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Le glucose 6 phosphate déshydrogénase (G6PD) est une enzyme cytoplasmique
distribué dans toutes les cellules, c’est la premiére et la principale enzyme de la voie des
pentoses. Sa fonction physiologique majeur est de fournir NADPH, qui est nécessaire pour la
prévention des dommages oxydatifs (Atul et al., 1994; Wei-Ying Kuo et al., 1999 et
Pondarré, 2008). C’est une protéine constituée de 515 acides aminés ayant un poids
moléculaire de 59 KDa (Atul et al., 1994 et Beutler, 1994).

La structure cristallographique de l'enzyme est un dimére dont la constitution et la
fonction dépendent de la fixation du NADP. La connaissance de la structure permet une
meilleure compréhension des relations structure/fonction de cet enzyme (Beutler, 1995),
parfois retrouvée déficitaire chez certains individus. A ce titre, Le déficit en G6PD est le plus
fréquent des déficits enzymatiques héréditaires rencontrés classiquement chez les hommes
(Matthew et al., 2002 et Joly et al., 2009), qui touche environ 420 millions personnes dans le
mande avec une fréquence plus élevée dans les pays du pourtour méditerranéen, d’Afrique
tropicale, du Moyen-Orient et d’Asie tropicale et subtropicale. Les populations d’origine
Africaine et Hispaniques de 1’Amérique du Nord, du Sud et des Antilles sont également
touchées (Bancarel et al., 2009).

La maladie est transmise génétiquement sur le mode récessif, lié au chromosome X, le
déficit est donc transmis par les femmes alors qu’il atteint principalement les hommes; des cas
peuvent, cependant, survenir chez les femmes bien qu’ils soient moins fréquents (AFSSAPS,
2008). Environ 160 mutations différentes ont ét¢ identifi€es avec une répartition géographique
caractéristique. La majorité des sujets atteints, sont asymptomatiques. Le risque essentiel du
déficit en G6PD est survenu aprés une exposition a certains aliments (féve) ou lors de la prise
de certains médicaments courants (certains antipaludéens, sulfamides, analgééiques)
(Mégarbane, 2008 ; Bancarel et al, 2009 et Galoisy, 2012). Il existe également des
substances toxiques pour ces patients, tels que le naphtaléne ou le henné (Xavier, 2008).

Les Manifestations cliniques courantes comprennent l'anémie hémolytique aigug,
ictére néonatal et ’anémie hémolytique chronique. (kotaka et al., 2005).

Pour savoir si une personne est porteuse du déficit en G6PD, il faut avoir recours aux
tests de dépistage pratiqués par les laboratoires de biochimie, ou les laboratoires de génétique
et de biologie moléculaire (VIGIFAVISME, 2009).

C’est dans ce cadre que s’inscrit I’objectif de notre travail qui a pour but d’expliquer le rdle
biochimique de G6PD dans le métabolisme ; savoir sa structure et les aspects génétiques de

déficit en G6PD et ses variantes déficitaires et de Connaitre I’effet du déficit en glucose 6









Chapitre I : Géneralités sur le déficit en G6PD

1-1 Historique :

Des I’Antiquité, le philosophe grec Pythagore déconseille & ses éléves de manger des
féves, probablement pour leur effet potentiellement pathogéne ; En revanche, Hippocrate ne
mentionne pas les féves dans son trait¢ de di€tétique et les Latins en faisaient une large
consommation.

En réalité, ce n’est qu’a milieu du XIXéme si¢cle que parait dans une revue de médecine
Portugaise publie 1’observation d’un malade faisant des poussées ictériques chaque fois qu’il
mangeait des feves.

A partir de la fin du XIXe siécle, des cas de plus en plus nombreux d’accidents liés a leur
ingestion, voire a I’inhalation de leurs pollens, sont rapportés dans la littérature. Ils concernaient
des Italiens, surtout dans le Sud, en Sardaigne et en Sicile, dans ces régions ou les féves sont
largement cultivées. Le terme de favisme est alors cré€ pour décrire cette curieuse susceptibilité.
Les cas de favismes observés concernaient habituellement des sujets méditerranéens et jamais
des sujets originaires de I’Europe du Nord (Wajcman et al., 2004) ; par ailleurs, La primaquine
utilisée en traitement prophylactique du paludisme lors des opérations dans le sud-est asiatique
de la Seconde Guerre mondiale par les militaires américains, a €t¢ mise en cause dans la
survenue d’anémies aigués chez les soldats noirs par Hockwald en 1952 (Bancarel et al., 2009)
En 1956, Carson découvre que dans les globules rouges de ces patients le taux d’activité de la
G6PD est extrémement bas ; Aprés un voyage en Sardaigne, Crosby a noté une forte similarité
entre ’anémie hémolytique provoquée par l'ingestion de feves et I’anémie hémolytique
provoquée par I’ingestion de primaquine (Cappellini, 2008).

1956 : Carson et ses collégues découvert que I'anémie hémolytique a été provoquée par le
glucose-6-phosphate (G6PD) déshydrogénase (Kaplan, 2013).

1958 : La détermination de son caractére héréditaire et sa transmission par le chromosome X
(Bancarel et al., 2009).

1959 : Le Pr Emest Beutleur décrit I’effet biochimique entrainant ’hémolyse aigue aprés
I’absorptions de 1’un de ces produit oxydant (Jolly et al., 2010).

1966 : La standardisation des procédures pour 1'é¢tude de déficit en G6PD.Le groupe scientifique
de I’OMS sur la pharmacocinétique s’est réuni a Geneve du 4 au 8 décembre 1972 ( Benazet et
al., 1973).

1966-1986: Prés de 400 variantes biochimiques de la G6PD sont caractérisé (Cappellini, 2008).
1986: Clonage de G6PD par PERSICO et al. et Takizawan et al. (Hung-Yao Ho et al., 2005) et
séquengage du géne de la G6PD (Cappellini, 2008).
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Chapitre I : Généralités sur le déficit en G6PD

1994: La cristallisation des protéines en G6PD de Leuconostoc mesenteroides.

1995: Rupture ciblée du géne G6PD.

1996: Développement d’un modele structural de la protéine en 3 dimensions (Galoisy et al.,
2012).

2000 : Un livre sure le déficit en G6PD a usage des médecins traitants et des patients et déja
dépistés est publié.

1986-2006: Prés de 140 variantes moléculaires du géne G6PD identifi¢ (Cappellini, 2008).
2008 : De nombreuses liste des différentes médicaments, et des aliments dangereux circulaient
dans la littérature internationale d’ou les discordances du discours médical et le désarroi des
familles chez lesquelles le diagnostique a €té porté, a 1 occasion d’un accident iatrogéne
(provoqué par les médicaments ou les traitements thérapeutiques) (Jollly et al., 2010).

En 2008 aussi environ 160 mutations différentes ont ét¢ identifiées avec une répartition
géographique caractéristique (Mégarbane, 2008).

En 2009 : 420 variante biochimique de la G6PD sont caractérisé et en 2012 s’enleve en 450
variante (Bancarel et al., 2009 et Singh et al., 2012).

I-2-La réparation mondiale :

Le déficit en glucose-6-phosphate déshydrogénase (G6PD) est le déficit enzymatique
(Mégarbane, 2008). Héréditaires (AFSSAPS, 2008) le plus répandu chez 1’homme
(Mégarbane, 2008). 11 touche environ 400 millions de personnes dans le monde (Wajeman et
al., 2004). Les cas de favismes observés concernaient habituellement des sujets méditerranéens
et jamais des sujets originaires de 1’Europe du Nord.

Ce déficit, initialement décrit en Méditerranée, est retrouvé dans de trés nombreuses
populations d’Afrique noire d’une fréquence maximal supérieure >40%, du Moyen-Orient et
d’Asie (Asie sud-est fréquence de + 8%). Les populations d’origine Africaine et hispaniques de
I’Amérique du Nord, du Sud et des Antilles sont également touchées (Tableau 1, figurel)
(Capelli, 2008).



Chapitre I :

Généralités sur le déficit en (G6PD

Tableau 1 : la distribution mondial de déficit en G6PD (WHO, 1972).

pays Estimation populaire Le pourcentage
(x 1000)1966 %
L’Afrique :
West Ghana 7.300 24
Nigeria 9.104 2.25
Central Angola 5.084 11-27
Congo 15.300 6-23
East Kenya 9.104 2-25
Tanzania 9.900 2- 28
Sud Afrique 17.474 3-9
Ethiopai 22.200 0
Algérie 11.600 <1
L’Amerique :
USA 192 .119 11(les noirs)
Venezuela 8.427 2-5
Brazil 78.809 0
Asia:
China 686.400 2-5
Hong Kong 3.692 3.7-5.5
India 471.627 4-19
Japan 96.906 <1
L’Europe:
Greece 8.480 1-32
Sardinia 50.762 <1
Autre rare
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I-3-La structure de la G6PD :

L’Enzyme G6PD est retrouvée dans la plupart des especes, des micro-organismes a
I’homme ; les quelques rares exceptions concernent des microorganismes vivant dans des
milieux pauvres en oxygene ou chez des parasites pouvant profiter de I’activité enzymatique de
I’héte. L homologie de séquence entre les diverses enzymes est trés forte : 94% entre les
mammiferes et 20% entre mammiferes et microorganismes (Wajcman et al., 2004).

La connaissance de la structure spatiale de ’enzyme permet maintenant d’ébaucher des
hypothéses expliquant les déficits en termes de relations structure-fonction (Wajcman et al.,
2004). La premiére structure cristalline a été déterminé a partir d’un mutant de 1’enzyme
humaine G6PD ou I’arginine en position 459 est remplacée par leucine a 3A de résolution
(Shannon et al., 2000 et Wajcman et al., 2004).

L’enzyme G6PD est composée de deux dimeéres ou quatre sous unités identiques qui
forme un tétra-chaine (figure 2) (Robert et al., 1968 et Rosalind et al.,, 2013).Chaque
monomeére est constitué de 515 acide aminé (Beutler, 1994), possédant un poids moléculaire
de 59,265 kDa le géne codant de la G6PD contient 13 exons. et mesure de 20 K P B
(Wajcmane et al., 2004 ; Anna, 2009 et Alharbi et al., 2013).

La structure de la G6PD se compose par des hélices a et feuilles B et Chaque monomere
se compose de deux domaines (figure 3):

% Le domaine N-terminal : de I’acide aminé 27 jusqu'a 200 de I'enzyme humaine. Ce domaine
contient le site catalytique qui présent un site de fixation d’une molécule de NADP®, dite
catalytique, qui réduit NADP en NADPH lors de la réaction enzymatique (Rowland et al.,
1994, Shannon et al.,2000 et Naylor et al.,2013).Ce domaine est situ¢ prés de la région ou
se fixe le glucose-6-phosphate et la lysine 205 (Xiao-Tao et al., 2009 et Daloii et al.,2013)
la structure montre une liaison disulfure entre le segment N-terminal de I'enzyme et le plus

grand domaine (Shannon et al.,2000).

(d

Le domaine C- terminal : c’est le plus grand domaine.Composé par un repliemeﬁt

o,
A%

antiparalléle de 9 feuillets plissés (Cappellini et al., 2008 et Wang et al., 2008); chaque
molécule de G6PD présente un site oul se fixe une molécule de NADP" dite «structurellex est
étroitement lié entre les feuilles B de l'interface du dimere et 'extrémité C-terminale (figure
4) (Wang et al., 2009) avec un motif de peptide Gly-X-X-Gly-X-X qui correspond aux
acides aminés 38 - 43 codé par I’exon 3(Luzzato et al., 2006) Donc le NADP est considéré
tant comme un domaine structurel qu’ un domaine fonctionnel de la molécule G6PD (Moiz,

2013).
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Le site structurel ot NADP" attaché n’est pas impliqué dans la réaction catalytique de
I’enzyme (Singh et al., 2012), il est séparé du site de liaison de la coenzyme catalytique
(Kotaka et al., 2005). Ce site est important pour la stabilit¢ du G6PD (Daloeii et al., 2013).

Les deux domaines sont reliés par une hélice a, qui contient le peptide de huit résidus
conservée qui agit comme le site de liaison du substrat (acides aminés 198-206) (Cappellinie
et al., 2008) I’accumulation des monoméres inactifs et la conversion dans une forme active
exige la présence de NADPH (farhud et al., 2008).

En comparant les séquences d’une cinquantaine d’espeéces, Notaro, Afolayan et Luzzatto ont
identifi¢ 12 régions conservées dans la molécule de G6PD qui ont sans doute un rdle dans la
fonction et la structure de la molécule. Les localisations de ces régions et leur fonction
probable sont indiquées dans le tableau 2 (VIGIFAVISME, 2009).

Tableau 2 : localisation et fonction des 12 régions conservées dans la molécule de G6PD

(VIGIFAVISME, 2009).
Régions Résidus | Exons Fonctions
Région I 34-53 Exon 2-3 | liaison du coenzyme

Région 11 137-148 | Exon 5 core hydrophobe

Région HI 166-180 | Exon 6 face au site catalytique

Région IV 193-218 | Exon 6 site catalytique

Région V 240-274 | Exon7-8 | face au site catalytique
Région VI 284-292 | Exon9 hélices a amphipathiques
Région VII | 333-339 | Exon9 core hydrophobe

Région VIII | 347-362 | Exon 9-10 | core hydrophobe

Région IX 365-376 | Exon 10 core hydrophobe

Région X 388-404 | Exon 10 contact entre sous-unités
Région XI 433-443 | Exon 11 core hydrophobe
Région XIT | 451-464 | Exon 12 hélices a amphipathiges

Le G6PD humain native peut exister soit sous forme de dimere (figure 5) ou tétramere.
L’enzyme est active comme un dimer ou tétrameére selon le pH:
Au pH normal, la molécule G6PD existe comme un tétrameére et chaque sous-unité porte un
NADP (la Nicotinamide Adénine Dinucléotide Phosphate) a son propre site actif ; A haut pH, la
force ionique déplacer 1'équilibre vers le dimeére alors que les conditions de pH faible provoque

un glissement vers le tétramére. Le monomére inactif pourrait également étre formé a un pH
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I-4-Le role de 1a G6PD dans le métabolisme cellulaire:

La glucose-6-phosphate déshydrogénase est une enzyme cytoplasmique présente dans
toutes les cellules (AFSSAPS, 2008).C’est une enzyme dont la principale fonction physiologique
dans les globules rouges du sang est de produire du NADPH qui est nécessaire pour les réactions
de divers biosynthétique des voies, ainsi que pour la stabilité de catalase et la préservation et la
régénération des la forme réduite de glutathion (GSH).Catalase et GSH sont essentiels a la
réduction du peroxyde d'hydrogéne en H2O.(Atul et al., 1994 et Adil et al., 2012).

La G6PD est une enzyme qui catalyse la premiére étape de la voie pentose phosphate. La
voie des pentoses phosphates, dite aussi « shunt » des pentoses, est une voie métabolique du
cytoplasme partiellement réversible, entre deux carrefours métaboliques de la glycolyse
cytoplasmique : le glucose-6-phosphate et le fructose-6-phosphate. Elle peut fonctionner pour
oxyder du glucose en bicarbonate pour réduire le NADP" en NADPH, convertir le fructose en
pentoses (ribose, ribulose, xylulose) pour la synthese des acides nucléiques, par exemple chez les
végétaux ses enzymes participent a la photosynthése (Raisonnier, 2004).

Le G6PD transforme le glucose-6-phosphate en 6-phosphogluconolactone (figure 6 A)
qui s’hydrolyse en 6-phosphogluconate (figure 6 B) Lors de cette réaction, une molécule de
NADP+ est réduite en NADPHH' La seconde réaction de cette voie, est la transformation du
6phosphogluconolactone en ribulose-5-phosphate, produit également du NADPH a I’effet de
deux enzymes lactonase et phosphogluconate déshydrogénase Puis a ’effet de phosphogluconate
déshydrogénase.Chez les sujets déficitaires en G6PD, elle est totalement perturbée par le
ralentissement de la premicre tape.

Le NADPH joue un rdle essentiel dans la réduction des agents oxydants, en permettant,
en particulier, dans le globule rouge, de maintenir le pool de glutathion réduit 4 un niveau normal
(figure 6 C). Normalement, le glutathion réduit est en tres large exces par rapport au glutathion
oxyd¢ (Raisonnier, 2004).
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Figure 6 : Les réactions de transformation de B-Glucose-6-phosphate en ribulose 5-phosphate
(Raisonnier, 2004).

12



(hanitre T 7 uasimered it 5 mens T AELE s e 772D

NADP+ % ﬁz G- SH H202

Glutathion Glutathion
Réductase Peroxydase

N DPHH+ </ \Xﬂzo

G-S-S-G

Figure 7 : Mécanisme de réduction du peroxyde d’hydrogene utilisant le glutathion
(Mégarbane, 2008)
Des travaux récents montrent qu’'un rdle protecteur du NADPH sur la catalase érythrocytaire
serait tout aussi important dans la lutte contre les stress oxydants.Des études in vitro indiquent
que, dans I’endothélium vasculaire et les muscles lisses, le G6PD module la réponse a un stress
oxydant en formant du NADPH, qui intervient, d’une part, par la réduction du glutathion et,
d’autre part, comme cofacteur de la NO synthétase (Wajcman et al, 2004).

Oxidative
Phase

Non
Oxidative
" Phase

Figure 8 : La voie de pentose phosphate (Spolarics, 1999).
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I-7-2-Les infections :

L'infection est une cause d'hémolyse chez le sujet déficient en G6PD: infection a
Escherichia coli, a streptocoque B-hémolytique, rickettsioses, hépatites virales qui provoquent
des hémolyses dans les jours qui suivent ’infection (bactérienne ou virale) (Aubry, 2013).
I-7-3-Les médicaments :

Certains médicaments responsables d’hémolyses sont les antipaludéens et les sulfamides.
L’acide ascorbique et ’acide salicylique sont contre-indiqués uniquement a forte dose. Plusieurs
listes de médicaments pouvant déclencher des crises d’hémolyse chez des personnes ayant un
déficit en G6PD sont disponibles (tableau 3) (David, 2009).

Tableau 3 : Principaux médicaments et toxiques oxydants et autres facteurs pouvant déclencher

une hémolyse en cas de déficit en G6PD (Sébahoun et al., 2005).

Antibiotiques Antalgiques Antipaludéens Autres Toxiques
oxydants
-Sulfamides -Aspirine -Qunidine -Sulfasalazine -Tolviden bleu
-Phénacétine -Quinidine
-Quinolones -Qunacrine -vitamine K -méthyléne bleu
-Amidopyrine -Probénécide
-Chloramph- -Primacrine -Acide -Naphtalin
énicol -Glafénine ascorbique
-Nutrofuranes -Chloroquine -Niridazole -Féves et pollen
-Doxorubicin des féves
-Dapsone

I-7-4-Autres produits .
D’autres produits ont €té établir et qui provoque des crises hémolytiques aigués chez
certains patients déficitaires en G6PD:
% Le henné : cette substance est utilisée dans des teintures traditionnelles par les
populations du Moyen -Orient ou du Maghreb davantage concernées par le déficit en
G6PD Elle pose un probléme accru depuis que les tatoueurs des pays occidentaux
proposent des tatouages temporaires au henné.
«¢ Plantes médicinales : Acalypha indica et Coptis chinensis.

¢ Le naphtaléne : utilis¢ comme antimite (Xavier, 2008).
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I-8- Expression clinique du déficit en G6PD :

L’expression clinique est variable selon le type de déficit et le variant impliqué.Les
patients présentent, généralement aprés un facteur déclenchant (prise de certains médicaments,
infection sévere, ingestion de feves ...), un épisode d’hémolyse plus ou moins sévére (Carmoi
et al., 2009). La principale manifestation clinique du déficit en G6PD est 1’hémolyse qui peut se
traduire selon trois tableaux cliniques:

- L’anémie hémolytique aigué, induite par 1’ingestion de certains médicaments ou
aliments, ou au cours d’une infection. L’hémolyse survient brusquement 1 & 3 jours aprés la prise
d’un médicament. L’ingestion ou !’inhalation de pollen des feéves, une infection chez un sujet
masculin. Les femmes hétérozygotes peuvent étre aussi atteintes.

-L’anémie hémolytique chronique.
-L’ictére néonatal qui provoque dans les cas les plus séveres et non traités des séquelles
neurologiques (AFSSAP, 2008).

Chez le sujet de race noire, dont le déficit est de type A", le médicament responsable est
souvent un antipaludéen, telle que la primaquine. L hémolyse se traduit par une asthénie brutale,
un sub-ictére et parfois des douleurs abdominales. Les urines sont foncées. L’hémolyse s’arréte
spontanément et I’anémie se répare en 4 a 6 semaines. La reprise ou poursuit du médicament
responsable, dans les jours qui suivent 1’accident, ne provoque pas de nouvelle crise. En effet, la
population érythrocytaire est constituée en majorité des globules rouges (GR) jeune, dont le
taux de G6PD est voisin de la normale (les GR les plus dgés, dont 1’activité enzymatique est trés
faible, ont été détruit pendent la crise). En dehors des crises hémolytiques, il n’y a pas d’anémie.

Chez le sujet méditerranée dont le déficit est le type B™, le cas le plus typique est celui
d’une hémolyse survenant 24 ou 48 heures apres ’absorption de féves ou I’inhalation de leur
pollen pondant la floraison; toutefois de nombreuses autres substances peuvent déclencher une
crise. Le tableau clinique est plus sévere (le déficit est profond et touche tout les GR) : une
hémolyse aigué intra vasculaire avec douleurs abdominale ou lombaire, fievre, émission d’urines
foncées ...ect (Tableau4) (Sebahoun et al., 2005).

Le déficit en G6PD peut également provoquer une anémie hémolytique chronique (déficit
de classe I). Chez les sujets de race blanche, dont le déficit est de type B-, L’évolution chronique
est le résultat d’une poussée hémolytique aigu€¢. Les complications habituelles des hémolyses
chroniques rapportent des lithiases biliaires, hémosidérose, ...ect (tableau 4) (Aubry, 2013).

A la naissance, les bébés atteints de déficit en G6PD présenteront un ictére néonatal
(Bertho, 2008), Une hyper-bilirubinémie néonatale (ictére néonatal) qui est une des
conséquences les plus dangereuses pour la santé du déficitaire en G6PD (Daneshpajooh et al.,

2008).
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Les signes sont habituellement évocateurs, la paleur peut étre masquée par 1’érythrose
classique du nouveau-né ou par ’existence d’un ictére débutant.

% les signes d’anémie aigu€ ou chronique se traduisent par une paleur, tachycardie,
tachypnée ; en cas d’anémie sévere, on peut observer un tableau d’anasarque feetale qui
serait due en partie a 1’insuffisance cardiaque résultant de I’anémie.

+ les signes d’hémolyse : I’apparition d’un ictére précoce durant les 36 premiéres heures de

vie et une splénomégalie (rarement présente a la naissance) (Tasseau et al., 2004).

Il existe un lien étroit entre la déficience en G6PD et la résistance au paludisme.

En effet, I’absence de G6PD dans les hématies est un frein au développement du
Plasmodium falciparum ce qui procure une protection relative vis-a-vis des accés palustres
graves. Une phagocytose précoce des érythrocytes infectés participe également a cette relative
(Bancarel et al., 2009).

Dans le paludisme, les études d’épidémiologie génétique les plus nombreuses ont
concerné la recherche des facteurs génétiques impliqués dans les formes graves observées dans
les infections par le Plasmodium falciparum. Les formes graves regroupent en général les
neuropaludismes (anémie résultant de la lyse des érythrocytes infectées par le Plasmodium
falciparum), la fievre - frissons, maux de téte douleurs articulaires, vomissements, Convulsions
avec coma et les anémies séveres (taux d’hémoglobine < 5 g/dl) dues au parasite (Abel, 1999).

Le stress oxydatif a un réle crucial dans les maladies neurodégénératives telles que la
maladie d'Alzheimer, maladie de Parkinson et amyotrophique la sclérose latérale ainsi la
déficience en G6PD peut augmenter le risque de certaines maladies.

Tableaud : Signes cliniques évocateurs d’anémie hémolytique (William, 2009).

Singes d’hémolyse aigue (surtout intra Singes d’hémolyse chronique
vasculaire) (surtout extravasculaire tissulaire)
+¢ Urines brunes % Anémie d’installation progressive

% Paleur intense avec un ictére n’apparaissant | chronique ou subaigué, urine foncées.
souvent que dans 2°™° temps. % Ictére, splénomégalie.

K/

+ Anémie apparue en quelques jours et mal | % Parfois révélée par une

tolérée. complication :

% En cas d’hémolyse de survenue brutale, Erythroblastopénie, lithiase
douleur lombaires voire ¢état de choc, vesiculaire compliquée
insuffisance rénale aigué et coagulation intra (cholécystite aigué angiocholite)
vasculaire disséminée. ¢ Douleurs osseuses
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II- 1- Le géne G6PD :

Le geéne G6PD est cloné en 1986 ; il est situé dans la région télomérique du bras long de
chromosome X (figurel), Il est cloné et séquencé par Persico et al. puis indépendamment par
Takizawa et Yoshida (Fadhil et al., 2010).

Le géne G6PD s'étend sur 20 kb sur le bras long du chromosome X, région 2, bande 8
(Xq28) (Daloii et al, 2008). Ce géne comprend 13 exons et 12 introns (Figure 12)
(Dehghanifard et al., 2012). La longueur de chaque exon est de 120 4 236 Pb (Anna et al.,
2013). Exon 1 et 13 est non codant, tandis que les autres exons sont des exons codants et I'intron
entre exons 2 et 3 est trés long, s'étendant sur 9857 Pb (Wajcmane et al., 2004 et Dehghanifard
et al., 2012).

La séquence du géne entier est connue, 'extrémité 5' du géne est trés riche en
dinucléotide CpG.Des déméthylations différentiel de certains ilots CpG est associé a I'expression
du géne sur le chromosome X. Ce géne, comme dautres genes fonctionnels, posséde un
promoteur riche en bases C et G. Un autre point a noter est que la partie intron entre les exons 2
et 3 est une région riche en CG (ilots CpG) dans 1’extrémité 5’ (Tonioloa et al., 1991 et Beutler,
1994).

Le role majeur de cette région est de réguler I’expression du géne codant G6PD qui est
effectuée par la méthylation et la déméthylation de dinucléotides (Dehghanifard et al., 2012).

Le promoteur du géne G6PD contient une TATA box de type TTAAAT, mais aucun
élément CAAT ou protéines stimulatrices. Trois sites d”hypersensibilité pour DNasel (HSS-1,
HSS-2 et HSS-3) ont été localisés dans I’extrémité 5° du geéne G6PD. HSS-3 situé dans les
introns 2 est spécifique du foie tandis que les deux autres HSS-1 et HSS-2 sont présents dans
tous les tissus. Le site d'initiation de traduction est situé dans l'exon 2 et a €té cartographié chez
I’homme. Le géne est conservé a travers I'évolution (Singh et al., 2012).

Les régions flanquant les séquences codantes G6PD ont été analysées et comparées entre
les espéces. L’extrémité 3° non traduite et contient le site de polyadénylation, qui est conserve.
Plus de 450 variantes de G6PD ont été identifiés sur la base de différents parameétres. Selon
I'OMS ont reconnu environ 300. Ces variantes ont ét¢ classées en environ 30 groupes des

mutants (Singh et al., 2012).
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II- 2- Aspects génétique :

On sait depuis toujours que les enfants ressemblent a leurs parents, et que, dans certaines
familles, des traits caractéristiques se transmettent de génération en génération; les maladies

peuvent donc se transmettre par 1’hérédité (VIGIFAVISME, 2009).

Depuis les années 60, les chromosomes sont principalement formés de I’ADN, molécule
dans laquelle est stockée I’information génétique décidant des caractéres héréditaires de
I'individu. Les chromosomes sont des petits filaments torsadés contenus dans le noyau des
cellules de I’organisme (VIGIFAVISME, 2009).

Les caractéristiques personnelles de chaque individu sont commandées par des facteurs
distincts alignés bout a bout dans chaque chromosome. Ces facteurs furent baptisés le géne. Un
chromosome peut étre congu comme une sorte d’alignement de génes comme les perles enfilées
d’un collier, chaque perle (chaque géne) correspond a une information importante de la
personnalité génétique de chaque individu. C’est en 1956 que fut démontrée 1’existence de 46
chromosomes dans les cellules humaines, formant ce que 1’on appelle le caryotype de 1’espece

humaine (VIGIFAVISME, 2009).

Chaque cellule du corps humain contient 46 chromosomes qui sont en fait 23 paires
différentes de chromosomes (VIGIFAVISME, 2009). Le sexe est déterminé par la derniére
paire (Elizabeth et al., 2010). Chez I’homme, le caryotype normal est dit euploide avec 44
autosomes les 22 paires de chromosomes identiques dans les deux sexes) et 2 chromosomes
sexuels ou gonosomes46, XY chez I’homme et 46 XX chez la femme. La molécule d'ADN
contient des génes qui sont l'unité d'information génétique (Bonneau, 2011).

11- 3- Le mécanisme de transmission:

L’atteinte génétique de la maladie du déficit en G6PD provient habituellement d’une
transmission familiale du géne (mutation transmise), mais parfois d’une nouvelle altération du
géne chez une personne dont les parents n’étaient pas porteurs du déficit (mutation de novo)
(VIGIFAVISME, 2008). Le déficit en G6PD comprend un polymorphisme considérable. Le
géne étant porté par le chromosome X ce qui explique le mode de transmission de la maladie liée
au sexe et de fagon récessif (Galoisy, 2012 et Moiz, 2013).

Les hommes ont un chromosome X et un chromosome Y (XY) (VIGIFAVISME, 2008).
ils ont alors un seul géne G6PD (Luzzato, 2006).
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L’homme qui posséde le géne G6PD muté (x) est atteint par la maladie car le
chromosome Y ne peut compenser 1’altération située sur ’unique chromosome X qu’il posséde.
et sont alors dits hémizygotes (xY) c’est-a-dire, ils doivent étre soit normal ou G6PD-déficients
(VIGIFAVISME, 2008 et Bancarel et al., 2008). En revanche, les femmes qui ont deux génes
G6PD, peuvent étre soit normale ou déficiente (Homozygote) ou intermédiaire (hétérozygote)
(Luzzato, 2006).

Les femmes qui sont hétérozygotes sont les porteuses du géne défectueux et peuvent
avoir ’activité enzymatique en G6PD intermédiaire ou sévérement faible en fonction de la
randomisation du chromosome X (Moiz, 2013). Les hétérozygotes sont asymptomatiques parce
que les cellules ayant un niveau d’expression de I’enzyme pres de 50 pour cent de la normale
sont biochimiquement normales.

L’inactivation du chromosome X déficitaire par le mécanisme de lyonisation décrit par

Lyon en 1961, il s’agit d’un processus de compensation génique propre au chromosome X qui
aboutit a l'inactivation aléatoire de 1'un des deux chromosomes chez les femmes dans chacune
des cellules (luzzato, 2006). Cette inactivation se produit au 20°™ jour de la vie intra-utérine,
elle se fait au hasard. La femme est une véritable mosaique physiologique (Mahfoudh et al.,
2008) donc le phénotype des femmes hétérozygotes possédant un alléle « normal » et un alléle «
déficient » (Timmel et al., 2006) ils ne sont pas atteintes mais peuvent transmettre la maladie;
elles sont dites conductrices de la maladie (c’est-a-dire non-malade, bien que porteuse du géne
muté) (Mahfoudh et al., 2008 et Bonneau, 2011) car le 2%™ chromosome X qu’elle possede
peut compenser 1’altération située sur le premier chromosome X (VIGIFAVISME, 2008).
11 est possible qu'une femme soit atteinte par la maladie si ses 2 chromosomes X sont porteurs du
géne muté (VIGIFAVISME, 2008). c'est-a-dire elle a hérité le géne muté de leur deux parents
et présentant une homozygotie (xx) (Bancarel et al., 2008 et Carmoi et al., 2008). La maladie
touche donc essenticllement le sexe masculin (90 %) et sa transmission se fait par le sexe
féminin en général (porteur sain) (Bancarel et al., 2008).

Les combinaisons parentales différentes qui peuvent mener a4 un enfant affecté sont
comme suivantes :

Si le pére est déficitaire (son seul X est anormal) et ]la mére est saine (ses deux X sont
normaux) tous les garcons sont normaux et indemnes de la mutation alors que toutes les filles
sont normales mais hétérozygote conductrices (figure 13) (Mahfoudh et al., 2008).

Situation rare si la mutation est sévére La moitié des garcons sont atteints. Les filles
normales sont hétérozygotes. Il existe des filles malades (1/2). Situation peu probable pour un
geéne rare, mais usuelle pour certains génes fréquents (figure 14) (Mahfoudh et al., 2008).
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II- 4- La elassification de G6PD :
II- 4-1- La classification de G6PD selon le phénotype :

Une classification phénotypique de déficit en G6PD est proposée par 1'Organisation
mondiale de la Santé (OMS) en cinq classes. Basées sur la gravité (sévérité) de I’hémolyse
(Tableau 5) (Josef et al., 2002),

<+ La classe I : comprend les déficits responsables d’une anémie hémolytique chronique.
Ces déficits sont rarement retrouvés et n’ont pas de spécificité de population. L activité

enzymatique est tres basse égale 4 5%.

< La classe II : rassemble les déficits séveres dans lesquels activité enzymatique est

inférieure a 10 % de ’activité normale.

% La classe III : regroupe les variantes dont 1’activité enzymatique est comprise entre 10 et
60 % de la normale.

“ La classe IV : la personne déficiente en G6PD est asymptomatique et 1’activité

enzymatique est entre 60% -150%.

% La classe V : la personne déficiente en G6PD a une activité supérieur & 150 % et une
mobilité électrophorétique anormale (Mura et al., 2009 et Josef et al., 2002)

Tableau S : classification des variantes enzymatique de la G6PD selon I’OMS (Bancarel, 2009).

Type Intensité Activité enzymatique Expression clinique
Du déficit
Classe I sévere <10%de Hémolyse chronique

L.’ activité normal

Classe I | sévére <10 %de Hémolyse
L’activité normal intermittente

Classe IIl | modéré 10% a 60% de Pactivité | Hémolyse suite a un
normale stress oxydatif

Classe IV | Pas de déficit | 60% a 150% de I’activité | -

normale
Classe V Activité >150 % de [Dactivité | -
accrue normale
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11-4- 2- La classification selon le type de mutation :

La classification moléculaire est basée sur les mutations génétiques spécifiques qui se
situe au site catalytique, au site de liaison de NADPH, au C ou N terminal de la protéine ou bien

a la région promotrice (Josef et al., 2002).

Les sujets déficitaires possédent des mutations dans le géne codant le G6PD. Ces
mutation sont ponctuelles de type faux sens, impliquant un seul remplacement d’acide aminé de
la protéine G6PD. Les exceptions sont des petites délétions (de un & huit acides aminés), et
quelques cas dans lesquels deux mutations ponctuelles sont présents (par exemple, les variantes

en G6PD A et B sont plus couramment rencontré en Afrique) (Luzzatto, 2006).

Tous ces trois types de mutations sont trouvés dans les multiples de trois nucléotides de
telle sorte qu’un décalage n'a pas produit. Une seule mutation d'épissage a été trouvée et aucune
mutation du promoteur n’a ét¢ identifiée. Dans la plupart des cas, ces mutations entrainent un
déficit en G6PD en diminuant la stabilit¢é in vivo de la protéine. Ainsi, la diminution
physiologique de l'activité de G6PD qui se déroule avec le vieillissement du globule rouge est
grandement accélérée. Dans certains cas, un remplacement d’acide aminé peut également

affecter la fonction catalytique de 1'enzyme (Luzzatto, 2006).

Les formes A et B se distinguent par leur migration électrophorétique. Le G6PD normale
est de type B*. Un polymorphisme fréquent résulte d’un changement d’acide aminé en position
126(asparagine — acide aspartique) :il se limite a modifier les propriétés électrophorétique de

’enzyme et conduit 4 la forme A*(VIGIFAVISME,2009).
Les deux variantes de la G6PD les plus répandus dans le monde sont les suivants :

% le type A" il est retrouvé en Afrique Noire avec un taux de 25 % en Afrique sub-
saharienne et chez 11 % des noirs américains, et dans les pays méditerranéens la
fréquence du variant A- varie de 4% a 11%.Dans les pays méditerranéens ou un flux
important de génes a été importé de I'Afrique, la fréquence de la mutation A- est plus
élevée : 49 % au Portugal et 36% en Espagne (Guellouz, 2010). La G6PD est synthétisée
en quantité normale, mais sous forme instable in vivo. Sa mobilité électro phorétique est
identique au type A, mais son activité est réduite a environ 5-15 % de la normale (classe
I1I), surtout dans les globules rouges les plus 4gés. En connait trois types : ’anomalie qui

s’ajoute a la substitution Asn —Asp présente en position 126, associé avec la substitution
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Val—Met en position 68 ol associé¢ avec la substitution de Arg —Leu en position 227, e
ou avec Leu —Pro en position 323 (tableau 6) , (figure 16) (VIGIFAVISME,2009).

o,
o

le type méditerranéen ou G6PD B- : c’est la forme la plus fréquemment retrouvée chez
1és races caucasoides et mongoloides (Kuakuvi, 1995). La variante méditerranéenne est
plus fréquente en Europe du Sud, Moyen-Orient, et 1'Tnde. Le taux d'incidence de la
mutation en Turquie est de 77%, dans le sud est asiatique, les variants Mahidol, Canton,
Viangchan et Kaiping sont prédominants (tableau02) et 10 & 15 % de cette population est
déficitaire (Iran 69%, Inde 60,4%, et aussi au Pakistan 30%). La substitution a lieu en
position 188 Ser —Phe. L’activité catalytique G6PD du globule rouge est alors réduite a
environ 1 % de la normale donc son activité est fortement diminuée (classe II) avec une
demi- vie de 8jours. L’hémolyse dans ce type de déficit est plus sévere (figure 16)
(Farhud et al., 2008).

D’autres types sont aussi souvent rencontrés, le variant Oklahoma montre une affinité réduite
pour la G6PD et la NADP. Les types Manchester ou Tripler sont anormalement sensibles a
I’effet inhibiteur de la NADPH. Le variant dit Hekto a ét¢ décrit avec une activité plus élevée
que la normale et une mobilité électrophorétique plus grande.(figure 18) .

L’activité G6PD baisse d’environ 50 % le long de la vie du globule rouge (120 jours).
Cette baisse d’activité semble plus modérée chez les sujets A~ et plus accentuée chez les

variantes méditerranéennes (Farhud et al., 2008)

La plupart des patients avec le variant G6PD A (75%) on un déficit enzymatique sévére
avec une mobilité électrophorétique rapide et présenté des crises hémolytique aigué causées par

des agents inconnus (Dehghanifard et al., 2012).

Les types A et B'ne sont pas a 1’origine d’accidents hémolytiques pour les autres types
de déficit (A'et B"),des hémolyses chroniques et parfois des hémolyses aigués sont parfois
rapportées(AFSSA, 2006).
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Tableau 6: La classification de variant G6PD selon le type de mutation (Farhud et al., 2008)

Variantes substitution substitution d'acide | les classes d’OMS
biochimiques nucléotide aminé
A 202G—A 68Val—Met I
376A—G 126 Asn—Asp
Méditerranéen 563C—-T 188 Ser—Phe II
Mahidol 487G—A 163Gly—Ser 11
Vaingchan 871G—A 291Val—Met I
Cosenza 1376G—C 459Arg—Pro 1I
Chatham 1003G—A 335Ala—Thr I
TATIO N
1kb
, .
N n idol;
B i B )

Figure 18 : La classification de quelque mutation de géne G6PD (Nathan et al., 2009)
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ITI-Les techniques de dépistage :

Pour savoir si ’on est porteur du déficit en G6PD, il faut avoir recours aux tests de
dépistage (pratiqués par les laboratoires de biochimie, ou les laboratoires de génétique et de
biologie moléculaire (VIGIFAVISME, 2009).

ITI-1-Fluorescent spot test:

Le «Test Fluorescent en tache» ou «Spot Test de Beutler est un test biochimique simple

de dépistage. Il consiste a faire incuber un hémolysat en présence de glucose-6-phosphate (G6P)
et de NADP, puis en déposer une goutte de sang sur un papier filtre et ’examiner a la lumiére
ultra-violette (UV). Il prend environ quinze minutes (Bancarel et al., 2009 et Mura et al.,
2009).
Le préléevement du sang doit étre transporté le plus rapidement possible au laboratoire. 11 peut
aussi étre conservé au froid. Ces deux précautions sont nécessaires. Il est aussi possible de
déterminer 1’activité enzymatique sur un prélévement vineux de vingt-quatre heures conservé a
+4°C sous forme de sang total. Si les conditions de transport et de conservation ne sont pas
respectées, les résultats peuvent étre faussement positifs (VIGIFAVISME, 2009).

La production de NADPH est attestée par 1’apparition d’une tiche fluorescente. Il s’agit
donc d’un test visuel permettant une distinction fiable entre les sujets fortement déficitaires ne
présentant pas de fluorescence en lumiére UV, et les sujets normaux présentant une fluorescence
(Mura et al., 2009). Le test de la tache fluorescente est fiable pour la détection des méles et des
femelles homozygotes Il n’est pas fiable pour la détection des femelles hétérozygotes (Anna et
al,, 2009 et Adil et al., 2012).

Le test se caractérise par une sensibilité de 32% et une spécificité de 99% pour détecter
les hétérozygotes déficientes (Anna et al., 2009).Ce test qualitatif est le plus fréquemment
utilisés (Bancarel et al., 2009 et Adil et al., 2012 ) grice a ses avantages ; la grande vitesse, la
facilité de la performance, la haute sensibilit¢ et le coit faible (Mégarbane, 2008 et
Dehghanifard et al., 2012). Ce test est d’utilisation aisée chez le nourrisson, a partir d’une
microponction de sang au talon, ou sur le cordon a la naissance. De réalisation pratique, il s’agit
du test le plus utilisé dans le dépistage néonatal (Mura et al., 2009).

III-2- Le dosage spectrophotométrique de DPactivité Enzymatique (méthode de
référence) :

Les méthodes spectrophotométriques sont grandement utilisés dans les sciences
biologiques pour des mesures quantitative et des mesures qualitatives en raison du fait que ces
méthodes ne se décomposent pas le déficit en glucose-6-phosphate déshydrogénase (Adil et al.,
2012).
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Le test de référence permettant la mise en évidence du déficit en G6PD est fait par le
dosage spectrophotométrique de I’activité enzymatique. Il doit toujours étre pratiqué pour
confirmer un «spot test» positif (VIGIFAVISME, 2009). Elle consiste en la mesure
spectrophotométrique, a 340 nm, de la vitesse de formation du NADPH, H+ (Joly, 2009). Le
dépistage d’un déficit en G6PD se fait en premicre intention par une mesure de l’activité
enzymatique G6PD érythrocytaire (exprimée en U/gHb). Cette mesure se fait sur un hémolysat
de sang prélevé dans un tube contenant un anticoagulant ACD ou EDTA (Joly, 2009) afin de
classer le degré de déficit en sévere (moins de 5%) ou modéré entre 5 et 10% de I’activité
enzymatique normale (VIGIFAVISME, 2009).

L’hémolysat est mis en incubation avec du glucose-6-phosphate et un meélange réactionnel
contenant du NADP. En présence de NADP, le G6P est oxyd¢ en 6 Phosphogluconolactone par
la G6PD. Il ya production concomitante de NADPH, H+qui absorbe a 340 nm, contrairement au
NADP. La variation d’absorbance en fonction du temps est proportionnelle a 1’activité G6PD.
Cette activité s’exprime en unités internationales (UI)/g d’hémoglobine (Hb).

Dans les globules rouges normaux, l’activit¢ G6PD mesurée a 37°C est de 7 a 10Ul/g
d’hémoglobine (Mura et al., 2009).

La valeur normale de ’activité de la G6PD varie selon les conditions du dosage ; la
température, le pH optimal, et la concentration optimale de substrat (VIGIFAVISME, 2009 et
Adil et al., 2012). Ce test est également fiable pour la détection des miles hémizygotes et les
femelles homozygotes. La détection des femelles hétérozygotes pose des problemes, parce que la
population des globules rouges sains dans ces femmes produit NADPH d'une maniére similaire a
celle observée dans le fluorescent spot test c'est-a-dire les taux observés chez elles sont
extrémement variables (Anna et al, 2009). Ceci est di a l’inactivation d’un des deux
chromosomes X dans chaque cellule d’un organisme féminin (phénomeéne de lyonisation du
chromosome X) (Joly, 2009).

ITI-3-Le test de stabilité du glutathion réduit :

Le test de stabilité du glutathion réduit est peu utilisé actuellement, met en évidence
de fagon indirecte un déficit en G6PD. Le test se pratique en faisant incuber le sang avec de
I’acétyl-phénylhydrazine. Dans le sang du sujet normal, le taux du glutathion réduit s’abaisse
peu, alors qu’on observe une chute importante dans le sang des sujets présentant le déficit
enzymatique.

Ce test mesure le taux de formation de glutathion réduit dans les globules rouges. L’activité des
globules rouges est exprimée en Unités Internationales (micromoles de glutathion réduit produit

par minute) par gramme d’hémoglobine. Dans les globules rouges normaux, le taux de ’activité
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causant le déficit n’est pas connue, il est alors nécessaire d’effectuer un séquencage des treize
exons du geéne. Les mutations les plus fréquentes seront recherchées, en premier lieu, en fonction
de I’origine géographique du sujet (A, méditerranéen,... ).

Ces études moléculaires ne dispensent pas des analyses de caractérisation comportementale de
I’enzyme lorsqu’une nouvelle mutation est découverte, afin d’étudier I’impact de la mutation sur
la stabilit¢ de ’enzyme, son niveau d’activité et son affinité pour un substrat. Le conseil
génétique vise a dépister les couples a risque afin de les informer et d’organiser les conditions
d’un diagnostique précoce des enfants atteints (Mura et al., 2009). A I'heure actuelle, les tests
ADN ne peuvent étre utilisés pour le dépistage de mutations fréquentes, par exemple G6PD A
(Anna L et al.,, 2009), Iis peuvent étre utilisés pour le diagnostic de 1'état homozygotes
hémizygotes et hétérozygotes des patients (Adil et al., 2012).En outre, I’é¢tude des mutations
génétiques par analyse de I’ADN est un test cofiteux, réservé a certains laboratoires spécialisés et
agréés (Anna et al., 2009 et Mura et al., 2009).

IT1-6-Le diagnostique cytologique a la recherche des corps de Heinz qui sont des
précipités d’hémoglobine:

Pendant la période hémolytique, la dénaturation oxydative de I'hémoglobine apparait
sous forme de petites masses collée & la membrane, visibles apres coloration spéciale (bleu de
crésyl ou cristal violet).

En dehors des crises hémolytiques on peut ajouter au sang un oxydant (Acétyl Phényl Hydrazine
ou APH) qui induit rapidement des corps de Heinz chez les patients déficitaires (recherche de

corps de Hein provoqués (figure 21) (Zandecki, 2006).
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L’activité de la G6PD est essentielle pour toutes les cellules et le déficit en G6PD est
considéré comme un probléme de santé dans le monde car I'anomalie génétique ne peut pas &tre
traitée.

La plupart des cas, le déficit en G6PD ne pose pas de probléme pour un individu, & moins qu'il soit
exposé aux facteurs déclenchant, car, en dehors des crises, le patient déficitaire n'est pas malade.
Les sujets avec ce déficit peuvent tolérer un peu de I’exposition, selon le défaut spécifique dans le
gene. La plupart des personnes atteintes n'ont pas besoin de traitement régulier si une crise
hémolytique se produit, mais elles nécessitent un traitement symptomatique a court terme.

Le traitement du déficit en G6PD est avant tout préventif, il faut éviter les facteurs
déclenchant, qui sont : les infections, certains aliments, certains médicaments, certains toxiques.
Ces substances sont désormais bien identifiées et des recommandations claires et précises viennent
de paraitre.

Plus tard et comme un espoir le seul traitement curatif sera, la thérapie génique. En cas de déficit
grave en G6PD, la greffe de moelle pourrait étre intéressante mais fait prendre trop de risques : I

faudra de nombreuses années pour que ce soit possibie.
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Asthénie :la faiblesse.

Ictére : la coloration jaune de la peau et des muqueuses hémoglobinurie : I’hémoglobine peut

étre éliminée dans les urines.

Hémosidérose : I’augmentation du fer dans le sang .
Hémosidérinurie : la presence du fer dans les urines.
Rickettsioses : maladie infectieuse

Splénomégalie : ’augmentation du volume de le rate.
Tachycardie : ’augmentation du fréquence cardiaque.

Tachypnée : ’augmentation du fréquence respiratoire.






