par l'e:,zyme superoxyde dismutase 

iD) conduit à la formation du peroxyde d'hydrogène <Hi02). 

SOD 

H20 2 peut également résulter de la réduction oivalente de l'oxygène sous 

h::.:tion de différentes enzymes : NADH déshydrogénase., xanthine oxydase, uricase et 

1: 0-amine oxydase entre autres. L'l xanthine oxydase par exemple génère de l'eau 

, · · --:_:née selon le sdi•~ma suivam : 

Xanthine oxydase 

Xanthine ---/---=----~-==------1~ Acide urique 

FAD 

Figure 7: 

Formation de l !"02 par la xanthine oxydase [50] 

En présence de complexes de fer, l'eau oxygéné(~ se décompose en radical 

hyc .y! (Off) et en oxygène singulet (102) qui sont des espèces chimiques à très fort 

pou ,;r oxydant. 
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La dégradation de H20 2 peut se produire par la réaction de FENTON : 

H 0 + Fe2+ ..,. OH+ Off+ Fe3+ 2 2 

Elle peut également être induite par l'action secondaire de 0 2·• StJr H20 2 selon la 

• ~·:iction d'HABER-WEISS : 

1 'ctte réaction est catalysée par les ions ferriques ( Fe3 t). 

Ces schémas réactionnel:; témoignent de l'imponance des métaux de transition 

:nme le fer dans la génèse de'.; espèces radicalaires L7. l 03]. 

. 2. PEROXYDATION LIPiDIQUE ET FACTEURS DE PROTECTION 

Les diff érentcs espèces radicalaires vont at\aquer les doubles liaisons 

' :ioniques des acides gras polyinsaturés des phospholipides qui sont les constituants 

·cturaux fondamentaux des membranes biologiques. L'attaque se fait au niveau de 

i · ructure divinylméthane pn~sente dans les acides gras polyinsaturés. II s'ensuit 

.. :;1chement d'un atome d'hydrogène et une rupture de la lésion covalente avec 
1uction à la fois d'un autre radical et de l'eau : 

R:H 1 OH·--....,.,..-R + f!,0 

L'enclenchement de cette étape inaugurale du processus de pcroxydation 

·;que est favorisé par le carac!èrc non conjugué des ;,!raisses biologiques. 

En effet l'enchaînement malonique confère aux atomes d'hydrogène 

:: !ique des -CH2- une très grande mobilité. Les rani: aux libres, porteurs d'un ou 

p , 1.'.urs électrons non appariés vont arracher cet hyd r·-· gène et générer un radical 

!i I' ~:ur la chaîne continue de l'acide gras polyinsaturé. Je nouveau radical va à son 

tour réagir rapidement avec l'oxygène pour .former un radical peroxyde. Celui-là, 

chi1l~iquement très actif, entretic;1t le processus peroxydatif en arrachant l'atome 

d'l~ ogène d'une autre molécu!c d'acide gras. Il en f(· aJ!tc alors une cascade de 

fl , ns radicalaires (53]. 

·;ensemble de ce processus initié et entretenu par lt:s radicaux libres oxygénés 

cun .. ,;ond à la peroxydation lipidique et se schématise comme suit (Figure 8) [31] : 
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R' 

H 

:·~<~'" 
î 

·cHR" 

R' ~ 

H 

R' 

î 

·o 

-~ 

0 
1 

CHR" 

R / d'' ... eac::·.)n 1mtiat1on 

Réaction de propagation 

Réarrangement des doubles liaisons 

Formation d'un peroxyl radical 

Formation d'un hydropéroxydc 
instable 

Produ'.. :c; décomposition (Aldéhyde, alcane. MDA • .. etc) 

Figure 8 : 

Pcroxydntio:, .. les acides grns polyins;it·n0s 
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Au cours du processll'.; r:1clicalaire de peroxyclation lipidique, de nombreux 

1 :)osés oxygénés sont produits. Parmi ces rnétaboli tes, les hydroperoxydes très 

L1tiiies se décomposent en malondialdéhydes, en diènes conjugués, 

en hydrocarbures (etllane, pentJr1L~) et en lipofuchsine. 

Ces divers composés p;ir :.·ur toxicité vont acn:11rucr les effets délétères ck la 

1.•xydation lipidique sur Je.' ,:onstituants phosph<•lipidigues de la membrane 

·(:<plasmique. Le danger représenté par les attaques radicalaires des doubles liaisons 

c:'. composants chimiques de l'organisme vivant est contrôlé par différents systèmes 

le· uns endogènes et les autres exogènes. 

Le système endogène nr. 1 r~ enzymatique regroupe ?1 la fois les facteurs gui 

, : plexent les méta11x de trar :., ri on et ceux qui se comportent en piégeurs cle 

r~ :iux libres, encurc appck·; "scavengers". Parllli les métalloprotéines de 

l '· :ipement non enzymatique, '.:t transferrine ou sidéropliilline et la céruléoplasmine 

11·1 ·nt un rôle important de prot.:·1:tion contre Je stress oxydatif. Elles vont inhiber la 

f1· iation du radical OH en corn plexant les métaux de transition, ou catalyser 

l'z • datiqn du fer ferreux en fer ferrique sans 1.ibération de radicaux libres oxygénés 

D'autres facteurs non cnzy;rutiques mais non moin; importants protègent aussi 

cc ·la peroxydation lipidique. i 1 ·.;'agit: 

de l'albumine, 

Je l'haptoglobinc 

'.c l'acide urique, 

:.1 glucose 

: de la bilirubine [.\, 127]. 

Ces différents composés constituent le pool de scJ1·cngers qui vont piéger les 

r<H: .. clX libres et entraver ainsi l'initiation et l'amplification du processus de la 

li('i: ;;croxydation. Cependant l'essentiel de la protection membranaire contre les 

atL,(:,Jc'S radicalaires est assuré p:ir les enzymes que sont la superoxyde dismutase 

(S ~;, et la glutathion peroxydase' C:î PX) [2, 34]. 
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C'est en 1969 que Mc C( lRD et FRJDOVITCH [102] ont décrit les propriétés 

:.~!:dytiques des supcroxydes cJl:;;nutases. Ces enzymes carnlysent de façon efficace la 

nutation des radicaux Sll:Troxydes (02··) en oxygène et en peroxyde 

.lrogène. 

Chez les marnrnifèrs on trnuve deux supcroxydcs disrnutascs selon les 

}~ ··iétés résumées dans le table: li rv : 

Tableau IV: 

Résumé des propriétC· des superoxydcs dismutéls<.:s chez l'Homme 

1 Nombre ùe 1 

Métal Monomèrse j 

:" _· '"""' ,, 1 

Inhibition 

; CN) 

Distributio11l 

tissu I ni ri:- 1 

Localisation Localisnti on 

intrucel- chromosomique 

lu luire du gène de 1 

structure 
--

1 

Essentiellement Chromosome 21 
-----<------- --t 

To11s les r 

tissus 1 

<' ,.)\.._,- . 

\ 
i 

.. 

1 

Cu-Zn 
1 

2 

Mn ·Î 

cytoplasmiques 

\fi tochondriale Chromosome 

Oui 
----<--------+ 

Tous les tis~;11·: ' 

sauf hémari c 1 '.\on 
! 
·~-· 

La SOD1 est la seule fornw concernée par notre é'tidc car contrairement à la 

2_.(' _elle est présente au niveau de l'hématie. 

Cette enzyme est une hét1::nprotéine dont le gruupement prosthétique est 

forn, par Cu2
+ et Zn2

+. Ces métaux. localisés au sein du site actif, sont indispensables 

à l ';1( ivité enzymatique de la SOD, ! 128]. 

n ce qui concnnc !a ;i.iulathion peroxydase, il s'agit d'une enzyme 

·pendante rctrr::·'.l\ éc au ni 1 ,_.:1u clu foie, des reins. des cellules sanguines en 

gc' et de l'érythrocyte en particulier. Elle attaque non seulement le peroxyde 

d'ii \ :1: ugène mais également les hyclroperoxydes d'acides gras avec comme donneur 

d'hydrogène le glutathion réduit. Son action se fait selon deux schémas réactionnels 

[24]. 
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ROOH + 2 c; •: __ ___,..,._ GSSG + l 11 + H20 

'IO ,..,.·"1 r 2 2 +""' r.: )h 

· SH est régfr,(~rL· ;: partir du : utathion oxydé (GSSCi) grâce au NADPH, H+ fourni 

:1 voie des pcnlCi'.èS phospb1~:s. 

GSH-c; 
_..-tJ>. NAOP+ G-6 P 

t>·6 P
Glucon2'.e 

La Glutathion p::roxydas·,· ·. l une métalloenzymc ;-lyzint dans son site actif un 

'.o1.de: le sél0ni~;n indispcn ·'le à son activité enzylllatique [115]. 

A tous ces facteurs endO!;'·:~èS de protection, s'Jjoutcnt divers autres qui eux 

s exogènes. D s'agit en rézili:é de certaines substances d'origine alimentaire : 

. ine E, vitamine C, vitamine , t..'.ntre autres mrus aus:;i des médicaments dotés de 

!Ïr anti-oxydant. 

Ces composés vi taminiqut· : .. :gulent la peroxydation lipidique selon le schéma 

s ! l 

R-oo· TH Vi:. c• ..- NADH.H 

X_--.NAD' 
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Les membnn,:: sont pr·~\ ·es par l'a-Tocophêr-,'] (cffH), principal composant 

- vitamine Ede formule: 

HO 

La présence d'u:ie extrên: '.-__ : hydrophile et d'u11 1.; longue chaîne hydrophobe 

:5gie à la fois Je rôle protectc lr de la vitamine E contre la peroxydation lipidique 

1 incorporation dans la merr' ·rnne cellulaire. C'est le groupe hydroxyle fixé sur le 

benzénique de l'o:-Tocoph :-rol qui agit comme n~ducteur lors d'une agression 

,;;:iire sèlon le schéma réacti. inel suivant: 

R-00 + Vit. E · · ---~...- ROC>L , Vit. E-0 

L' attaque raclic;:iaire gén,~ :]nsi une autre fo:;n;' radical libre caractérisée 

;~" faible réactivité. La réacti : 1 en chaîne de la pcro:; y dation lipidique se trouve 

!Jterrompue ou tout au moi:r· ralentie au niveau de :;t membrane [26]. 

Cependant la très faible qu~. 'lité de Vitamine E d:1-:.<; les membranes cellulaires 

a : · is de suggérer l'idée de s~. '.--."générescence par ll'. • autre molécule telle que 

l': _;te(ou vitamine C) (101]. 

•,'action conjointe des vitari , .. ~s E et C contribue i.1 régulation efficace de la 

l ;iation dans les membranes : ,_:llulaires. 

,Ja vitamine C possède eri o< . .trc la propriété de réa~:!r avec l'ion superoxyde et 

il ::ni hydroxyl avec prodct tion d'un radical sc:~1i-déhydroascorbate. C'est 

ét ,:;nt un piégeur d'oxygène ; 11gulet. Le scmi-déhy( rnascorbate se déco·mposc 

se~( a réaction : 

2 semi-déhycroascorL, ·; ---i~ .. ascorbate + ,_:; hydroascorbate 

,:e qui cor.cerne :c; rnéclic:. i.nts anti-oxydants, le 1vp..::rtoire est plus difficile à 

'ir, en raison de 11 diversit · :e ces produits. Certc1ins méritent d'être cités en 

)Il de leur prescription cou;:,nte en pratique médicale. Il s'agit de : 
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l'allopurinol : il inhibe la xanthine oxydase qui normalement en présence 

d'oxygène catalyse la formation de l'ion superoxyde. 

1e diméthylsulfoxyde: il est un agent anti-inflammatoire piégeur d'hydroxyl. 

ics anti-inflammatoires stéroi"diens et non stéroi'diens qui inhibent la fonnation de 

, adicaux libres. 

Ces différents composés endogènes et exogènes vont à des niveaux différents 

les uns des autres, inhiber le processus de la peroxydation lipidique : (Figure 9). 
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\Il) : 
(Il 1 ) : 
( l \') : 
( \') : 

Fe2+<---0 

Fe3+ . OH" ~fiV\ 
Fe2 +~)Complcxc V RO" 

R:H 
R:H /-R:H 

R" ~~~~-'-~-~~~ ~ 

R- R .q,____ !~<1dical lipidique 1~· ... ~ ,. r--- 02 _,,_· ® 

lh1dic:d pi.:roxyll.! R00° < 

R' 4--i- R:H 

HyJropéroxyck ROOH ~--@ et@ 

Radical ;i!koxylc R0° ..si:-----

ffg11n· ~ : 

C :yrlL: d'n.\ycJ;1IÎP11 cks 1\C il'! l'i 111ny<:11!i de prPl<.·clion H7. 691 

se JJ > 
Cal;da.~e 

(iJ ':\ 
1\cidc urique, Vilaminc E 

(VJ), (V'. . (\Ill!): 
· Cén1léoplasrni11c 
Yi lamine E 
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···1~·~ ... ._. 

A l'état physiologique, le stress oxydatif des lipides est en équilibre avec les 

fo,·:;:urs de protection. C'est seulement en cas de dépassement du système anti

o \ .~rnt que les radicaux libres vont avoir des effets néfastes sur les' fonctions et la 

su ;.: du globule rouge. 

IY ,. PHYSIOPATHOLOGIE DE LA PEROXYDATION LIPIDIQUE 

La peroxydation lipidique est un phénomène ambivalent car à la fois bénéfique 

et [\).;igue pour l'organisme vivant. L'anion superoxyde 0 2·• par exemple intervient 

da:>. la phagocytose à double titre : d'abord en tant que précurseur d'espèces 

chi ques bactéricides (OH, H20 2) puis en tant que générateur d'un processus 

ch:: .Jtactique conduisant les phagocytes sur le lieu de production de 0{ c'est -à-dire 

de l :1tlammation. Un autre effet bénéfique est représenté par les voies de synthèse 

de ; ïostaglandines et des leucotriènes [75]. En effet les attaques oxydatives de 

l'adc'. · arachidonique membranairc par la lypo-oxygénase et la cyclo-oxygénase 

con<.i .. sent à la formation de ces substances à haute activité biologique. (Figure 10). 
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Aci.<lc nr:1chidoniquc 

Li po-oxyJ,!énasc 

C °",_/,_. ... ~._.--/~ COOi·! 
~C5ll11 

oo· ·0-.0 
R:ic.Jicnux pl!roxydcs 
cl~ ! 'acide arnc.;llido11iquc 

L<.:u<.:olriè11es ( r;r J: 
LT/\2 

S.R.S.A. =slow reacting substa:1ce of anaphylaxis 

Figure 10 i 

Cyclo-oxygénasc 

C5H11 

Radicaux peroxydes de 
l 'o.cidc arachidoniquc 

l'rostaglundincs (PG ): 
PGE2 

PGf2 

-Thromboxanc Az 
· l'roslucyclinc 

Synthèse <ks prostaglandines et des kueotriènes. 
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Ces divers composés cliimigucs sont caractérisés par leurs propriétés 

bi :iques extrêmement import;rntcs et variées. 

A l'inverse, la peroxydation lipidique peut occasionner des pertes lipidiques et 

utL désorganisation à la fois structurale et fonctionnelle de la membrane 

éryri: JCytaire. Elle attaque les doubles liaisons m2loniques des acides gras 

polyi :saturés et génère, au sein de la membrane, des radicaux libres. Ceux-là sont 

en._ '-~ hydrolysés par les phospholîpases en particulier la phospholipase A2 et 

rel. 1és dans le milieu extracellulaire. Les pertes lipidiques résultantes altèrent 

l'~ - drie bilamellaire de la membrane érythrocytaire, ses propriétés viscodynamiques 

C\ ;a.bilité. 

Les troubles conséquents correspondent essentiellement à une perte de la 

perr:«~abilité sélective, de la plasticité de la membrane ainsi que de la morphologie 

non. ,:cment discoïde de l'hématie mâture; car la forme cellulaire est étroitement liée à 

la - .ice. Il s'ensuit également des altérations des propriétés fonctionnelles 

m• : ~1aires (récepteurs, enzymes, transporteurs) dont k microenvironnement est 

C\: ~ de lipides [20, 22]. 

D'autres conséquences en particulier biophysiques ont été également décrites 

[114). Il s'agit de l'augmentation de l'adhésivité endothéliale du globule rouge, de la 

dim'.;~ uLion de la résistance électrique de la membrane, de la modification de la 

tenir ;"ature de transition des lipides et de l'accrn;ssement des échanges 

int<:i' nellaires (flip-flop) entre autres, ainsi qu'une baisse de la fluidité membranaire. 

\ ces effets délétères directement liés à la peroxydation lipidique, s'ajoutent les 

effets '.oxiques du malondialdéhyde et des lysophosphatides [28, 85, 112]. Ces deux 

méta\ .Jlites vont l'un et l'autre compromettre les fonctions de transport gazeux 

dévc ·s aux globules rouges par !'intennédiaire de son contenu hémoglobinique, 

mai~ tout compromettre la survie du drépanocyte. 

e malondialdéhyde, par sa tri.'s grande réactivité, présente une affinité pour les 

grou! ~mts SH, NH2 des protéines et des acides nucléiques. Son interaction avec 

ceux ; lipides entraîne une dé~;:-.:rganisation structurale et fontionnelle de la 

mern. e cytoplasmique. 
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Les lysophosphatides tiennent leur toxicité de leur pouvoir hyperhémolysant. 

Ils induisent la destruction massive de globules rouges avec comme conséquence une 

anémie hémolytique accentuée par l'hypersplénisme habituel du drépanocytaire. Les 

dérivés lyso. résultent de l'hydrolyse, par la phospholipase A2, des radicaux libres 

d'origine lipidique. Ils sont le plus souvent issus de l'attaque peroxydative des acides 

gras polyinsaturés estérifiant la fonction alcool secondaire des glycérophospholipides 

comme le montre le schéma suivant [1201 : 

0 

Il 
CH20 -C-R1 

~ r 
R -C-0-CH 

Phospholipase A :_; lH o - ~ - 0 - X 
2 1 

OH 

La stimulation de cette enzyme par les radicaux libres et par leurs métabolites 

laisse entrevoir non seulement l'augmentation des lysophosphatides mais aussi le rôle 

potentiel de la lipidiperoxydation dans la pathogénie de l'hyperhémolyse des 

drépanocytes (12]. 

Cela montre une fois de plus l'intérêt physiopathologique de l'étude des 

lipides et du système lipidoperoxydation /facteurs antioxydants érythrocytaires au 

cours de la drépanocytose. ' 
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Le travail expérimental a comme objectif principal l'évaluation de l'intensité de 

la !'',': :xydation lipidique, des anomalies biochimiques conséquentes ainsi que celles 

dt1 :, , l:'.:me antioxydant au sein de la membrane du drépanocyte. 

Cette démarche s'articule autour de deux grands axes à savoir: 

l'analyse par chromatographie liquide haute pression (CLHP) des lipides 

mcmbranaires. 

le dosage du malondialdéhyde (IvIDA), la mesure de ! 'activité de la superoxyde 

dismutase (SOD) et de la glutathion peroxydase (GPX) de la membrane du 

globule rouge. 

Elle présente un double intérêt , celui de permettre létude des lipides : cibles 

privilégiées du stress oxydatif , mais aussi de s'intéresser aux deux principales 

enzymes du capital antioxydant endogène. Elle recherche ainsi un éventuel 

déséc:11ilibre du système lipidoperoxydation /facteurs de protection au cours de la 

drépanocytose. 

Notre étude a été menée en deux étapes ; la phase préliminaire a consisté en 

l'analyse des lipides membranaires. Elle a été suivie de l'évaluation à la fois de 

1 'inten ;i té de la lipidoperoxydation et des systèmes de protection. 
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1. SCHEMA GENERAL DE L'ETUDE 

Sang total reccucilli sur tube EDTA 

1---- Centrifugation à 3.10
3
tours/J.1in pendant JO minutes 

Elimination du plasma 

Culot érythocytaire 

--- Triple lavage au sérum physiologique et élimination du surnageant 

Aliquots de globules rouges lavés 

Hémolyse 

Hémolysat de glob1,;les rouges lavés 

Dosage des phospholipides 
par la méthode minérale 

Electrophorèse-, 

de l'bémoglob~:____j 

\IDA : 
SOD : 
CPX : 
CLHP 
: '•TA : 

Ewai ts li pidiqucs 

Analys<.: par CLHP 1 

Malondiald~hydc 
Supcroxydc dismutase 
Glutathion peroxydase 
Chromatographie Liquide Haute Pression 
Ethylène Di::unine Tétraacetoh.. 
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U. ,\1ATERIEL ET METHODES 

ILI. CHOIX DES SUJETS 

L'échantillonnage a concerné 213 sujets, tous de race noire, répartis en trois 

:_·.r llpes 

- sujets témoins AA (n = 78) 

- sujets drépanocytaires AS (n = 91) 

- sujets drépanocytaires SS (n = 44) 

Il s'agit soit cle sujets recrutés au sein de l'entourage professionnel et familial, 

so: t de drépanocytaires suivis à I 'Hôpital Pédiatrique Albert Royer du CHU Fann de 

D:t~:ir. Les uns et les autres ont tous fait l'objet d'un prélèvement sanguin après 

co ,_.ntement éclairé et bénéficié d'une électrophorèse cl~ l'hémoglobine. 

Le profil électrophorétiquc ::l été le critère exclusif pour reconnaître les témoins 

( '1·.' ~.; AA), les drépanocytaires hétérozygotes (sujets AS) et les homozygotes (sujets 

SS! 

II.2. RECUEIL ET TRAITEMENT DES SPECIMENS 

ll.2. ! . PrdMvements 

Les sujets inclus dans notre étude ont fait l'objet 3près un jeOne de 12 heures 

de r·: '. lèvements sanguins au laboratoire central de Biochimie Médicale du CHU 

Aristide le Dantec de Dakar où à la Pédiatrie Albert Royer du CHU de Fann. Il s'agit 

de pn(!èvements de cinq millilitres de sang veineux sur tube contenant de l'éthylène 

di<111 ! . ,:; tétraacétate (EDTA). 

11. :? . . !'raite ment des échantillons 

Après centrifugation à 3000 tours/minute pendant dix minutes, le plasma est 

é!imint~ et le culot de globules rouge~ lavé quatre rois avec du sérum physiologique 
' 

(sc,Ju< ri NaCI à 9 gfl). Chaque lavage est suivi d'une centrifugation à 3000 
. ' 

tou :« 1.inute pendant cinq minutes et k surnageant est éliminé par aspiration. 
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t ,. '. ditement permet de satisfaire les objectifs suivants : 

empêcher la coagulation e~ la dégradation des constituants cellulaires (les 

, .~hantillons sont traités dans les deux heures qui ont suivi leur recueil) ; 

mstraire les hématies du milieu extracellulaire (plasn1a) riche en enzymes. 

r \ L ; LECTROPHORESE DE L'HEMOGLOBINE 

III. 1. HEMOLYSE DES GLOBULES ROUGES 

[:ik ,_:'.)t réalisée dans un tube à hémolyse selon les modaïités suivantes: 

l volume de culot de globules rouges lavés, 

l /2 volume de chloroforme, 

; volume et 1/2 d'eau distillée. 

Ce mélange est laissé 30 minutes au repos à température ambiante du 

lat 1 :::toire (25°C environ au mois de janvier) avant de subir une centrifugation à 

70 tours/minute pendant 45 minutes. Le surnageant est récupéré pour 

élc: !lhorèse. 

III.-'.. ;:LECTROPHORESE PROPREMENT DITE 

<on principe repose sur la différence de charge des acides aminés constitutifs 

cle !'!.,_ rnoglobine, qui auront à 1111 pH donné une migration électrophorétiquc 

cliff0r.·ntc sous l'effet d'un champ ékctrique. 

Il L' /? éactifs 

• T;1!·, '!1 barbital pH 8,6 

Barbital sodique .................................. . 20 GO.-, 
' ·=" 

Barbital (diéthylmalonyl urée) .............. . 3 60 0 
' t' 

Eau distillée qsp ....... ..... .. .. .. .............. 1000 ml. 

Ce n:: · 1ge est dilué extemporanément au quart (114) avec ce l'eau distillée. 
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Ban~es cellogel~) (bandes d'acétate de cellulose commercialisées par la fim1e 

Sébia®) 

Chloroforme 

\1éthanol 

Acide acétique 

Diacétone alcool 

.U · 2.2. Appareillages et accessoires 

Densitomètre profil 2 Séb:a'0 

Générateur (200 volts) 

Cuve d'électrophorèse et portoir 

Applicateur 4 dépôts semi-micro 

Pinces enfer 

" Plaques en verre 

/ · '.3. Mode opératoire 

avons adopté l·: procédé s11i,, ant : 

flxation de la bande ccllogcl sur Je portoir; 

dépôt des surnageants sur le côté cathodique de la bande cellogel; 

application d'une tension de 200 volts entre les :: bornes de la cuve ; 

rhigration des hémoglobim'.s de la ~athode vers l'anode pendant l heure 30 
i • mmutes; 

révélation des hémoglobines par le rouge ponceau; 

transparisation au diacétone alcool des bande5 puis séchage à l'étuve à 

50°C; 

lecture au densitomètre. 
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,· f.2.4. Electrop!zorégrammcs 

ï I.2.4.1. Migration et électrophorétique CJCAl'l-IODE 

- Ol~l'OT 

W,:7~;: .. :i- /\NI tYDRASE CARl30NlQlJE 

Figure 11 : 

\:: ;~r<Jlion élcclrophoréliquc 

· i.2.4.2. Enregistrement densitométrique 
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Enregistrer ::nt densitométrigue (suj<.'l AA) 
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I, TUDE DES LIPIDES DEL\ MEMBRANE DU DREPANOCYTE 

DOSAGE PONDERAL ors PHOSPHOLIPIDES MEMBRANAIRES 

Les phospholipides totaux mcmbranaires ont été •!osés par méthode minérale 

gr. au kit Randox Inorganic Plw,phorus Colorimetric Llcthod® ; ils sont précipités 

a\ {~ l'acide trichloracétique e >.ydés en phosphates :~vcc l'acide perchlorique et 

le )xyde d'hydrogène. Les ;:'iosphates forment un complexe coloré avec le 

r late et le vanatc en présence· d'acide nitrique. 

IV .. 2. EXTRACTION DES LU'!DES MEMBRAN,\IRES DE GLOBULES 

;~OUGES 

i ,a technique d'extraction utilis(~e est celle préconisé" par FOLCH et coll. [55]. 

',c choix de cette médhodc rncxlifiée s'explique 11,n sa simplicité d'exécution 

nF. :';Si et surtout par l'obtention :k résultats avec une n productibilité satisfaisante 

[11;: 

fV.. Hatériel et réact~fs 

:entrifugcuse 

<otavapor 

~=y~lomixeur 

Chloroforme 

\1éthanol 

)o!ution KCI 0, 1 î'\ 

Sulfate sodium anhydre 

'<-hexane qualité CLHP 

·:-opanol-2 qualité CLHP 

· .au distillée pour CLHP 
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. Mode opératoire 

:ccueillir 0,5 ml de culot de globules rouges lavés dans un tube à essai en pyrex 

le 100 ml. 

.. jouter 3 ml d'eau distillée et laisser reposer au cor.gélateur (-20°C) pendant I 

·ure. 

"lrtir le tube et le laisser à l'air <Un biant pendant 30 HL 11utcs. 

·troduire 15 ml de mélange chlorofonne/méthanol (2 : 1, v/v) et agiter 

.!.oureusement au cyclomixeur. 

;outer 3 ml de la solution KCI O. lN puis agiter. 

<-'.ntrifuger à 4000 tours/minute pendant IO minutes. 

Le mélange se suhdivise alc 1 . >: en deux phases : une phase supérieure à éliminer 

p;1 'iration et une infl:rieure, clii:iroformique, qui renferme les composé lipidiques. 

Sc ·:tte phase chloroformique c;r 11tilisée. 

·uter 5 g de sulfate de sodiuni anhydre dans cette phase chloroformique . 

.. ·iter et filtrer, puis passer un cuurant d'azote pendant une minute. 

porer à sec au rotavapor . 

. :iasser un courant d'azote sur k fin film tapissant le iond du tube. 

;.rendre ce film lipidique p:1r 250 microlitres d'un mélange n- hexane + 

;lanol -2 +Eau distillée (39: '' 1
: 9, v/v/v) pour l'aid·.ye par CLHP. 

JF.:· Analyse des lipid,?s membronaires par CLHP 

. t nous référant à des :1rncédés d'analyse des phospholipides par 

Chrcn .. Jgraphie Liquide Haute Pression (CLHP) préconis:r~' par divers auteurs (54, 

65, '7; 22], nous avons effetué des essais qui nous w. t pennis d'apporter les 

moc. ions appropriées à nos concEt:ons de travail. 

· séparation des lipides est tn:;ée sur leur distribut · ·n différentielle dans les 

ckw .es mobile et stationnaire avec une variation du k1~ps de rétention selon la 

cLis·. idique. Chaque classe élu:_,: :1insi sera détectée 1•.1r spectroscopie UV et 

enrc · :~, sous la fom1e d'un pic. :_.a surface de chaque ~;ignal (pic) permet de 

détt.::: . r la concentration de la c1:1::;sc de lipide à l'aide de courbes d'étalonnage 

établ:, partir de standards lipidiqtk . 

45 



-------- _.._......,___ __ -·-· - -·--~ --- ....__ . 

,.,. 

IV.2.3.1. Instrumentation 

Le chromatographe utilisé est de type Jasco modèle 880-PU® équipé d'un 

détecteur UV/visible mcxièle 870-UV/875-UV® et d'un intégrateur Spectra Physics 

modèle 4270® 

La colonne montée sur Je chromatographe est de type Sphérisorb 5 CN® 

commercialisée par Prolabo®. Elle présente les caractéristiques suivantes : 

- . Longueur: 15 cm 

Diamètre intérieur; 0,8 mm 

Granulométrie : 5 µ m 

Porosité ; 80 Â 

IV.2.3.2. Solvants 

Acétonitrile pour CLHP 

n-hexane pour CLHP 

Propanol- 2 pour CLHP 

Eau distillée pour CLHP 

IV.2.3.3. Standards de lipides (sigma chemical Co®) 
' 

Ces standards s'avèrent être d'excellente qualité avec un pourcentage de 

pureté avoisinant 100% 

Cholestérol 99% 

Acide phosphatidique 99% 

Phosphatidyléthanolami ne 99% 

Lysophosphatidyléthanolamine 99% 

Sphingomyéline 99% 

Phosphatidylcholine 98% 

Lysophosphatidylcholine 99%. 

1 
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IV.2.3.4. Analyse propement dite 

a. Conditions expérimentales 

Système éluant en gradient: acétonitrile + eau dans les proportions respectives 

de 90:·10, v/v pendant 6 minutes puis 10: 90, v/v pendant 12 minutes et enfin 90: 10, 

v/v pendant 27 minutes. 

Boucle d'injection 50 µ1 

Débit : 1,2 ml/minute 

Vitesse du papier : 0, 1 

Range: 0,64 

Atténuation : 4 

Longueur d'onde() .. ) : 206 nm 

Température: 25°C (en isocratique) 

Pression : 300 kg / m2 

b. Procédure 

. 
Chaque standard est repris par un mélange n-hexane + propanol-2 + eau (39 : 

52 : 9, vlvlv) et a fait l'objet de dilutions appropriées. Ces standa~ds dilués sont 
1 _, -

ensuite injectés en double essai d'abord individuellement puis en mélange. Leur 

détection se traduit par l'apparition d.'un pic signal dont Je temps de rétention ·est 

ensuite enregistré. 

Chaque extrait lipidique obtenu est analysé dans les mêmes conditions que les 

standards. Il apparaît alors, après chaque injection d'échantillon, plusieurs pics !dont 

les délais d'apparition permettent d'identifier les classes lipidiques par comparaison 

aux temps de rétention respectifs des standards. 
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IV.Z.3.5. Résultats, et ,::ommcutaircs . . ',C,C'".'' ' · .• ,.,,,<(j\.,o<·•""''"''""'~;.<o-N'<'~ 
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Figure 13 a: 

Chromatogramme des standards en simple 
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Tableau V: 

Temps de rétention des stancl<lrds 

Nature de standards Temps de rétention (en !minutes) . 
Cholestérol 3 

Acide phosphatidiquc 4 

Lysophosphatidyléthanolamine 14 

sphingomyélinc. 25 

Phosphatidylcholinc 32 

Phosphatidyléthanolaminc 36 
' Lysophosphatidylcholinc - 44 

L'apparition des pics correspondant au n-hexane et au propanol -2, au-delà de 

50 minutes, permet de faire la différence avec ceux des lipides. Quant à l'acéfonitri!e 

du système éluant, il absorbe peu à À= 206 nm (transmission 90 %) ; qui plus est, la 

forte atténuation écrase le petit pic qui lui correspondrait. 
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!J. Chromatogrammes des sujcts AA et AS 
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c. Identification par CLHP 

L'identification des différentes classes lipidiques contenues dans les extraits de 

rncmbrnnes de globules rouges s'est faite par comparaison aux temps de rétention 

respectifs des standards lipidiques. 

Les classes de lipides identifiées sont répertoriées dans le tableau VI : 

Tableau VI: 

Classes de lipides identifïées dans les extraits de membranes érythrocylaires 

CT AP 

Sujets AA n - 78 + + 

Sujets AS n - 91 + + 

Le signe+ indique la présence du lipide considéré. 

CT = Cholestérol 

AP = Acide phosphatidiquc 

PE = Phosphatidyléthanolamine 

LPE = lysophosphatidyléthanolaminc 

PC = Phosphatidylcholinc 

LPC = Lysophosphatidylcholinc 

SM = Sp!tingomyélinc 

PE LPE PC LPC 

+ + + + 

+ + + + 

SM 

+ 

+ 

Toutes les classes lipidiques correspondant à nos standards sont donc 

représentées aussi bien chez les sujets témoins AA que chez les sujets drépanocytaires 

hétérozygotes AS. L'identification est facilitée par la grande différence des temps de 

rétention, associée au caractère finement symétrique des pics et surtout à la 

reproductibilité des signaux. Cependant ces temps ne sont pas superposables à ceux 

établis par certains auteurs [54, 65, 71, 122]. 

Cette variation pourrait s'expliquer par la différence des colonnes et des 

systèmes. En effet, à l'inverse de ces auteurs qui ont utilisé des colonnes non greffées 

à grande porosité (100 Â en moyenne), nous .avons utilisé une colonne greffée 

(Spherisorb 5 CN) à porosité relativement faible (80 Â). Notre système éluant 

acétonirri!c - eau, différent de ceux de chercheurs cités ci-dessus, contribuerait aussi à 

expliquer la différence des temps de rétention. 
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cl. Anulysc quantitative 

L'analyse par chromatographie liquide haute pression de chaque stundard à 

différentes dilutions a montré que l'absorption UV était proportio1111clk à la 

concentration. La surface de chague pic a été exprimée alors en fonction de J;:i 

concentration en lipides ; cela a permis d'obtenir une droite de calibration pour 

chaque standard. 
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.:nsi, l'analyse par chrom:t· ;:raphie liquide bau : uression des e::trnits de 

lipL ;nembranaires permet non sc: ..:lement l'identification ,_k chaque class<~ lipidique 

maE ·; 1ssi de déterminer sa concer.:ration en rapportant L surface du pic ~,:gnal à la 

cout" Je calibration du standard :::,,ant le même temps iL ":tcntion. La kïh~ur ainsi 

obtc pour chaque classe de lipid;. : h::mbranaire est rc:_·,, · ·dans Je tab!t-.·11 VII: 

l:d)leau VII : 

Concentration de. :.;;ides étudiés (mg/ml l. 1C1l) 

PL CI' A P 

m+ ET m+ET m+E: 

Su-r::-::: .. 
Jt:: ..... l.' 

g ,, 

m = ;: .''llle; ET = écart-type. 

2L'I . ~spolipides tot~wx. 

CT : : ·stérol 

AP :::. (~ phosphatidiquc 

PE :: phatidyléthunolami.1e 

LPE . ·;c)phosphadidyléthanolamine 

PC ::. i , "phatidylcholinc 

LPC ' . Y'.::ophosphatidylcholi:1c 

Snl = ; : ngomyéline 

Sujet.; = témoins 

:)ujc;:; : :) = drépanocytaircs h~térozygotc·, 

PE 

• m +ET 

LPE -r: 
m +Er ! . 

'' ! \ 
1 

LPC --~S.\1 

. :r m +Er ; m +ET 

' - 1-~""') .-,-.,.---1 

1 
l 
i ......... --~~~ ~~__. 

:r la comparaison des résultats entre sujets témcin; AA et drépanocytaires 

AS, r: ~'/Ons utilisé le test de stude:1 t [119]. 

,:)US avons considéré les c!:Térences significative'> s1 p > 0,05 et non 

signifi ·tives dans l'autre c~1s. 
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Ainsi nous avons observé une différence significative en ce qui concerne les 

''teneurs membranaires en phospholfpides totaux, en phosphatidylcholine, en 

lysophosphatidyléthanolamine, en phosphatidylcholine, en lysophosphatidylcholine, 

en sphingomyéline et en acide phosphatidique. Les anolmalies notables chez le 

drépanocytaire par rapport au sujet témoin se résument à une baisse de la teneur 

lipidique de la membrane du drépanocyte contrastant avec une augmentation 

significative de LPE (p = 0,006) et de LPC (p = 0,030). Ces données témoigneraient 

de l'importante sensibilité des lipides membranaires au phénomène de péroxydation, 

phénomène particulièrement intense au cours de la maladie drépanocytaire [29, 126]. 

Ce processus pourrait être à l'origine de la formation des lysophosphatides au 

détriment de PE et PC. Les PC sont en effet abaissées chez le drépanocytaire 

(p = 0,01) et le rapport LPE/PE est plus élevé dans ce groupe que dans celui des 

témoins. La présence de taux élevé des lysophosphatides chez le drépanocytaire 

pourrait être le reflet de l'intensité de la lipidoperoxydation membranaire. 

L'acide phosphatidique, intermédiaire commun à la synthèse des 

phosphoglycérides et des triacylglycérols, est également augmenté de . façon 

significative (p = 0,01) chez le drépanocytaire. Son augmentation massive dans la 

drépanocytose pourrait être liée à son défaut d'utilisation par le drépanocyte qui a 

perdu sa capacité de synthèse. 

Comme SARR [117], nous observons une augmentation de la sphingomyéline 

chez le drépanocytaire, mais dans notre série la différence n'est pas significative. 
' 

Ainsi donc grâce à la chromatographie liquide haute pression, nous avons pu 

identifier sept classes de lipides par comparaison des temps de rétention à ceux de 

standards connus. Il s'est avéré que tous les lipides présents chez les témoins l'étaient 

également chez les drépanocytaires. 

Par ailleurs nous avons quantifié ces lipides à l'aide de droites d'étalonnage 

représentant l'expression de la concentration en fonction de la surface. Nous avons 

pu mettre en évidence deux types de perturbations au niveau de l~ membrane du 

drépanocyte: une augmentation des lysophosphatide, redoutables par leur propriété 

hyperhémolysante, et un appauvrissement concomitant de la membrane cellulaire. en 

phospholipides. 
. 1 

Ces anomalies bio~himiques pourraient être, du moins en partie, responsables 

de l'anémie hémolytique souvent observée chez les drépanocytaires. Elles auraient 

pour principal déterminisme commun: la lipidoperoxydation. 
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C'est pourquoi J 'évaluation de ce processus dans la maladie drépanocytaire 

nous paraît être une perspective intéressante pour la compréhension de la pathogénie 

del 'anémie falciforme. 

V. EVALUATION DE LA LIPIDOPEROXYDATION ET DES FACTEURS DE 

PROTECTION AU SEIN DE LA MEMBRANE ERYTHROCYTAIRE 

V.1. DOSAGE DU MALONDIALDEHYDE (MDA) 

V.1.1.Généralités 

Le malondialdéhyde est l'index d'évaluation de la peroxydation lipidique le 

plus connu mais aussi Je plus utilisé en raison de la simplicité de sa mesure. Depuis que 

KORN et LIVERSEDGE [94] ont décrit en 1944 la réaction colorée, donnée par 

l'acide thiobarbiturique (fBA) avec le MDA, cette réaction est en effet la plus 

largement utilisée pour évaluer les péroxydes lipidiques dans· l~s milieux biologiques. 

Le principe de la réaction est le suivant: en milieu acide (pH environ 3,5) à chaud (95 

à 100°C), le MDA forme avec deux molécules de TBA un complex coloré extractible 

par les solvants organiques (le n-butanol en l'occurrence) absorbant à/...= 532 run. Le 

mécanisme est le suivant: 

2 X T!3/\ !VIDA Com plcxc coloré 

OH 
O-D 
1 . 

+ O·I2 
l 

s~~- 011 H ;::::N v
1 

SH 

. ~I \ \ + 2H 2o 
--~N ~ ::::CH-Cl-I=Cl-I- ~ N 

o-:o 
OH 01-I' OH 

La méthodologie u.tilisée a été celle préconisée par YAGI K. [130] mais 

appliquée dans notre série à l'analyse du malondialdéhyde. de la membrape 

érythrocytaire. 
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- Acide sulfurique 36 N 

- Acide phosphotungstique (PT A) 

- Acide thiobarbiturique (TBA) 

- Acide acétique glacial 

- 1, 1,3 ,3-trétra-ethoxypropane (TEP) 

- Ethanol 

- N-buthanol 

Remarque : le TEP se transfonne stoechiométriquement en MDA. 

V.J .3. Préparation des réactifs 

- Acide sulfurique N/12 

HzS04 (36 N) -------------- 2,30 ml 

HzO, QSP ------------------ 1000 ml 

- Acide phosphotungstique 10% 

PT A ------------------- 25 g 

HzO, QSP---------------- 250 ml 

- Solution mère.d'acide thiobarbiturique 

TBA ------------------ 0,6 g 

Hz O, QSP-------------- 100 ml 

- solution fille d'acide thiobarbiturique 

----· -----·--- --·---

solution mère de TBA-------------- 15 ml 

acide acétique glacial ------------- 15 ml 

. 61 



- solution mère TEP (1,824 mg/!) 

TEP --------------------------------- 50 µ1 

Ethanol, QSP ------------------------ 25 ml 

- solution fille de TEP 

Solution mère TEP---------------- 180 µ1 

Ethanol, QSP ------------------------ 1 OO ml 

V.1.4. Àppareillages et ,accessoires 

- S,pectrophotomètre 

B . M. i - am- a.ne· 

- Cyclomixeur 

- Centrifugeuse 

V.1.S. Mode opératoire 

V.1.S.1. Préparation de la gamme d'étalonnage 

Concentration TEP Volume (en µI) de solution fille H10 (en µI) 

(µmole/1) de TEP 

0 0 lvvu 

l 67 9J3 

1 

3 2Ul (/j';) 

6 4UU 600 
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V.1.5.2. Procédure analytique 

Nous avons adopté le procédé de Y AGI [130]. 

ta ouuage I ul>e 

échantillon 

µ 

200µ1; 

600µ1 1200µ1 
1 

3 

6 100µ1 

Suspension e 100µ1 

avec du sérum physiologique 

µ 

Mélanger au cyclomixeur 

Placer au Bain-Marie à 95°C pendant 1 heure 
' .. 

Refroidir dans de la glace pilée 

Ajouter dans chaque tube 4 ml de n-butanol et agiter au vortex pendant 1 rùinute 

Centrifuger à 4000 tours/minute pendant 5 minutes et récupérer seulement 

le surnageant pour lecture dans une cuve en pyrex au spectrophotomètre à 

À= 532 nm. 

L'évaluation de l'intensité de la lipidoperoxydation par le dosage du MDA, a 

été suivie de celle de l'équipement enzymatique antioxydant par la mesure des 

activités de la Superoxyde dismutase (SOD) et de la Glutathion peroxydase (GPX) 

des membranes érythrocytaires des mêmes specimeils. 

V.2. MESURE DES AC_TIVITES SOD ET GPX DE LA MEMBRANE 

ER"îTHROCYTAIRE. 

Les activités de la superoxyde dismutase et de la glut~thion peroxydase, 

· enzymes 
1
clés de protection membranaire contre la peroxydation lipidique, ont été 

dosées grâce aux kits RANSOD® et RANSEL ® commercialisés par la firn1e 

RANDOX® . 
. ,. ... ,. 
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Le principe du dosage de l'activité de la SOD repose sur la capacité de cette 

enzyme à inhiber la fonnation de fonnazan par le biais d'une réaction dépendante du 

radical superoxyde O{ . 

Dans le kit RANDOX , l'oxygène 02 est généré grâce à l'oxydation de la 

xanthine , par la xanthine oxydase. li réagit avec le 2-(4-iodophenyl)-3-(4-

nitrophenol)-5-phényltetrazolium chloride (ou I.N.T.). Les deux séquences 

réactionnelles se schématisent comme suit: 

xanthine 

xanthine oxydase· 

----------Acide urique+ O{ 

O{ 
!.N.T. Fonnazan 

La SOD empêche la production de formazan en catalysant la 

dismutation du radical superoxyde en oxygène et en peroxyde d'hydrogène : 

SOD 

La mesure de l'activité de la superoxyde dismutase est associée à celle de la 

glutathion ,peroxydase mernbranaire. Le principe de celle-là repose sur la capacité de 

la GPX de catalyser' l'oxydation du glutathion réduit en présence de cumène. Cc 

dosage couplé à la glutathion réductase permet la mesure de la vitesse de formation 

du glutathion disulfure (GSSG) selon le principe de PAGLIA et VALENTINE [107] : 

GPX 

2 GSH + ROOH -----_.,.·ROH+ GSSG + H20 

GSSG + NADPH, H+ ._,. NADP- + 2 GSH 
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V.3. RESULTATS ET COMMENTAIRES 

V.3.1. Résultats globaux des analytes : Hb , MDA , SOD et GPX des membranes 

érythrocytaires 
\ 

Tableau VIII : 

Valeurs moyennes des paramètres testés 

UI/l 

MDA 

mg/ml 

Ub MDA 

g/I 'UI/g d'Hb Ul/g d'Hb mg/g d'Hù 

m±ET m±ET m±ET m±ET m±ET m±ET m±ET 

Il= 44 97,586 

SOD = Superoxyde dismutase 

GPX = Glutathion peroxydase 

MDA = Malondialdéhyde 

Hb = Hémoglobine 

m =moyenne 

ET= écart-type 

2,538 16,422 183,573 26,643 

L'évaluation de la qualité de nos dosages a été réalisée grâce à des contrôles 

titrés: RANSOD control, RANSEL control vendus par les Laboratoires RANDOX® et 

le contrôle MDA. 

Chaque contrôle a été analysé comme un échantillon au début et à la fin des 

séries de dosages. Seuls les résultats des séries dont les valeurs de contrôle sont 

restées incluses dans la fourchette des valeurs de référence ont été colligés dans le 

tableau ci-dessus. 

Pour l'analyse comparative des résulats expérimentaux des sujets AA, AS et SS 

nous avons utilisé le test de student [119]. 

Nous avons considéré les différences significatives si p < 0,05 et non 

significatives dans les autre cas. 
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V.3.2. L'hémoglobine totale 

Le taux d'hémoglobine du sujet AS est sup~rposable à celui du sujet témoin 

AA (p= 0,0555). A l'inverse, il est significativement plus bas chez le drépanocytaire 

homozygote (p = 0,0001) avec une moyenne de 86,75 g/I. L'anomalie hématologique 

ainsi observée dans notre série correspond à l'anémie hémolytique quasi constante au 

cours de la maladie sicklémique. Elle serait Je témoin de l'hypersplénisme mais aussi 

des altérations biochimique~ de la membrane érythrocytaire notamment celles de ses 

principaux constituants structuraux que sont les lipides [9, 36]. 

V.3.3. Le malondialdéhyde (MDA) 

Nos résultats montrent une augmentation significative de la teneur en MDA de 

la membrane du drépanocyte par comparaison à celle de l'hématie non sicklémigue. 

Cette perturbation biochimique est d'autant plus ~mportante dans notre série que 

l 'hémoglobinopathie S est à l'état homozygote. Les taux les plus élevés de MDA 

sont observés chez les sujets SS avec une différence significative p = 0,0001 contre 

P. = 0,004 chez les sujets AS par comparaison aux témoins AA. 

Le malondialdéhyde est le marqueur biologique actuellement le plus utilisé 

pour évaluer l'intensité du phénomène de la peroxydation lipidique. Il est le dernier 

métabolite formé au décours des attaques radicalaires des lipides et en constitue un 

index fidèle. 

L'élévation significative de MDA dans notre série suggère que 

I'hémoglobinopathie S consfüue- pour les lipides membranaires un facteur de risque 

peroxydatif. Cette hypothèse expérimentale est compatible avec l'intense 

lipidoperoxydation décrite par certains auteurs au cours des syndromes hémolytiques 

en général et de la drépanocytose en particulier (29, 126]. 

V.3.4. Les enzymes superoxyde dismutase et glutathion peroxydase 
. ' . . 

L'activité moyenne de la SOD mesurée chez les ,témoins AA (sains) de notre 

série est de 1181 UI / g d'Hb. Elle est peu différente des 1098 UI/g d'Hb rapportées 

par NICOLE A. et SINEf P. M. [l 06]. 
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Ces auteurs ont dosé la SOD par méthode immunologique à partir d'extraits 

érythrocytair~s chez des sujets sains. La similitude des deux résultats constitue un 

argument en faveur du caractère superposable des. deux méthodes. 

L'analyse comparative des actitiviés enzymatiques en UI / l de la SOD et de la 

GPX entre les sujets AS, SS et les témoins AA ne montre pas de différence 

significative. Il en est de même pour les valeurs corrigées de GPX correspondant au 

rapport ur.r11taux d'Hb en g.1--t. Par contre, celle de la SOD est plus intense chez les 

sujets AS (p = 0,0368). 

En ce qui concerne les activités corrigées des enzymes SOD et GPX chez les 

drépanocytaires homozygotes SS , elles sont toutes les deux significativement plus 

intenses 9omparativement aux sujets témoins (p = 0,0001 pour SOD et GPX). 

Ces données expérimentales suggèrent que les drépanocytaires hétérozygotes 

(AS) disposeraient d'un potentiel antioxydant globalement équivalent à celui des 

sujets t~moins (AA). Seule l~activit~ de la superoxyde dismutase paraît relativement 

plus importante chez les sujets à trait drépanocytaire. 

Cette enzyme accélère la dismutation du radical superoxyde en peroxyde 

d'hydrogene (61]. EJle catalyse l'étape inaugurale de la lutte contre la peroxydation 

lipidique et serait seule sollicitée chez les sujets AS. Elle est ensuite couplée de 

l'hyperactivité de la glutathion peroxydase chez l'homozygote SS. 

Le recrutement fonctionnel de la GPX dans le cas de l'hémoglobinopathie SS 

serait une réponse de l'organisme au stress oxydatif particulièrement intense dans 

cette affection (29]. 

Ainsi donc, selon nos résultats, le capital antioxydant du drépanocyte serait 

fonctionnel voire nettement au-dessus de la moyenne observée chez les témoins. 

L'enquête bibliographique est caractérisée par le peu d'études concernant les 

enzymes SOD et GPX dans le cas précis de l'anémie falciforme. 
·, 

DAS et NAIR (41] ont rapporté en 1980 une activité SOD significativement 

plus intense chez les drépanocytaires que chez les témoins. Cependant selon les 

mêmes auteurs l'activité de la glutathion peroxydase serait plutôt faible chez les 

malades contrairement à nos résultats. L'hypothèse formulée était alors l'inactivation 

de la GPX par l'accumulation de l'ion peroxyde chez les drépanocytaires. L'effet 

inhibiteur de ce radical est ensuite confirmé par BLUM J. et FRIDOVITCH I. [16]. 
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Par ailleurs, SINEr P.M. et GARBER P. avaient décrit 5 ans auparavant une 

inhibition de la superoxyde dismutase (SOD) par! 'eau oxygénée [124]. 

Cependant les inhibitions de la SOD ou de la GPX rapportées par ces auteurs 
1 

sont remises en cause par la synergie fonctionnelle des deux enzymes ; l 'inhbiteur 

présumé de l'une est le substrat del 'autre [25, 102].' 

Ces caractéristiques fonctionnelles pourraient alors expliquer les hyperacli vi tés 

concomitantes SOD et GPX dans notre série; chaque enzyme recouvre son activité 

après consommation de son inhibiteur. 

Les multiples lavages des spécimens suggèrent que le MDA, la SOD et la GPX 

dosés dans notre série sont excl usJvement d'origine membranaire. Aussi nos résultats 

expérimentaux constituent-t-ils , s'ils sont confirmés par des études ultérieures, un 

maillon important pour la compréhension de la pathogénie de la drépanocytose . 

. Ce contraste biologique pourrait signifier l'existence d'un dépassement du potentiel 

antioxydant, pourtant non déficitaire, par un stress oxydatif particulièrement intense 

au cours de la drépanocytose. 
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La drépanocytose -constitue encore au Sénégal un réel problème de. santé 

publique par sa morbidité. En dehors de l'anomalie par mut~tion génétique au niveau 

de la chaîne bêta de l'hémoglobine, d'autres facteurs notamment rnembranaircs 

semblent intervenir. 

L'hyperhémolyse, maître-symptôme de la drépanocytose pourrait expliquer 

elle seule l'intérêt physiopathologique de la biochimie des lipides. Ceux-là assurent 

l'essdntiel de la stabilité structurale et fonctionnelle des membranes biologiques en 

général, de l'hématie en particulier. 

Le thème tle notre travail a concerné les lipides et l'équilibre du couple 

lipidoperoxydation-facteurs antioxydants de la membrane du drépanocyte. L' étude 

s'était fixée deux objectifs principaux: 

identifier et quantifier les prlnclpaux lipides présents dans la membrane 

érythrocytai re, 

évaluer la peroxydation lipidique par le dosage de malondialdéhyde et son 

contrôle par les enzymes superoxyde dismutase et glutathion peroxydase. 

Cette démarche pourrait sans doute contribuer à préciser le rôle de la 

désorganisation peroxydative de la membrane érythrocytaire dans la pathogénie de 

l'anémie falciforme. 

L'échantillonnage a concerné 213 sujets répartis en trois groupes : 

- sujest témoins AA (n =78) 

- sujets drépanocytaires AS (n = 91) 

- sujets drépanocytaires SS (n = 44). 

Grâce à la chromatographie liquide haute pression (CLHP), nous avons pu 

identifier sept dasses de lipides par comparaison des temps de rétention à ceux de 

standards connus. Il s'est avéré que tous les lipides présents chez les témoins l'étaient 

également chez les drépanocytaires. 
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Par ailleurs, nous avons quantifié ces lipides à 1 'aide de droites d'étalonnage 

représentant l'expression_ de la concentration en fonction de Ja surface des pics 
. 1 

phromatographiques. Nous avons pu mettre en évidence, au sein de la membrane du 

drépanocyte, deux types de perturbations : 

une . augmentation significative des lysophosphatides, redoutés pour leur 

propriété hyperhémolysante, 

une baisse concomitahte de la teneur en lipides des membranes. 

Nous nous sommes intéressés également aux paramètres suivants 

malondialdéhyde ~MDA) , supcroxyde dismutase (SOD) et glutathion peroxydase 

(GPX) de, la membrane érythrocytaire. 

A l'heure actuelle le malondialdéhyde est le marqueur biochimique le plus 

utilisé pour évaluer la lipidoperoxydation ; il en reflète l'intensité. Son taux est 

signicativement plus important chez les drépanocytaires AS de notre série el 

davantage chez les homozygotes SS comparativement aux sujets témoins AA. 

L'augmentation du MDA, observée dans notre étude, suggère que la 

peroxydation lipidique est particulièrement intense au cours de la drépanocytose. Elle 

est paradoxalement associée à l'hyperactivité antioxydante de la SOD et de la GPX. 

Les deux enzymes en effet, dans les conditions physiologiques· normales, régulent les 

attaques radicalaires des lipides de l'érythrocyte. Leur hyperactivité chez nos malades 

ne semblent pas contrôler la lipidoperoxydation. Il y aurait donc au cours de la 
' 

drépanocytose un dépassement du potentiel antioxydant enzymatique, pourtant 

fonctionnellement normal, par un stress oxydatif particulièrement intense. 

1 
Les troubles biochimiques observés dans notre étude expérimentale pourraient 

avoir un déterminisme commun : la peroxydation lipidique. Celle-là par son 

intensité déborderait ."îes facteurs de régulation au cours de la drépanocytose. 
1 
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11 en résulte des perles en lipides miùs nussl et surtout 1 'uppuritlon de mélttbolltcs 

toxiques : les Iysophosphatides et le malondialdéhyde au sein de· la membrane du 

drépanocyte. 
Ces anomalies biochimiques associées à la gélification intraérythrocytaire de 

1 'hémoglobine S sous-tendraient certains phénomènes physiopathologiques qui 

caractérisent la drépanocytose. Il s'agit entre autres de la falciformation , des troubles 

hérnorhéologiques et surtout de l 'hyperhérnolyse. 

Nos résultats devraient contribuer à établir un maillon supplémentaire dans 

l'explication de la pathogénie de ! 'anémie falciforme. Ils devraient également 

permettre d'asseoir une stratégie thérapeutique orientée notamment vers l'utilisation 
I 

d'antioxydants et I ou la supplémentation en acides gras polyinsaturés (AGPI) pour la 

protection et la restauration de la membrane des drépanocytes. 
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