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Introduction

Introduction

Les hémoglobinopathies sont des maladies génétiqguement déterminées qui constituent
un probleme de santé publique dans de vastes parties du monde. Les praticiens sont confrontés
de plus en plus souvent a ces affections en raison des migrations de populations. Ils doivent
poser un diagnostic précis pour prendre en charge les patients, donner un conseil géenétique et,
si nécessaire, porter un diagnostic prénatal.

Selon les données de I’organisation mondiale de la santé, 7 % de la population mondiale
est porteuse d’un gene anormal de globine et dans certaines régions du monde jusqu’a 1 % des

nouveau-nés sont atteints d’une pathologie de I’hémoglobine [1].

Les anomalies de I’hémoglobine se répartissent en deux grands groupes :
e Anomalies quantitatives constitutionnelles de la synthese de globine : Syndromes
thalassémiques :
IIs se traduisent par une diminution ou une absence de synthése d'une ou de
plusieurs chaines de globine, on distingue :
Les B-thalassémies : se caractérisent par une diminution ou absence de la synthése des
chaines 3.
Les a-thalassemies : I’expression clinique est variable selon le nombre de génes délétés.

e Anomalies qualitatives constitutionnelles de la synthése de globine :

Il existe plus de 400 types d’hémoglobines mutées dont la plupart n’ont pas une

signification clinique, ni électrophorétique.
La plus répandue est

-La drépanocytose ou hémoglobinose S:
Caractérisée par une anomalie de structure de la chaine B de globine résultant d’une substitution
d’un AA en position 6 (B6Glu = val)

-Les autres Hémoglobinoses :
Hémoglobinose C: une substitution d’un AA en position 6 : B6Glu—Lys
Hémoglobinose E: une substitution d’un AA en position 26: 26Glu—Lys
Hémoglobinose D: une substitution d’un AA en position 121: Punjab f121Glu—Gln
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Introduction

Le but de notre travail est de faire :

Le dépistage précoce des formes infra cliniques (formes hétérozygotes) afin d’éviter la
survenue de formes majeures de ces maladies.

L’¢établissement de 1’arbre généalogique et conseil génétique chez des familles

présentant une hémoglobinopathie.
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Etude Théorique

|. Rappel sur I’hémoglobine
1.1 Définition
L'hémoglobine (Hb) est le pigment respiratoire du globule rouge, fixant réversiblement
I'oxygéne, le transporte des poumons et le délivre aux tissus.
L’Hb est une chromoprotéine qui a une structure globuleuse hétérotétramérique, d’un poids
moléculaire de 64500 Da faite de 4 sous-unités (S/U) identiques 2 a 2 qui se distinguent en S/U de
type a et S/U de type non a, chaque S/U comporte :
% Une partie protéique : la globine qui correspond a une chaine polypeptidique dont il
existe 2 familles : famille a et famille non a.

¢ Une partie non protéique : I’héme (ou groupement prosthétique), qui est une ferro-
protoporphyrine de type 1X dont le centre est occupé par un atome de fer ferreux (Fe2™) qui fixe
1'02[2].

1.2 Structure
L’hémoglobine présente une structure primaire définie par la séquence en acides aminés
des chaines de globine, une structure secondaire (alternance d’hélices alpha et non-alpha), une
structure tertiaire définie par I’arrangement tridimensionnel du monomeére de globine qui permet de
délimiter une poche a héme, et une structure quaternaire définie par les interactions entres les

monomeres au sein du tétrameére.

fa) —Lys - Ala— His — Gly — Lys — Lys — Val - Leu — Gly - Ala -
Structure primaire (s€quence en acides aminés d'une chaine polypeptidique)

Structure tertiaire : une chaine Structure quatemaire : les

protéique compiéte (chaine § quatre chaines séparées de ©
de I'hémogiobine) I'hémogiobine assemblées en p_~§
Structure une protéine oligomérique
secondaire
(hélice)

Figure 1: Structure de I’hémoglobine
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Les chaines o et g sont assemblées entre elles par des liaisons fortes (liaisons a1p1 et a2p2) et
par des liaisons faibles (liaisons a1z et a2f1), les premiéres jouant un réle essentiel dans la stabilité

de la molécule et les secondes dans le processus de transition allostérique [3].

ol B1
| | liens faibles
2 oL
liens forts

Figure 2: Contacts entre les chaines d'hémoglobine
| .3 Synthese
La biosynthése de 1’hémoglobine est réalisée chez I’adulte dans les érythroblastes de la
moelle osseuse et dans les réticulocytes circulants.
Les précurseurs de I’hémoglobine sont :
e Les chaines polypeptidiques de la globine.
e La protoporphyrine 1X, synthétisée dans les mitochondries cellulaires des tissus.
e Le fer, provenant essentiellement du recyclage interne.
L’insertion de fer ferreux au centre de la protoporphyrine forme 1’héme.

A. Synthése des chaines polypeptidiques de la globine

Comme toute protéine, la globine est synthétisée par :
Transcription : copie d’une partie de ’ADN correspondant a un géne de structure et formation
d’un ARNm d’abord natif puis fonctionnel.
Activation des acides aminés : par fixation des acides aminés cytoplasmiques sur un ARNt
spécifique.
Traduction : elle permet de traduire une séquence de nucléotides en séquence d’acides aminés [4].

Genes de globine

1- Les génes du locus o

Les genes de type a sont regroupés sur le chromosome 16, sur la partie terminale du bras
court.

La famille a comporte 3 génes fonctionnels : le géne { code pour la chaine embryonnaire _,
et précede les deux genes des chaines o : al et a2 [5].
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21 22 99100

Wi w2 ol o2 ol a1 30
16

Figure 3: Organisation des génes de globine de la famille a

2- Les génes du locus B

Les génes de type B se trouvent a I’extrémité distale du bras court du chromosome 11.
La famille B compte 5 génes fonctionnels : le géne de la chaine embryonnaire €, qui est suivi par les

deux génes des chaines feetales y (® y et A y), puis par les deux génes des chaines adultes & et B [5].

. 1 Kb |
I 1
— 30 31 104 105
S E Gy Ay wp B B 3 1

Figure 4: Organisation des génes de globine de la famille non a

B. Synthese des porphyrines et de I’héme :
La biosynthése de I'néme s'effectue indépendamment de celle de la globine en plusieurs
étapes. Certaines sont localisées dans les mitochondries, d'autres dans le cytosol des érythroblastes.

Les différentes étapes de la synthese sont présentées dans la figure:

Mitocl:condrion

Glycine + HLC VIT-Bs F°

VIT-Bo6 succinyl-Cof
1 FECH Protoporphyrin 1X
CHy i [
EPP — PPO

Protoporphyrinogen IX

d-Aaminolevulinic acid

cPO

d=-Aminolevulinic acid

AlLAD ADP Coproporphyrinogen I
2
PCT
uURrRoOD
Porphobilinogen AlP 4
@ c-% Uroporphyrinogen 11
m‘ Hydroxymethylbilane 3 UROS Coproporphyrinogen |

Nonenzymatlc\“-.___ uUROD

e Uroporphyrinogen |

Cytosol

Figure 5 : Enzymes et intermédiaires dans la voie de biosynthése de I’héme et les types de
porphyries associées [4].
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1 : Synthése de I’acide 6-aminolevulinique (0-ALA) a partir de ’acide succinique et de la glycine et
sous I’action de I’ALA synthétase.

2. Passage de o-ALA dans le cytoplasme et condensation de 2 molécules pour former le
porphobilinogéne.

3 : Condensation de 4 porphobilinogéne aboutissant a I’'uroporphyrinogene I et III.

4 : Formation du coproporphyrinogéne III par décarboxylation de I’'uroporphyrinogéne Il puis passage
dans la mitochondrie.

5 : Décarboxylation du coproporphyrinogene 111 en protoporphyrinogéne 1X.

6 : Oxydation protoporphyrinogéne IX en protoporphyrine IX.

7: Incorporation d’un atome de fer (Fe?*) en présence de I’héme synthétase (ferrochélatase) et
formation de I’héme.

La vitamine B6 est le coenzyme de I’ ALA-synthétase et de I’héme-synthétase.

1.4 Ontogéneése :

La proportion des différentes hémoglobines évolue en fonction du changement de lieu de

I’érythropoiése dans les étapes successives de la vie :

Types Proportion des Chaines de Lieu de
Age d’hémoglobines différentes globine synthese
rencontrées hémoglobines
Adulte Hb A 97 % 02p2 La moelle
Hb A2 2,2 — 3,2 % 0262 osseuse.
Hb F <1% 02y2
Foetus Hb F 80 - 95 % a2y2 Le foieetdela
Hb A 5-20% a2 rate
Hb Gower 1 £2¢2
Embryon Hb Gower 2 02¢2 Le sac vitellin
Hb Portland £2y2

Tableau 1 : différentes d’hémoglobines exprimées au cours de la vie [3]
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Sac vitellin Foie Rate Moelle osseuse

>

o
o
R

% de la synthése totale de la globine

30— /
Y 4
€
i T, e (I T
: —6 18 30 6 18 30
Age gestationnel (semaines)| Age postnatal (semaines)
Naissance

Figure 6 : Syntheése des chaines de globine chez le feetus et le nourrisson [3]

1.5 Fonctions :

» Transport de ’oxygeéne (oxygénation des tissus) :

L’Hb assure le transport de 1'oxygeéne des poumons vers les tissus. Une molécule d’oxygéne se
fixe par atome de fer, chaque molécule d’hémoglobine fixe 4 molécules d’oxygene et constitue
I’oxyhémoglobine et 1 g d’hémoglobine peut transporter au maximum 1,34 ml d’oxygene lorsque la
saturation est totale, soit environ 20 ml d’oxygene pour 100 ml de sang [7].

» Transport de dioxyde du carbone (CO2):

Ce mécanisme est important au niveau des hématies circulantes. Apres action de I’anhydrase
carbonique, la plus grande partie du CO2 total (90 %) est transportée sous forme de bicarbonates, et
les ions H+ produits sont captés par la désoxyhémoglobine est sous forme dissoute. Le reste du CO>
se combine avec la globine de I’hémoglobine (carbhémoglobine).

» Autres fonctions :

Transport des ions H+ et effet tampon.
Liaison avec le monoxyde de carbone (CO).

Transport du monoxyde d’azote (NO).
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1.6 Catabolisme :

Les globules rouges ont une durée de vie de 120 jours au terme de laquelle ils meurent par

vieillissement et epuisement de leur stock enzymatique. Ils sont alors phagocytés par les

macrophages, notamment de la moelle osseuse et du foie, et leurs constituants sont metabolisés dont

I’hémoglobine.

A- Catabolisme des chaines de la globine :

La globine est dégradée en acides aminés (catabolisme des protéines) qui rejoindront le

pool métabolique général.

B- Catabolisme de I’héme :

=  L’hémolyse intra-tissulaire (extravasculaire):

L’héme est dégradé par 1’héme-oxygenase qui ouvre le cycle tétrapyrrolique et libere le fer de

la protoporphyrine.

x A P’ouverture du cycle, la protoporphyrine
sera metabolisée en biliverdine.

x La biliverdine sera réduite en bilirubine
libre (non conjuguée) insoluble dans le
plasma. La bilirubine passera dans le
plasma ou elle sera fixée a I’albumine et
aux a-globulines qui la transportent aux
hépatocytes.

x Dans le foie: la bilirubine libre est
glucoroconjuguée par la glucoronyl-
transférase, la bilirubine conjuguée est
sécrétée par la bile.

x  Dans I’intestin, la bilirubine conjuguée est
transformée par la flore intestinale en
urobilinogéne et stercobilinogene qui
peuvent :

v' Passer dans le cycle entéro-hépatique.

v' Etre éliminés dans les selles sous forme

T
/ |’/j‘§c‘?"
/“ \ / AN
. &Y ~
I" Hemoglobin 3\
]
\ / \ /
Transferin = Iron «<—=Heme Globin == Amino ﬂL»Amino acid
4 acids  ( pool
| Heme \
/ oxigenase ili j \
Developing / g —— Biliverdin \
erythroblasts | |
in marrow \ Bilirubin A
A ____ {unconjugated)
\ co — :
/ \i _
Lungs i Unconjugated bilirubin; albumin E PLASMA
Bilirubin
Glucuronyl — +
TEEEr Glucuronic LIVER
acid PARENCHYMAL
CELL
Bilirubin diglucuronide
(conjugated)
= :I
BILE DUCTS P—
KIDNEY A=
| | GITRACT
Enterchepatic €—— N\ " Bac\er\;i N
circulation ~ = )
o 'el'\ls‘me_s

Urobilinogen | %"

Urine
Urobilinogen

Fecal
urobilinogen

Extravascular

Figure 7 : L’hémolyse intra-tissulaire

oxydée urobiline et stercobiline (la plus grande partie).

v’ Réabsorbée au niveau de I’intestin puis éliminée dans les urines sous forme d’urobiline (la petite

partie).
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= ].’hémolyse intravasculaire :

Une petite partie de ’hémoglobine
(environ 20 %) est détruite directement
dans la circulation.
v Liaison des  diméres o-p a
I’haptoglobine.

v Les

complexes hémoglobine-

haptoglobine de taille importante, ne
peuvent pas traverser le glomérule rénal.

v" lls sont captés par les hépatocytes ou
I’hémoglobine est dégradée.

v' Quand I’hémolyse est importante, les
capacités de liaison de 1’haptoglobine sont
dépassées.

L’hémoglobine apparait a 1’¢tat libre dans
le plasma (hémoglobinémie).

Elle est éliminée dans les urines
(hémoglobinurie).

Une petite partie de I’hémoglobine est
oxydée en hématine puis  en
méthémoglobine.

L’hématine va se lier a 2 protéines
plasmatiques: albumine et I’hémopexine.

Le complexe hémopexine-hématine est

capté par les hépatocytes, I’héme est dégradé

AVA
oA} i
Hemoglobin ¢« f dimers g Hemoglobin telramers e Methemoglobin
Albumin
Heme
Haploglobin I
Hemopexin Methemalbumin
Hemoglobin-haploglobin T .
Uring \
Urobil
i Heme === lron === Trangferrn
. LIVER
Hemoglobin PARENCHYMAL
CELL Globin Developing
l erythroblasts
. Bilirubin in marrow
ehemegobi Anino i d=—=Anino a6ts  dighcuonide
pool )
Hemosiderin F&\Y/lu
\o) RENAL EPTTHELIAL \
CoRls BILE DUCTS {
® e 1
S GI TRACT
Enterohepalic e w\gﬂal
oiroulation :
gy
Intravascular
Uroblinogen
Fecal urobiinogen

Figure 8 : L’hémolyse intravasculaire

tandis que ’hémopexine retourne dans le plasma.

Les complexes albumine-hématine forment la méthémalbumine qui est aussi éliminée par les

hépatocytes.
C- Devenir du fer :

Le fer libéré va étre récupéré par I'organisme (circuit fermé) :

Les 2/3 passe dans la circulation, se lie a la transferrine pour étre réutiliser pour I'érythropoiése

Le 1/3 restant est stocké dans les macrophages sous forme de ferritine et d'hémosidérine.
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I1. Rappel sur les hémoglobinopathies
11.1 Epidémiologie et physiopathologie des hémoglobinopathies
11.1.1 Les syndromes thalassémiques :
Les syndromes de thalassémiques sont des troubles héréditaires caractérisés par une absence
ou une diminution marquée d’une chaine de globine.

Anomalie génétique transmise selon le mode autosomique récessif.

Responsables d’une anémie hémolytique corpusculaire héréditaire d’intensité variable.

11.1.1.1 Les B-thalassémies :
1. Définition :

Déficit quantitatif partiel (B+ Thal) ou total (B° Thal) de synthése d’une ou de plusieurs
chaines 3 de globine.

2. Epidémiologie :

C’est la maladie génétique la plus fréquente avec plus de 300 000 porteurs dans le monde:
Fréquente dans le bassin méditerranéen, mais se voient aussi dans le sud-est asiatique (Thailande),
plus rarement au moyen orient, en Afrique et aux Antilles. La répartition est devenue ubiquitaire en
raison des mouvements migratoires des populations [1].

En Algérie, la prévalence du trait thalassémique est variable, allons de 1.66 a 3%, selon les
différentes enquétes réalisées sur plusieurs échantillons.

Les approches épidémiologiques faites en Algérie témoignent d’une augmentation de la
prévalence de la maladie, En 2006, 750 patients ont été recensés et 931 en 2014, dont 556 enfants

(59,7%) et 66% sont des thalassémiques majeurs [8].

WVS1 110G —A WS1 110 G—A -
Co 39 C—T SO 39 G—-T B-thalassemias
IVS167T -C VS22 1.G—+A
NS1 1 G—A VS1 5 G-C
WVS2 745 T—-G CD 8 -AA
CO6-A CD a4 -C
’
r
‘e
-29 A-G
-88 C-T VSt 5 G—-C
CD 89 G
NSt 1 G—-C
639 bp DEL
CD 286 G- -A{HbE)}
CD 43/42 —TCTT

Figure 9: La répartition mondiale des p-thalassémies [9]
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Bases moléculaires

Les anomalies moléculaires responsables des syndromes B-thalassémiques sont tres
hétérogenes.

La lésion responsable peut affecter toutes les régions du gene.

Les mutations +++ (mutations ponctuelles).
Deux possibilités :

v" Soit ’ARN-m de I’Hb A contenu dans les réticulocytes est normal mais en quantité
insuffisante => B+ thalassémie.
thalassémie.

1. Les mutations ponctuelles :

v" Soit il n’existe pas d’ARN-m fonctionnel et toute synthése de B globine est impossible => 3°

Mutations p*-thalassémiques: diminuent I’expression du géne sans 1’abolir.

Mutations créant ou activant un site alternatif d’épissage.

Mutations affectant des séquences promotrices (TATA box, CAAT box ou motifs CACCC).

* peuvent étre localisées dans une région codante du gene —2 effets:
Effet faux-sens, effet sur I’épissage.

Mutations affectant les séquences 5° ou 3’non traduites (la séquence Poly A).
Mutations B°-thalassémique: abolissent totalement 1’expression du géne.

Mutations non sens entrainant un décalage du cadre de lecture.

Mutations des sites d’épissage ou du codon d’initiation [10].
B*-thalassémies
Promoteur Mutations d'épissage |
/| '
|
CCTCACCC
[ccTeaccc] | )

Signal de polyadénylation |

.
~— AATAAA
. \'\
intron 2 \\‘
T
106 -91 -76 )
i
'i
1
I.II
Codon Mutation non-sens, Mutations
d'initiation décalage du cadre de lecture d'épissage
Figure 10 : Mutations responsables de la B-Thalassémie [10]
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2. Les formes délétionnelles:

— Délétions emportant le géne béta d’une fagon isolée ou en association avec d’autres genes du
locus.

— Délétions ne concernant que la région régulatrice (LCR) située en amont du locus.

— D’autres délétions conservent un cadre de lecture entre 2 génes et aboutissent a des génes

hybrides (Hb Lepore).

3. Autres anomalies moléculaires:

— Insertions d’un ou de deux nucléotides décalant le cadre de lecture de I’ARN messager.

b- Résultats des mécanismes moléculaires

B Thalassémie

[ Génotype ]
Atteinte de 2 génes Atteinte d’un seul géne
-Homozygote: B°/B° ou p+/p+ Hétérozygote: B°/B ou B+/

- Double hétérozygote: B°/p+

[ phénotype 1 [ phénotype ]

B- Thalassémie majeure ou B- Thalassémie intermédiaire Thalassémie mineure ou trait
maladie de COOLEY thalassémique

c- Transmission
La thalassémie est une maladie héréditaire, ce qui signifie qu'elle est transmise des parents a
leur enfant par leurs génes selon un mode autosomique recessif. Les deux parents doivent avoir un

trait thalassémique afin de transmettre la maladie a leurs enfants [11].
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Figure 11 : Mode de transmission des thalassémies

d- Mdécanismes de ’anémie

Déficit de synthése des chaines 3
— Apparition: au cours des premiers mois de la vie (la commutation des Hb).
— Augmentation relative des chaines o au sein de I’érythroblaste (EB).
— Rapport chaines B / chaines a dans les réticulocytes <0.5 (Normal=1).
— Deux mécanismes possibles de I’anémie:
1) L’érythropoiése inefficace :
» Le mécanisme dominant.
> Les chaines o en excés, non appariées précipitent sous forme d’inclusions, toxiques pour les
membranes cellulaires et nucléaires de I’EB =>destruction de 1’EB dans la moelle.
> A la naissance, maturation physiologique des EB qui synthétisent I’Hb F aboutissant a des GR

qui passent dans le sang péripheérique.

2) L’hyperhémolyse:
2¢me mécanisme de I’anémie
v' L’hématie circulante appauvrie en Hb (hypochrome), déformée (poikylocytose), & une
demi vie raccourcie=> hyper hémolyse.
v Laplupart des EB étant détruits dans la moelle.

L’anémie est peu régénérative [12].
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e- Les conséguences cliniques

+ p-thalassémie homozygote

La forme homozygote habituelle est I’anémie de Cooley.

La maladie apparait au cours des premiers mois de la vie lorsque s’effectue la commutation
entre hémoglobine feetale et hémoglobines adultes. Elle se traduit par un syndrome anémique tres
sévere, une hépato-splénomégalie, un retard de croissance.

Non traitée, la maladie évolue spontanément vers le déces en quelques mois ou années dans un

tableau d’anémie parfois aggravé par des infections intercurrentes

Déficit en chaine B
v

Exceés en chaine a

Altérations cellulaires et
membranaires

l Hémolyse périphérique
Dysérythropoiese Transfusions l
/ \A splénomégalie
Anomalies Hyper absorption du fer

squelettiques \

Hémochromatose secondaire

Figure 12 : Les conséquences cliniques de p-thalassémie homozygote

+ p-thalassémie intermédiaire

La définition de cette entité est purement clinique : elle est caractérisée par une bonne tolérance
a I’anémie sans asthénie. Le retentissement sur 1’état général est le plus souvent modéré.

Cependant la puberté est souvent retardée, mais généralement compléte. La splénomégalie est
habituelle dans ces formes de thalassémie ; elle peut évoluer vers un hypersplénisme et rendre
compte des besoins transfusionnels.

+ B-thalassémie mineure

C’est la forme le plus souvent observée chez les sujets hétérozygotes.

La traduction en est essentiellement hématologique avec une discréte anémie microcytaire
pseudo-polyglobulique. Toutes les complications des B-thalassémies intermédiaires peuvent étre
observées mais leur fréquence et leur gravité sont infiniment moindres : splénomégalie, ulceres de

jambes, lithiase vesiculaire.
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+ p-thalassémie silencieuse
11 s’agit d’une forme inapparente de B-thalassémie, méme sur le plan hématologique et
I’hémoglobine A> peut étre normale. Cette forme est déduite de 1’étude familiale [14].
11.1.1.2 Les a-thalassémies
1. Définition
Les syndromes d'a-thalassémie sont habituellement provoqués par la délétion d'un ou
plusieurs génes d'a-globine et sont sous-classés selon le nombre d'a -globine qui sont supprimés (ou
mutés): un geéne supprimé (o + -thalassémie); Deux genes supprimés sur le méme chromosome ou
en cis (a0-thalassémie); Trois génes supprimés (maladie HbH); Ou quatre genes supprimés
(hydrops feetalis avec Hb Bart). Les formes non délétées d'a-thalassémie ont également été
caractérisées, mais sont relativement peu fréquentes [15].
2. Epidémiologie
L’alpha-thalassémie est treés répandue a travers le monde. Elle affecte surtout les populations
originaires d’Asie (Cambodge, Laos, Birmanie, Thailande notamment), dans ses formes
intermédiaires ou graves, d’Afrique équatoriale, et du bassin méditerranéen dans ses formes
mineures.
L’anomalie génétique en cause dans 1’alpha-thalassémie confere une résistance naturelle au
paludisme (maladie grave touchant les globules rouges, transmise par les moustiques), ce qui

explique qu’elle soit plus fréquente dans ces régions tres exposées au paludisme [16].

o -thalassemias

N 5-80% | & F
605 W {a’a
5-40% o' a7
—k7 -
oo

Figure 13 : La répartition mondiale des a-thalassemies [9]
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3. Physiopathologie

a- Bases moléculaires des a-thalassémies :

Les anomalies génétiques touchant les génes o sont secondaires a des mécanismes délétionnels

ou non-délétionnels.

1. Mécanismes délétionnels :

L’anomalie la plus fréquente (90 % des a-thalassémies)

Les différents types de délétions sont :

* Les délétions a®-thalassémiques :

Délétion de type 1 ou délétions emportant deux genes en Cis correspondant a : absence

totale du géne adulte fonctionnel du locus délété, ou absence de production de chaine a-globine.

Chromosome
16 maternel

Séne al
&eéne

]

A

I
>
EI

Chromosome

. 16 paternel
Eéne ol ou |:| Géne al ou a2 fonctionnel
>< E: Géne al ou a2 non foncticnnel
Séne a2

I I
R R

I
%z xR

>
]

Figure 14 : Délétions des genes alpha-globine

*Les délétions a*-thalassémiques (délétion de type 2) :

Perte de la région intergénique et d’une partie des geénes o.

Conservent le cadre de lecture et aboutissent :

— Soit a la délétion d’un des deux genes.

— Soit a la création d’un géne de fusion hybride a1/ a2 (plus fréquente) [17].

2. Mécanismes non délétionnels

» Mutations.

*  Beaucoup moins fréquentes que les délétions (10 % des a-thalassemies).

» Laplus fréequente est la mutation constant spring (Hb CS).

— Le codon stop est changé.

— Une chaine a plus longue de 31 résidus.
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— Le phénotype est celui d’une absence de synthése de chaine o par le chromosome

correspondant.

* Les autres mutations responsables d’a.* thal, sont :

» Mutations du signal de poly-adénylation.

* Mutations non-sens.

» Décalage du cadre de lecture.

* Mutation de codon d’initiation et de la traduction [18].

b- Résultats des mécanismes moléculaires :

[

a Thalassémie

Génotype

Un seul géne déleté
(-o/ o)

2 génes déletés

3genes déletés (- -/- o) 4genes déletés (- -/- -)

|

[ Encis (--/aa) ] [ En trans (-a /-a) ]

[ Phénotype] [ Phénotype]

Phénotype

o -thalassémies
mineures
hétérozygote

o*-thalassémie
hétérozygote

c- Transmission

o -thalassémies
mineures
homozygote

—

Phénotype Phénotype
Ve
Hémoglobinose Anasarque feetale
H
-

Les mécanismes génetiques de la transmission de la thalassémie sont beaucoup plus complexes

que ceux qui réglent la transmission de la thalassémie B ; ils sont assez mal élucidés a I’heure

actuelle [19].

d- Conséguences cliniqgues

- Forme hétérozygote inapparente :

Cette forme ne se traduisant par aucune anomalie hématologique en dehors de la période

néonatale (asymptomatique).
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- Forme hétérozygote apparente :

Elle est caractérisée par une polyglobulie modérée, une hypochromie relative, une
diminution du volume globulaire moyen, diverses anomalies morphologiques (anisocytose,
poikicytose, annulocytose, cellules cibles) [19].

- Hémoglobinose H :

L'anémie est généralement modeérée de type toujours hypochrome, il existe une
microcytose, une diminution de la teneur et de la concentration corpusculaires moyennes en
hémoglobine. La résistance globulaire osmotique est toujours augmentée. La réticulocytose
circulante est modérément augmentée. La moelle osseuse décele une hyperplasie érythroblastique
importante. La sidérémie est normale et la ferritine sérique augmentée.

Certains présentent des signes tels que paleur, ictere cutanéo-muqueux,
hépatosplénomégalie, avec des modifications squelettiques modérées. Les lithiases biliaires sont
fréquentes, et I’anémie peut s’intensifier suite a une infection aigué

- Anasarque foetoplacentaire :

Il existe une anémie tres séveres, de type hypochrome, accompagnée d'une érythroblastose
tres importante et d'une hyper réticulocytose modérée. Les globules rouges présentent tous les
caracteres morphologiques et cytométriques relevés dans les formes graves de thalassémie [20].

11.1.2 La drépanocytose
1. Définition :

Hémoglobinose secondaire a une anomalie qualitative des chaines 3 globine.
2. Epidémiologie :

La drépanocytose est la premiere maladie génétique de 1’ Afrique intertropicale. Dans
certaines zones, la prévalence du génotype hétérozygote AS peut atteindre 25 % a 30 % de la
population [21].

Les flux migratoires ont diffusé la mutation drépanocytaire d’ Afrique et d’Asie vers
I’ Amérique et I’Europe. L organisation mondiale de la santé (OMS) estime a 120 millions le
nombre de porteurs du trait drépanocytaire dans le monde [22].

Les approches épidémiologiques faites en Algérie témoignent que I’incidence par région
varie de 11,8 / 100 000 ha (région Est) a 0,19 (région Ouest), I’incidence globale est de 4,29 /
100 000 h [8].

Drépanocytose et paludisme
La répartition de la drépanocytose se superpose a celle du paludisme ceci est dd a la

résistance a I’infection par Plasmodium falciparum.
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Figure 15 : Schéma de la répartition géographique de la drépanocytose [23]

3. Physiopathologie :
a- Bases moléculaires de la drépanocytose

Mutation responsable et son produit

La drépanocytose résulte d’une mutation ponctuelle portant sur le 6™ codon du géne A
globine, localisé sur le chromosome 11p15 (GAG—GTG), substituant 1’acide glutamique
« hydrophile » par une valine « hydrophobe » (B6Glu— Val) donnant un géne muté f° .

b- Résultat du mécanisme moléculaire

» Production d’une hémoglobine anormale « hémoglobine S », qui se polymérise provoquant
la falciformation des hématies (« sickle » = faucille).
» Se manifeste par une anémie hémolytique corpusculaire.

c- Transmission

Autosomique récessif

AS S AS g S/s

Homozygote sain [l Homozygote malade
Hat&arozygote porteur sain

Figure 16 : Mode de transmission de la drépanocytose
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d- Meécanismes physiopathologiques

La drépanocytose se manifeste par :
» Crises vaso-occlusives.
» Anémie hémolytique.

Le phénomene de base de ces deux entites est la conséquence de la polymérisation de I'Hb S.

Mécanisme de la polymérisation de I’Hb S

En conditions de désoxygénation et lors du passage dans la microcirculation :

» La substitution « 6Glu— Val » dans la molécule d’Hb S rend sa surface plus hydrophobe et
devient insoluble.

» La «B6Val » d’Hb S peut établir des liaisons hydrophobes avec la chaine § d’une autre
molécule d’Hb.

» Les molécules d’Hb forment de longues chaines. Leurs regroupements en fibres hélicoidales

et leurs rigidifications engendrent la deformation en faucilles des globules rouges.

Facteurs favorisants la polymérisation de ’Hb S

» Augmentation de la température.
» Diminution du pH (acidose).
» Répartition des hémoglobines a I’intérieur des hématies:
v" L’Hb F inhibe la polymérisation de I’Hb S, une hématie qui contient plus de 20 % d’Hb F
ne peut pas se polymériser.
v" Le trait o-thalassémique, en diminuant la CCMH, diminue la polymérisation de I’Hb S.
v’ Le porteur hétérozygote d’Hb S posséde suffisamment d’Hb A pour contrer la
polymérisation dans 1’état désoxygéné.
v" A l’inverse, I’Hb C, I’Hb D- Punjab et I’Hb O-Arab favorisent la polymérisation.
» La polymérisation est amplifiée par :
v" L’hypoxie induite par I’ischémie locale due a la vaso-occlusion.

v' La déshydratation cellulaire par perte d’eau [24].

1 .Mécanismes de la vaso-occlusion

» Hyperviscosité sanguine secondaire a la diminution de la deformabilité

» Augmentation de la CCMH et de I’hématocrite

» Adhésion des drépanocytes a I’endothélium

» Adhésion des globules rouges est plus importante dans les zones de flux turbulent

(capillaires de 7-10 um de diamétre) [25].
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€ Normal red blood cells

Normal
red blocod
cell (RBC)

RBCs flow freely
whithin blood vessel

Abnormal, sickled, red blood cells
(sickile celis)
Sickle celis

Sticky sickle cells

Figure 17 : La vaso-occlusion

2. Mécanismes de ’hémolyse

*  L’hémolyse est due a:
» Augmentation de la fragilité mécanique de la membrane érythrocytaire.
» Altérations de la membrane par oxydation.
» Recouvrement des drépanocytes par des immunoglobulines.

——> Anémie hémolytique intra-vasculaire et intra-tissulaire régénérative

e- Les conséguences cliniques :

Deux formes cliniques ont été individualisées, symptomatiques et asymptomatiques

1- Forme homozygote

+  Asymptomatique jusqu’au 5°™ et 6°™ mois de vie. Elle est ensuite d’une grande sévérité
+ Maladie grave évoluant a la fois sur le mode chronique et sur le mode aigu, elle est
découverte devant :

» Un cedéme des mains et des pieds chez le nourrisson : syndrome pied-main
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£ premiers
ues danémie

Figure 18 : Le syndrome pied-main en cas de la forme homozygote de la drépanocytose
» Une triade hémolytique : elle peut étre découverte suite a I’apparition de complications.
Complications
* Aiqués:
— Crises vaso-occlusives osseuses (CVO)

Survenue brutale de douleurs osseuses +++ localisées ou diffuses surtout au niveau des os longs,
rachis, et sternum

— Syndrome thoracique

Figure 19 : Syndrome thoracique aigu (sévere)

* Chronigues
— Ostéonécrose

— Dyspnée (cardiopathie diastolique, HTAP)
— Ulceéres de jambes
— Rétinopathies

— Insuffisance rénale
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— Complication du traitement: hémochromatose/transfusions

2-Forme hétérozygote
* Découverte fortuite lors d’un bilan systématique, un bilan prénuptial, ou lors d’une enquéte

familiale.

» Cliniqguement asymptomatique: sujet bien portant, non anémique.

* Les crises drépanocytaires ne surviennent qu’en cas de trés grande hypoxie (exemple : haute
altitude).

* Les sujets A/S ont une résistance au paludisme.

11.1.3 L’hémoglobinose C :
1. Définition
L’hémoglobinose C résulte d’une mutation ponctuelle portant sur le 6°™ codon du géne f
globine, localisé sur le chromosome 11, substituant Glu par Lys.
2. Epidémiologie
C’est un variant caractéristique de 1’ Afrique de I’Ouest (20 %), présent également aux Antilles

(3 %).

Figure 20 : La répartition géographique de I’hémoglobinose C

3. Physiopathologie

Les sujets hétérozygotes sont cliniquement asymptomatiques. L’hémogramme est normal,
parfois discrétement microcytaire.

Les sujets homozygotes présentent une anémie hémolytique chronique modérée. Les frottis

sanguins montrent de nombreuses cellules cibles et parfois quelques microsphérocytes.
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C’est la cristallisation de I’HbC qui est a 1’origine d’une déshydratation cellulaire et d’une

moindre déformabilité des hématies. Cette déshydratation est responsable d’une concentration

corpusculaire moyenne en hémoglobine (CCMH) élevée (environ 38 g/dl) et d’une microcytose
(VGM moyen de 72 fl)

Il existe plusieurs associations avec 1’hémoglobinose C tels que : laHb C/ B thal et Hb C/ HB S

C’est I’association HbS/HbC qui est grave, puisqu’elle conduit a un syndrome drépanocytaire

majeur. La présence d’HbC doit donc étre prise en compte dans le conseil génétique de la

drépanocytose. Les couples risquant d’avoir un enfant avec une hémoglobinopathie SC doivent étre

informés du risque de syndrome drépanocytaire majeur [26].

11.1.4 Autres hémoglobinoses :

Définition Epidémiologie La clinique et la biologie
Forme hétérozygote :
-Un mutant de la chaine p | -Elle concerne -Bien supportée.
ou I’acide glutamique essentiellement les -L’hémogramme est normal, il
en position 26 est remplacé | populations du Sud- peut montrer une microcytose
par une lysine. Est asiatique. ou une discréte anémie.
-C’est la plus fréquente -En raison d’une forte -HbE=30 %.
Hb E des Hb anormales. immigration des ces Forme homozygote :
Le bilan est donc une populations on I’observe -Les effets sont mineurs, se
B*thalassémie aujourd’hui partout limitant & une anémie
peu sévere. dans le monde. microcytaire hypochrome
modérée.
-L’HbA=0%
-HbE =85 a 99 %.
-HbF inférieur a 15 %.
-L’HbO-Arab est -On le retrouve en Europe | -Ce variant n’entraine aucune
un mutant de la chaine orientale, mais également | anomalie chez les hétérozygotes
Hb O- ou I’acide glutamique en en Afrique et dans le et les homozygotes.
Arab position 121 est remplacé | Moyen-Orient -C’est 1’association HbO-
par une lysine. Arab/HDbS qui est grave,
puisqu’elle conduit a un
syndrome drépanocytaire
majeur.
-L’HbD-Punjab est un -Ubiquitaire, on le retrouve | -Cette Hb est asymptomatique
mutant de la chaine & ou avec une forte prévalence | aussi bien a 1’état hétérozygote
Hb D- I’acide glutamique en chez les Sikhs du Punjab et | qu’homozygote.
Punjab position 121 est remplacé | dans les populations du -C’est I’association HbD-
par une glutamine nord-ouest des Indes. Punjab/HbS qui est grave,
puisqu’elle conduit & un
syndrome drépanocytaire
majeur

Tableau 2 : Representation des autres hémoglobinoses [26]
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I11. DIAGNOSTIC BIOLOGIQUE DES HEMOGLOBINOPATHIES

1. Interrogatoire

Comporte la recherche de :
> Age
> Sexe
» Origine ethnique
» Notion de consanguinité
» Antécédents d’hémolyse : Personnels, Familiaux
» Signes cliniques évocateurs : Symptomes d’anémie, Ictére, douleurs, splénomégalie.

» Notion de transfusion sanguine

2. Etape préanalytique

La plupart des techniques d’exploration des hémoglobinopathies se réalisent sur sang total
recueilli sur EDTA, 1’idéal étant de travailler sur du sang frais (moins de 4 jours). L’analyse sera
effectuée apres un délai minimum de 2 mois apres toute transfusion sanguine et un mois apres

traitement martial.
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3. Diagnostic des hémoglobinopathies :

3.1 La p thalassémie

1-Tests d’orientation
a- Hémogramme

ENS FSP
-GR : taux N - Anisocytose a predominance
-Anémie séveére microcytaire hypochrome: microcytaire.
-Anisochromie ou hypochromie
- Hb<7 g/dL . OF :
Thal a%sémi e g présence d’hématies cibles.
UL VGM :60-65 fL _
homozygote - Poikilocytose.
TGMH : <26 pg/L . -
Pg _ -Erythroblastose majeure justifiant la
-GB : taux normal, parfois correction du taux de GB.
hyperleucocytose.
-Plaquettes : taux normal ou thrombocytose
discrete.
-GR : taux N , - Microcytose, poikilocytose a un degré
B- -Anémie modérée microcytaire moindre.
Thalassémie | hypochrome (Hb>7,5 g/dL). - Erythroblastose faible.

intermédiaire

-GB : taux normal, parfois leucopénie.

-Plaquettes : taux normal,
parfois thrombopénie.

B-
Thalassémie
hétérozygote

-GR : taux de GR 7, pseudopolyglobulie
constante, parfois normal.

-Taux d’Hb normal ou discrétement N (10 a
13 g/dL).

-VGM <70fL

-TGMH : 27-32pg/L

-Une hypochromie peut étre observée.
-GB : taux normal.

-Plaquettes : taux normal.

- Anisocytose a prédominance
microcytaire.

- Poikylocytose (+/-).

Tableau 3 : Données de I’hémogramme de la B-thalassémie
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b- Taux de réticulocytes

Dans les B thalassémies: il est de 100G/L (anémie peu régénérative).

c- Bilan d’hémolyse :

Signes biologiques d’hémolyse intra-tissulaire :
— Constamment présents dans les formes homozygote et intermédiaire.
— Peuvent étre absents dans le trait thalassémique.
« Bilirubine totale et indirecte 2 (VN : Bilirubine totale <10mg/L, Bilirubine indirecte <8
mg/L).
* LDH augmentée (VN: 190 — 400 UI/L).
 Haptoglobine effondrée (VN: 0.26-1.85 g/L).

d- Bilan martial :

» Perturbé dans les formes homozygotes et intermédiaires.

» Souvent normal dans la thalassémie hétérozygote.
— Sidérémie et ferritinémie élevées, méme en 1’absence de transfusion.
— TIBC normale ou peu diminuée.
— CSnormal.

— Transférinémie normale ou diminuée.

e- Test direct a I’antiglobuline :

Repose sur la mise en évidence d’éventuels anticorps:
Présents a la surface des globules rouges.
Attesterait d’une anémie hémolytique extra-corpusculaire.

Résultat: Négatif car I’hémolyse n’est pas immunologique.

f- Explorations radiologigues :

> Epaississement de la voute du crane (Aspect en poils de brosse).
» Amincissement global des corticales osseuses.
> Elargissement des canaux médullaires.

» Ostéeoporose généralisée.
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2-Tests de confirmation

a- Electrophorése sur acétate de cellulose & pH alcalin:

L'électrophorese a pH alcalin est réalisée soit sur gel d'acétate de cellulose, soit sur gel
d'agar, ces deux types de support étant disponibles dans le commerce. Aprés migration, plusieurs
bandes sont visualisées chez un adulte normal aprés coloration : une bande correspondant a I'Hb A
trés majoritaire (environ 97 %), une bande correspondant a I'Hb A2 située plus pres du dép6t et
représentant 2 a 3 % de I'hnémoglobine totale, une ou deux bandes tres discretes proches du dép6t et

correspondant aux anhydrases carboniques érythrocytaires [27].

Hb A2 Hb S
Hb C Hb D-Punjab
Hb E Hb G
Hb O-Arab Hb Lepore HbF Hb Al Hb H
D @D

T Electrophorégramme sur acétate de cellulose, pH 8,6

Onigine

Figure 21 : Profil électrophorétique de I’hémoglobine sur acétate de cellulose a pH alcalin

Résultats:
Hb A (%) Hb A2 (%) Hb F (%)
Sujet normal >905 2,5 <1
B° thalassémie homozygote (B%p°) 0 3-7 50 -95
B+ thalassemie homozygote (p+/p+) 5-45 3-7 50 -80
et hétérozygote composite (B%/p+)
p thalassémie mineure - 72(3,5-9) 1-2

Tableau 4 : Profils électrophorétiques de I’hémoglobine chez un sujet normal et des sujets
atteints de la Béta thalassémie
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b- Isoéléctrophocalisation : (IEF)

La focalisation isoélectrique est une technique hautement résolutive de séparation des
hémoglobines en fonction de leur point isoélectrique dans un gradient de pH.
Elle permet :
-La séparation rapide de la plupart des hémoglobines, notamment les Hb C et E, ou S et D.
- La mise en évidence d'hémoglobines instables non identifiables par les techniques classiques
d'électrophorese a pH alcalin [28].
Elle constitue la méthode de choix dans le dépistage des hémoglobinopathies chez le nouveau-né.

_I

T ————— — —— — — -

£

A,C

-
----‘._

) Pe———

e i R

S/pg~Thal Constarn A/C S/S A/D

-_._’.

Figure 22 : Profil d'iso-électrolocalisation d’hémoglobine

c- Dosage de ’hémoglobine A2 et Hb F par chromatographie échangeuse d’ions sur

micro-colonnes :

Le principe repose sur 1’¢lution différentielle des différentes fractions d’hémoglobines sur
résine échangeuse d’anions en micro-colonnes en utilisant différentes phases mobiles spécifiques de
chaque fraction d’hémoglobine. Le dosage de la fraction recherchée sur 1’¢luat se fait par
comparaison de sa densité optique par rapport a celle de I’hémoglobine totale par
spectrophotométre a 415 nm.

NORME : Hb A2 a 3.5

d- Dosage de I’Hb F par mesure de la résistance a la dénaturation alcaline :

Toutes les hémoglobines sont dénaturées a pH alcalin (pH = 12) sauf ’'Hb F, ce qui permet
sa séparation et son dosage par spectrophotométrie a 540 nm apres transformation de I’hémoglobine

en méthémoglobine.
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e- Chromatographie liguide a haute performance HPLC sur colonne échangeuse de

cations
C’est une technique qualitative trés résolutive, quantitative et automatisable permettant de :
—Doser les fractions d’hémoglobine mineures (Hb A2 et Hb F) et les principales hémoglobines
anormales.

—Distinguer entre plusieurs variantes, aussi bien des chaines a que des f.

f- Electrophoreése capillaire en veine liquide: Electrophorése Capillarys d’hémoglobine

Le kit CAPILLARYS HEMOGLOBINE permet la séparation en milieu basique (pH 9, 4)
des hémoglobines normales du sang humain (A, F et A2) et a la détection des principales
hémoglobines anormales (notamment S, C, E et D) par électrophorese capillaire dans le systéme
automatique CAPILLARYS.

Le systeme CAPILLARYS utilise le principe de I’électrophorése capillaire en solution libre,
qui représente la forme la plus courante de 1I’¢électrophorése capillaire. Il permet la séparation des
molécules chargées en fonction de leur mobilité électrophorétique propre dans un tampon de pH
donné, et, selon le pH de 1’électrolyte, d’un flux électro-osmotique plus ou moins important.

Le systeme CAPILLARYS comprend une série de capillaires en parallele, permettant 7

analyses simultanées. Sur ce systéme, I’injection dans les capillaires de I’échantillon dilué dans la

solution hémolysante est effectuée a 1’anode par aspiration [29].

-‘__

— Adenerateur =
f hauts Bnsion Jv‘%(?r
|

Figure 23 : Principe d'un systeme d'électrophorése capillaire
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g- Electrophorése & pH acide

Séparation des différentes fractions d’Hb en fonction de leurs charges électriques respectives
sur gel d’agar a pH acide (6,0).
Technique complémentaire de 1’¢lectrophorése d’Hb a pH alcalin. Elle permet une bonne
séparation :
» Des hémoglobines S, D et G.
» De I’hémoglobine A et F, ce qui est utile en période néonatale [30].

Hb A1
Hb A2
Hb D-Punjab
Hb G
Hb C HbS HbO-Arab HbE Hb F

o {
S =

T Electrophorégramme sur agar, pH 6,0

Origine

Figure 24: Profil électrophorétique de I’hémoglobine sur gel d'agar a pH acide

3-Tests spécifiques

e Test de KLEIHAUER :

Consiste au traitement d’un frottis sanguin par un tampon acide qui élue I’'HbA des hématies
et permet de repérer les hématies chargées en HbF qui, seules restent colorées [31].
Résultats :

Chez un adulte normal, moins d'une hématie sur 10 000 est positive.

Ce chiffre s'éléve en cas de thalassémie ou de persistance héréditaire de 1’hémoglobine
feetale (PHHF).

4- Techniques de biologie moléculaire
Font appel classiquement a la PCR (Polymerase Chain Reaction) , suivie d'études de

modification de site de restriction et de sequencage.

v" Principe de la PCR :

Repose sur I’extraction de I’ADN a partir des précurseurs érythroblastiques, dénaturation,
amplification et étude de I’ADN par des techniques :
* De basse resolution (RFLP).

» De moyen débit (séquengage).
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* D’¢électrophorese.
» De haut débit (puces a ADN, BeadChip).

v" Intéréts : Mise en évidence des mutations et des délétions.

3.2 La a-thalassémie
1- Tests d’orientation

a- Hémogramme

a-thalassemie FNS FSP
a-Thalassémie -Absence d’anémie. -Normal.
silencieuse -Microcytose inconstante.

-Discrete anémie microcytaire -Anisopoikylocytose

a-Thalassémies hypochrome dans 50 % des cas. inconstante a prédominance

mineure -Microcytose constante : VGM < 75 fL. microcytaire hypochrome.
-Pseudopolyglobulie. -Présence de cellules cibles.
-Anémie hémolytique microcytaire -Anisopoikylocytose franche :
modérée hypochrome chronique. microcytes, dacryocytes,
Hémoglobinose H -Hb : 8410 g/dL. sphérocytes, elliptocytes

-VGM < 50 fL. schizocytes.

-Hypochromie, cellules cibles.
-Présence d’inclusions intra-
érythrocytaires : ponctuations
basophiles, corps de HEINZ.

-Anémie profonde -Anisopoikylocytose tres
Hydrops foetalis Hb <6 g/dL importante.
-Macrocytose : VGM : 110 a 120 fL.

-Hypochromie majeure.

Tableau 5 : Données de I’hémogramme de la a-thalassémie
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b- Taux de réticulocytes

L’anémie est tres régénérative dans 1’hémoglobinose H.

c- Bilan d’hémolyse :

Bilirubine totale et indirecte augmentées témoignant d’une hémolyse dans 1’hémoglobinose H.

d- Bilan martial :

Un taux de fer sérique normal ou éleve exclut I’origine ferriprive de 1’anémie microcytaire.

2- Tests de certitude

v Electrophorése sur acétate de cellulose a pH alcalin.
v" Isoéléctrophocalisation : (IEF).
v' Electrophorése capillaire en veine liquide.
v Dosage de I’hémoglobine A par chromatographie échangeuse d’ions sur micro-colonnes.
v Dosage de I’Hb F par mesure de la résistance a la dénaturation alcaline.
v HPLC sur colonne échangeuse de cations.
Profil a la naissance Profil adulte
Hb A: 10-25% Hb Az : 00 % Hb A: 97 %
Sujet normal Hb F: 75-90 % Hb A2:25%
HbF:<1%
o+-Thalassémie Hb Bart’s : 1-2 % Normal
a-Thalassémie Hb Bart’s : 5% Hb A: : normal ou diminué < 2,2 %
mineure
Hb A>70 %
Hémoglobinose H Hb Bart’s : 10-30 % Hb H : 10-30 %
Hb Bart’s : traces
Anasarque Hb A : 00 %
feetoplacentaire Hb A2 : 00 %

Hb F: 00 %

Hb Bart’s : 80 % (4 chaines vy)
Hb H : 10 % (4 chaines p)

Hb Portland : 10 % ({2w2)

Tableau 6 : Profil éléctrophorétique au cours des syndromes a-thalassemiques

3- Tests qualitatifs

* Test d’instabilité a I’isopropanol

Test non spécifique, consiste & comparer la rapidité de précipitation de I’Hb H par rapport a
I’Hb A.
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L'incubation d'un hémolysat a 37 °C en présence d'isopropanol a pH 7,4 n'entraine pas de
précipitation de I'Hb A avant 50 minutes. Les hémoglobines instables (Hb H) donnent un trouble ou

un précipité avant la 30°™ minute [32].

e Test d'instabilité au bleu de crésyl

Le principe du test repose sur la précipitation de I’Hb H aprés 20 minutes d’incubation d’un
hémolysat a 37 °C en présence du bleu de crésyl brillant sous forme de corps de HEINZ
(granulations et mottes irrégulieres, violettes, situées contre la membrane de I’hématie).

4- PCR
Le principe de la PCR repose sur I’extraction, dénaturation.

L’amplification d’un fragment d’ADN (séquence cible) grace a un ADN-polymérase puis

révélation soit par électrophorese, soit par séquencage, soit par les puces a ADN.

3.3 La drépanocytose

1-Test d’orientation

a- Hémogramme

Valeurs
Parametres Forme Forme hétérozygote Normes
homozygote

Hb (g/dL) 7-9 N ou discrétement 12-16 (femme)

diminué 13-17 (homme)
VGM (fL) N N 80-100 (adulte)

70-90 (Enfant)

TCMH N N 27-32
(P9)
CCMH N N 32-36
(%)
GB (G/L) 15-20 N 4-10
Plaquettes 300-500 N 150-400
(G/L)

Tableau 7: Valeurs de la numération formule sanguine dans les formes drépanocytaires
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b- Frottis sanquin périphérique

Repose sur I’étude quantitative et qualitative sur microscope optique des trois lignées
cellulaires du sang d’un FSP coloré au MGG.
» Forme homozygote
% Poikylocytose : drépanocytes, schizocytes, elliptocytes, hématies en cibles.
¢ Normocytose.
%+ Anisochromie : polychromatie.

¢ Corps de Jolly a cause de I’hyposplénie.

< Erythroblastose circulante.

Figure 25: Morphologie des globules rouges chez un sujet drépanocytaire homozygote
A : FSP coloré au MGG, B : image par microscopie en phase de contact

» Forme hétérozygote

®,

++ Normale

c-Taux de réticulocytes

Formes Forme homozygote Forme hétérozygote Normes

T de réticulocyt
aux e(E;e/ I|_c;u ocytes > 120 N 20-80

Tableau 8 : Taux de réticulocytes dans les formes drépanocytaires
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d- Bilan d’hémolyse

- Forme hétérozygote: bilan normal.

- Forme homozygote : nous pouvons noter deux tableaux biologiques différents, éventuellement

associes.
Hémolyse Hémolyse
Bilans intra-tissulaire intra-vasculaire Normes
chronique aigue
Haptoglobine (g/L) <05 <0,1 1-3
Bilirubine libre (mg/L) 1 1 <10
LDH (UI/L) 1 1 190-445
9-30 (homme)
Fer sérique (umol/L) Nou 1 1 8-28 (femme)
Hémoglobinurie Absente présente Absente
Hémoglobinémie mg/L Absente présente Absente

Tableau 9 : Résultats du bilan d'hémolyse chez le drépanocytaire homozygote

e- Test direct a ’antiglobuline

A visée de diagnostic différentiel.

Négatif car I’hémolyse n’est pas d’origine immunologique.

2-Test de dépistage
a- Test de falciformation (test ’EMMEL)

Consiste a déclencher la falciformation des hématies sur lame en provoquant un état d’hypoxie
» En rajoutant du métabisulfite au sang du malade.
» En créant une atmosphére pauvre en oxygene [33].
Résultats
* Al'état frais, entre lame et lamelle les hématies ou I’Hb S est présente prennent
progressivement la forme typique en faucilles.

» Le test est positif chez les drépanocytaires homozygotes et hétérozygotes.
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Résultat néegatif

|

Résultat positif

Figure 26 : Test de falciformation

b- Test de solubilité (test ’ ITANO)

En milieu tampon phosphate a pH =7,5 et a basse force ionique, I’Hb est libérée sous
’action de la saponine. La réduction de I’Hb S par la dithionite de sodium entraine la formation de
microtubules de turbidité élevée qui précipitent sous forme d’un culot rouge [34].

Interprétation des résultats

Les résultats sont interprétes en présence de témoins positif et négatif.
Apreés centrifugation, la formation d’un précipité rouge signale la présence de I’Hb S.
v Sujet normale (A/A) : surnageant rouge et pas de culot.
v" Forme homozygote (S/S): surnageant clair (Hb F) avec un culot rouge.
v' Forme hétérozygote (S/A) : surnageant rose avec culot rouge.

Figure 27: Test de solubilité d'ITANO
A gauche : forme homozygote ; A droite : forme hétérozygote
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c- Electrophorése a pH alcalin

Résultats
L’Hb S migre a mi-chemin entre I’Hb A et A2.
D’autres Hb migrent au méme niveau que I’Hb S : Hb D, Hb G, Hb Lepore.

d- Iso-électro-focalisation

Résultats
L’Hb S migre entre I’Hb F et A2.
e- Electrophorése & pH acide

Resultats
L’Hb S migre a mi-chemin entre I’HbA et I’'Hb A2, elle est bien séparée des Hb D et G.

f- Dosage des fractions d’hémoglobine par méthodes chromatographiques

*Dosage de ’Hb par technique de micro chromatographie échangeuse d’ions.
*Dosage de ’Hb par technique HPLC.
g- _Electrophoreése capillaire en veine liquide

h- Résultats de I’étude phénotypique

Taux d’hémoglobine (%) A A2 F S
Normes Adulte 95 2-3,2 <1 Absente
NNé 10-20 0-0,5 80-90 Absente
Forme Adulte Absence totale 2-3,2 5-20 75-95
homozygote _
NNé Absence totale <0,5 80-90 5-10
Forme Adulte 55-60 2-3,2 <1 35-45
hétérozygote -
NNé 5-10 <0,5 80-90 5-10

Tableau 10: Résultats de I’étude phénotypique chez le drépanocytaire
3-Biologie moléculaire PCR (Polymerase Chain Reaction)
- Diagnostic d’une drépanocytose homozygote chez un sujet récemment transfusé et dont le
phénotype n’a pas été établi antérieurement.
-Diagnostic prénatal, essentiel pour 1’identification des couples porteurs d’anomalies de ’'Hb qui
risquent d’avoir des enfants atteints d’un syndrome drépanocytaire majeur.

-Rechercher le polymorphisme de populations par la détermination des haplotypes de restriction.
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3.4 L’hémoglobinose C

1- Tests d’orientation

a- Hémogramme

Forme A/C Forme C/C
Présence d’une discréte
Hb Normal anémie microcytaire.
FNS VGM : Normal Hb : 10-13 g/l
VGM : 65-75 fl
FSP Normale Cellules cibles

Tableau 11 : Données de I’hémogramme de la a-thalassémie

2- Tests de confirmation:

L’HbC migre avec I’HbE lors de 1’¢lectrophorése sur acétate de cellulose a pH alcalin, mais
s’en distingue légérement par focalisation isoélectrique et treés clairement par CLHP d’échange
d’ions.

3.5 Autres hémoglobinoses

Diagnostic biologique

-Lors de I’¢électrophorese sur acétate de cellulose a pH alcalin, I’HbE migre
comme les HbC et HbA2,

Hb E -Elle peut étre distinguée des autres Hb lentes par focalisation
isoélectrique, électrophoreése capillaire ou bien par électrophorése sur gel
d’agar, ou elle se comporte comme 1I’HbA.

-1l comigre avec les HbC et E lors de I’électrophorese sur acétate de

Hb O-Arab cellulose a pH alcalin, mais peut facilement en étre différencié par
¢lectrophorése sur gel d’agar, en focalisation isoélectrique ou en CLHP sur
échangeur de cations.

-L’HbD-Punjab se distingue de I’HbS en focalisation isoélectrique ou en
CLHP sur échangeur de cations.

Hb D-Punjab | -Néanmoins, elle peut étre confondue avec d’autres variantes

et son identification formelle nécessite 1’utilisation de techniques
complémentaires.

Tableau 12 : diagnostic biologique de I’ Hb E et Hb O-Arab et Hb D-Punjab
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3.6 Quelques formes composites

Diagnostic biologique

Etude de I’Hb

Anomalie Expression
génétiqule zz(lpiniqule Hémogramme Frottis HoA | HDF | HbAZ | HbS | HDC | HbE
) | &) | ) | ) | (%] %
Hétérozygotie | Asymptomatique Normal Normal 60-65 | <1 25-35 |3540| - -
AlS
Drépanocytes
Homozvaotie Syndrome Hb : 6-10 Cellules
s /ysg drépanocytaire gldL cibles 0 5-20 | 2,5-3,5 | 80-95 - -
majeur _ Corps de
VGM : Jolly
normal Erythroblasts
Hétérozygotie Syndrome Hb:10-12 | Drépanocytes
composite drépanocytaire g/dL Cellules 0 -7 12535 |50 45 -
s/C majeur VGM : 70-90 cibles
fL
Anisocytose
Hétérozygotie Syndrome Hb:7-12 Poikilocytose
composite drépanocytaire g/dL Drépanocytes
S/B majeur VGM : 60-95 Cellules 0-25 | 5-15 | variable | 55-90 - -
thalassémie fL cibles
Corps de
Jolly
Normal
Hétérozygotie | Asymptomatique (parfois Normal 60-65 <1 2,5-3,5 - 35-40 | -
AlC discréte
microcytose)
Homozvaotie Anémie Hb : 10-13 Cellules
C /)g hémolytique g/dL cibles 0 <3 2535 i > 90 i
chronique VGM : 65-75 Cristaux e
modérée fL d’Hb C
" . . Normal
Heterozygotie Asymptomatique | (ou discréte Normal 70-75 <1 25-35 ; . 25-30
AlE microcytose)
Anémie Hb : 10-13
Homozygotie hémolytique g/dL Cellules i i )
E/E modérée, bien VGM : 65-75 cibles 0 <15 12535 > 85
supportée fL
Hétérozygotie Thalassémie Hb: 7-12 Cellules
composite intermédiaire g/dL cibles 0-25 5-15 | variable - - > 40
E/B VGM : 65-80 | Anisocytose
thalassémie fL Poikilocytose

Tableau 13 : quelques formes composites des hémoglobinopathies [35]
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V. Traitements

1. Les thalassémies
Le traitement conventionnel de la thalassémie majeure associe transfusion, chélation du fer
et splénectomie.

a- Transfusion sanguine

La grande majorité des patients thalassémiques majeurs nécessite des transfusions
mensuelles dés la premiére année de vie, mais certains patients, atteints de formes modérées,
peuvent attendre quelques années. Le produit transfusé est du concentré érythrocytaire déleucocyté,
phénotypé Rh-Kell [36].

Bien traités, les patients ont des activités normales. La croissance staturopondeérale est
normale jusqu’a I’adolescence, les anomalies morphologiques sont atténuées ou absentes. Ainsi, la
transfusion sanguine a transformé le pronostic vital de la thalassémie majeure, et les enfants bien
traités ne meurent plus de cette maladie. En revanche, la transfusion est responsable de
complications multiples, responsables a leur tour de la morbidité et de la mortalité de 1’affection,
chez les adolescents et les adultes dont la qualité de vie reste souvent médiocre.

b- Traitement de la surcharge en fer

L’organisme ne dispose pas de moyens naturels d’évacuation de ce fer, qui se dépose
d’abord dans le foie et la rate, puis dans les glandes endocrines et le coeur. La surcharge en fer est a
I’origine des complications et de la mortalité qui menacent maintenant les thalassémiques apres
I’age de 15 ans.

Desféralt (déféroxamine)

Le Desféralt reste en 2001 le traitement chélateur du fer de référence. Cette molécule est trés
mal absorbée par voie orale, et doit &tre administrée par voie parentérale[37].
Chélateur oral : Ferriproxt (défériprone : 1,2 diméthyl-3- hydroxyridin-4-one : L1)

c- La splénectomie

Le développement d’un hypersplénisme est pratiquement constant dans la thalassémie
majeure [38]. Il apparait en général entre 6 et 8 ans, parfois plus tardivement chez des patients
soumis d’emblée a des apports transfusionnels éleveés [36].

La splénectomie totale est préconisée. La vaccination antipneumococcique et la mise sous
pénicilline V (Oracillinet) sont nécessaires. Le risque thromboembolique est majoré chez les
patients splénectomisés.

d- Supplémentation en acide folique

Elle est systématique (5 mg/j) et indéfiniment poursuivie.
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Ce traitement a transformé ’espérance de vie des patients thalassémiques, et a permis a pres
de 90 % des malades nés depuis 1975 de dépasser 1’age de 20 ans [39]. La lourdeur du traitement
chélateur altere toutefois la qualité de vie, et fait discuter I’indication d’une greffe de moelle chez
les enfants et les adolescents qui disposent d’un donneur intrafamilial human leucocyte antigen
(HLA)-compatible. Plus tard, les résultats de la greffe sont moins bons, et le traitement

conventionnel est presque toujours préférable.

2. La drépanocytose

Les traitements utilisés dans la drépanocytose ont pour la plupart une action symptomatique.
Seuls deux traitements ayant une action de fond sont actuellement disponibles : la transfusion et
I’hydroxyurée.

a- La transfusion : apporte des globules rouges contenant de hémoglobine A. Elle est

utilisée dans le traitement d’urgence de certaines complications graves, ou en prophylaxie sous
forme de programmes transfusionnels [40].

b-L’hydroxyurée (HU): est une chimiothérapie. En effet, si certaines molécules interférant

avec le processus de polymérisation de I’hémoglobine S représentent un espoir, le seul traitement
actuel de ce type ayant fait la preuve de son efficacité et couramment prescrit depuis 1995 est ’'HU
[41], qui améliore I’espérance de vie, diminue la fréquence des CVO et des hospitalisations.

Chez I’adulte drépanocytaire, contrairement a I’enfant, il n’y a pas d’indication clairement
établie a la greffe médullaire allogénique, en raison notamment de I’augmentation du risque de
mortalité toxique avec I’age, et du risque de poursuite de I’évolutivité des atteintes organiques

malgré cette procédure [42].
V. Conseil génétique
Le médecin peut étre amené a donner une information génétique dans trois situations

différentes, qui correspondent a des problématiques différentes : le dépistage des porteurs sains, le

diagnostic prénatal, le dépistage néonatal.

a- Dépistage des porteurs sains

Le dépistage des porteurs sains repose sur I’initiative de chaque médecin, en fonction de
I’origine ethnique et des histoires familiales et personnelles de tout sujet a risque. La réalisation

d’une numération avec détermination des réticulocytes et d’une électrophorése de I’hémoglobine
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permettent d’évaluer ce risque. Si le propositus est une femme enceinte et que le conjoint ne peut
étre étudié, seul le diagnostic prénatal permettrait d’établir le diagnostic chez 1’enfant attendu.

b- Diagnostic prénatal

Il est proposé a tous les couples se trouvant dans la situation ou un risque existe de donner
naissance a un enfant porteur d’une hémoglobinopathie, ¢’est-a-dire essentiellement une
drépanocytose homozygote ou hétérozygote composite S /p° thal, qui restent, malgré les progrés
thérapeutiques, des maladies graves et pénibles.

Le principe de I’information génétique qui précéde le diagnostic prénatal repose sur
I’explication claire du risque au couple, afin qu’il puisse exprimer son souhait librement en
respectant ses convictions morales, philosophiques et religieuses. Il est surtout fondamental
d’expliquer les conséquences éventuelles de la maladie chez 1’enfant a naitre, en tenant compte de
la difficulté posée par la variabilité et I’'imprévisibilité de I’expression phénotypique [43].

11 faut qu’il soit clair que le diagnostic prénatal, parce qu’il fait courir un risque faible de
complication, n’est proposé qu’aux couples qui souhaiteraient une interruption médicale de
grossesse.

Les techniques utilisées sont la biopsie de trophoblaste, réalisables a 10-12 semaines
d’aménorrhée, et I’amniocentése, a 15 semaines d’aménorrhée. Les prélévements recueillis sont
ensuite analysés par biologie moléculaire [44].

c- Dépistage néonatal

Il faut établir un programme de dépistage néonatal de la drépanocytose chez les nouveau-nés
dont les parents font partie d’un groupe a risque, son but est de permettre la mise en place précoce
d’une prise en charge adaptée comportant notamment une prophylaxie antipneumococcique chez les

enfants malades.
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|. Objectifs
Objectif principal
Le dépistage précoce des formes infra cliniques (formes hétérozygotes) afin d’éviter

la survenue de formes majeures de ces maladies.

Objectif secondaire

L’établissement de 1’arbre généalogique et conseil génétique chez des familles

présentant une hémoglobinopathie.

1. Protocole de I’étude

1.1 Type, lieu et durée de I’étude

L’étude que nous avons menée est une étude transversale prospective, réalisée dans le

service d’hémobiologie et banque de sang du CHU Tlemcen.

La durée de la période est de 4 mois allant du 09/2016 au 12/2016.

11.2 Recrutement des patients

1. Critéres d’inclusion
Deux types de recrutements ont été effectués :

Par le biais du service d’hémobiologie et banque de sang a partir des résultats
de ’hémogramme, les criteres d’orientation sont:
-Un taux d’hémoglobine normal ou diminué.
-Un nombre de globules rouges élevé.
-Le volume globulaire moyen bas.
Des demandes d’électrophorése provenant des autres services hospitaliers du

CHU Tlemcen.

2. Critéres d’exclusion
Patients en cours de traitement par le fer par voie orale.

Patients transfusés dans moins de trois mois.
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11.3 Recueil des données

Le recueil des données a été fait sur un questionnaire d’hémoglobinopathies préeétabli,
de maniere active en interrogeant les patients ou leurs parents.

L’interrogatoire commence par le recueil des informations personnelles : nom,
prénom, age, adresse, antécédents personnels et familiaux.

Les questions posées avaient pour but de préciser I’histoire de la maladie, les
circonstances de découvertes, la notion de consanguinité, les signes d’anémie hémolytique,
ictére, splénomégalie et éventuellement chercher une notion transfusionnelle et de prise
médicamenteuse.

Le recueil a concerné uniquement les demandes provenant des services hospitaliers.

11.4 Méthodes

1. Prélévement

L’échantillon biologique est représenté par une quantité de 5 ml de sang total prélevée
aseptiqguement par ponction au niveau du pli du coude et recueilli dans un tube stérile
contenant de ’EDTA en respectant le rapport anticoagulant / sang (1/9).

Ce prélévement servira a :

> La réalisation d’une numération formule sanguine (NFS) complétée par un frottis
sanguin.

» L’¢lectrophorése de I’Hb a pH alcalin sur acétate de cellulose. (sur du sang frais ou
conservé a +4°C dans un délai maximal de 7 jours).

» Dosage de I’hémoglobine A> par chromatographie échangeuse d’ions.

2. Hémogramme

L’hémogramme est un examen de routine permettant d'obtenir rapidement un ensemble de
données quantitatives (paramétres érythrocytaires, nombre des globules blancs et des
plaquettes), incluant egalement la formule leucocytaire et la numération des réticulocytes a la
demande.

L’automate utilisé dans le laboratoire est I’ADVIA 2120i.

L’hématimetre ADVIA®2120i est un cytometre de flux entierement automatisé utilisant
la diffraction lumineuse sous deux angles, la lyse différentielle des leucocytes et la coloration
de la myéloperoxydase pour caractériser les cellules, avec une cadence de 120 analyses par

heure.
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Taux des GR Hématocrite HT Taux d’HB (g/dl)
(108 /mm3) (%)
Hommes 45a5.9 40 -50 13218
Femmes 4.0a5.5 37-43 12a16
Enfants 5.036.0 38-44 12316
nouveaux nés 5.036.0 50 —-58 14320

Tableau 14 : Normalité des GR, HT et HB en fonction de I’Age et du sexe

Le VGM compris entre 80-100 fl traduit une normocytose

Un VGM>10011 témoigne d’une macrocytose, a I’inverse un VGM bas témoigne d’une
microcytose.

Le TGMH compris entre 27-32 pg traduit une normochromie. Une TGMH basse < 27pg

témoigne d’une hypochromie.

3. Frottis du sang périphérique : FSP

Il repose sur I’examen microscopique d’un frottis sanguin, aprés étalement d’une
goutte de sang sur lame puis coloration au May Grunwald et Giemsa (MGG). 1l permet de :
% Faire un équilibre leucocytaire.
x Faire une étude qualitative de la lignée érythrocytaire : taille, forme et coloration,
ainsi que les autres lignées, dans notre étude nous nous somme limités uniquement a

la lignée érythrocytaire.

Confection d’un frottis:

L'étalement est réalisé a partir de sang frais (prélevement de moins de 3 heures) prélevé sur
éthylene-diamine-tétra-acétique (EDTA).

» Homogénéiser le prélevement de sang par des mouvements de retournement.

> Prélever a lI'aide d'un embout propre adapté a une pipette automatique 1 goutte de sang.

> La déposer sur une lame en verre dégraissée et identifiée a 1 cm environ du bord lame.

» La goutte de sang se répartit régulierement par capillarité en une couche mince uniforme le

long du bord de la lame rodée.
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> La faire glisser jusqu'au bout, d'un mouvement rapide et régulier en maintenant un angle de
45°. Un bon frottis doit étre contenu entierement sur la lame, bords et franges compris.

» Si le frottis est jugé correct, le sécher immédiatement en 1’agitant par des mouvements
d'éventails vifs. Le temps de séchage minimum est de 5 minutes.

> ldentifier enfin le frottis.

pes Goutte & Georges Dol Déplacement de
de sang @ ame rodée
Lame rodée - ‘s W Frotths
\
-~ iy A »
L ,
: /T
La goutte de sang s'étale le long de la Etirement de la goutte de sang d'un seul
lame rodée mouvement
© Georges Dolls Epaisseur idéale
Fém trop (couche Film trop
mince monoceiulaire) épas
.
Queue Corps Téte
,
> .
lone b polynuciéaires lone &
et monocytes lymphocytes

Figure 28 : Etapes de la confection d’un frottis

Il faut avoir un FSP de bonne densité, pas trés épais, ne dépassant pas le bord, occupant

la moitié voir les % de la lame.
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Coloration:
La coloration a était effectuée selon deux modes selon la disponibilité des réactifs.

1- Coloration manuelle :

» Couvrir le frottis avec | ml de solution de May-Grunwald pure pendant 3 minutes.

» Rincer la lame puis 1’égoutter afin d’éliminer 1'exces de colorant.

» Couvrir le frottis avec la solution de Giemsa diluée dans de 1’eau distillée au 1/10
pendant 15 a 20 minutes.

» Rincer correctement & I'eau de robinet ou I’ecau tamponnée (pH=7).

> Laisser la lame sécher a l'air.

2- Coloration automatisée :

Hema-Tek 2000 Slide Stainer-Bayer : est concu pour produire des lames colorées de
qualité constante dans un processus continu. Ceci est réalisé en ayant une durée de temps
déterminée pour chacune des trois phases de coloration, tampon, et ringage, ainsi que d'un

rapport prédéterminé de volumes colorant/tampon dans la phase tampon.

Lecture

L'examen d'un frottis doit toujours débuter par le faible grossissement (x10) qui
permet d'analyser les régions d'étalement optimal et la densité cellulaire.
L'analyse plus fine des cellules sanguines est effectuée avec I'objectif a immersion et au fort

grossissement (x 100).

4. Taux de réticulocytes :

La coloration au bleu de crésyl fait apparaitre les réticulocytes qui sont des globules
rouges jeunes contenant encore quelques granules ou filaments d'’ARN. Facilement
différentiables ces éléments seront colorés en bleu foncé. Cet examen est indiqué dans le
cadre de I’exploration d’une anémie. Il permet d’apprécier le caractére régénératif ou

arégénératif d’une moelle osseuse.
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Mode opératoire:

-Mélanger dans un tube a hémolyse 1 volume de sang et un volume de réactif le bleu de crésyl
(conservé a température du laboratoire). En cas d’anémie sévere et si nécessaire, lorsque les
globules rouges sont trés diminués, on peut mettre 2 volumes de sang pour un volume de
réactif.

- Placer a 37° dans un bain- marie pendant 15 & 20 minutes, sans surchauffer.

- Réaliser des frottis trés minces, laisser sécher a I’air libre en agitant pendant quelques
minutes puis identifier les lames.

- Puis lecture et comptage sous microscope.

Le taux des réticulocytes permettent d’estimer le degré de régénération d’une anémie :

Normes: 20-80 G/L.
> 120 G/L : régéneérative.

< 120 G/L : arégénérative.
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5. Electrophorése de I’Hb a pH alcalin sur acétate de cellulose:

a-Préparation des échantillons:

-Préparation des hémolysats : 1 volume de sang total est ajouté a 3 volumes de réactif
hémolysant.

- Bien mélanger et laisser reposer 5 minutes.

Figure 29 : Préparation de ’hémolysat (photo originale)

- Déposer 5 pL d’hémolysat du patient préparé dans les puits des masques échantillons a

1’aide d’une micropipette. Déposer en paralléle 5uL du témoin.

Figure 30 : Dépdt du témoin et des hémolysats (photos originales)
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b-Entre temps préparer les plaques de migration d’acétate de cellulose comme suite

- Dissoudre un sachet de tampon Supre-heme dans 980ml d’eau distillée.

- Identifier correctement le nombre nécessaire de plaques Titan I11-H en écrivant sur le coté
dur et brillant avec un marqueur Helena.

- Tremper le nombre nécessaire de plaques dans le tampon pendant 5 minutes.

- Les plaques doivent étre trempées en les plongeant lentement et uniformément dans le
tampon.

11 faut noter qu’une plaque d’acétate de cellulose peut contenir jusqu’a 7patients et le témoin.

Figure 31: Préparation de la plaque d’acétate de cellulose (photo originale)

C-Préparation de la chambre d’électrophorese :

- Verser environ 100 ml de tampon Supre-Heme dans chacun des compartiments extérieurs de
la chambre.

- Humidifier deux ponts papier jetables dans le tampon et en déposer un sur chaque pont du
support, en veillant a ce qu’ils soient bien en contact avec le tampon et qu’aucune bulle d’air
ne reste dessous.

- Couvrir la chambre pour éviter que le tampon ne s’évapore.
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Figure 32: Préparation de la chambre de migration (photo originale)

d-Dépbt des échantillons :

- Amorcer I’applicateur en abaissant les embouts dans les puits échantillons 3 ou 4 fois.

- Déposer cette charge sur un papier buvard. Ne pas charger a nouveau 1’applicateur et passer
a I’étape suivante, enlever la plaque Titan 111 du tampon et la sécher entre 2 papiers buvards.

- Placer la plaque sur I’embase d’alignement, acétate de cellulose vers le haut, en faisant
correspondre le bas de la plaque avec la ligne de séparation noire par dépot cathode.

- Déposer 1’échantillon sur la plaque en abaissant les embouts de I’applicateur dans le puits
¢échantillon 3 ou 4 fois puis transférer I’applicateur sur I’embase d’alignement. Appuyer sur le

bouton et le maintenir appuyé pendant 5 secondes.

Figure 33: Dépdt des hémolysats sur la plaque d’acétate de cellulose (photos originales)
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e- Migration :
- Placer la plague dans la chambre, acétate de cellulose vers le bas. Placer un poids sur la

plaque de fagon a assurer un bon contact avec les ponts papier.

- Faire migrer 20 minutes a 350 volts.

Figure 34: Migration de I’hémoglobine de la cathode vers I’anode (photos originales)

-Aprés migration : enlever la plaque de la chambre.

f-Coloration :

L’étape de la coloration comporte une série d’étapes de coloration/décoloration.
- Colorer avec du rouge Ponceau S pendant 5 minutes.
- Décolorer dans 2 bains successifs d’acide acétique a 5% de 2 minutes chacun.

-Déshydrater les plaques dans 2 bains successifs de méthanol absolu de 2 minutes chacun.
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Figure 35 : Etapes de coloration/décoloration des plaques d’électrophorése (photos
originales)
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Evaluation qualitative

Une lecture visuelle des plaques permet de déterminer si des bandes d’hémoglobines
anormales sont présentes ou non. Les hémo-controles Helena utilisés servent de marqueurs de

position pour I’identification des bandes.

Figure 36 : Plaque d’électrophorése apreés coloration et séchage (photo originale)

Interprétation des résultats

Divers hémoglobines pathologiques peuvent étre dépistées sur acétate de cellulose. I
s’agit principalement de I’hémoglobine S qui migre a mi-distance entre I’'Hb A1 et ’'Hb A>.
D’autres Hb anormales peuvent prendre la méme position de migration. Il s’agit
essentiellement de I’Hb D, I’Hb G, et I’Hb Lepore.

L’hémoglobine C migre a la méme position que I’Hb A2 mais avec une bande de
migration plus intense.

D’autres hémoglobines pathologiques peuvent prendre cette méme position de
migration comme I’Hb E, Hb O Arab ou autres.

Des formes composites S-C ou C-f thalassémie ou thalasso-drépanocytose peuvent

exister.
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Les formes homozygotes se distinguent par 1’absence de I’Hb A par rapport aux

formes hétérozygotes.

Hb A2 Hb S

Hb C Hb D-Punjab

Hb E Hb G

Hb O-Arab Hb Lepore HbF Hb Al Hb H

S S S
D @D

T Electrophorégramme sur acétate de cellulose, pH 8,6

Origine

Figure 37 : Profil électrophorétique de I’hémoglobine sur acétate de cellulose a pH
alcalin

6. Dosage chromatographique de I’hémoglobine A2 sur colonne échangeuse d’anions:
Matériels et réactifs :

- Coffret Helena : Beta-Thal Quik Column : pour dosage de I’hémoglobine A2.
- Kit d’équipement pour colonne Quick.

- Spectrophotometre.

a- Préparation de I’hémolysat :

- Introduire 50 pl de sang total, prélevé sur EDTA dans une éprouvette en verre.
- Ajouter 250 pl de réactif-C hémolysant.

- Agiter vigoureusement et laisser reposer 5 minutes afin que 1’hémolyse soit totale.

b- Préparation de la fraction totale :

- Introduire 100ul d’hémolysat dans le grand tube de récupération.
- Compléter le tube jusqu’a la ligne avec I’eau distillée.

- Volume total = 15ml.

c- Préparation des colonnes :

- Retourner plusieurs fois la colonne afin d’enlever la résine qui adhére au capuchon supérieur

ensuite enlever le.
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- Tenir la colonne au dessus d’un bécher puis enlever le capuchon inférieur de facon a ¢€luer le

tampon.

- Des que La résine se tasse ; aspirer le surnageant et le jeter (il est nécessaire d’éliminer tout

le tampon de la colonne sans perturber la résine).

- Déposer lentement et avec précautions 100ul d’hémolysat de I’échantillon dans la colonne ;

éviter la formation de bulles et I’écoulement sur la paroi.

- Laisser la résine absorber complétement 1’échantillon. L’hémolysat a un aspect brillant
lorsqu’il est vu du dessus ; une fois I’absorption terminée la partie supérieure de la résine aura

un aspect mat et terne.

Figure 38: Colonne échangeuse de cations pour la chromatographie de I’hémoglobine A2
(Photo originale)
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d- Elution de I’Hb A2

- Lorsque la résine a absorbé 1’hémolysat; placer la colonne sur une tube de récupération.

- Pipeter 2.5 ml de la phase mobile HbA2 dans la colonne ; la phase mobile restant au dessus
de la colonne doit étre transparente (si la phase mobile contient de I’Hb, jeter et recommencer
I’analyse).

- Laisser toute la phase mobile traverser la colonne de sorte qu’elle soit récupérée dans le petit

tube de récupération (environ 20min).

Figure 39 : Elution de I’hémoglobine A2 (Photo originale)

- Compléter le petit tube avec de 1’eau distillée jusqu’a la ligne. Volume total = 3 ml.
Détermination du pourcentage de ’HbA?2 par spectrophotometre

- Inverser les tubes plusieurs fois afin d’assurer un mélange parfait.

- Régler la longueur d’onde a 415 nm.

- Mettre a zéro I’instrument avec de 1’eau distillée.

Lire et relever 1’absorbance (DO) de chaque éluat et de chaque fraction totale.
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L’hémoglobine A; est calculée selon la formule suivante:

DO Hb A2*100

A=
DO Hbt*5

DO Hb A2 : I’absorbance de 1’éluét.
DO Hbt : I’absorbance de la fraction totale.

Interprétation des résultats

Les valeurs normales d’HbA> sont comprises entre 1,5-3,5%.
L’interprétation des résultats des dosages de I’hbA> doit étre réalisée conjointement
avec les antécédents du patient, le taux d’Hb total ainsi que d’autres données biologiques et

cliniques.

Un taux d’HbA; entre 3,5%-8% est en faveur d’un trait  thalassémique.
Un taux d’HbA2 <1,5% est en faveur d’une carence martiale sévére ou d’une o thalassémie.

Un taux d’HbA2>8% est en faveur d’autres variants Hb C, et HbE.
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1. Résultats

Durant notre période d’étude, nous avons travaillé sur 69 échantillons. Parmi ces
derniers, cing nous sont parvenus par le biais des services de pédiatrie et de la pneumo-
phtisiologie, dans le cadre de I’exploration diagnostique d’une anémie microcytaire et la
majorité des prélevements (64 prélevements) ont été explorés suite a la découverte fortuite a
I’hémogramme d’une pseudo polyglobulie microcytaire.

Notre population porteuse d’hémoglobinopathies est &gée entre 7 et 69ans. Elle est

diagnostiquée par service d’hémobiologie et banque de sang du CHU Tlemcen.

Nombre totale des échantillons traités

69 prélevements

64 Préléevements recrutés

5 Prélévements recrutés

a partir des services internes a partir du service d’hémobiologie et
bangue du sang.

18 cas 46 cas
d’hémoglobinopathies normaux

3cas 2 cas
d’hémoglobinopathies normaux

Environ le tiers de notre échantillonnage, soit 21prélévements attestent d’une

hémoglobinopathie, ce qui représente 30.43% des cas.

Page 60



Etude pratique

1.1 Répartition de la populatio

n générale :

Répartition de la population selon le type d’hémoglobinopathie :

Parmi les 21 patients porteurs d’hémoglobinopathies et recensés au cours de cette

étude, 16 d’entre-eux ont une B-thalassémie hétérozygote, soit 76,2% des cas. Le reste

présente une hémoglobinose C hétérozygote isolée (3 cas) ou associée sous forme composite

C/p thalassémie (2 cas).

La fréquence de 1I’ensemble des hémoglobinopathies est représentée dans le tableau suivant :

Effectifs Pourcentage
Béta thalassemie 16 76,2%
Hémoglobinose C 3 14.28%
hétérozygotes '
Formes composites C/p — 2 95204
thalassémie '
Total 21 100,0%

Tableau 15: Répartition de la population selon les différents types d’hémoglobinopathies

9.52%

14.28%

m Béta thalassémie

Hémoglobinose
C hétérozygote

Formes
m composites C/B —
thalassémie

Figure 40 : Répartition de la population selon les différents types

d’hémoglobinopathies
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11.2 Résultats épidémiologiques

11.2.1 Répartition de la population selon I’age

85.7%

90.0 -

80.0 -

70.0 A

60.0 -

50.0 -

40.0 A
14.3%

Pourcentage

30.0 -

20.0 A

10.0 A

0.0 T T
enfant 4-15ans adulte >15ans

Figure 41 : Répartition de la population en fonction d’age

Parmi les 21 porteurs d’hémoglobinopathies qui ont été recensés au cours de cette

étude, nous comptons pour la plupart des adultes avec un taux de 85.7% vs14.3 % d’enfants.

La moyenne d’age de notre série est de 35.45 ans, avec des extrémes de 7 a 69 ans.
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11.2.2 Reépartition de la population selon le sexe

52.4%

53.0 ~

52.0 A

51.0 A

50.0 A

49.0 - 47.6%

48.0 A

47.0 A

Pourcentage

46.0 -

45.0 T f
Masculin Féminin

Figure 42 : Répartition de la population selon le sexe

Selon les résultats, nous constatons une discrete prédominance masculine (52.4 %

hommes) avec un sex-ratio de 1.10.
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11.2.3 Répartition de la population par région

Nous avons pu connaitre les régions d’habitation des porteurs d’hémoglobinopathies

pour 14 d’entre-eux seulement. 1ls provenaient en majorité de la Wilaya de Tlemcen et

certains de la commune de Sebra.

Région Nombre Pourcentage
Tlemcen 9 64.28%
Sebra 5 35.71%
Total 14 100%
Tableau 16 : Répartition de la population par région
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11.3 Répartition selon les données biologiques :
11.3.1 La B-Thalassémie hétérozygote:
Dans les cas de béta-thalassémie hétérozygotes on trouve les résultats suivants :

Age

47ans

54ans

7ans

26ans

44ans

28ans

27ans

15ans

41ans

42ans

38ans

65ans

GR
T/L

5.30

4.19

4.89

5.05

6.34

5.84

5.6

7.29

531

5.49

521

6,54

6,7

6,3

Hb
g/dL

11.2

10

11.2

12.3

115

9.7

111

124

10.3

10.6

11.4

16

11,3

12,2

14

VGM TGMH
fL Pg
67.7 21.1
81.5 20.7
69.9 22.8
734 244
60.3 18.3
55.6 16.6
64 19.8
69 19.5
63 19.3
67.7 21.3
64.2 20.7
86.2 30.7
61,7
59
62

TR
G/L

68.6

10.6

110.9

75.3

127

112.5

105.2

59.6

67.2

110

98

101

Frottis

Microcytose,
hypochromie
Présence de cellules
cibles

Anisocytose
,hypochromie et
présence de cellules
cibles

Microcytose
hypochromie

Microcytose
Hypochromie

Microcytose,
hypochromie Présence
de cellules cibles
Microcytose,
hypochromie

Présence de quelque
dacryocytes

Microcytose,
Hypochromie
Présence de cellules
cibles

Microcytose,
hypochromie

Anisocytose

Profil électrophorétique

Bande moyenne position A2

Bande intense position A

Bande moyenne migrant
position HbA2
Bande intense Hb A

Bande moyenne migrant
position HbA2
Bande intense Hb A
Bande moyenne migrant
position HbA2
Bande intense Hb A

Bande moyenne migrant
position HbA2
Bande intense Hb A
Bande moyenne migrant
position HbA2
Bande intense Hb A

Bande moyenne migrant
position HbA2
Bande intense Hb A

Bande moyenne migrant
position HbA2
Bande intense Hb A
Bande moyenne migrant
position HbA2
Bande intense Hb A
Bande moyenne migrant
position HbA2
Bande intense Hb A
Bande moyenne migrant
position HbA2
Bande intense Hb A
Bande moyenne migrant
position HbA2
Bande intense Hb A
Bande moyenne migrant
position HbA2
Bande intense Hb A
Bande moyenne migrant
position HbA2
Bande intense Hb A
Bande moyenne migrant
position HbA2
Bande intense Hb A
Bande moyenne migrant
position HbA2
Bande intense Hb A

Dosage Ferritine

HbA2

7.78

4.68

6.98

7.83

5,17

5,78

4.95

6.53

4.96

3,7

41

4,7

Tableau 17 : Résultats récapitulatif des résultats biologiques au cours de la f§ thalassémie
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1. Répartition des résultats selon le taux d’hémoglobine

80.0

70.0

60.0

50.0

40.0

30.0

20.0

Pourcentage

10.0

26,7%

0.0

NORMAL

Anémie

Figure 43 :

Répartition des résultats selon le taux d’hémoglobine

Enfant de 7a 10ans

Homme

Femme

Hb (g/d)

12-14.5

13-17

11.5-15

Tableau 18 : Normalités de I’hémoglobine en fonction de I’age et du sexe

Le taux moyen de I’hémoglobine de notre échantillonnage est de11.68g/dl, avec des
limites entre 9.7g/dl a 16g/dI

Sur les 16 patients - thalassémiques hétérozygotes, nous comptons que 73.7%

présentaient un syndrome anémique alors que le reste (26.7%) avait un taux d’hémoglobine

dans les normes.

Les sujets anémiques avaient une anémie modérée, leur hémoglobine est comprise

entre 9.7 et 11 g/dl.

Page 66



Etude pratique

2. Répartition des cas selon le nombre des globules rouges

Figure 44 : Répartition des cas selon le nombre des globules rouges

Enfant de 7a 10ans Homme Femme
GR (T/L) 4-5.4 45-55 4-5

Tableau 19 : Normalités des GR en fonction de I’Age et du sexe

Le taux moyen du nombre des globules rouges est de 5.67T/L, avec des extrémes
variant de 4.19T/L a 7.2T/L.

Selon les résultats de I’hémogramme, nous comptons que 16 patients, soit53,3%
avaient un nombre de GR supérieur aux normes, alors que le reste avait un taux de GR
normal.

La majorité des béta-thalassémiques hétérozygotes avaient un nombre de GR élevé.
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3. Répartition selon le volume globulaire moyen (VGM)

93.3%

100.0 -

90.0 -

80.0 -

70.0 A

60.0 -

50.0 -

40.0 A

30.0 -
6.7%
20.0 -
10.0 A
0.0 T f
Normal Bas

Pourcentage

Figure 45 : Répartition des résultats selon le volume globulaire moyen (VGM)

Enfant de 7a 10ans Homme Femme
VGM (fl) 77-91 82-98 82-98

Tableau 20 : Normalités du VGM en fonction de I’4ge et du sexe

Le taux moyen du VGM est de 67.01fl, avec des extrémes variant de 55.6fl a 86.2fl.
Selon les résultats de I’hémogramme, nous comptons quel6 patients, soit 93.3% de

I’échantillon avaient un VGM inférieur aux normes. Pour le reste, le VGM était normal.

Nous constatons que la majorité des béta-thalassémiques hétérozygotes avait un VGM

bas qui atteste d’une microcytose
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GR Normal Elevé
VGM 4-5.5T/L >5.5T/L
Normal 6.66% 0%
82-98 fl
Bas 40% 53.33%
< 82fl

Tableau 21 : Résultats du VGM en fonction du nombre des GR

Rappelons que la pseudopolyglobulie microcytaire est définie par un nombre de GR

supérieur aux normes et un VGM inférieur a 71 fl.

Nous constatons sur notre série que 16 sujets, soit 53.33% présentaient une

pseudopolyglobulie microcytaire.
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4. Répartition des résultats selon la teneur corpusculaire moyenne en hémoglobine
(TGMH)

83,3%

90.0
80.0
70.0
60.0
50.0
16,7%
40.0

30.0

Pourcentage

20.0
10.0
0.0

Normal Bas

Figure 46 : Répartition selon la teneur corpusculaire moyenne en hémoglobine

Enfant de 7a 10ans Homme Femme
TGMH (pg) 24-27 27-32 27-32

Tableau 22 : Normalités de la TGMH en fonction de I’Age et du sexe

Le taux moyen de la TGMHest de 21.26pg, avec des extrémes variant de 16.6
a 30.7pg.

D’aprés I’hémogramme, nous comptons que sur les 16 béta-thalassémiques, 83.3%
avaient un TGMH inférieur aux normes. Le reste avait une TGMH normale.

Donc, nous constatons que la majorité des sujets béta-thalassémiques hétérozygotes
avait une TGMH basse qui traduit une hypochromie.
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5. Résultats des frottis sanguins et du taux de réticulocytes

L’étude des frottis sanguins des sujets 3 thalassémiques hétérozygotes a confirmé les
anomalies de la lignée érythrocytaires observées a la FNS, représentées essentiellement par
une microcytose, hypochromie et la présence parfois de quelques cellules cibles.

Pour les sujets anémiques, le taux de réticulocytes a confirmé le type are génératif.

6. Résultats du profil électrophoreétique de I’hémoglobine et du dosage de I’Hb A2 par
chromatographie échangeuse d’ions

Dans notre série, I’¢lectrophorese de 1I’hémoglobine a pH alcalin sur acétate de
cellulose révele la présence d’une bande moyennement importante migrant en position A, et
une bande importante migrant en position A.

Les dosages de I’hémoglobine Az par chromatographie échangeuse d’ions ont donné les
résultats suivants

Trait p- Variantes de HbC,
Normal thalassémique et HbE
HbA: (%) 1.5-3.5 3.5-8 >8

Tableau 23 : Résultats du dosage de ’hémoglobine A2

Le taux moyen de I’hémoglobine A2 de notre echantillon est de5.55% avec des
extrémes allant de 3.7 & 7.83%.
Ceci concorde avec le profil d’une B thalassémie hétérozygote. Pour le reste, ou I’Hb
A; est supérieur & 8%, le diagnostic des autres hémoglobinoses C, ou E est alors plus

probable.
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11.3.2 L’hémoglobinose C:
Dans les cas d’hémoglobinose C hétérozygotes on trouve les résultats suivants :

Microcytose Bande intense
13.6 1 68.1 | 26.9 Nomochromie migrant position | 59 11 | 78.11
présence de cellules cibles HbA2
Bande intense Hb
A

Microcytose Bande intense
Hypochromie migrant position | 50,86 | 110.81

présence de cellules cibles HbA2
Bande intense Hb

A

-

Tableau 24 : Récapitulatif des résultats biologiques au cours de I’hémoglobinose C
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1. Répartition des résultats selon le taux d’hémoglobine

100%

100

90

80

70

60

50

40

30

20 0%

10 Ay

Bas Normal

Pourcentage

Figure 47 : Répartition du taux d’hémoglobine

Le taux moyen de I’hémoglobine est 13.96g/dl, avec des limites entre 12.4 g/dl a
15g/dl.
Pour les sujets ayant une hémoglobinose C, nous constatons qu’ils avaient tous un taux

d’hémoglobine dans les normes, aucun syndrome anémique n’a été noté.
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2. Répartition Selon le taux des globules rouges

60%

40%

Pourcentage

Normal Elevé

Figure 48 : Répartition du nombre de GR

Le nombre moyen des globules rouges est de 5.44T/L, avec des extrémes allant de
4.8T/La6.2T/L

D’aprés I’hémogramme, nous constatons que parmi les hémoglobinoses C, 60%
avaient un taux de GR normal alors que le reste ont présenté un nombre de GR supérieur aux

normes.
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3. Répartition des résultats selon le volume globulaire moyen

100%

100

90

80

70

60

50

40

30

20

Pourcentage

10

Normal Bas

Figure 49 : Répartition selon le volume globulaire moyen

Le taux moyen du volume globulaire moyen est 70.24fl, avec des extrémes de 66.7fl
a 76.5fl.

D’apres ’hémogramme nous constatons que tous les 5 patients avaient un VGM

inférieur aux normes.
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4. Répartition des résultats selon la TGMH

80%

80.0 -

70.0 A

60.0 -

50.0 A

40.0 -
20%

30.0 - /
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Figure 50 : Répartition selon la TGMH

Le taux moyen de la teneur corpusculaire moyenne en hémoglobine est 24.7pg, avec

des extrémes de 19.9pg a 27.6pg.

D’aprés I’hémogramme nous comptons que sur les 5 patient 80% avaient un TGMH

inférieur aux normes, alors que les 20% qui restent sont dans les normes.

Comme pour la béta thalassémie nous constatons que la majorité des patients avait un
TGMH bas qui se traduit par une hypochromie.
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5. Résultats des frottis sanguins

L’étude des frottis sanguins des sujets ayant une hémoglobinose C a confirmé les
anomalies de la lignée érythrocytaires observées a la FNS, représentées essentiellement par
une faible microcytose, normochromie ou hypochromie et la présence parfois de quelques

cellules cibles.

6. Resultats du profil électrophorétique de I’hémoglobine et du dosage de I’Hb A2 par

chromatographie échangeuse d’ions

Dans notre série, I’électrophorése de I’hémoglobine a pH alcalin sur acétate de
cellulose révele la présence d’une bande moyennement importante migrant en position Az et
une bande importante migrant en position A pour 3 cas, et d’une bande importante migrant en

position A2 et une bande importante migrant en position A pour les 2 autres cas.

Le taux moyen de ’hémoglobine A2 est de 42.42 % avec des extrémes allant de 33.30
a59.11%.
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11.4 Les 2 enquétes familiales

La premiere famille

La premiére famille, la mere avait un trait de la B thalassémie.

L’un des enfants était normal alors que les 2 autres avaient un trait de la  thalassémie.

Pere Meére
GR:6.3T/L
Pére non exploré Hb : 14 g/dL
VGM : 62fl
A2:4.7%
AlA Ala
Enfant 1 Enfant 2 Enfant 3
Ala Ala A/A
GR:6.7T/L GR :6.54 T/L GR:51T/L
Hb : 12.2 g/dL Hb : 11.3 g/dL Hb : 10.8 g/dL
VGM : 59 fl VVGM : 61.7 fl VGM : 71 fl
A2:4.1% A2 3.7% A2:2.9%

O Hétérozygote féminin O Sexe féminin
Hétérozygote masculin Sexe masculin
Gene anormal : a Gene normal : A

Page 78



Etude pratique

La deuxiéme famille

La deuxiéme famille, la mere était normale, le pére non exploré, il est probable qu’il
porte le trait de la B thalassémie vue la présence du trait chez les enfants.

Les 2 enfants de cette famille avaient un trait de la béta —thalassémie.

Pere Mére
GR:3.88T/L
Pere non explore Hb : 12.4 g/dL
E VGM : 87.2fl
Az: 3.06 %
Ala A/A

¢ hl

Enfant 1 Enfant 2
Ala Ala
GR:5T/L GR :5.49T/L
Hb : 10.6 g/dL Hb : 11.4 g/dL
VGM : 67.7 fl VGM : 64.2 fl
Az 4.95% Az: 6.53%
O Hétérozygote féminin O Sexe féminin
Hétérozygote masculin Sexe masculin
Gene anormal : a Gene normal : A
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I11. Discussion

1-Résultats épidemiologiques
Selon les données de 1’organisation mondiale de la santé, 7 % de la population

mondiale est porteuse d’un géne anormal de globine et dans certaines régions du monde

jusqu’a 1 % des nouveau-nés sont atteints d’une pathologie de I’hémoglobine [1].

Notre étude confirme I’existence de différents types d’hémoglobinopathies dans la
région de Tlemcen, vingt et un cas ont été recenses parmi 69 sujets suspects, parmi eux 16
sujets 3 thalassémiques hétérozygotes, 3 sont des hétérozygote A/C et 2 autres sont porteurs

d’une double hétérozygotie C/fB thalassémie probable.

Tous ces syndromes coexistent souvent dans les mémes populations et les formes
combinées sont loin d’étre rares .Leurs diffusions, posent des problemes de santé publique.
Les -thalassémies, sont freqguemment identifiées chez des sujets originaires du pourtour
méditerranéen (ltalie, Sardaigne, Sicile, Gréce, Afrique du Nord), mais elles sont également
rencontrées chez des sujets originaires d'Afrique noire et d'Asie (Iran, Inde, Viét-Nam,
Thailande) [45].

L'hémoglobinose C, est présente chez les Africains mais aussi chez les Noirs

américains et les Maghrébins.

Selon nos résultats, la béta-thalassémie occupe la premiere place parmi les
hémoglobinopathies avec un pourcentage de 76.19 %, suivis de I’hémoglobinose C et enfin
d’une forme composite C/B thalassémie. Ceci est du essentiellement au nombre important de
sujets dépistés a partir d’anomalies de I’hémogramme présentant une pseudopolyglobulie

microcytaire.

Selon une étude réalisée en 1990-1991 dans la région de Tlemcen .Elle a révélé une
nette prédominance de I’hémoglobinoce C suivie par la drépanocytose parmi les
hémoglobinoses (soit 11 HbC pour 4 Hb S) [46]. Toutefois cette étude ne s’est pas intéressée

aux thalassémies.
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Par contre 1’étude épidémiologique réalisée a Batna a révélé que les
hémoglobinopathies identifiées dans cette région sont classées par frequence décroissante
comme suite : Les drépanocytoses (homozygotes et hétérozygotes) puis les 3-thalassémies

(homozygotes et hétérozygotes) et enfin I’hémoglobinose C et 1’hétérozygote composite
S/C [47].

Répartition selon le sexe

Nous trouvons dans notre série une discréte prédominance masculine avec un sex-ratio
de 1.10. La répartition par sexe des deux pathologies est en equilibre ce qui concorde avec

leur mode de transmission autosomal.

Plusieurs études retrouvent des résultats controversés .A titre d’exemple, 1’étude
nationale faite a Batna en 2010 [47] dont les résultats sont comparées aux nétres , il en est de
méme pour I’étude faite au Mali entre 2004 et 2007 [48] ou les sex-ratios respectifs étaient
1,08 et 1,5.

Par contre, 1’étude nationale du Zatla réalisée dans 1’ouest algérien entre 1992 et

2005[49] retrouve une prédominance féminine avec sex-ratio 0.15.

Répartition selon I’age

L’age moyen de notre population est de 35.45 ans avec des extrémes allant de 7 a 69
ans. La répartition de nos sujets selon les classes d’dge montre une nette prédominance des
adultes par rapport aux enfants données, le fait qu’il s’agit dans la majorité des cas de formes
infra cliniques diagnostiquées a un age adulte.

Nos résultats concernant 1’age se rapprochent d’une étude réalisée a Blida en 2016
[50] et qui a montré que la plupart des patients sont agés de plus de 10 ans, avec une
proportion de 71% alors que les patients 4gés de moins de 5 ans représentent une proportion
de 29%.

Répartition de la population par région

D’aprés nos résultats, 9 patients sont originaires de Tlemcen et 5 de Sebra. Ces
résultats ne peuvent refléter la réelle répartition des hémoglobinopathies dans la région de
Tlemcen vu le nombre restreint de patients recrutés et chez qui le questionnaire a pu étre

réalisé.
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2- fréquence des différentes hémoglobinopathies
a- La béta thalassémie

La totalité de nos sujets porteurs de béta thalassémie sont des hétérozygotes avec
absence de la forme homozygote .Ceci concorde avec une étude épidémiologique faite a
Alger en 2009 [51] et qui a révéle que sur 165 sujets béta thalassemiques; 96 % étaient des
hétérozygotes et 4 % seulement étaient des homozygotes.
Anomalies de 1’hémogramme

Sur le plan biologique, les anomalies de I’hémogramme les plus rencontrées sont
I’anémie modéré était présente dans 73.3 % des cas, une augmentation du nombre de GR dans
53.3% des cas, une microcytose dans 93.3% des cas et enfin une hypochromie dans 83.3 %

des cas.

La pseudopolyglobulie microcytaire définie par un nombre de GR supérieur aux
normes selon 1’age et le sexe et un VGM inférieur & 71 fl, était présente chez 53.33 % des cas.
Nos résultats concordent avec de nombreuses études, nous citons parmi elles, 1’étude
réalisée a Blida [50] ou 57.3% des patients avaient un pseudopolyglobulie microcytaire. La
méme chose dans une autre étude a Batna a été notée [47].
Une étude faite au Maroc en 2016 [52], une autre a Canada en 2008 [53], et encore une
troisieme réalisée en France [54] ont mentionné que la majorité des patients béta —

thalassémiques présentaient une pseudo polyglobulie microcytaire associée a une anémie.

b- L’hémoglobinose C

Sur les 69 échantillons explorés, nous avons recensé 5 sujets atteints d’hémoglobinose
C, 3 sujet hémoglobinose C hétérozygotes correspondant a 14.28% des cas
d’hémoglobinopathies, et 2 cas de formes composites C/p+ thalassémie , ce qui représente

9.52% de I’ensemble des hémoglobinopathies recensées.

Plusieurs études ont confirmé la prédominance de la forme hétérozygote de
I’hémoglobinose C. A titre d’exemple lors d’une étude faite au CHU Mustapha Bacha en
2009 [51] , les mémes prévalences sont rapportees concernant le génotype des sujets atteints
d’hémoglobinose C, soit 95 % de sujets sont des hétérozygotes et 5 % sont des homozygotes.
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Concernant les anomalies de I’hémogramme :

Nous constatons que tous les patients porteurs d’une hémoglobinose C présentaient
une pseudopolyglobulie microcytaire, et 80 % parmi eux avaient une TGMH < 27 pg, avec

absence de syndrome anémique.

3- Autres résultats biologiques

Les anomalies du frottis de la majorité des patients béta-thalassémique sont presque
les méme que dans le cas de I’hémoglobinose C. Il montre des anomalies érythrocytaires
comme I’anisocytose a prédominance microcytaire, et une hypochromie avec la présence de

cellules cibles.

Le profil éléctrophorétique a montré que la totalité des patients avaient une bande
intense de I’hémoglobine A et une autre bande migrant en position A2 d’intensité variable,

faible a intense selon les pathologies citées ci-dessous.

Le dosage de I’hémoglobine A2 par chromatographie liquide sur colonne échangeuse
d’ions (CL-EA) a montré un taux compris entre 3.5 et 8 % qui a permis de poser le
diagnostic du tait  thalassémiques hétérozygotes. Un taux compris entre 35 et 40% chez les
traits hémoglobinoses C et une Hb A2 plus importante et supérieur a I’Hb A (>50%) chez les

composites C/B+ thalassémie.

Pour les deux sujets présentant une double hétérozygotie C/p+ thal , le diagnostic a
été porté devant un taux d’hémoglobine C supérieur a 45% excluant une hémoglobinose C
hétérozygote et inferieur a 90% avec présence de I’hémoglobine A éliminant ainsi une
hémoglobinose C homozygote. Devant ce tableau d’une Hb C supérieur a I’Hb A, le
diagnostic le plus probable est celui d” une double hétérozygotie C/B+ thalassémie, si on
prend en considération les hémoglobinopathies les plus fréquentes dans notre région.

Les deux cas observés concernés par cette pathologie étaient asymptomatiques avec
absence d’anémie, alors que dans la littérature les patients C/B+ thalassémie présentent une
anémie moderée microcytaire. Néanmoins les Hb C/B thalassémie sont asymptomatiques
chez les africains, mais I’anémie est modérée a sévere pour les patients du pourtour

mediterranéen [55] ceci pourrait expliquer I’absence de I’anémie chez ces patients.
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D’autre part le manque de moyens d’investigation nous empéche d’étayer le
diagnostic avec certitude, a savoir 1’éléctrophorese a pH acide pour séparer les différentes
fractions migrant en position A2 : A2, C, E et O arabe ou encore I’isoéléctrophocalisation et
I’étude moléculaire

La férritinémie n’a été effectué que chez une minorité, soit 5% de notre série, en
raison de la non disponibilité du test a notre niveau et en pratique courante. Un taux normal
permet d’écarter une carence martiale surajoutée responsable de la microcytose aussi de la

diminution de I’Hb A2.

L’¢électrophorése capillaire: est la technique la plus récente. Contrairement aux
électrophoreses classiques, Elle sépare les Hb selon deux critéres, non seulement la charge
électrique mais également selon leur rapport charge/masse. Elle reste colteuse, et son intérét
réside dans le fait qu’elle est reproductible et quantitative. Malheureusement aucun de nos
patients n’a bénéficié de cet examen.

11 faut rappeler que I’interprétation du taux d’Hb A2 peut comporter plusieurs pieges

et qu’il est capital de le garder a I’esprit pour éviter de poser un diagnostic erroné [56].

En effet, une augmentation d’Hb A2, en I’absence de microcytose, est observée en cas
de trouble thyroidien, de carence en folates et/ou en vitamine B12 [57] [58], ou en cas de

traitement anti-rétroviraux.

Si I’enquéte étiologique est négative et que I’Hb A2 reste augmentée, un trait béta-

thalassémique pourra étre fortement évoqué et confirmé par analyse moléculaire.

A I’inverse une diminution de I’Hb A2 est observée au cours de la carence martiale.
Elle ne doit pas exclure une 3-thalassémie et requiert de renouveler 1’étude de 1’Hb si la

microcytose persiste apres avoir corrigée la carence en fer [3] [59].
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Conclusion

Conclusion

Les hémoglobinopathies sont des pathologies dont 1’expression clinique est variable,
allant de formes asymptomatiques aux formes sévéres .Ces derniers mettent en jeu le

pronostic vital et pose un probléeme de santé publique a prendre en considération.

Ce travail porte sur une étude effectuée sur 69 échantillons suspects
d’hémoglobinopathies provenant de la population de la région de Tlemcen. Il nous a permis
de révéler une frequence moyenne de 30.43% d’hémoglobinopathies d’autre types
d’anomalies d’hémoglobine ont aussi été recensées (la béta thalassémie hétérozygote,
I’hémoglobinose C hétérozygote et la forme composite C/béta thalassémie), toutes ces
anomalies coexistent dans la méme population et les formes combinées sont loin d’étre rares.

Nous avons constaté que parmi les hémoglobinopathies recensées, les syndromes
thalassémiques constituent I’anomalie la plus fréquente (B-thalassémie hétérozygote 76.2 %),
suivis de 1’hémoglobinose C hétérozygote 14.28%, et enfin les formes composites C/p —

thalassémie9.52%.

L’intérét de 1’¢tude de ces pathologies réside dans le dépistage précoce des porteurs des
hémoglobinopathies dans le but d’optimiser la prise en charge des personnes atteintes des formes

majeures et la prévention de la survenue des formes homozygotes graves.

Donc la mise en place d’un programme de dépistage, associ¢ au conseil génétique,
s’avere une obligation absolue, mais qui exige une implication a la fois des professionnels de la
santé et des pouvoirs publique .mais aussi la nécessité d’introduction de techniques tres
performantes tels que la biologie moléculaire pour poser le diagnostic de certitudes et qui va

contribuer pour une bonne prise en charge thérapeutique.
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ANNEXE 1 : Fiche de renseignements
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ANNEXE 2: Les frottis de sang périphérique au cours des syndromes thalassémiques

Frottis au cours d'une thalassemle mineure Importante :
Aniso et poi'kilocytose , érythrocytes avec un flot central d’hémoglobine (cellules cibles).La
presence de normoblastes (n) dans le sang est rarement importante.

< P>
TR A »&

Frottls au cours d'une thalassémie majeure
La morphologie érythrocytaire irréguliére est typique avec la présence de cellules cibles (t),
de normoblastes (n) et de ponctuations basophiles (b). Un monocyte (m) semble phagocyter
une hématie
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ANNEXE 3 : Algorithmes pour P’interprétation des résultats

- ;
PROFIL NORMAL
HbA;:233,5% |
HbF < 1%
NES
F
NORMALE ) Micracytose, Hypochromis J
+/- anémie
'
Bilan martial I
Absence Car
de camnce e
. enfar
— —
-» Profil en faveur
> Absence darguments | une a thalassémic Etude de'Hb
Phiﬂatypiquﬂm faveur mineure (unou dem génes amﬂﬂ‘mr
d'une hémoglobinopathie. alpha non fonctionneks =
> Asociation a-thalaswémie, delamicrocytose
Interprétation en fonction ﬁ-‘ﬂnhﬂéme minaure . mﬂmtﬁ la
du contextz dinique 4 bislagique == Agenciation [-thalxsémia carefice martiale
de la presripfion mineure; §-thabssémie pour exclure une éventuelle
-= Rares cag de fi-thalweémie a ou p-thalassé mie mineure

} dlencieuses J

Stratégie proposée par la SFBC pour la recherche d’'une anomalie de I’Hb
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Alsence de mimocytose '

- Recherdhe canses
d'" acquied’HbA;

.Hyperthyroiie

Traitements mtiviram !

Anémiemégalobhistique

-> + ases f T acquise
{HbF (cf ig9)

figwe 8

—_—

AUGMENTATIONDUTAUX D'HbA;

— 35% <HhA2 < 8% — HbA; > 8% /|
HbF < 5% '
NEFS |

Miocytose, hypo dramiz
/- peandopa hyghim b
+/-anémse (> 10 g/d))

-» Phénotype en faveur
[’ dimine pas [ éventualité d ime
o thalassAmiz minare assacide)
ez

enquéte familiae pour confimer
hprésence de [nomalie cher
lesparents, dépisterles porteurs de
Tanamalieau ein de b famille

Acowrs el rosse:

del Hb duconjoin. i
dhémogobinopatieners, consel
génetque o dagueticantna

HbF» 5% '

NES

Conterte dinique?
Tauzd Hbi !

Aok (<10 /) + micmiyne '

Phénatype hématologique
de thabissémie majeure
ouintermediare

-» absence ('HbA : - thakssémie majeure !

-» présence (HbA : j-thabssémie intermeédiaire?

_I_J

:J

Identification moliubir des o biss
dans un bboratoire spécilish dans ltuda deHb

> Suspicion devariant de
I'Hbmigrant
ou wéluantavec 'Hhd:
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ANNEXE 4 : Quelques résultats de I’électrophorése

Glootype | Age | O | Do ) | g | (%)

Himatomte | VM

(%) (4)
u7 B

Kamnal 15

mee | 51 | 185 | M9 | 149

HbA;=2,4%
HbF = 0,4%

Provesrcamnage [ %)

z
- — il

Teaps (missts)

1-Profil normal

Gotpe A ) 0o | Copn ) | e | )
Hagmpatica®

— 8| mEe | &2 | 1me| a1

Himatomite | VM

(%) (d]
ni 41 I

HbA;=2,6%
R HbE = 0,3%
2
¥
i
; .

I 2 Famitine
ke
‘ 41 ng/ml
T [mistes)

2- o thalassémie mineure
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. Hémasse | Hbh | TOMH | OCMH | Hématocste | VGM
S A | Crgoe (TA)  [(gdl | (p) | (%) (%] (d)
Hisinomygotie
HbA; =58%
HbF = 1,8%
E .
¥
i =
FEIS
Y VAR W
Temmy (muetes) r

3- P thalassémie mineure

o Hémn s Hbh | TCMH | OMH | Himainene | VRM
Ghotpe | g Omgne | o lga)) | () | ®) | ™ | @
.57 . M Ttahe ™ 1 15 1 1 a7
e | 4 2| us || n
] HbA:= 83%
— | HbF =553%
o | HbA = 42,6 %
¥ =
g o | 3
: : : : ; : 1137 ng/mi
Temps {mintes)

4- B thalassémie intermédiaire
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. Hémais | Hb | TOMH | ICMH | Himstocste | VM
Gootpe e Ong ) oy et | ) | ®) | ) | @
" md 51
sl I P s e | w7 | ms | me | m
- nybrids)
Gy-158 CoT
| HbA= 54%
7 = HbF =943%
P ) HbA= 0%
1 -
: R - 135 ngfml
Temys | mennies)

5- B thalassémie majeure

6- Drépanocytose homozygote

| Himates | Hb | TOMH | COMM | Hématoite | VGM
G A O ey e ) | 8| 8 | (8
Hamozpante
EEEHMJ | Mager | 380 | 79 | B3 | Wp 40 &
=l HbA;=24%
a HbF = 04 %
2.1 . HbA= 0%
1™ i HbS =837
§ e 3
i i : Fegitine
L -.I » el
Y 1 3 . 5 - 418ng/mi
T (mistes)
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Himats

- Hb | TOMH | (CMH | Hamatorste | VM
Gaope A ) Oog | o e | ) | ®) | ® | @
ms[mm M |Momga| 40 [ | w7 | m B | B
[
HbA;= 37
HDF = 0,5%
_ 8 HbA = 50,2 %
] HbS = 40,2 %
¥
¥
: .
F A N
. T-mp;[mmut;l

7- Drépanocytose hétérozygote

- HWemass | Hb | TOMH | (CMH | Hanastoente | VLM
G A O o ) | ) || ® | @
[Wgt 24 |Cmbodg| &6 |17 | B[ 32| W | W
u Hbd;= 08%
ot | | HbE = 0,3%
160: HbH = 96%
o 1284
i HbA =85,1%
i‘ ¥ 5 ]
5 ] - Feritine
254
AN
! z 1 i 5 [ 85 3ng/ml
Temmps | menies)

8- Hémoglobinose H
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Exemple 12 ; Hemoglobinosa C hetarozygols

) . Himgtes | Ho | TCMH | OCMH | Himeimamte | VGM
Glotype A | Do\ D ) @) | W) | ® | @

(féGh-vlys] | 35 | Toga | 48 | W | 27 [ 3 19 i

" HbA,= 3,1%

28 HDE = 0,9%
. :;\:‘ HbA= 50%
Ot |- HbC= 37,1 %
E’ 751 | .
g 50 | 0
. E'EEKA_ML

003

T T

Teoms | minwies)

9- Hémoglobinose C hétérozygote

Page 98



Résumé

Les hémoglobinopathies, définies par la présence d’anomalies qualitatives et/ou
quantitatives des chaines de globine, figurent parmi les maladies génétiques les plus fréquentes dans
le monde. Le but de ce travail est le diagnostic des patients présentant une hémoglobinopathie et le
dépistage précoce des formes infra cliniques (formes hétérozygotes). Il s’agit d’une étude
prospective, réalisée dans le service d’hémobiologie et banque de sang du CHU Tlemcen. L’étude a
duré 4 mois du 09/2016 au 12/2016 sur 69 sujets suspects d’hémoglobinopathie, des deux sexes, et
de différents &ges, provenant de différentes régions de la wilaya.

Nous comptons la présence d’hémoglobinopathies chez 30.43% des cas, 76.2 % parmi eux
avaient une B-thalassémie hetérozygote, 14.28% avaient une hémoglobinose C hétérozygote, et 9.52%
avaient une forme composite C/p thalassémie), avec une discrete prédominance masculine.

Le diagnostic des hémoglobinopathies nécessite impérativement la confrontation de I’étude
de I’hémoglobine proprement dite, des données cytologiques et des données cliniques et de
techniques trés performantes pour une interprétation correcte des resultats

Mots clés : Hémoglobine, Hémoglobinopathies, Thalassémie, Hémoglobinose C

Abstract

Hemoglobinopathies, defined by the presence of qualitative and / or quantitative
abnormalities of the globin chains, are among the most frequent genetic diseases in the world. The
aim of this work is the diagnosis of patients with hemoglobinopathy and early detection of
subclinical forms (heterozygous forms). This is a prospective study, carried out in the department of
hemobiology and blood bank of CHU Tlemcen.

The study lasted 4 months from 09/2016 to 12/2016 on 69 suspected haemoglobinopathy
subjects, of both sexes, and of different ages, coming from different regions of the wilaya.

We found hemoglobinopathies in 30.43% of cases, 76.2% had heterozygous B-thalassemia, 14.28%
had hemoglobin C heterozygous, and 9.52% had a C / B -thalassemia composite form, with a male
predominance.

The diagnosis of hemoglobinopathies imperatively requires the comparison of the study of
hemoglobin proper, cytological data and clinical data and of very high-performance techniques for a
correct interpretation of the results.

Key words: Hemoglobin, Hemoglobinopathies, Thalassemia, Hemoglobinosis C
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