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INTRODUCTION



Les hémoglobinopathies sont des anomalies héréditaires de 1’hémoglobine. Elles sont
transmises selon un mode autosomique récessif et sont causées par des mutations qui touchent

les genes des globines [1]. Il existe deux types d’hémoglobinopathies :

- Les hémoglobinoses, qui sont des anomalies qualitatives de 1’hémoglobine. Elles sont
responsables d’une production en quantité normale d’une globine anormale, dont la plus
fréquente est la drépanocytose [2] ;

- Les thalassémies, qui sont des défauts quantitatifs de I’hémoglobine, dans lesquels les

globines de structure normale sont produites en quantité anormale.

Les hémoglobinopathies comptent parmi les maladies monogéniques les plus fréquentes
au niveau mondial. Selon les données de 1’Organisation Mondiale de la Santé (OMS), prés de
7 % de la population mondiale est porteuse d’une anomalie de I’hémoglobine [3], et entre
300.000 a 500.000 enfants naissent chaque année avec des formes séveres [4]. Les
hémoglobinopathies sont décrites initialement dans des zones anciennement impaludées (la
région Méditerranéenne, 1’Asie et 1’Afrique subsaharienne) [5]. Cependant, avec les flux
migratoires importants des populations, ces maladies se sont répandues dans des zones non
endémiques, notamment 1’Amérique du Nord, I’Europe et 1’Australie [5]. Elles sont donc
devenues un probléme majeur de santé publique au niveau mondial [6]. Il n’existe pas de
données chiffrées au Maroc faute de registre. De ce fait, I’épidémiologie de ces maladies n’est
pas connue de maniére exacte. L’OMS estime que le taux des hémoglobinopathies au Maroc

est de 6,5 %, ce qui laisserait supposer I’existence de plus de 30.000 cas de formes majeures

[71

Le diagnostic biologique d’une hémoglobinopathie peut étre réalisé devant des signes
clinico-biologiques évocateurs, notamment une anémie chronique, une hémolyse ou devant des
symptdmes douloureux [3]. Le laboratoire de biologie médicale joue un r6le crucial dans le
diagnostic de ces maladies, en utilisant des techniques électrophorétiques et/ou
chromatographiques, ainsi que des techniques de biologie moléculaire [6]. Pour une
interprétation correcte des resultats et une prise en charge appropriée des patients, une grande

expertise et une qualification du biologiste sont requises.



Dans le présent travail, nous nous proposons de présenter 1’observation du premier cas de
I’hémoglobine J-Guantanamo retrouvé en 16 ans sur 640 cas d’hémoglobinopathies répertoriés
au sein du laboratoire de Biochimie-Toxicologie de 1’Hopital Militaire d’Instruction
Mohammed V (HMIMV) de Rabat. Ce variant a été détecté fortuitement lors du dosage de
I’HbA1c par la technique de chromatographie liquide haute performance (CLHP), dans le cadre
d’un suivi du diabéte sucré. Le diagnostic a été porté sur un faisceau d’arguments
épidémiologiques, cliniques et biologiques. Une analyse génotypique a été réalisée en extra-
muros pour la confirmation de la nature du variant détecté. Nous présenterons la particularité
de ce variant en exploitant I’ensemble des données épidémiologiques, biologiques et cliniques
du cas étudié a la lumiére des données de la littérature. Nous montrerons par la suite
I’importance et le role de la CLHP dans la détection des variants de I’hémoglobine, notamment

les variants plus rares.



OBSERVATION ET
METHODES



I. Observation

Le travail porte sur I’exploration du premier cas d’hémoglobine J-Guantanamo au Maroc,
diagnostiqué de maniére fortuite au niveau du service de biochimie-toxicologie de "THMIMV
de Rabat. La fiche d’exploitation élaborée au laboratoire regroupe toutes les données requises
a I’étude, notamment les données sociodémographiques (identité, age, sexe, ethnie), cliniques
(antécédents personnels et familiaux, notion de consanguinité) et biologiques (bilan

hématologique, bilan biochimique, étude de I’hémoglobine).

I1 s’agit de madame K.O., de nationalit¢ marocaine, agée de 57 ans, mariée et mere d’un
enfant, originaire de la ville d°El Kelda des Sraghna’. Elle est diabétique et a comme antécédent
une hystérectomie avec notion de métrorragie, compliquée d’une hernie. Son peére est également
diabétique, et ne présente aucun lien de consanguinité avec sa mere. La patiente a été adressée
au pole des laboratoires de ’'HMIMV dans le cadre du suivi de son diabéte sucré. Un
hémogramme et des examens biochimiques ont été réalisés. Le dosage de I’HbAlc, fait par
CLHP sur colonne échangeuse de cations, a objectivé la présence d’un pic surnuméraire sur le
chromatogramme, ne permettant pas de chiffrer le taux d’HbA 1¢ et faisant suspecter la présence

d’un variant de I’hémoglobine.

Une électrophorése de I’hémoglobine a pH alcalin, réalisée sur le Capillarys Flex-
Piercing et une électrophorese sur gel d’agarose a pH acide ont été réalisées pour compléter
I’exploration phénotypique de ce cas d’hémoglobinopathie. De méme, une étude génotypique

a été demandée et réalisée en France.

A l'issue de ces investigations, le diagnostic de I’hémoglobine J-Guantanamo a été porté
et représente le 1° cas enregistré parmi plus de 640 cas d’hémoglobinopathies répertoriés a
I’THMIMV.

1. Meéthodes utilisées au laboratoire

Le diagnostic biologique des hémoglobinopathies dans la pratique courante implique la

réalisation d’un ensemble d’examens phénotypiques, permettant la détection et la quantification



des différentes fractions de I’hémoglobine. Dans certaines situations difficiles, le recours a des

tests génotypiques semble nécessaire.

Dans cette partie de notre travail, nous allons présenter les différentes étapes

d’investigation suivant la démarche adoptée a ’'HMIMYV, conformément aux recommandations

de la Nomenclature des Actes de Biologie Médicale (NABM).

I1.1. Circonstances de découverte d’une hémoglobinopathie

La recherche d’une hémoglobinopathie peut se faire devant divers signes évocateurs

d’une anomalie de I’hémoglobine [3, 9].

Des anomalies biologiques, notamment des anomalies de I’hémogramme (une anémie,
une microcytose....), des anomalies morphologiques des érythrocytes au niveau du
frottis sanguin (anisopoikilocytose, hématies en faucille, cellules cibles...), ou encore
devant des signes d’hémolyse (haptoglobine effondrée, LDH élevée...) ;

Des signes clinico-biologiques, notamment devant des signes cliniques d’hémolyse
(splénomégalie...), ou des signes d’anémie chronique (souvent une asthénie, une paleur,
une hépatosplénomégalie, un essoufflement...) ; plus rarement devant des signes de
cyanose ou de polyglobulie (tels que des vertiges, des acouphénes), ou encore devant
des symptdmes douloureux dans le cas des syndromes drépanocytaires majeurs ;

Un dépistage systématique chez des personnes appartenant a une ethnie a risque (tous
les pays d’Afrique Sub-saharienne et le Cap vert, Afriqgue du Nord, notamment
I’ Algérie, la Tunisie, le Maroc), le Bassin méditerranéen, les Antilles, 1’ Asie, le Moyen-
Orient... ;

Un dépistage néonatal chez des sujets ayant une origine géographique dite a risque,
permettant ainsi aux parents de prendre les mesures préventives nécessaires a 1’égard
des complications de la maladie dés les premiéres semaines de la vie [10] ;

Un dépistage anténatal chez les femmes appartenant a une région a risque en début de
grossesse pour 1’évaluation du risque chez I’enfant a naitre ;

Une détection fortuite lors du dosage de I’HbA:c par la technique CLHP dans le cadre

de suivi du diabéte sucré.



11.2. Démarche diagnostique au laboratoire de biologie de THMIMYV
1.2.1.  Phase pré-analytique

Le processus pré-analytique, particulierement critique, représente une phase cruciale dans
la maitrise de la qualité des examens biologiques. Ainsi, le bon déroulement et le respect des
différentes étapes de ce processus sont primordiaux pour I’obtention de résultats fiables et

interprétables.
11.2.1.1.  Fiche d’exploitation

Pour une interprétation pertinente et correcte des résultats, la demande d’étude de
I’hémoglobine doit toujours étre accompagnée des renseignements démographiques, cliniques
et biologiques du patient. Pour cela, une fiche d’exploitation (annexe 1) a été élaborée, par la
direction du laboratoire depuis 2012. Elle doit étre renseignée par les services prescripteurs

pour chaque patient. Elle intégre les points cités ci-dessous :

e Des Renseignements démographiques : 1’age, le genre, ’origine géographique, qui
représentent des ¢léments nécessaires a prendre en compte, en vue d’une interprétation
correcte des résultats ;

e Des Renseignements cliniques, comprenant les antécédents pathologiques et familiaux,
la notion de consanguinité, ainsi que la notion de transfusion récente (datant de moins
de 3 mois) ;

e Des Renseignements thérapeutiques, particulierement pour les inducteurs de
I’hémoglobine (hydroxyurée, érythropoiétine), et les traitements par le fer.

e Des Résultats des bilans biologiques réalisés, principalement :

o L’hémogramme, qui permet, grice aux renseignements cruciaux fournis
(notamment la formule des trois lignées sanguines et les indices érythrocytaires
(VGM, CCMH, TCMH...)), d’explorer toute anémie et de se renseigner sur sa
nature (hypochrome, microcytaire, régénérative ou non). Les résultats du frottis

sanguins (FS) peuvent aider a la mise en évidence des anomalies



morphologiques des globules rouges (drépanocytes, hématies en cibles,
anisopoikilocytose...).

o Les examens biochimiques complémentaires, principalement le bilan martial
(dosage de la ferritine associ¢ a la CRP) permettent d’éliminer toute carence
martiale, et le bilan d’hémolyse (haptoglobine, bilirubine, LDH...).

e Des Renseignements sur les circonstances de 1’étude de I’hémoglobine :

o L’¢lectrophorese de ’hémoglobine a pH alcalin et/ou acide ;

o La CLHP de I’hémoglobine.
11.2.1.2.  Prélévement

Pour la réalisation de 1’étude de I’hémoglobine, trois tubes EDTA (Ethyléne-Diamine-
Tétra-Acétate, tube avec bouchon violet) et un tube sec (bouchon rouge) ont été prélevés, bien
identifié et mentionnant les informations nécessaires concernant la patiente (son identité, son

IPP, sa date de naissance), ainsi que le service prescripteur :

e Un tube EDTA pour la réalisation de I’hémogramme, au niveau du laboratoire
d’hématologie ;

e Un 2°™ tube EDTA pour I’étude phénotypique de I’hémoglobine par techniques
électrophorétiques (électrophorése a pH alcalin et acide).

e Un troisieme tube EDTA pour la réalisation d’un examen génotypique.

e Un tube sec pour la réalisation des examens biochimiques complémentaires, notamment
le bilan martial (ferritine associée a la CRP) et le bilan d’hémolyse (bilirubine,

haptoglobine, LDH).

Toute transfusion récente, datant de moins de 3 mois, ou tout traitement par les inducteurs
de I’hémoglobine F, 1'érythropoiétine ou I’hydroxyurée, doit €tre signalé¢ au biologiste, pour
éviter d’éventuelles erreurs lors de I’interprétation des résultats [3,6]

11.2.2.  Phase analytique

D’apres la NABM, la recherche d’une hémoglobinopathie doit étre réalisée par trois tests
phénotypiques différents, dont au moins une technique électrophorétique [3]. Parmi les

techniques utilisées, I’une d’entre elles doit €tre quantitative, pour permettre une quantification



fiable et précise des fractions mineures de 1’hémoglobine, notamment I’hémoglobine F et A

[3]. Seule I'électrophorese capillaire et la CLHP sont indiquées pour cette quantification [3, 11].

Dans les paragraphes qui suivront, nous allons décrire succinctement les différentes

techniques que nous avons utilisées dans le présent travail.

11.2.2.1. Techniques de diagnostic phénotypique d’une

hémoglobinopathie

L’exploration biologique de I’hémoglobinopathie, dans la présente étude, a nécessité la
réalisation de nombreux examens. Ces derniers incluent un hémogramme, une électrophorese
de I’hémoglobine & pH alcalin par technique capillaire sur le Capillarys 2 Flex Piercing Sebia®
; une électrophorése de 1’hémoglobine a pH acide sur Hydrasys 2 Scan Sebia®, un dosage
sanguin de la ferritine et de la CRP et un bilan d’hémolyse, tous réalisés sur I’automate Architect
Ci8200 de chez Abbott.

o Examens hématologiques :

L’hémogramme est une analyse multiparamétrique de grande importance dans la pratique
clinique, peu colteuse et trés fréquemment prescrite. 1l fournit des informations précieuses qui
peuvent aider dans le dépistage, ’exploration et le suivi de la plupart des affections
hématologiques [12, 13], dont les hémoglobinopathies. Cet examen hématologique a été réalisé,
a1’aide d’un compteur automatique de type Beckman® de la société Coulter, a distance de toute
transfusion sanguine (< 3 mois), pour éliminer le risque d’erreur, lié a la transfusion
érythrocytaire, lors de l'interprétation des résultats. Il permet une évaluation qualitative et
quantitative des lignees rouge (les erythrocytes), blanche (les leucocytes) et plaquettaire. I
fournit également des données complémentaires sur les constantes érythrocytaires, notamment
I’hématocrite, le volume globulaire moyen (VGM), la concentration corpusculaire moyenne en

hémoglobine (CCMH), et la teneur corpusculaire moyenne en hémoglobine (TCMH) [12].
o Exploration biochimique d’une anomalie de I’hémoglobine :

Au fil des années, le Laboratoire de Biochimie-Toxicologie de ’'HMIMV a connu un

développement tant sur le coté technologique qu’organisationnel. Dans ce cadre, un certain



nombre de taches ont été exécutées. La rédaction de procédures des différentes techniques
réalisées au niveau du poste « EP/IT » ; la formation continue de 1’ensemble du personnel du
service ; I’instauration et le respect des plannings des différentes maintenances préventives des
automates ; la réalisation systématique des contréles de qualité interne (contrdle hémoglobine
A: normale et pathologique, controle AFSC). L’objectif étant de garantir une identification et
une quantification fiable et précise des différentes fractions normales et pathologiques de

I’hémoglobine.

Concernant les techniques électrophorétiques de I’hémoglobine, le laboratoire est passé
de T’utilisation de la technique d’électrophorése sur acétate de cellulose en manuelle, a
I’électrophorése sur gel d’agarose sur automate, puis a 1’électrophorése capillaire sur le

Capillarys.
o Techniques électrophorétiques :

m Electrophorése capillaire :

Le systeme Capillarys utilise le principe de 1’électrophorése capillaire de zone en solution
libre. C’est une méthode de séparation électrocinétique, automatisée, rapide et reproductible,
connue comme la méthode la plus simple a mettre en ceuvre pour une séparation avec résolution
¢élevée et une quantification fiable des différentes fractions de I’hémoglobine [14]. Ainsi, depuis
I’introduction du systéme Capillarys 2 Flex Piercing Sebia® au Laboratoire de Biochimie-
Toxicologie de ’'HMIMYV (figure 1), I’¢électrophorese capillaire est devenue la méthode de

premiére intention pour 1’étude des hémoglobines.
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Figure 1 : Automate Capillarys 2 Flex-Piercing de Sebia®, laboratoire de biochimie de
PHMIMV

Le systeme Capillarys comprend 8 tubes capillaires en silice de 25 um de diamétre,
remplis d’un tampon alcalin [15]. Les extréemités des tubes plongent dans deux réservoirs
contenant cette méme solution tampon. Chaque réservoir est connecté a une électrode, elle-
méme reliée a un générateur de courant (figure 2) [16]. En fonction du pH de la solution tampon,
les groupements silanols de silice de la paroi des capillaires s’ionisent, ce qui génere des charges
négatives, a I’origine d’un flux électro-osmotique (FEO) dirigé vers le coté cathodique des
capillaires [16]. La température du systéme est controlée par effet Peltier a 35,5 °C, pour éviter

tout risque lié a la précipitation de certaines cryoglobulines a température ambiante [15].
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Figure 2 : Représentation schématique d’un appareillage d’électrophorese capillaire [16]

Apres ’injection de 1'hémolysat dans les capillaires et 1’application d’une différence de
potentiel de plusieurs milliers de volts a la borne de chaque capillaire, les différentes fractions
de I’hémoglobine se séparent en fonction de leur mobilité électrophorétique (charge), mais aussi
en fonction du courant d'électro-endosmose (rapport charge/masse). Les hémoglobines migrent

de I’anode ou elles ont été déposées vers la cathode (figure 3) [17, 18].

FEO
Injection — Détection
+++++++++++++++++++EET++++++++++++++++++++
ANODE N CATHODE
+ 0L F Wee -
(]
R

Figure 3 : Principe de I’électrophorése capillaire [19]
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Une détection des différentes fractions séparées de I’hémoglobine peut étre réalisée par
spectrophotométrie a 415 nm (maximum d’absorption de 1’oxyhémoglobine) [18]. Aucune
coloration n’est nécessaire, ce qui constitue un gain de temps et de réactifs par rapport aux

autres techniques électrophorétiques.

L’électrophorégramme généré permet de révéler les différentes fractions normales
(’hémoglobine A, A2 et F) et pathologiques (I’hémoglobine S, C, E, O-Arab...) de
I’hémoglobine, en fonction de leurs positions caractéristiques dans des zones spécifiques (Z1 a
Z15). Ainsi, une quantification automatique et relative de ces fractions hémoglobiniques peut
étre réalisee [17]. L’¢électrophorése capillaire présente I’avantage de permettre une
quantification correcte et fiable des fractions mineures de I’hémoglobine, I’hémoglobine A2 et

F, principalement utile pour le diagnostic des B-thalassémies hétérozygotes [11].

Les valeurs normales pour les différentes fractions d’hémoglobine ont été établies a partir

d’une population d’adultes sains (hommes et femmes), présentant des valeurs normales en

CLHP [20].

m Electrophorése de I’hémoglobine a pH acide sur gel d’agarose

Le systeme Hydrasys est un systeme semi-automatique, qui permet la séparation des
différentes fractions de 1’hémoglobine selon leurs charges dans un tampon de pH acide
(pH=6,2) (figure 4) [21]. La séparation se fait sur un support solide, le plus souvent sur gel
d’agarose (HYDRAGEL 7 ACIDE et HYDRAGEL 15 ACIDE).

L’¢électrophorése de 1’hémoglobine a pH acide est une technique de seconde intention,
qui permet d’apporter un diagnostic de certitude et présente un complément indispensable de
1’électrophorése a pH alcalin [17, 21], en permettant la séparation de certaines hémoglobines
ayant la méme migration a pH alcalin. Elle permet, en effet, de séparer I’hémoglobine C des
hémoglobines E et O-Arab, et I’hémoglobine S des mutants “S-like” comme 1’hémoglobine D
[14, 22]. La migration des hémoglobines se fait du c6té anodique vers le coté cathodique.
L hémoglobine C migre vers I’anode emportée par le flux d’électroendosmose ; I’hémoglobine

S migre tres peu ; ’hémoglobine A migre un peu plus rapidement vers la cathode avec d’autres
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hémoglobines (hémoglobine A2, D, E) ; I’hémoglobine F qui est la plus rapide, migre encore
plus loin vers la cathode [21].

CAPLLARYS™ | MINICAP™ PROTENIE)

-—

Figure 4 : Automate Hydrasys 2 Scan de Sebia ®, laboratoire de biochimie de "THMIMV
o Technique chromatographique : CLHP

La CLHP échangeuse de cations est une technique chromatographique simple et
reproductible, connue pour sa haute résolution, son automatisation, ainsi que sa rapidité (~3
min/échantillon) [23]. Elle permet une quantification fiable et précise des hémoglobines A2 et
F [24, 25], ce qui en fait la méthode de premiere intention pour le diagnostic des
hémoglobinopathies [24, 26, 27].

La CLHP utilise un systéme de colonne échangeuse de cations, dans lequel 1’échantillon
de sang hémolysé est injecté avec une phase mobile liquide de tampons phosphate, de force
ionique croissante [27]. Les différentes fractions d’hémoglobines chargées positivement dans
le mélange tampons vont interagir avec la colonne chargée négativement. Cela permet I’¢lution
des différentes fractions d’hémoglobines au fur et a mesure que la force ionique du tampon

dépasse la force de I’interaction de I’hémoglobine avec la colonne [27, 28]. L’élution de chaque
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fraction de I’hémoglobine se fait dans une plage caractéristique de temps de rétention, ce qui
permet I’identification des principales formes de 1’hémoglobine [27, 29]. La quantification en
% de chaque fraction de I’hémoglobine se fait par comparaison de 1’aire sous le pic de chaque
hémoglobine par rapport a 1’aire totale sous tous les pics [27]. La détection des hémoglobines
séparées se fait par spectrophotométrie a 415 nm. Un filtre secondaire & 690 nm peut étre utilisé
pour corriger les effets provoqués par le mélange de tampons [24].

o Examens biochimiques complémentaires :

D’autres examens biochimiques ont été réalisés, notamment le dosage sérique de la
ferritine, complété par le dosage de la Protéine C Réactive (CRP), qui permet d’évaluer 1’état
de la réserve en fer et d’éliminer toute carence martiale. En effet, le diagnostic d’une carence
martiale peut étre difficile en cas d’un syndrome inflammatoire associ¢ qui augmente la
ferritinémie, d'ou l'intérét du dosage complémentaire de la CRP, un trés bon marqueur de

I’inflammation [30].

Un bilan d’hémolyse a également été réalisé, et comprend le dosage de la bilirubine totale,
de I’haptoglobine et de la LDH, des marqueurs qui permettent d’objectiver la présence d’une

hémolyse.
11.2.2.2.  Techniques de diagnostic génotypique

Aprés un diagnostic présumé d’une hémoglobinopathie par des techniques
phénotypiques, certains cas nécessitent le recours a des méthodes de caractérisation
moléculaire, dans le but de confirmer le phénotype clinique et/ou guider le conseil génétique
[31]. Il s’agit principalement des syndromes B-thalassémiques (B-thalassémie, 5p-thalassémies,
hémoglobine E...), des syndromes drépanocytaires majeurs, incluant les formes homozygotes
SS et les hétérozygotes comoposites (S/p°thalassémie, S/p*thalassémie, S/C...), du syndrome
hémoglobine Bart's hydrops foetalis (a°-thalassémie) et de I’hémoglobine H [1]. Chez les sujets
hétérozygotes, une caractérisation moléculaire peut étre demandée dans le cadre d’un conseil
génétique, ou devant des profils ambigus ou complexes, dont 1’étude phénotypique n’a pas

donné de résultats concluants [1].
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La réalisation des analyses génotypiques dans un laboratoire de référence nécessite
I’obtention préalable d’un consentement écrit éclairé du patient (ou des parents pour un mineur)

(annexe 2), ou un certificat de conseil génétique rédigé par le médecin prescripteur [6].

Les études génotypiques utilisent de 1’ Acide Désoxyribonucléique (ADN) extrait a partir
du sang total prélevé sur tube EDTA. Pour le diagnostic prénatal, I’ADN feetal peut étre extrait
a partir des cellules des villosités choriales ou des cellules du liquide amniotique [32].

Pour la caractérisation moléculaire des anomalies de I’hémoglobine, diverses techniques
ont été développées, dont la plupart sont basées sur la PCR (Réaction en chaine par polymérase),
pour I’amplification sélective des génes des globines [31, 33, 34]. Le choix de la méthode par
le laboratoire de référence dépend non seulement de I’expertise technique disponible, mais aussi

du type de la mutation étudiée [34]

La majorité des hémoglobinoses ainsi que les B-thalassémies sont causées par des
mutations ponctuelles, dont les plus fréquentes sont des substitutions nucléotidiques [1]. Ce
type de mutation peut étre recherché par le séquengage des génes o et B globine. Lorsque la
mutation est définie, la détection peut étre faite, en alternative au séquencage, par PCR-RFLP
(PCR-Restriction Fragment Length Polymorphism), RT-PCR (Reverse Transcription-
Polymerase Chain Reaction), ou par le reverse dot blot [6]. Pour les a-thalassémie, les délétions
larges sont majoritaires et sont liées a I’existence de grandes régions homologues autour des
deux geénes a-globine constituant des régions potentielles de mésappariement [35], dont les plus
fréquentes (-3,7 kb ; -4,2 kb ; -SEA ; —Med ; —FIL) ont des points de cassures bien connues et
peuvent étre détectées par reverse dot-blot ou Gap PCR [6].

Dans le présent travail, I’exploration génotypique a ét¢ demandée pour confirmer le
diagnostic du variant rare mis en évidence par les études phénotypiques. Cette caractérisation
moléculaire a été réalisée apres avoir obtenu le consentement écrit de la patiente. L’étude a été
faite en extra-muros, par technique de séquengage Sanger du géne de la $-globine (HBB) sur
Applied 3130XL, au laboratoire de biologie médicale multi-sites du CHU de Lyon (service de
biochimie et de biologie moléculaire).
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11.2.3.  Phase post-analytique

Pour une interprétation correcte et fiable des résultats, le laboratoire s’est toujours basé
sur un faisceau d’arguments socio-démographiques (age, sexe, origine ethnique) ; cliniques
(antécédents personnels et familiaux, signes cliniques, notion de consanguinité...) ;
biochimiques (électrophorése de 1’hémoglobine a pH alcalin et acide, CLHP, bilan martial...);

hématologique (hémogramme). Cela rend le diagnostic aisé dans la majorité des cas.

Dans certaines situations complexes et ambigués, et dont les cas ou les analyses
phénotypiques n’étaient pas concluantes, une étude génotypique peut étre réalisée pour
diagnostiquer ’anomalie en cause. Les figures (5, 6, 7, 8) présentent les différents arbres
décisionnels adoptés au laboratoire pour I’interprétation des résultats de I’étude phénotypique

et génotypique d’une anomalie de I’hémoglobine [6].

Bilan standard : N.A.B.M. 1120 (B120) par 3 techniques minimum :
1/ CLHP par échange de cations ou électrophorése de I'Hb (EH) capillaire

2/ Focalisation isoélectrique ou EH a pH alcalin ou EH & pH acide
3/ Test d'ltano (HbS, HbC) / CLHP des chaines de globine

IR T Ll R L ]

.:l:;: 5 i i NSaDies
NS standard : Hb, indices érythrocytaires (VGM, TCMH, RDW) ; réticulocytes (si anémie)

Ferritinémie
Origine géographigue (si possible)

Brofil normal Anomalie gualitative simple ; HbS, HbC ou HBE avec présence majoritaire
20% <HbA, <34 % d'Hbé {en I'absence de transfusion)
HBF < 1,0 %
TCMH = 27 pg
¥ L J
Taux d'expression normal Taux d’expression diminué
du variant X : du variant X
HbS:35a40 %
HbC : 35 3 40 % 1rl’.‘-:l::nntf::n‘.rﬂ clinigue et bioclogique
HbE : 25 & 30 % ]
Présence du variant X a I'état hétérozygote
v » + probable o-thalassémie associée
- N (en I'absence de carence martiale)
Profil de I'Hb Présence du variant X Diagnostic moléculaire si nécessité clinique
normal a I'état hétérozygote

Figure 5 : Réalisation d’une étude de I’hémoglobine et interprétation des cas simples [6]
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Impliguant des variants f fréquents :
- Présence d'HbS, C ou E avec absence d'HbA

- HbS, HbC ou HbE + HRA (S, G, E = A)
sans transfusion récente

- HbS/HbX ; HBC/HEX ; HbEHbX

dS des varianis BS el des Varianis
Détection lors du bilan standard de I'hémoglobing
avec obtention de profils atypiques

Etude phénotypique parentale si possible

Récupérer le maximum de données
cliniques et biclogiques

Génotypes possibles :
- Homozygotie 5, C ou E

- Hétérozygote composite avec une mutation
de type p°-thal ou [*-thal

- Heterozygotie composite avec une persistance
héréditaire de I'Hb F (PHHF) de type délétionnel

- Hétérozygotie composite S/C, S/E, 57X

Hémoglobinopathies rares et nécessitant
une caractérisation moléculaire et une interprétation
clinique (Base de données informatigue HbVar :
http://globin.cse.psu.edwhbvar/menu. htmil)
par un laboratoire de référence

Etude phénotypigue parentale
et/ou analyse moléculaire dans un labo
de référence

L4

Présence d'HbH (fJou Bart fr ) :

Recherche de corps de Heinz au bleu de crésyl brillant

Données clinico-biologiques
h

Di ic de S i Dré i
Majeur (SDM) 3 faire impérativement :

- 8/5 ; 5/0-Arab ; S/D-Punjab ; (8/C) ; {S/E)
- S/A%-thal ; (S/B*-thal)

Recherche d'une association d'alpha-thalassémies
délétionnelles et/ou mutationnelles pour
confirmation du diagnostic d'hémoglobinese H
par un laboratoire de référence

Figure 6 : Démarche diagnostic des variants combinés et rares de I’hémoglobine [6]

- ee-thalassémie

- dff-thalassémie

- rares cas de [i-thalassémie
- association w-thal/fi-thal

- association [i-thal/é-thal

[-thalassémie hétérozygote

= 5i Hb < 10 g/dL +/- HbF > 5 %

B-thalassémie hemozygote
ou triplication alpha associée

TCMH < 27 pg TCMH > 27 pg
Eliminer autres

v causes d'anémie 4 v

HbA,<34%  HbA,>3,4 % ; +/- HbF.” HbA,> 3,4 % HbA, < 2,0 %
¢- Eliminer causes acquises
v . . d'HbA2 augmentée :
Génotvpes possibles ; N _
- = Trithérapie VIH
Génotypes possibles : - Si Hb = 10 g/dL +/- HbF < 5 %

- Hyperthyroidie
- Carence vit. B12, folates

p-thalassémie
silencieuse v

b-thalassémie

Variant & de I'Hb

Conseil génétique
Labos de référence

Uidentificati e isa o .
snéral t indi ble dans | vants :

- Conseil génétique pour un diagnostic prénatal d’hémoglobinopathie
- Phénotype hématologigue de thalassémie majeure ou intermediaire

Figure 7 : Mise en évidence des anomalies quantitatives de ’hémoglobine A2 (avec
absence de carence martiale) [6]
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1<HbF<5%

HbA, normale, TCMH > 27 pg

Eliminer les causes acquises
d'HbF augmentée ;

- stress anémique

S5 <HbF <35 %
HbA, | et/ou TCMH = 27 pg

HbF > 35 %
TCMH < 27 pg

Phénotype hémoglobinique des parents
Hémogramme et indices érythrocytaires
Contexte clinique

- diabéte
- grossessa Rapport “y/% de type feetal (< 1)
= chimiothérapie + -
- dysérythropoiése
Orientation vers ;
w - Syndrome fi-thalassémique
- Bfi-thal hétérozygote : majeur ou intermédiaire :
Persistance HBF de 5 2 15 % e
héréditaire de I'Hb TCMH <27 pg pedpe, pe/p, BB
foetale (PHHF)
modérée - PHHF hétérozygote : - Syndrome Eﬂ-thalassér_nique
HBF de 15 a4 35 % homozygote ou composite :
PHORGOCNS Cl TCAR nonnal PHHF / 8fi-thal, -thal / 5-thal
recherche clinique

Conseil génétique
Labos de référence

Littérature

Etude génétique :

- des cis-acting factors
{chromosome 11)

- des trans-acting factors
{chromosomes 2, 6, B et X)

Di tic différentiel T léculaire :
Importance ++ car phénotype et expression
clinigue différents

Figure 8 : Identification des anomalies quantitatives de I’hémoglobine F (> 2 ans)[6]

I11. Bases de données scientifiques :

Nous avons examing la littérature scientifique existante sur les cas de 1’hémoglobine J-
Guantanamo. Nous avons effectué une recherche dans les bases de données scientifiques
PubMed, Sciencedirect et Google Scholar pour les cas cliniques publiés en anglais et en
francais. Les résultats de la recherche ont identifié cinq cas cliniques portant sur ’hémoglobine
J-Guantanamo, rapportés respectivement a Cuba en 1977 [36], en Chine en 1985 [37], au Bénin
en 1988 [38], au Chili en 1990 [39] et au Japon en 1993 [40]. Le nétre compte pour le 6°™ cas

répertorié dans le monde et le 1°" cas au Maroc.

Une deuxiéme recherche a été faite dans les bases de données scientifiques en utilisant
les mots suivants en anglais et en francais : « Hémoglobinopathies » ; « Maladies de

I’hémoglobine » ; « Hemoglobinopathy » ; « Thalassemia » ; « Hémoglobinoses » ; « Diagnostic
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biologique » ; « CLHP » ; « Electrophorése ». Cette recherche nous a permis d'obtenir une
vision globale sur les hémoglobines normales et pathologiques, et de définir les principales
techniques de diagnostic phénotypiques et génotypiques utilisées dans les laboratoires de
biologie médicale pour la détection et 1’identification des variants de 1’hémoglobine. Les

articles les plus pertinents sont retenus.
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RESULTATS
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Dans cette section, nous rapportons les résultats des bilans hématologiques et
biochimiques dont a bénéficié la patiente K.O dans le cadre de suivi de son diabete sucré. Nous
présentons, également, les résultats des examens phénotypiques et genotypiques qui ont éte faits

a I’occasion de I’étude de son hémoglobinopathie.
I. Bilan hématologique

Les résultats de ’hémogramme n’ont montré aucune anomalie hématologique notable.

Le tableau 1 présente ces résultats.

Tableau 1 : Résultats de ’hémogramme de la patiente

Parameétres Résultats Unité Valeurs de référence

Globules blancs 8,1 (203/uL) (4,0 -10,0)

Polynucléaires Neutrophiles 4,3 (203/uL) 15-75
53,4 %

Lymphocytes 2,8 (103/pL) (1,5-4,0)
34,7 %

Monocytes 0,7 (203/uL) (0,2-0,8)
8,5 %

Polynucléaires Eosinophiles 0,2 (203/pL) (0,0-0,5)
2,8 %

Polynucléaires Basophiles 0 (103/uL) (0,0-0,1)
0,6 %

Globules rouges 4,69 10¢/uL (3,90 - 5,50)

Hémoglobine 13,4 g/dl (13,0-17)

Hématocrite 40,8 % (41,0 - 53,0)

VGM 86,9 fL (82,0 - 98,0)

TCMH 28,5 pg (27,0 - 33,0)

CCMH 32,8 g/dL (32,0 - 36,0)

Plaquettes 301 103/uL (150 - 450)

VPM 9,6 fL

Abréviations : CCMH, Concentration Corpusculaire Moyenne en Hémoglobine ; TCMH, Teneur Corpusculaire
Moyenne en Hémoglobine ; VGM, Volume Globulaire Moyen ; VPM, Volume Plaquettaire Moyen.
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Il. Bilans biochimiques

Dans le cadre du suivi de son diabéte sucré, un dosage de I’HbAic a été réalisé par la
technique chromatographique CLHP sur le Variant |1, de chez Bio-Rad®. Cependant, le résultat
de I’HbA: c¢’était non chiffré et de nombreux pics non identifiés ont été révélés sur le
chromatogramme, ce qui a fait suspecter la présence d’un variant de I’hémoglobine et a justifié
la réalisation des techniques électrophorétiques. Le bilan martial était normal, alors que le
dosage des marqueurs de I’hémolyse révele une 1égére augmentation de I’activité des LDH,

seules. Le tableau 2 présente les résultats du bilan biochimique.

Tableau 2 : Résultats des parameétres biochimiques réalisés au profit du propositus.

Parameétres Résultats Valeurs de référence

BIOCHIMIE SANGUINE

Sodium 142 mmol/| (135 - 145)
Potassium 4,5 mmol/l (3,70 - 5,30)
Chlorures 107 mmol/| (95 - 110)

Réserve alcaline 26 mmol/| (21 - 28)
Glucose 1,34 g/l (0,70 - 1,10)
HbAlc Non chiffrée % (4-6)

Urée 0,26 g/l (0,15 - 0,38)
43 mmol/l (2,5-6,4)
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Tableau 2 : Résultats des parametres biochimiques de la patiente (suite)

Paramétres Résultats Unité Valeurs de référence
Créatinine 8 mg/l (6 -13)
70,8 pmol/I (563 - 115)
CRP 7,5 mg/l (<5,0)
Bilirubine totale 6 mg/l (3-12)
10,2 umol/1l (5,1-20,4)
LDH 261 ul/l (120 - 246)
Osmolarité calculée 305 mOsmol/I 280 - 305
ASAT 20 ul/l (<35)
ALAT 18 ul/l (< 40)

PROTEINES SPECIFIQUES

Ferritine 146 ng/ml (18 - 160)

Haptoglobine 1,84 g/l (0,3-2)

Abréviations : ALAT, Alanine aminotransférase ; ASAT, Aspartate aminotransférase; CRP, Protéine C-Réactive ; HbAlc,
Hémoglobine glyquée ; LDH, Lactate déshydrogénase.

I1.1. Technique chromatographique (CLHP)

Le dosage de I’HbA.c par la technique CLHP échangeuse de cations a donné un tracé
chromatographique qui a révélé de nombreux pics non identifiés, avec absence de résultats
chiffrés de ’HbAic. Ces résultats ambigus ont ouvert la voie vers une exploration plus
approfondie du profil hémoglobinique de la patiente, permettant la confirmation de I’identité
du variant qui a été détecté fortuitement par la CLHP.
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11.2.  Techniques électrophorétiques

11.2.1.  Electrophorése capillaire

Pour compléter les résultats obtenus par CLHP, une électrophorése de I’hémoglobine a
pH alcalin sur le Capillarys (Sebia®) a été réalisée. L’¢électrophorégramme généré a révélé la
présence d’un variant de I’hémoglobine, a 40.1 %, migrant au niveau de la zone 11. Le taux
de ’hémoglobine A était chiffré a 56,7 % (N : 96,8 a 97,8 %), et celui de ’hémoglobine Az a
32 % (N : 2,2 a 3,2 %). Ce profil semble en faveur d’une hémoglobinopathie a 1’état
hétérozygote, dont une caractérisation moléculaire parait indispensable pour I’identification et
le typage du mutant détecté (figure 9).

z15 214,213, 212 ' [Z11) 'z10ZA), 28 | z(F) | Z(D) Z(S),Z(E) [Z(A2)|Z(C) z1
. : ! M 7.

]
!
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\
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- ‘ : ‘
E 7\ |
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% \ oo ‘ HoA2
]
{ | [

Y /N
*‘ 20 40 | 60! 30 100 120 140 1160 180 200 220 240 ; 280 W0
Nom % Normales %
Hb J-Guantanamo 40,1
Hb A 56,7
Hb A2 3,2

Figure 9 : Profil de 1'électrophoreése capillaire en présence de I’Hémoglobine J-
Guantanamo (Laboratoire de biochimie, HMIMV)
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11.2.2.  Electrophorése 2 pH acide sur gel d’agarose

Une électrophorése de I’hémoglobine a pH acide sur gel d’agarose a été pratiquée sur
Hydrasys 2 Scan Sebia® comme technique complémentaire, pour 1’identification du variant
détecté. Elle a révélé la présence d’une bande migrante entre I’hémoglobine A et I’hémoglobine

F, comme la montre la figure 10.

HYDRAGEL 7 ACID(E) ®
ControHEMOGLOBIN(E)

: S,
Témoin
normal Hb J-Guantanamo

Figure 10 : Profil de I’électrophorese a pH acide sur gel d’agarose en présence de

I’Hémoglobine J-Guantanamo (Laboratoire de biochimie, HMIMV)

11.3. Autres examens biochimiques complémentaires

Les résultats du bilan martial et inflammatoire sont sans anomalies notables, permettant
d’exclure toute carence martiale. Le bilan d’hémolyse montrait une légere élévation de I’activité

des LDH.
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[11. Analyse génotypique

Les résultats de I’analyse génotypique ont confirmé la présence d’un variant

hémoglobinique rare, I’Hémoglobine J-Guantanamo (HBB:c.386C>A) a 1’état hétérozygote.
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DISCUSSION

28



I. Discussion générale

I.1. Rappel sur les hémoglobines normales
1.1.1.  Structure

Les hémoglobines sont des hémoprotéines formees de 4 chaines polypeptidiques, dites
des chaines de globines, identiques deux a deux ; il s’agit de deux chaines de type a « { ou a »
et deux autres de type B « €, v, 6 ou f » [17]. Chacune des globines comporte une poche
hydrophobe ou se loge la molécule d'héme, qui est définie comme une ferro-protoporphyrine
IX, et représente le groupement prosthétique de ’hémoglobine. L’atome de fer situé au centre
de la molécule d’héme est sous forme réduite (Fe**) et est capable de fixer une molécule
d’oxygeéne ; ainsi, chaque hémoglobine fixe quatre molécules d’oxygéne et forme

1I’oxyhémoglobine [41].

Structure primaire : chaque sous-unité¢ de I’hémoglobine est formée d’une succession de
plusieurs résidus d’acides aminés; ainsi, les globines a comportent 141 acides aminés dans leur

structure primaire et les globines B 146 acides aminés [21].

Structure secondaire : le repliement de la chaine polypeptidique de globine permet la
formation d’hélice alpha ; 75 % de la molécule est sous cette forme[41]. Les globines a et 8
portent plusieurs hélices alpha dans leur structure secondaire, 7 hélices notées de A a G et 8

hélices notées de A a H respectivement pour les globines a et 3 [21].

Structure tertiaire : chaque chaine de globine s’enroule sur elle-méme, ce qui permet de
délimiter une poche hydrophobe ou se loge la molécule d’héme [17]. Cette poche se trouve

entre les hélices E et F pour les 2 types de globines a et 3 [21].

Structure quaternaire (figure 11) : il existe différents types d’interactions entre les chaines de
globines, ce qui définit une structure oligomérique a 4 chaines caractéristiques de I'némoglobine
(figure 11) [21]. Entre les globines al et B1, a2 et B2, il existe des liaisons fortes et étroites,
jouant ainsi un role essentiel dans la stabilit¢é de 1’hémoglobine [17]. Cependant, entre les

globines al et B2, a2 et B1, les liaisons sont faibles et il y a moins de contact direct entre les
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globines. Ce type de liaison joue a son tour un réle dans le processus de transition allostérique
lors de la fixation d'oxygéne [1]. Il existe également des liaisons entre les chaines de globines
homologues al et a2, B1 et 2. Ces liaisons sont tres faibles et permettent a 1’hémoglobine de

réaliser des modifications conformationnelles [21].

Auniveau de la cavité centrale du tétramere d’hémoglobine, les deux chaines 3 établissent
entre elles des liaisons indirectes par I'intermédiaire de la molécule de 2,3-diphosphoglycérate
(2,3-DPG). Cette molécule joue un réle dans la stabilisation de la forme désoxygénée de
I’hémoglobine [17].

Zone de contact

Zone de contact

Héme

Figure 11 : Structure quaternaire de la molécule d’hémoglobine A [21]

1.1.2.  Fonctions

L’hémoglobine a pour fonction principale d’assurer le transport de 1’oxygéne des
poumons vers les tissus. Pour cela, chaque molécule d’hémoglobine fixe quatre molécules
d’oxygéne. L affinité¢ de ’hémoglobine pour I’oxygene représente un parametre essentiel pour

la description de la fonction oxyphorique de ’hémoglobine et peut étre mesurée a partir des
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courbes de dissociation de 1’oxygene. Elle correspond a la pression de demi-saturation (Pso),
qui représente la pression partielle de I’oxygéne en mmHg nécessaire pour une saturation de 50

% de I’hémoglobine [42].

L’affinit¢ de 1’hémoglobine pour 1’oxygéne peut étre affectée par plusieurs facteurs
environnementaux [42], notamment le pH, la concentration en 2,3-DPG, la température et la
pCOs.. L’effet Bohr est défini par le changement de 1’affinité de I’hémoglobine pour I’oxygene
li¢ a un changement de pH. Lorsque le pH est faible, tel qu’au niveau des tissus, I’affinité de
I’hémoglobine pour I’oxygene est plus faible, ce qui favorise la libération de I’oxygene. Le 2,3-
DPG, un produit de la glycolyse, est présent au niveau des érythrocytes a des concentrations
élevées, ou il se trouve lier dans une poche centrale a des résidus spécifiques (1, 2, 82, 143) des
deux globines B. Cette liaison permet la stabilité de la forme désoxygénée de I’hémoglobine, ce
qui abaisse ’affinit¢ de I’hémoglobine pour 1’oxygeéne. La température et la pCO: sont
également des facteurs qui, lorsqu’elles diminuent, elles favorisent I’augmentation de 1’affinité

de I’hémoglobine pour I’oxygene.
1.1.3.  Geénes des globines
1.1.3.1.  Famille a-globine

Les génes de la famille a-globine sont localisés au niveau du bras court du chromosome
16, et sont organisés selon 1’ordre d’expression des différentes chaines de globines codées par
ces genes au cours du développement ontogénique. Du c6té 5°, on trouve le géne qui code pour

la globine { embryonnaire, puis succedent les autres genes des globines al et a2 feetaux/adultes.

De 40 Kb en amont du gene { embryonnaire, se trouvent quatre régions non codantes,
MCS-R1 a R4, jouant le rble d’une zone régulatrice majeure du cluster des génes a [43, 44].
Jusqu'a aujourd'hui, seul MCS-R2 (autrement nommé HS40) qui a été confirmé comme

essentiel a ce rble de régulation (figure 12) [1].
1.1.3.2.  Famille pB-globine

Les génes de la famille $-globine se trouvent au niveau du bras court du chromosome 11.

En allant de I'extrémité 5’ a l'extrémité 3°, ’ordre des génes dépend de 1’ordre d'expression des

31



différentes globines au cours du développement ontogénique. On trouve tout d’abord, du coté
5, le géne qui code pour la globine & embryonnaire, puis les génes Gy et Ay feetaux, ensuite

les génes o et B adultes.

En amont du cluster B-globines se trouve une zone régulatrice majeure de I’ensemble des
genes P, composée de cing sites hypersensibles a I’ADNase 1 (HS5—1), appelée LCR (Locus
Control Region). En amont du géne 9, se trouve une autre zone régulatrice appelée BCL11a

binding site, impliquée dans la répression de 1’expression des génes y (figure 12) [43, 44].

Chromosome 16

MCS5-R1 a R4 g

i

SEB 8 I8

Chromosome 11

Hb embryonnaire Hb feetale Hb adulte

Hb Gower1-2/Hb Portland HbF HbAZ/HbA

HS 54321 e Gy Ay vB 5 i

e .
S B 11N R
W ]
BLCR Site de fixation
BCL1 1a

Figure 12 : Familles des genes de globines et leurs génes regulateurs [43]

1.1.4.  Lesdifférentes hémoglobines exprimées au cours du développement

ontogénique

Au cours du développement ontogénique, le profil des hémoglobines passe par deux
commutations ou “switch”. La premiére commutation concerne le passage de la vie

embryonnaire a la vie feetale et la deuxiéme coincide avec le passage de la vie feetale a la vie

adulte [41].
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Durant la vie embryonnaire, les premieres hémoglobines a étre exprimées dans les
progéniteurs des globules rouges sont les hemoglobines embryonnaires, dont la synthése se
déroule au niveau du sac vitellin (figure 13) [45]. Il existe quatre types d’hémoglobines
embryonnaires. L’hémoglobine Gower-1 de formule (z¢2, existe en quantité élevée et présente
une structure relativement instable. Les trois autres types d’hémoglobines embryonnaires sont
présentes en quantité moindre pendant la vie embryonnaire et le début de la période feetale, et
sont : I’hémoglobine Gower-2 de formule aze2, I’hémoglobine Portland-1 de formule (2y- et

I’hémoglobine Portland-2 de formule (- [46].

Apres 12 semaines de conception, les hémoglobines embryonnaires sont remplacées
progressivement par 1’hémoglobine F de formule ozy.. Cette premiére commutation de
I’hémoglobine se produit lorsque I'érythropoi¢se passe du sac vitellin au foie et a la rate du
feetus (figure 13) [45]. Pendant cette période feetale, il existe également une petite fraction de
I’hémoglobine adulte (hémoglobine A) de formule a2p., dont I’expression accroit au fur et a
mesure du développement gestationnel [17]. Apres 17 semaines post-conception, seulement 1

% des cellules qui continuent a exprimer les globines { embryonnaires [45].

Apres 6 semaines depuis la naissance, 1’hémoglobine feetale va diminuer et sera
remplacée par ’hémoglobine adulte (hémoglobine A), dont la synthése se déroule au niveau de
la moelle osseuse (figure 13) [45]. Chez I’adulte sain, I’hémoglobine A de formule a2f:
représente la forme majoritaire de ’hémoglobine (80 a 97 % dés l'age de 1 an). D’autres
hémoglobines dites minoritaires sont également présentes, mais en quantité plus faible, qui sont
I’hémoglobine A2 de formule 0202 (2 a 3,4 %) et ’hémoglobine F (<1 %) [17].
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Figure 13 : Expression des différentes hémoglobines au cours du développement [47]

1.1.5.  Biosynthése et degradation

La synthése de I’hémoglobine débute dés les premiéres étapes de 1'érythropoiese, depuis
le stade proérythroblaste jusqu’au stade réticulocyte, principalement au niveau de la moelle

osseuse chez 1’adulte.

La molécule d’héme est synthétisée au niveau des crétes mitochondriales internes des
érythroblastes, avec une étape intermédiaire se déroulant au niveau du cytosol. Dans la derniére
étape, un atome de fer divalent (Fe*") vient se lier par quatre de ses six sites de coordination a
une molécule de protoporphyrine IX pour former une molécule d'héme. L’un des deux autres
sites de coordination métallique du Fe*" est occupé par I’histidine proximale de la globine

environnante et 1’autre par le dioxygéne via une liaison réversible [48].

Les chaines polypeptidiques de globines, qui représentent I’apoprotéine de
I’hémoglobine, sont synthétisées au niveau des ribosomes dans le cytosol des érythroblastes.

Apres leur synthése, les 4 chaines de globines viennent s’associer au niveau du cytosol, formant
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ainsi un tétramere qui, apres liaison de chacune des globines avec une molécule d’heéme, est

capable d’assurer sa fonction oxyphorique [21].

Durant les 120 jours de leur circulation dans le sang, les globules rouges se trouvent face
a des stress chimiques et mécaniques, ce qui va provoquer leur altération. L’¢élimination des
érythrocytes sénescents ou altérés de la circulation sanguine se fait par phagocytose par les
macrophages, ces derniers reconnaissent les cellules sénescentes de maniere dépendante des Ig-
G. Ainsi, les globules rouges les plus vieilles présentent plus de 10 fois le nombre des 1g-G a
leur surface que les GR les plus jeunes, ce qui va faciliter leur phagocytose par les macrophages
et donc leur élimination [49]. Aprés une hémolyse, les hémoglobines sont dégradées ainsi que
les molécules d’hémes. La dégradation de I’héme est assurée par une enzyme clé : 1’héme
oxygénase (HO), en présence de NADPH - cytochrome P450 réductase. L’HO transforme
I’héme en biliverdine IX qui, a son tour, est transformée en bilirubine IX par la biliverdine
réductase, ce processus est associé a la formation de monoxyde de carbone (CO) et du fer (Fe*")

qui sera recyclé (figure 14) [50, 51].
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Figure 14 : Métabolisme de la molécule de I’héme [50]
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.2. Les hémoglobinopathies

Les hémoglobinopathies représentent un groupe de maladies héréditaires, transmises
selon un mode autosomique récessif, causées par des mutations qui touchent des régions
codantes, non codantes ou régulatrices des genes des globines. Les hémoglobinopathies
constituent un probléme de santé publique dans le monde entier. Elles touchent, selon I'OMS,
plus de 7 % de la population mondiale, avec chaque année, entre 300.000 et 500.000 nouveau-

nés présentant des signes cliniques sévéres [52].
Les hémoglobinopathies peuvent étre classées en deux principaux groupes :

e Les anomalies qualitatives de I’hémoglobine : liées a une production en quantité

normale d’une globine anormale, ce sont les hémoglobinoses.

e Les anomalies quantitatives de I’hémoglobine : définies par un défaut partiel ou total

de la production d’une globine normale, ce sont les thalassémies.
1.2.1.  Anomalies qualitatives de I’hémoglobine ou hémoglobinoses

Les hémoglobinoses sont caractérisées par I’existence en quantit¢é normale d’une
hémoglobine pathologique (appelé aussi variant), qui se distingue des autres hémoglobines
normales par une modification structurale affectant certaines chaines polypeptidiques de
I’hémoglobine. Ces variants structuraux sont les plus étudiés depuis la mise en évidence de

I’hémoglobine S (6 Glu—Val) en 1949, responsable de la drépanocytose [1, 53].

Les anomalies qualitatives de 1’hémoglobine sont essentiellement dues a des mutations
ponctuelles au niveau des exons codants. Les conséquences physiopathologiques qui en
résultent sont en fonction de la localisation de la mutation au sein de la structure de la molécule
d’hémoglobine (figure 15) [1]. Ces mutations peuvent en général altérer la stabilité de
I’hémoglobine (hémoglobines instables), sa solubilit¢ (hémoglobine S) ou son affinité pour

I’oxygéene (hémoglobine M ou méthémoglobine).

36



Contacts o131 :
Poche de I'héeme : Hb instables
Hb M o1 B1
affinité anormale l e
Hb instables : ‘

Contacts o132 :
affinité anormale

Cavité centrale :
fixation du 2,3-DPG
affinité normale

Figure 15 : Conséquences physiopathologiques selon la localisation de la mutation [44]

Les variants les plus fréquemment diagnostiques sont presque toujours des variants de
surface. Ils sont facilement identifiés et séparés de 1’hémoglobine normale (hémoglobine A)
par technique électrophorétique ou chromatographique [1]. La mutation ne touche que des
résidus polaires impliqués dans le maintien de la solubilité de la molécule d’hémoglobine et
n’ont aucun rdle physiologique majeur [1, 44]. Par conséquent, ces variants sont dans la
majorité des cas asymptomatiques [44]. En dehors de ces variants silencieux, d’autres sont
connus pour avoir des conséquences cliniques et épidémiologiques séveres, dont les plus
fréquents sont I’hémoglobine S, C et E [54, 55].

e [’hémoglobine S (B6 Glu—Val) : I’hémoglobinose S ou la drépanocytose est la maladie
génétique la plus répandue dans le monde [56], et représente un probléme mondial de
santé publique [57, 58]. Son mécanisme physiopathologique est basé principalement sur
la polymeérisation des hémoglobines S désoxygénées et les déformations cellulaires

conséquentes [59, 60].
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e [’hémoglobine C (6 Glu—Lys) : est le variant le plus fréquent aprés 1’hémoglobine S
[61]. La déshydratation intracellulaire et la cristallisation des hémoglobines au sein des
érythrocytes sont a la base de la physiopathologie de la maladie [62, 63].

e L'hémoglobine E (26 Glu—Lys) : est un variant moins fréquent, dont la mutation
n’affecte pas la fonction de I’hémoglobine, mais active un site cryptique d’épissage,
causant une réduction du niveau de I’ARNm BE épissé, ce qui génere un 1éger déficit en
hémoglobine E. Il en résulte un phénotype clinique d’une forme bénigne d’une B-
thalassémie [64, 65].

Ces trois variants sont facilement identifiés par les techniques de diagnostic
phénotypiques, notamment les techniques d’électrophorése capillaire ou de CLHP, en
association avec une autre technique électrophorétique. Néanmoins, d’autres variants plus rares,
tels que ’hémoglobine D-Punjab (121 Glu—Gln) et I’hémoglobine O-Arab (B121Glu—Lys)
[1], ainsi que d’autres variants extrémement rares non identifiés par les techniques
phénotypiques usuelles, tels que ’hémoglobine J-Guantanamo ((B128 Ala—Asp), peuvent en

outre bénéficier d’une caractérisation moléculaire pour leur identification.

Cependant, la situation change lorsque la mutation touche des zones a I’intérieur de 1a
molécule d’hémoglobine [44]. Ces variants sont difficilement détectés par les techniques
chromatographiques et électrophorétiques, puisque la mutation ne modifie pas la charge de

surface de la molécule d’hémoglobine [1]. Parmi ces mutations, on distingue [1]:

e [Les mutations de la poche de I’héme, qui provoquent : une modification de ’affinité de
I’hémoglobine pour I’oxygene en cas de substitution au niveau de la poche de I’héme ;
une hémoglobine instable en cas de perte de la molécule de ’héme ; une cyanose dans
le cas des méthémoglobines (hémoglobine M), dans lesquelles le fer oxydé passe de
I’¢état ferreux (Fe**) a I’état ferrique (Fe*").

e [Les mutations au niveau des zones de contact : elles sont responsables d’une instabilité
de la molécule d’hémoglobine lorsque la mutation touche la zone de contact alf1, ou
d’une modification de 1’affinité de I’hémoglobine pour I’oxygene lorsque la mutation

touche la zone a1B2 ou a2p1.
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e Les mutations au niveau de la cavité centrale : elles touchent les sites de fixation du

2,3-DPG et sont responsables d’une affinité modifiée pour I’oxygene.

1.2.2.  Anomalies quantitatives de I’hémoglobine ou thalassémies

Les thalassémies sont définies comme un groupe de troubles héréditaires, caractérisés par
un défaut de production, partiel ou total, d’une des deux chaines de globines o ou  formant la
molécule d’hémoglobine [44]. Dans les conditions normales, les deux chaines sont synthétisees
en proportion égale. Le déséquilibre du ratio o/f est le mécanisme sous-jacent de la
physiopathologie des thalassémies [66]. Les chaines de globines o ou B non appariées et en
exces vont se précipiter sur la membrane avec les protéines du squelette des le stade des
précurseurs érythropoiétiques. Elles vont former des agrégats insolubles, qui peuvent
endommager la membrane des érythrocytes et provoquer leur destruction, ce qui a pour

conséquence une érythropoiese inefficace et une hémolyse périphérique [44, 67, 68]

On parle de B-thalassémie lorsque les chaines B-globines qui sont altérées et de a-
thalassémie si ce sont les chaines a-globines. La séverité de la maladie dépend du nombre
résiduel de globines o ou P fonctionnelles. Une absence totale de 1’une des chaines de globines
constitue la forme majeure des thalassémies, responsable d’une anémie 1étale. Un défaut partiel
constitue les formes intermédiaires et entraine une anémie modérée, bien tolérée dans la

majorité des cas [44, 69].
1.2.2.1.  Syndrome f-thalassémique

La B-thalassémie est caractérisée par un défaut de production des chaines de globines 3.
Ce défaut peut étre partiel “B*-thalassémie”, ou les globines B sont synthétisées avec une
quantité inférieure a la normale, ou total “B°-thalassémie”, ou il y a absence totale de production
des chaines de globines 3 [70]. Le syndrome B-thalassémique représente un grand probléme de
santé publique du fait de sa fréquence ¢€levée et de la gravité de ’anémie qui apparait dans ses

formes les plus graves, homozygotes ou hétérozygotes composites [64].

Sur le plan moléculaire, le syndrome P-thalassémique résulte d’un ensemble trés

hétérogene de 1ésions qui touchent le géne de la B-globine au niveau du chromosome 11. Ces
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Iésions peuvent aller de simples mutations ponctuelles & de larges délétions [71]. Les Iésions
causales sont le plus freguemment des mutations ponctuelles qui touchent des régions
fonctionnelles importantes du géne de la B-globine [33, 35, 72] ; plus de 200 mutations ont été
reportées [29, 69]. Selon la nature de la mutation, 1’expression des génes de la B-globine peut
étre diminuée (B*-thalassémie). C’est le cas par exemple des mutations transcriptionnelles qui
peuvent toucher les séquences promotrices du gene HBB (les boites CACCC, TATA, CAAT),
diminuant ainsi la fixation des facteurs de transcription au niveau de ces régions ; des mutations
au niveau des régions UTR 5’ ou 3’ non traduites ; des mutations introniques qui peuvent créer
ou activer un site alternatif d’épissage, ce qui a pour conséquence une diminution de 1’efficacité
de I’épissage normale (figure 16) [35, 73]. D’autres mutations ponctuelles peuvent provoquer
une abolition totale ou presque totale de l'expression des génes de la -globine (B°-thalassémie),
telles que les mutations non-sens ; les mutations des sites d’épissage ou du codon d’initiation ;
I’insertion ou la délétion de quelques bases nucléotidiques, provoquant le décalage du cadre de

lecture (figure 16) [35, 73].

Quant aux délétions larges, bien qu’elles soient plus rares dans les B thalassémies, elles
ne sont cependant pas exceptionnelles [44]. Elles peuvent toucher le géne B-globine de maniere
isolée et aboutissent le plus souvent a une abolition presque totale ou totale de la production
des chaines de la B-globine (B° thalassémie). Comme elles peuvent emporter, en outre, d’autres
génes du locus-p, et produire des syndromes &f thalassémie, Yo thalassémie, £y thalassémie,
ou bien le syndrome de Persistance Héréditaire de I’hémoglobine feetale (PHHF) [35, 74].
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Figure 16 : Principales mutations ponctuelles responsables de * thalassémie (en haut) et

de B° thalassémie (en bas) [44]

Sur le plan clinique et biologique, la B-thalassémie a un large spectre de gravité clinique,

allant de cas bénins qui sont quasiment asymptomatiques, a des cas graves qui nécessitent des

transfusions sanguines a vie et une prise en charge spéciale. La B-thalassémie peut étre classée

e Trait B-thalassémique (B*/B): C’est le cas ou la mutation ne touche qu’un seul géne 3

globine. Les porteurs de cette forme de la maladie sont presque asymptomatiques, mais

peuvent présenter une légere anémie hypochrome [29, 69], et un taux d’hémoglobine

Az élevé qui peut dépasser 3,5 % [29]. Les porteurs du trait B-thalassémique ne

nécessitent pas de transfusions sanguines. Cependant, un conseil génétique est

recommandé [75].



e [(-thalassémie intermédiaire (3% ou B*/p*) : Dans cette forme de la maladie, les deux
geénes de la B-globine sont mutés. Pourtant, les chaines de globines B sont toujours
produites, mais en quantité plus faible que la normale [29, 69]. La B-thalassémie
intermédiaire présente une grande diversité clinique, allant d’une anémie légere a une
anémie modérément sévere, des cas ne nécessitant pas de transfusions sanguines a des

cas qui en nécessitent de maniére fréquente [75].

e [-thalassémie majeure (B%B° ou f*/B°) ou anémie de Cooley : c’est la forme la plus grave
de la maladie ou les deux génes 3 sont mutés. La B-thalassémie majeure est caractérisée
par une absence totale ou presque totale de la production des chaines de globines . Les
porteurs de la maladie présentent une anémie hémolytique sévére (hémoglobine <7 g/dl)
et nécessitent des transfusions sanguines a vie avec un traitement chélateur de fer [29,
69, 75]. Les premiers symptdmes cliniques de la maladie apparaissent dés I'age de 6

mois dés lors que le taux de I’hémoglobine F commence a diminuer [28, 75].
1.2.2.2.  Syndrome a-thalassémique

Sur le plan moléculaire, chez une personne normale, la synthése des chaines a-globines
est régulée par quatre génes a, deux genes (al et a2) sur chaque chromosome 16 [76]. Les génes
a-globines sont localisés dans des zones homologues conservées dupliquées d’a peu pres 4 kb,

divisées en trois segments identiques X, Y et Z [44].

L’a-thalassémie, maladie monogeénique trés frequente et complexe, est caractérisée par
un défaut de production partiel ou total des chaines a-globines. Plus de 100 formes génétiques
de la maladie ont été identifiées, avec des phénotypes allant de formes asymptomatiques a des
formes létales [77]. La maladie est due principalement a des délétions qui peuvent toucher un
gene (-a)) ou deux génes o (--), bien que d’autres défauts non délétionnels plus rares, notamment

les mutations ponctuelles, peuvent en étre la cause [76, 78].

Certaines délétions peuvent toucher les deux geénes a en cis, entrainant ainsi une absence
totale de production des chaines a-globines, et donc une a’thalassémie [79]. Les plus fréquentes
d’entre elles sont (-- SEA) dans le sud-est de I’ Asie, et (--MED) dans la région Méditerranéenne

(figure 17) [44]. D’autres délétions ne touchent qu’un seul géne o et aboutissent a des o'-
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thalassémie. Ces délétions sont le plus souvent dues a des recombinaisons au niveau des
segments X et Z. Les deux délétions o-thalassémiques les plus fréquentes sont la délétion (-
a4,2), qui est une recombinaison dite gauche dans la séquence X, et la délétion (-a3,7), qui est
une recombinaison dite droite dans la séquence Z, répandue principalement dans le sud-est de
I’Asie (figure 17) [44, 80]. Quant aux mutations ponctuelles, bien qu’elles soient plus rares,
elles peuvent également aboutir a une inactivation des geénes a. Certaines d’entre elles peuvent
toucher les sites d’épissage, entrainant une absence totale de production des chaines a-globines.
D’autres peuvent toucher le codon stop du geéne a2, ce qui a pour conséquence une ¢longation
de la chaine a-globine de quelques acides aminés, dont I’exemple le plus fréquent est

I’hémoglobine Constant Spring fréquente en Asie du Sud-Est [44].
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Figure 17 : Les formes délétionnelles des a-thalassemies [44]
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Sur le plan clinique et biologique, I’a-thalassémie est une maladie dont la gravité est bien
corrélée avec le nombre de génes o défectueux [77]. Selon le nombre de génes a-globine non

fonctionnels, il existe quatre formes de I’a-thalassémie (tableau 3) :

e [’a-thalassémie silencieuse : c’est la forme asymptomatique de la maladie, dans
laquelle un seul géne a qui est altéré et trois geénes sont fonctionnels (-o/aa). Les
porteurs de 1’a-thalassémie silencieuse ne présentent aucune complication clinique, ni
biologique [29, 76].

e [ ’a-thalassémie mineure : dans cette forme, deux génes a sont défectueux et deux autres
sont fonctionnels. La délétion peut étre en cis ou les deux genes a altérés se trouvent sur
le méme chromosome (--/aa), ce type de délétion donne une a°-thalassémie
hétérozygote (type 1). Lorsque la délétion touche deux geénes a chacun sur un
chromosome, elle est dite en trans (-a/-a)) et donne une a-thalassémie homozygote (type
2) ; les porteurs sont généralement asymptomatiques, mais peuvent présenter une légere
anémie microcytaire hypochrome [29, 76]. Néanmoins, un conseil génétique semble
nécessaire lorsque les deux conjoints présentent le risque d’avoir une a-thalassémie

mineure [76].

e [’hémoglobinose H : cette forme de la maladie est caractérisée par la présence de trois
genes a altérés et un seul géne fonctionnel (--/-a), le plus souvent d’origine délétionnelle
[76]. L’hémoglobine H est produite a des taux variables (0,8 - 40 %), et peut parfois étre
accompagnée par 1’hémoglobine Bart dans le sang périphérique [79]. Les porteurs de
I’hémoglobine H présentent une anémie hémolytique chronique microcytaire
hypochrome [76], et nécessitent souvent des transfusions sanguines [29]. En raison de
I’augmentation de 1'érythropoi¢se, une hyperplasie érythroide peut en résulter, et
provoquer une hyperplasie médullaire avec des déformations osseuses et des fractures

pathologiques [29].

e Syndrome Hydrops fetalis de Bart : dans cette forme de la maladie, les quatre génes a-
globines sont altérés (--/--), ce qui aboutit a la formation d’un tétramére y4 instable non

fonctionnel. Une anémie sévere et une hypoxie tissulaire s’installent depuis la période
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feetale et aboutissent le plus souvent au décés in utero (23-38 semaines d’aménorrhée)

ou juste apreés la naissance [76, 79].
Le tableau 3 montre la classification des a-thalassémies.

Tableau 3 : 1a classification des a-thalassémies [43]

Génotype Phénotype Clinique et biologie
Bl -o/oc o-thalassémie Asymptomatique
B (o hétérozygote) silencieuse Microcytose inconstante
Asymptomatique
g -/t Taux d’Hb normal ou trés modérément
-B— (o homozygote) o-thalossémie abaissé, microcytose et hypochromie
mineure HbA2 normale ou basse
--/aa (ou trait
B (00 hétérozygote) thalassémique)
——— = risque d"hydrops foetalis
(descendance) : conseil génétique
0 Hémoglobinose Anémie h('émolytique chronique
By H (ou a- microcytaire et hypochrome
_— thalassémie HbH (B4) : 5030 %
majeure) HbA2:1a42%
Anémie feetale létale
==L Hydrops foefalis de | Hb Bart (4) > 80 %
—_ Bart Présence d’HbH et d’Hb de Portland
Absence d’HbF et d’HbA

1.2.2.3.  Hétérozygoties composites hémoglobine E/p-thalassémie

L’hémoglobine E/B-thalassémie est une maladie génétique, résulte du co-héritage de la
B-thalassémie avec 1’hémoglobine E [B26(B8) Glu—Lys] ; elle représente pres de 50 % des
formes les plus séveres de la B-thalassémie au niveau mondial [81-83]. La physiopathologie de
I’hémoglobine E/B-thalassémie est liée a divers mécanismes pathologiques, notamment
I’instabilité de I’hémoglobine E au sein des érythrocytes, ainsi que le déséquilibre des chaines
de globines a et B, 1'érythropoiése inefficace et 'hémolyse qui sont liés a la B-thalassémie [80,
83]. Cependant, I’instabilit¢ de 1’hémoglobine E semble jouer un role mineur dans la

physiopathologie de la maladie [80, 83].
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L’hémoglobine E/B-thalassémie a un spectre clinique tres hétérogene, allant des formes
moderées a des formes séveres nécessitant des transfusions sanguines [84]. Un systeme de
classification (score Mahidol) a été développé dans le but d’établir une meilleure catégorisation
de la maladie en fonction de la sévérité clinique. Selon le score Mahidol, I’hémoglobine E/B-
thalassémie est classée en trois catégories, legere, modérée ou séveére. Cette classification est
basée sur six critéres cliniques : le taux de I’hémoglobine, 1'dge d’apparition de la maladie, les
besoins en transfusions sanguines, I'age a la premiére transfusion sanguine, la taille de la rate et

les troubles de croissance [85, 86].

1.2.2.4.  §p-thalassemie et  Persistances  Héreditaires  de
I’Hémoglobine Feetale (PHHF)

La op-thalassémie et la Persistance Héréditaire de I’Hémoglobine Fcetale (PHHF)
regroupent un ensemble de maladies héréditaires de I’hémoglobine. Elles sont caractérisées par
un défaut de production partiel ou total des chaines de globines B, ainsi qu’une augmentation
compensatoire du taux des globines y, conduisant a une synthése accrue de I’hémoglobine F
[87]. Ces affections peuvent étre causées par des mutations ponctuelles qui touchent la région
promotrice du gene y-globine et conduisent généralement a des formes cliniquement
asymptomatiques. Elles peuvent également étre causées, le plus souvent, par des délétions
larges qui peuvent emporter les génes B-, o- et une partie du géne y-globine. Cependant, ces
délétions, lorsqu’elles sont héritées a 1’état homozygote ou co-héritées avec une B-thalassémie,
donnent des phénotypes cliniques hétérogénes [88]. Plus de 40 délétions larges ont été reportées

dans le monde [88, 89], dont au moins 12 délétions dans le sud-est de 1’ Asie [89].

1.3. Recommandations pour une eétude correcte  des

hémoglobinopathies dans un laboratoire de biologie médicale

Le diagnostic biologique des variants de I’hémoglobine les plus courants dans la pratique
clinique (telles que les hémoglobines S, C, E, B-thalassémie hétérozygote), est devenu aisé avec
la bonne maitrise et le respect des différentes étapes de la procédure méthodologique. Dans
cette partie, nous allons décrire brievement les principales recommandations pour une étude

précise et correcte d’une anomalie de I’hémoglobine dans un laboratoire de biologie médicale.

46



Un bilan standard pour la recherche d’une hémoglobinopathie doit faire appel a deux ou
trois techniques phénotypiques au minimum, dont au moins une technique
¢électrophorétique (d’aprés la NABM) [6]. Le recours a une seule technique pour le
diagnostic d’une hémoglobinopathie n’est pas recommandé¢. Un profil normal ne permet

pas d’exclure une anomalie de I’hémoglobine, quelle que soit la technique utilisée [90].

Une étude phénotypique correcte et satisfaisante des hémoglobines nécessite le recours
a des techniques qui vont permettre une bonne séparation et une quantification précise
et fiable des différentes fractions de I’hémoglobine, particulierement les fractions
mineures (I’hémoglobine A: et F). La CLHP et I'électrophorese capillaire a pH alcalin
représentent les deux techniques quantitatives qui peuvent étre recommandées en
premicre intention pour 1’ étude phénotypique de I’hémoglobine [6]. D’autres techniques
complémentaires peuvent étre également réalisées, notamment 1’électrophoreése a pH
alcalin et acide sur gel, test d’Itano, test de falciformation d’Emmel. Le but est de poser
un diagnostic de certitude des variants les plus fréquents (notamment 1’hémoglobine S,
E, C et les thalassémies hétérozygotes), et de dépister les variants rares non détectés par

la premiére méthode.

Le test d’Itano, tres spécifique de ’hémoglobine S, peut étre réalisé pour confirmer la

présence de ce variant [90].

Pour une interprétation biologique correcte et pertinente des resultats, il est
indispensable que le biologiste puisse avoir a sa disposition I’ensemble des éléments
démographiques (&ge, origine ethnique, notion de consanguinité), cliniques
(antécédents pathologiques), hématologiques (parametres érythrocytaires, notamment
hémoglobine , VGM, TCMH, et frottis sanguin) et biochimiques (bilan martial et bilan
d’hémolyse) [3]. L'age est un élément indispensable a considérer lors de I’interprétation
des résultats. Le profil adulte n’est atteint qu’apres I'dge de deux ans et le diagnostic des

B-thalassémies héterozygotes est ardu avant cet age [3].

L’¢évaluation du statut en vitamine B12 et en folates peut parfois étre nécessaire pour

une interprétation satisfaisante des résultats [91].
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Toute notion de transfusion érythrocytaire récente (< 3 mois) doit étre connue du
biologiste, pour éviter toute erreur liée a la transfusion lors de I’interprétation des

résultats [3].

Le recours a des techniques de biologie moléculaire peut parfois étre indispensable,
notamment dans les cas rares ou ambigus, ou encore lors du dépistage anténatal de la
drépanocytose ou des thalassémies dans les populations a risque. La demande de I’étude
génotypique dans un laboratoire de référence doit impérativement étre accompagnée
des renseignements démographiques, cliniques et biologiques du patient. Un
consentement écrit éclairé du patient (ou des parents pour un mineur) est nécessaire

avant la réalisation de I’examen.
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Il1. Discussion des résultats

I1.1. Hémoglobine J-Guantanamo

L’hémoglobine J-Guantanamo est un variant rare de 1’hémoglobine. Il résulte d’une
mutation ponctuelle qui touche le 128¢ acide aminé de la chaine p-globine (f-128 [H6] Alanine
— Aspartate) au niveau de la zone de contact a1 1, qui est I’un des domaines les plus étendus

et les plus importants dans la stabilité du tétramere hémoglobinique [36].

L hémoglobine J-Guantanamo appartient au groupe des hémoglobines instables. La
substitution de 1’alanine f-128 qui est un résidu hydrophobe, par un groupe chargé, 1’aspartate,
au niveau de la zone de contact al1p1, affaiblit la stabilité de la molécule d’hémoglobine. Ceci
favorise I'accumulation de sous-unités libres de globine, elles-mémes instables, notamment des
chaines a [92]. De maniére générale, les mutations au niveau de la zone de contact alf1 ont
pour conséquence I’installation d’une légere anémie hémolytique qui, le plus souvent, est sans

conséquences cliniques apparentes [92].
11.2. Epidémiologie

Les hémoglobinopathies représentent 1’'une des maladies monogéniques les plus
fréquentes dans le monde [70]. Selon I’OMS, prés de 7 % de la population mondiale porte ces
maladies genétiques [52, 93]. Elles sont initialement décrites dans les régions subtropicales,
notamment la région méditerranéenne, et une grande partie de I’Afrique et 1’Asie [70].
Cependant, avec les flux migratoires importants, les hémoglobinopathies se sont largement
répandues dans le monde [94]. Du fait de leur fréquence élevée et leur gravité clinique, les
hémoglobinopathies sont considérées comme 1’un des principaux problémes de santé publique
au niveau mondial [95]. Leur fardeau sur la santé pése plus particulierement dans les pays
africains, ou leur fréquence represente plus de 70 % du total mondial des hémoglobinopathies
[94]. Malheureusement, dans la majorité de ces pays africains, les ressources économiques sont
limitées pour la gestion et la prévention de ces maladies. Le Maroc, pays méditerranéen, est une
zone de prédilection potentielle des hémoglobinopathies en raison de sa position géographique

[7]. L’OMS estime que prés de 6,5 % de la population marocaine est porteuse d’une

49



hémoglobinopathie, avec plus de 30.000 cas de formes majeures de drépanocytose et de

thalassémie [96].

Une étude rétrospective descriptive a été réalisée au Maroc, portant sur 640 cas
d’hémoglobinopathies répertoriés au laboratoire de Biochimie-Toxicologie de 'THMIMV sur
une période de 16 ans. Sur la base de ces 640 cas étudies, il y avait deux variants rares de
I’hémoglobine, dont 1'un correspond a I'hémoglobine J Guantanamo [97]. Dans la littérature,
les porteurs de I’hémoglobine J-Guantanamo sont rares (Figure 18). Ce variant a été découvert
pour la premiére fois en 1977 a Cuba chez une femme enceinte d’ethnie noire avec deux
membres de sa famille [36]. Deés lors, seulement quatre autres cas ont été signalés. Un deuxieme
cas a été découvert dans une famille chinoise, lors d’une enquéte sur les hémoglobinopathies
en Chine en 1985 [37]. Un troisieme cas au Bénin a été détecte en 1988 [38], il s’agit d’une
famille dont deux membres ont été révélés porteurs d’une association de I’hémoglobine J-
Guantanamo avec une o-+thalassémie, dont I’'un d’eux s’est révélé porteur en outre d’une
hémoglobinose C. Un autre cas a été découvert au Chili en 1990 chez un enfant de 4 ans [39].
L'avant-dernier cas est celui rapporté au Japon en 1993, dont la détection a été fortuite a
I’occasion du dosage de I’HbAlc par technique CLHP [40]. Nous rapportons ici un cas
d’hémoglobine J-Guantanamo qui a été détecté au Maroc. Il s’agit du premier cas répertorié au
niveau des pays méditerranéens, dont la détection a été fortuite a 1’occasion du dosage de

I’HbA1c par CLHP a THMIMV, dans le cadre d’un suivi du diabete sucreé.
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Figure 18 : Carte de la répartition géographique mondiale de I’hémoglobine J-
Guantanamo

11.3.  Aspects cliniques et biologiques

L’hémoglobine J-Guantanamo est un variant rare de 1’hémoglobine, dont I'expression
phénotypique est généralement bénigne, comme dans le cas rapporté. La patiente ne montre, en
effet, aucun signe clinique particulier et aucune anomalie hématologique. Le bilan martial était
sans anomalie. Quant au bilan d’hémolyse, tous les parametres étaient normaux, a I'exception
des LDH qui ont montré une activité légerement élevée. Des résultats similaires ont été observés
lors d’une enquéte sur les hémoglobinopathies en Chine [37]. Celle-ci a montré que le
propositus de 18 ans et les trois membres de sa famille porteurs de 1’hémoglobine J-
Guantanamo étaient tous asymptomatiques, et ne présentaient qu’une légere instabilité, liée a
la nature de la mutation qui touche la zone de contact a1B1 de I’hémoglobine. Ces résultats
concordent également avec un autre cas d’un enfant de 4 ans, originaire du Chili, dont les
résultats de I’examen hématologique n’ont montré aucune anomalie notable [39]. De méme,
dans un autre cas d’une famille Japonaise, le cas index était une jeune fille de 22 ans,

asymptomatique, ne présentant qu’une légere glycosurie. Les examens biologiques étaient tous
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normaux. Les résultats de la CLHP ont montré un taux anormalement faible de ’'HbAlc (3,3
%, N : 4-6 %) et un pic non identifié [40]. Cependant, dans 1’étude de Martinez et al [36], dans
laquelle il a été rapporté le premier cas de I’hémoglobine J-Guantanamo a Cuba en 1977, des
anomalies hématologiques particulieres ont été observées. Les trois membres de la famille
porteurs de I’hémoglobine J-Guantanamo avaient une légére anémie hémolytique, des
anomalies morphologiques, une Iégere réticulocytose, une résistance osmotique accrue et un
nombre élevé de cellules cibles dans le sang périphérique. Dans une autre étude de Wajcman et
al [38], une association complexe de troubles de I’hémoglobine a été rapportée chez une famille
de quatre membres présentant tous une microcytose liée a une o+ thalassémie. Un membre
portait I’hémoglobine J-Guantanamo hétérozygote avec une o+ thalassémie. Il a présenté des
symptdémes hématologiques, notamment une légere anémie microcytaire et une anisocytose.
L’ensemble des résultats des études citées ci-dessus, selon leur disponibilité, sont rassemblées
dans le tableau 4. TEST

Tableau 4 : Comparaison des résultats des études sur I’hémoglobine J-Guantanamo

Examens électrophorétiques Bilans hématologiques

Auteurs o
HDJ  ha  HbA2  HbC Wb VGM TcMH  comu  ededlo _
Guantana cytes Frottis

(%) (%) (%) (grdL) (fL) (p9) (g/dL)

mo (%) (%)

Présence

Martinez et d'anomalies
al. (1977) Cuba 36-38 - 32-36 - - 10-11 - - - 3-4 morphologi
ques
Absence
Zhu et al. . d'anomalies
(1988) Chine 354 60,8 3,8 - 5,85 13 70 22 32 0,9 sl
ques
Présence
Wajcmanet _, . d'anomalies
al. (1988) Bénin 35 - - 65 523 111 66 - - - morphologi
ques
Sciarratta et -
al.(1900) ~ Cilt 44 ) ; ; ) ) ) ) ) ) )
Absence
Yamagishi d'anomalies
et al. (1993) Japon 375 60,7 3,5 - 472 139 86,4 34,1 - 15 morphologi
ques
Notre cas
(2022) Maroc 40,1 56,7 3,2 - 469 134 86,9 28,5 32,8 - -
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L’hémoglobine J-Guantanamo est un variant instable qui touche la zone de contact a1pB1.
Bien que cette zone soit connue pour étre la plus étendue dans la molécule d’hémoglobine, une
mutation a ce niveau ne peut provoquer qu’une légeére instabilité et une légere anémie
hémolytique, comme objectivé dans la totalité des études citées ci-dessus. Plusieurs
hémoglobines instables qui touchent la zone de contact alPl ont été rapportées dans la
littérature, dont la majorité sont Iégerement instables, et ne provoquent que peu ou pas de

symptémes cliniques [92].

Le tableau 5 résume quelques exemples des variants instables de 1’hémoglobine, dont la

mutation touche la globine B a I'interface a1pB1.

Tableau 5 : Exemples de variants instables qui touchent la zone de contact a1p1[92]

Site de la Substitution des
mutation acides aminés

Phénotype clinique Autres anomalies

J-Guantanamo 128 (H6) Ala — Asp Anémie hémolytique Cellules cibles

Diminution de la
coopérativité, augmentation
de l'affinité pour I'oxygéne

Anémie hémolytique,

Phill 35(C1 Tyr — Ph :
illy P35 (CD) yr— the réticulocytose

Anémie hémolytique, Diminution de I'affinité
Peterborough B111(G13)  Val — Phe - yaa . .
réticulocytose pour l'oxygéne
L . Diminution de l'affinité
Stanmore B111 (G13) Val— Ala Anémie hémolytique ‘uto ‘de affinite
pour l'oxygéne
Khartoum B124 (H2) Pro — Arg Normal -

I11.4. ROle de la CLHP dans la détection des variants de ’hémoglobine

La CLHP est recommandée pour le dosage de ’HbA1c. Ce marqueur biochimique est
largement utilisé pour la surveillance & long terme de la glycémie et le diagnostic du diabete
sucré [98, 99]. Des programmes de standardisation internationaux, notamment le National
glycohemoglobin standardization program (NGSP) et I’International federation of clinical
chemistry (IFCC), ont permis de standardiser les différentes méthodes de dosage de I’'HbA1C,
minimisant ainsi la variabilité analytique de ces méthodes [100]. Cependant, la présence de

certains variants de I’hémoglobine peut interférer avec les résultats de ’'HbAlc :
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o Eninfluencant la liaison du glucose a I'hémoglobine ;
o En affectant les mesures des pics chromatographiques ;
o Enaugmentant le risque d’hémolyse et donc en diminuant la durée de vie

des globules rouges [101].

La CLHP permet la quantification de I’HbAlc en séparant les différentes fractions de
I’hémoglobine en fonction des différences de charge. Ainsi, cette technique est connue pour
étre sensible aux interférences des variants de I’hémoglobine. Des valeurs d'HbA 1¢ anormales
peuvent étre observées lorsque les variants d'hémoglobine ne peuvent pas étre sépares de
I'némoglobine A ou de I'HbA1c [102]. Ces variants peuvent étre détectés par la présence d’un

pic surnumeraire sur le chromatogramme.

Dans la présente étude, la détection du variant a été fortuite a 1’occasion du dosage de
I’HbAlc par CLHP échangeuse de cation, dans le cadre d’un suivi du diabéte sucré. L’absence
de résultat chiffré de ’'HbAlc et la révélation d’un pic non identifié¢, nous a amené a faire une
exploration plus approfondie du profil hémoglobinique de la patiente, qui a permis

I’identification de I’hémoglobine J-Guantanamo a 1’état hétérozygote.

Plusieurs variants rares de ’hémoglobine ont été détectés de la méme manicre. Dans une
large étude qui a inclus 42 371 patients diabétiques, 134 patients ont montré des résultats
anormaux de I’HbAlc par la technique CLHP [101]. Les valeurs de I’HbAlc ont été
anormalement basses chez 42 patients et non chiffrées chez les 92 patients restants. La
caractérisation moléculaire de ces échantillons a permis 1’identification de plusieurs variants de
I’hémoglobine a I’état hétérozygote. Dans une ¢tude de Estey M. et al, trois membres d’une
méme famille ont été dépistés pour un diabete sucré de type 2. Le dosage de I’'HbAlc par
technique CLHP a donné des valeurs anormalement faibles (3,3 - 3,5 %) avec la présence d’un
pic anormal. Ces résultats aberrants ont conduit a une étude plus approfondie qui a amené a
I’identification de I’hémoglobine Hirose, un variant extrémement rare de 1’hémoglobine [103].
Dans une autre étude qui a €t€ menée par Ito M. et al, trois cas d’un variant rare d’hémoglobine
Niigata ont éte detectés fortuitement lors du dosage de I’HbAlc par la CLHP [8]. Sur le
chromatogramme, les valeurs de I’HbAlc chez les trois patients étaient anormalement élevées

et un pic anormal était révélé. Cependant, le dosage de ’'HbA 1c par technique immunologique
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et la mesure de la glycémie post-prandiale et 1’albumine glyquée ont donné des résultats
normaux. Dans une grande étude qui a ét€ menée sur une période de deux ans a 'THMIMV,
portant sur 79066 patients, pres de 264 variants (soit une prévalence de 0,37 %) ont éteé détectés
fortuitement lors du dosage de ’HbA Ic par technique CLHP échangeuse de cations. Sur 264
cas de variants hétérozygotes détectés, seulement 5 % n’ont pas été identifiés et ont nécessité
le recours a d’autres techniques, notamment I’¢lectrophorese capillaire. L’hémoglobine S était
le variant majoritaire (n=124), suivi de I’hémoglobine C (n=117), puis I’hémoglobine O-Arab
(n=10) et enfin I’hémoglobine D (n=7) [104].

Toutes les études citées ci-dessus, incluant la notre, ont montré 1’importance de la CLHP
dans la détection des variants de 1’hémoglobine lors du dosage de I’HbAlc, dans le cadre du
diagnostic ou du suivi du diabéte sucré. Des valeurs anormalement élevées ou basses de
I’HbAlc et des chromatogrammes anormaux doivent amener le biologiste a faire une
exploration approfondie du profil hémoglobinique, en vue d’une recherche
d’hémoglobinopathies. Ainsi, une analyse minutieuse du chromatogramme sur CLHP en
complément des données clinico-biologiques est indispensable pour une meilleure

interprétation des résultats.
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CONCLUSION
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Les hémoglobinopathies représentent 1’'une des maladies monogéniques les plus

fréquentes au niveau mondial.

Au Maroc, I’OMS estime que pres de 6,5 % de la population est porteuse de ces anomalies
géneétiques [7]. Cette fréquence est liée d’une part a sa situation geographique particuliére, et
d’autre part aux origines ethniques de sa population et la fréquence ¢levée des mariages

consanguins qui sont bien acceptés par sa culture.

La présente étude, bien qu'intéressant un seul cas répertorié au Maroc, présente une
importante valeur d’informations sur la prévalence des hémoglobinopathies les plus rares au

niveau mondial.

L’hémoglobine J-Guantanamo est un variant extrémement rare et heureusement bénin de
I’hémoglobine. Il a été détecté pour la premiére fois en 1977 a Cuba, chez une femme enceinte
noire avec deux membres de sa famille [36]. Au Maroc, notre patiente représente le premier cas
de I’hémoglobine J-Guantanamo détecté fortuitement a ’HMIMYV, a I’occasion du dosage de

I’HbA ¢ par technique CLHP, dans le cadre du suivi de son diabéte sucré.
La présentation de cette étude revét un intérét incontestable a plusieurs points de vue :

o D’abord, il s’agit du 1* et unique cas d’hémoglobine J-Guantanamo rapporté a
I’HMIMV, et a I’échelon national, comme cela a été susmentionné,

o Ensuite, cette observation souligne I’importance de 1’utilisation de la technique
chromatographique pour le dosage de I’HbA1C et la détection concomitante des
possibles variants de 1’hémoglobine, quand ils existent, notamment les variants
les plus rares. Ainsi, une analyse minutieuse du tracé chromatographique obtenu
par CLHP, combinée a une démarche diagnostique respectant les exigences des
sociétés savantes et a un savoir-faire, fruit d’une stratégie managériale mrement
réflechie basée sur la maitrise des differentes étapes du macro-processus, cceur de
métier du laboratoire, permettent sans doute de garantir des résultats fiables.

o Enfin, il serait profitable d’inviter les biologistes a adopter les bonnes pratiques
au sein de leurs laboratoires et a utiliser les méthodes physiques séparatives

recommandées (chromatographie, électrophorése capillaire) pour doser de
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maniére fiable le taux d’HbALc, et concourir ainsi & la prise en charge adéquate
de leur patientéle.
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Résumé

Titre : Etude de I’hémoglobine J-Guantanamo : A propos d’un cas de découverte fortuite

rapporté a ’HMIMV.
Auteur : EL MOUSSADEQ Ghita
Rapporteur : Pr. OUZZIF Zohra

Mots clés : Hémoglobinopathies ; Hémoglobine J-Guantanamo ; CLHP ; Electrophorése de

I’hémoglobine.

Introduction : Dans le présent travail, nous nous proposons de présenter 1’observation du
premier cas du variant de 1’hémoglobine, Hb J-Guantanamo, retrouvé en 16 ans sur 640 cas
d’hémoglobinopathies répertoriés au sein du laboratoire de Biochimie-Toxicologie de I’Hopital
Militaire d’Instruction Mohammed V (HMIMV) de Rabat.

Meéthodes : Ce variant a été détecté fortuitement chez une patiente dans le cadre du suivi de
son diabete sucré. L’ensemble des données épidémiologiques, cliniques et biologiques sont
colligées sur une fiche d’exploitation. L’étude de 1’hémoglobine a inclus des examens

biochimiques et hématologiques, ainsi qu’une analyse génotypique réalisée en extra-muros.

Résultats et discussion : Sur le plan clinico-biologique, le variant n’a pas montré de
pathogénicité particuliere. Les bilans hématologique et biochimique étaient normaux,
excepteés :

- L’analyse chromatographique par CLHP, qui a montré des pics non identifiés, avec un

résultat non chiffré de I’HbAlc,

- L’¢électrophorese de I’Hb aux pH alcalin et acide, ayant révélé un profil inhabituel.
Le génotypage a été réalisé en extra-muros et a permis une identification sans équivoque du
variant.
Conclusion : Une analyse minutieuse du tracé chromatographique, a I’occasion du dosage de
I’HbAlc par HPLC, et une grande expertise du biologiste sont requises pour une meilleure

interprétation des résultats et pour la détection d’éventuels variants de 1’Hb.
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Abstract

Title: Hemoglobin J-Guantanamo study: A case of incidental finding reported to HMIMV
Author: EL MOUSSADEQ Ghita

Rapporteur: Pr. OUZZIF Zohra

Keywords: Hemoglobinopathies ; Hemoglobin J-Guantanamo ; HPLC ; Hemoglobin
electrophoresis.

Introduction : In the present study, we propose to present the observation of the first case of
the hemoglobin variant, Hb J-Guantanamo, found in 16 years out of 640 cases of
hemoglobinopathies recorded in the laboratory of Biochemistry-Toxicology of the Military
Hospital of Instruction Mohammed V (MHIMV) of Rabat.
Methods : This variant was detected incidentally in a patient during the follow-up of diabetes
mellitus. All the epidemiological, clinical and biological data were collected on a data sheet.
The hemoglobin study included biochemical and hematological examinations, as well as a
genotypic analysis performed extramurally.
Results and discussion : On the clinico-biological level, the variant did not show any particular
pathogenicity. Hematological and biochemical analysis were normal, except:
- HPLC analysis, which showed unidentified peaks, with an unquantified HbA1c result,
- Hb electrophoresis at alkaline and acidic pH, which showed an unusual profile.
Genotyping was performed extramurally and allowed unequivocal identification of the variant.
Conclusion : A careful analysis of the HPLC chromatogram during the HbAlc measurement
and a high level of expertise of the biologist are required for a better interpretation of the results

and for the detection of possible Hb variants.
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ANNEXE 1

Hopital Militaire d Instruction Mohammed V

Laborataire de Biochimie -Toxicologie

Fiche N° :

Hémoglobinopathies

Fiche d’exploitation des données

e T—

Identité du patient

Il. Renseignements cliniques

-Service prescripteur

- Motif d’hospitalisation ou de consultation

-Notion de transfusion récente (< 3mois) : [ Oui

[Fon

-Notion de consanguinité : Oui

. Données biologiques
1. Bilan hématologique :

-Hémogramme :
-Nbr de GR

-Frottis sanguin

-Test de falciformation /d’Emmel
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ANNEXE 1 (suite)

2. Bilan biochimique :

- Ferritinémie

o ¢ - A

Circonstances de I’étude de I’Hb

1. Découverte fortuite d’une fraction d’Hb anormale lors du dosage de « HbA;c » par
CLHP:

65



ANNEXE 1 (suite)

Engquéte familiale

VI. Diagnostic étiologigue

- Hémoglobinoses : [l

VIl.  Diagnostic génotypique
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ANNEXE 2

CONSENTEMENT POUR LA REALISATION D’EXAMENS DES
CARACTERISTIQUESGENETIQUES D’UNE PERSONNE

Je SOUSSINE(R) M....vvevenenrenrannnsnnsnnsnsesrssnssnnssNE () 1urrs e ssssississsssnsenns

RECONNAIS AVOIF FECU PAT ....vovvvvvrvvs e e nrssssssssssssas ssnsnns les informations sur les examens
des caractéristiques génétiques qui seront réalisés afin :

0 de confirmer ou d'infirmer le diagnostic d'une maladie génétique en relation avec mes
symptomes ;

O de confirmer ou d'infirmer le diagnostic pré-symptomatique d’une maladie génétique ;

[ d'identifier un statut de porteur sain (recherche d’hétérozygote ou d'un remaniement
chromosomique)

[ d"évaluer ma susceptibilité génétique a une maladie ou a un traitement médicamenteux.
Pour cela, je consens :

0 au prélevement qui sera effectué chez moi

0 au prélévement qui sera effectué chez mon enfant mineur ou une personne majeure sous
tutelle

0 au prélévement qui sera effectué chez mon feetus mort

Si une partie du prélevement reste inutilisée aprés analyse,

[ je consens a ce qu'elle puisse étre intégrée, le cas échéant, a des fins de recherche
scientifique. Dans ce cas, I'ensemble des données médicales me concernant seront
protégées grace a une anonymisation totale. En conséquence, je suis conscient(e) que ces
études scientifiques effectuées seront sans aucun bénéfice ni préjudice pour moi.

T T (I

Signature du patient adulte

Ou du représentant légal de I'enfant mineur
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Je jure en présence des maitres de cette faculte :

- D’honorer ceux qui m’ont instruit dans les préceptes de
mon art et de leur témoigner ma reconnaisse en restant
fidéle a leur renseignement.

- D’exercer ma profession avec conscience, dans I’ intérét
de la santé public, sans jamais oublier ma responsabilité
et mes devoirs envers le malade et sa dignité humain.

- D’étre fidele dans 1’exercice de la pharmacie a la
Iégislation en vigueur, aux regles de I’honneur, de la
probité et du désintéressement.

- De ne dévoiler a personne les secrets qui m’auraient été
confiés ou dont j’aurais eu connaissance dans 1’exercice
de ma profession, de ne jamais consentir a utiliser mes
connaissances et mon état pour corrompre les meeurs et
favoriser les actes criminels.

FQue les hommes m’accordent leur estime si je suis fidele §f
a mes promesses, que je sois meprisé de mes confreres si

je manquais a mes engagements.
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