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B UNIVERSITE MOHAMMED V- SOUISSI
L2 Al FACULTE DE MEDECINE ET DE PHARMACIE - RABAT

DOYENS HONORAIRES :
1962 - 1969  : Docteur Abdelmalek FARA]J
1969 - 1974  : Professeur Abdellatif BERBICH
1974 - 1981  : Professeur Bachir LAZRAK
1981 - 1989  : Professeur Taieb CHKILI
1989 - 1997  : Professeur Mohamed Tahar ALAOUI
1997 - 2003 : Professeur Abdelmajid BELMAHI

ADMINISTRATION :

Doyen : Professeur Najia HAJJA]

Vice Doyen chargé des Affaires Académiques et estudiantines
Professeur Mohammed JIDDANE

Vice Doyen chargé de la Recherche et de la Coopération
Professeur Ali BENOMAR

Vice Doyen chargé des Affaires Spécifiques a la Pharmacie
Professeur Yahia CHERRAH

Secrétaire Général : Mr. El Hassane AHALLAT

PROFESSEURS :

Février, Septembre, Décembre 1973

1. Pr. CHKILI Taieb Neuropsychiatrie

Janvier et Décembre 1976

2. Pr. HASSAR Mohamed Pharmacologie Clinique
Mars, Avril et Septembre 1980

3. Pr. EL KHAMLICHI Abdeslam Neurochirurgie

4. Pr. MESBAHI Redouane Cardiologie

Mai et Octobre 1981

5. Pr. BOUZOUBAA Abdelmajid Cardiologie

6. Pr. EL MANOUAR Mohamed Traumatologie-Orthopédie
7. Pr. HAMANI Ahmed* Cardiologie

8. Pr. MAAZOUZI Ahmed Wajih Chirurgie Cardio-Vasculaire
9. Pr. SBIHI Ahmed Anesthésie ~-Réanimation
10.  Pr. TAOBANE Hamid* Chirurgie Thoracique



Mai et Novembre 1982

11.  Pr. ABROUQ Ali* Oto-Rhino-Laryngologie

12.  Pr. BENOMAR M’hammed Chirurgie-Cardio-Vasculaire

13.  Pr. BENSOUDA Mohamed Anatomie

14. Pr. BENOSMAN Abdellatif Chirurgie Thoracique

15.  Pr. LAHBABI ép. AMRANI Naima Physiologie

Novembre 1983

16.  Pr. ALAOUI TAHIRI Kébir* Pneumo-phtisiologie

17.  Pr. BALAFRE] Amina Pédiatrie

18.  Pr. BELLAKHDAR Fouad Neurochirurgie

19.  Pr. HAJJAJ ép. HASSOUNI Najia Rhumatologie

20.  Pr. SRAIRI Jamal-Eddine Cardiologie

Décembre 1984

21.  Pr. BOUCETTA Mohamed* Neurochirurgie

22.  Pr. EL GUEDDARI Brahim El Khalil Radiothérapie

23.  Pr. MAAOUNI Abdelaziz Médecine Interne

24.  Pr. MAAZOUZI Ahmed Wajdi Anesthésie -Réanimation
25.  Pr. NAJI M'Barek * Immuno-Hématologie
26.  Pr. SETTAF Abdellatif Chirurgie

Novembre et Décembre 1985

27.  Pr. BENJELLOUN Halima Cardiologie

28.  Pr. BENSAID Younes Pathologie Chirurgicale
29.  Pr. EL ALAQOUI Faris Moulay El Mostafa Neurologie

30. Pr. IHRAI Hssain* Stomatologie et Chirurgie Maxillo-Faciale
31.  Pr. IRAQI Ghali Pneumo-phtisiologie

32. Pr. KZADRI Mohamed Oto-Rhino-laryngologie
Janvier, Février et Décembre 1987

33.  Pr. AJANA Ali Radiologie

34. Pr. AMMAR Fanid Pathologie Chirurgicale
35.  Pr. CHAHED OUAZZANI Houria ép. TAOBANE Gastro-Entérologie

36. Pr. EL FASSY FIHRI Mohamed Taoufiq Pneumo-phtisiologie

37. Pr. EL HAITEM Naima Cardiologie

38. Pr. EL MANSOURI Abdellah* Chimie-Toxicologie Expertise
39. Pr. EL YAACOUBI Moradh Traumatologie Orthopédie
40.  Pr. ESSAID EL FEYDI Abdellah Gastro-Entérologie

41. Pr. LACHKAR Hassan Médecine Interne

42.  Pr. OHAYON Victor* Médecine Interne

43.  Pr. YAHYAOUI Mohamed Neurologie

44.  Décembre 1988
45.  Pr. BENHAMAMOUCH Mohamed Najib Chirurgie Pédiatrique
46.  Pr. DAFIRI Rachida Radiologie



47.  Pr. FAIK Mohamed
48. Pr. HERMAS Mohamed
49.  Pr. TOLOUNE Farida*

Urologie
Traumatologie Orthopédie
Médecine Interne

Décembre 1989 Janvier et Novembre 1990

50.  Pr. ADNAOUI Mohamed Médecine Interne

51. Pr. AOUNI Mohamed Médecine Interne

52. Pr. BENAMEUR Mohamed* Radiologie

53.  Pr. BOUKILI MAKHOUKHI Abdelali Cardiologie

54.  Pr. CHAD Bouziane Pathologie Chirurgicale
55.  Pr. CHKOFF Rachid Pathologie Chirurgicale
56. Pr. FARCHADO Fouzia ép.BENABDELLAH Pédiatrique

57. Pr. HACHIM Mohammed* Médecine-Interne

58. Pr. HACHIMI Mohamed Urologie

59. Pr. KHARBACH Aicha Gynécologie -Obstétrique
60. Pr. MANSOURI Fatima Anatomie-Pathologique
61. Pr. OUAZZANI Taibi Mohamed Réda Neurologie

62. Pr. SEDRATI Omar* Dermatologie

63.  Pr. TAZI Saoud Anas Anesthésie Réanimation

Février Avril Juillet et Décembre 1991

64. Pr. AL HAMANY Zaitounia Anatomie-Pathologique
65. Pr. ATMANI Mohamed* Anesthésie Réanimation
66. Pr. AZZOUZI Abderrahim Anesthésie Réanimation
67. Pr. BAYAHIA Rabéa ép. HASSAM Néphrologie

68. Pr. BELKOUCHI Abdelkader Chirurgie Générale

69. Pr. BENABDELLAH Chahrazad Hématologie

70.  Pr. BENCHEKROUN BELABBES Abdellatif Chirurgie Générale

71.  Pr. BENSOUDA Yahia Pharmacie galénique

72.  Pr. BERRAHO Amina Ophtalmologie

73.  Pr. BEZZAD Rachid Gynécologie Obstétrique
74.  Pr. CHABRAOUI Layachi Biochimie et Chimie

75.  Pr. CHANA El Houssaine* Ophtalmologie

76. Pr. CHERRAH Yahia Pharmacologie

77.  Pr. CHOKAIRI Omar Histologie Embryologie
78.  Pr. FAJRI Ahmed* Psychiatrie

79. Pr.JANATI Idrissi Mohamed* Chirurgie Générale

80. Pr. KHATTAB Mohamed Pédiatrie

81.  Pr. NEJMI Maati Anesthésie-Réanimation
82. Pr. OUAALINE Mohammed* Médecine Préventive, Santé Publique et Hygiéne
83.  Pr. SOULAYMANI Rachida ép.BENCHEIKH Pharmacologie

84. Pr. TAOUFIK Jamal Chimie thérapeutique
85. _Décembre 1992

86. Pr. AHALLAT Mohamed Chirurgie Générale

87. Pr. BENOUDA Amina Microbiologie

88.

Pr. BENSOUDA Adil

Anesthésie Réanimation



89.
90.
91.
92.
93.
94.
95.
96.
97.
98.
99.

Pr
Pr
Pr
Pr
Pr
Pr
Pr
Pr
Pr
Pr
Pr

. BOUJIDA Mohamed Najib

. CHAHED OUAZZANI Laaziza
. CHRAIBI Chafiq

. DAOUDI Rajae

. DEHAYNI Mohamed*

. EL HADDOURY Mohamed

. EL OUAHABI Abdessamad

. FELLAT Rokaya

. GHAFIR Driss*

. JIDDANE Mohamed

. OUAZZANI TAIBI Med Charaf Eddine

100. Pr. TAGHY Ahmed

101.

Pr

. ZOUHDI Mimoun

Mars 1994

102.
103.
104.
105.
106.
107.
108.
109.
110.
111.
112.
113.
114.
115.
116.
117.
118.
119.
120.
121.
122.
123.
124.
125.
126.
127.
128.

Pr
Pr

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

Pr
Pr

. AGNAOU Lahcen

. AL BAROUDI Saad
BENCHERIFA Fatiha
BENJAAFAR Noureddine
BENJELLOUN Samir

BEN RAIS Nozha

CAOUI Malika

CHRAIBI Abdelmjid

EL AMRANI Sabah ép. AHALLAT
EL AOUAD Rajae

EL BARDOUNI Ahmed

EL HASSANI My Rachid

EL IDRISSI LAMGHARI Abdennaceur
EL KIRAT Abdelmajid*
ERROUGANI Abdelkader
ESSAKALI Malika

ETTAYEBI Fouad

HADRI Larbi*

HASSAM Badredine

IFRINE Lahssan

JELTHI Ahmed

MAHFOUD Mustapha
MOUDENE Ahmed*
OULBACHA Said

RHRAB Brahim

. SENOUCI Karima ¢p. BELKHADIR
. SLAOUI Anas

Mars 1994
129. Pr. ABBAR Mohamed*
130. Pr. ABDELHAK M’barek

131.

Pr

. BELAIDI Halima

Radiologie
Gastro-Entérologie
Gynécologie Obstétrique
Ophtalmologie
Gynécologie Obstétrique
Anesthésie Réanimation
Neurochirurgie
Cardiologie

Médecine Interne
Anatomie

Gynécologie Obstétrique
Chirurgie Générale
Microbiologie

Ophtalmologie

Chirurgie Générale
Ophtalmologie
Radiothérapie

Chirurgie Générale
Biophysique

Biophysique

Endocrinologie et Maladies Métaboliques
Gynécologie Obstétrique
Immunologie
Traumato-Orthopédie
Radiologie

Meédecine Interne

Chirurgie Cardio- Vasculaire
Chirurgie Générale
Immunologie

Chirurgie Pédiatrique
Meédecine Interne
Dermatologie

Chirurgie Générale
Anatomie Pathologique
Traumatologie - Orthopédie
Traumatologie- Orthopédie
Chirurgie Générale
Gynécologie -Obstétrique
Dermatologie

Chirurgie Cardio-Vasculaire

Urologie
Chirurgie - Pédiatrique
Neurologie



132.
133.
134.
135.
136.
137.
138.
139.
140.
141.
142.

Pr
Pr
Pr
Pr
Pr
Pr
Pr
Pr
Pr
Pr
Pr

. BRAHMI Rida Slimane

. BENTAHILA Abdelali

. BENYAHIA Mohammed Ali
. BERRADA Mohamed Saleh
. CHAMI Ilham

. CHERKAOQUI Lalla Ouafae
. EL ABBADI Najia

. HANINE Ahmed*

. JALIL Abdelouahed

. LAKHDAR Amina

. MOUANE Nezha

Mars 1995

143.
144.
145.
146.
147.
148.
149.
150.
151.
152.
153.
154.
155.
156.
157.
158.
159.
160.
161.
162.
163.

Pr
Pr

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

. ABOUQUAL Redouane

. AMRAOUI Mohamed
BAIDADA Abdelaziz
BARGACH Samir
BEDDOUCHE Amograne*
BENAZZOUZ Mustapha
CHAARI Jilali*

DIMOU M’barek*

EL MESNAOUI Abbes
ESSAKALI HOUSSYNI Leila
FERHATI Driss

HASSOUNI Fadil

HDA Abdelhamid*

IBEN ATTYA ANDALOUSSI Ahmed
IBRAHIMY Wafaa

MANSOURI Aziz
OUAZZANI CHAHDI Bahia
RZIN Abdelkader*

SEFIANI Abdelaziz
ZEGGWAGH Amine Ali

Décembre 1996

164.
165.
166.
167.
168.
169.
170.
171.
172.
173.
174.

Pr
Pr
Pr
Pr
Pr
Pr
Pr
Pr
Pr
Pr
Pr

. AMIL Touriya*

. BELKACEM Rachid

. BELMAHI Amin

. BOULANOUAR Abdelkrim

. EL ALAMI EL FARICHA EL Hassan
. EL MELLOUKI Quafae*

. GAOUZI Ahmed

. MAHFOUDI M’barek*

. MOHAMMADINE EL Hamid
. MOHAMMADI Mohamed

. MOULINE Soumaya

DRISSI KAMILI Mohammed Nordine*

Gynécologie Obstétrique
Pédiatrie

Gynécologie - Obstétrique
Traumatologie - Orthopédie
Radiologie

Ophtalmologie
Neurochirurgie

Radiologie

Chirurgie Générale
Gynécologie Obstétrique
Pédiatrie

Réanimation Médicale
Chirurgie Générale
Gynécologie Obstétrique
Gynécologie Obstétrique
Urologie
Gastro-Entérologie
Médecine Interne
Anesthésie Réanimation
Anesthésie Réanimation
Chirurgie Générale
Oto-Rhino-Laryngologie
Gynécologie Obstétrique

Meédecine Préventive, Santé Publique et Hygiéne

Cardiologie
Urologie
Ophtalmologie
Radiothérapie
Ophtalmologie

Stomatologie et Chirurgie Maxillo-faciale

Génétique
Réanimation Médicale

Radiologie
Chirurgie Pédiatrie

Chirurgie réparatrice et plastique

Ophtalmologie
Chirurgie Générale
Parasitologie
Pédiatrie

Radiologie
Chirurgie Générale
Médecine Interne
Pneumo-phtisiologie



175. Pr. OUADGHIRI Mohamed
176. Pr. OUZEDDOUN Naima
177. Pr. ZBIR EL Mehdi*

Novembre 1997

178. Pr. ALAMI Mohamed Hassan
179. Pr. BEN AMAR Abdesselem
180. Pr. BEN SLIMANE Lounis
181. Pr. BIROUK Nazha

182. Pr. BOULAICH Mohamed
183. Pr. CHAOUIR Souad*

184. Pr. DERRAZ Said

185. Pr. ERREIMI Naima

186. Pr. FELLAT Nadia

187. Pr. GUEDDARI Fatima Zohra
188. Pr. HAIMEUR Charki*

189. Pr. KANOUNI NAWAL

190. Pr. KOUTANI Abdellatif
191. Pr. LAHLOU Mohamed Khalid
192. Pr. MAHRAOUI CHAFIQ
193. Pr. NAZI M’barek*

194. Pr. OUAHABI Hamid*

195. Pr. SAFI Lahcen®

196. Pr. TAOUFIQ Jallal

197. Pr. YOUSFI MALKI Mounia

Novembre 1998

198. Pr. AFIFI RAJAA

199. Pr. AIT BENASSER MOULAY Ali*
200. Pr. ALOUANE Mohammed*

201. Pr. BENOMAR ALI

202. Pr. BOUGTAB Abdesslam

203. Pr. ER RIHANI Hassan

204. Pr. EZZAITOUNI Fatima

205. Pr. KABBAJ] Najat

206. Pr. LAZRAK Khalid (M)

Novembre 1998

207. Pr. BENKIRANE Majid*
208. Pr. KHATOURI ALI*
209. Pr. LABRAIMI Ahmed*

Janvier 2000
210. Pr. ABID Ahmed*

211. Pr. AIT OUMAR Hassan
212. Pr. BENCHERIF My Zahid

Traumatologie-Orthopédie
Néphrologie
Cardiologie

Gynécologie-Obstétrique
Chirurgie Générale
Urologie

Neurologie

O.RL.

Radiologie
Neurochirurgie
Pédiatrie

Cardiologie

Radiologie

Anesthésie Réanimation
Physiologie

Urologie

Chirurgie Générale
Pédiatrie

Cardiologie

Neurologie

Anesthésie Réanimation
Psychiatrie

Gynécologie Obstétrique

Gastro-Entérologie
Pneumo-phtisiologie
Oto-Rhino-Laryngologie
Neurologie

Chirurgie Générale
Oncologie Médicale
Néphrologie

Radiologie

Traumatologie Orthopédie

Hématologie
Cardiologie
Anatomie Pathologique

Pneumophtisiologie
Pédiatrie
Ophtalmologie



213.
214.
215.
216.
217.
218.
219.
220.
221.
222.
223.
224.
225.
226.
2217.
228.

Pr. BENJELLOUN DAKHAMA Badr.Sououd
Pr. BOURKADI Jamal-Eddine

Pr. CHAOQUI Zineb

Pr. CHARIF CHEFCHAQOUNI Al Montacer
Pr. ECHARRAB EI Mahjoub

Pr. EL FTOUH Mustapha

Pr. EL MOSTARCHID Brahim*

Pr. EL OTMANYAzzedine

Pr. GHANNAM Rachid

Pr. HAMMANI Lahcen

Pr. ISMAILI Mohamed Hatim

Pr. ISMAILI Hassane*

Pr. KRAMI Hayat Ennoufouss

Pr. MAHMOUDI Abdelkrim*

Pr. TACHINANTE Rajae

Pr. TAZI MEZALEK Zoubida

Novembre 2000

229.
230.
231.
232.
233.
234.
235.
236.
237.
238.
239.
240.
241.
2412.
243.
244.
245.
246.
247.
248.

Pr. AIDI Saadia

Pr. AIT OURHROUI Mohamed
Pr. AJANA Fatima Zohra

Pr. BENAMR Said

Pr. BENCHEKROUN Nabiha

Pr. CHERTI Mohammed

Pr. ECH-CHERIF EL KETTANI Selma
Pr. EL HASSANI Amine

Pr. EL IDGHIRI Hassan

Pr. EL KHADER Khalid

Pr. EL MAGHRAOUI Abdellah*
Pr. GHARBI Mohamed El Hassan
Pr. HSSAIDA Rachid*

Pr. LACHKAR Azzouz

Pr. LAHLOU Abdou

Pr. MAFTAH Mohamed*

Pr. MAHASSINI Najat

Pr. MDAGHRI ALAOUI Asmae
Pr. NASSIH Mohamed*

Pr. ROUIMI Abdelhadi

Décembre 2001

249.
250.
251.
252.
253.
254.
255.

Pr. ABABOU Adil

Pr. AOUAD Aicha

Pr. BALKHI Hicham*

Pr. BELMEKKI Mohammed
Pr. BENABDELJLIL Maria
Pr. BENAMAR Loubna

Pr. BENAMOR Jouda

Pédiatrie
Pneumo-phtisiologie
Ophtalmologie
Chirurgie Générale
Chirurgie Générale
Pneumo-phtisiologie
Neurochirurgie
Chirurgie Générale
Cardiologie
Radiologie
Anesthésie-Réanimation

Traumatologie Orthopédie

Gastro-Entérologie
Anesthésie-Réanimation
Anesthésie-Réanimation
Meé¢édecine Interne

Neurologie
Dermatologie
Gastro-Entérologie
Chirurgie Générale
Ophtalmologie
Cardiologie
Anesthésie-Réanimation
Pédiatrie
Oto-Rhino-Laryngologie
Urologie

Rhumatologie

Endocrinologie et Maladies Métaboliques

Anesthésie-Réanimation
Urologie

Traumatologie Orthopédie

Neurochirurgie
Anatomie Pathologique
Pédiatrie

Stomatologie Et Chirurgie Maxillo-Faciale

Neurologie

Anesthésie-Réanimation
Cardiologie
Anesthésie-Réanimation
Ophtalmologie
Neurologie

Néphrologie
Pneumo-phtisiologie



256.
257.
258.
259.
260.
261.
262.
263.
264.
265.
266.
267.
268.
269.
270.
271.
2712.
273.
274.
275.
276.
277.
278.
279.
280.
281.
282.
283.
284.
285.
286.
2817.
288.
289.
290.
291.
292.
293.
294.

Pr. BENELBARHDADI Imane
Pr. BENNANI Rajae

Pr. BENOUACHANE Thami
Pr. BENYOUSSEF Khalil

Pr. BERRADA Rachid

Pr. BEZZA Ahmed*

Pr. BOUCHIKHI IDRISSI Med Larbi
Pr. BOUHOUCH Rachida

Pr. BOUMDIN EI Hassane*
Pr. CHAT Latifa

Pr. CHELLAOUI Mounia

Pr. DAALI Mustapha*

Pr. DRISSI Sidi Mourad*

Pr. EL HAJOUI Ghziel Samira
Pr. EL HIJRI Ahmed

Pr. EL MAAQILI Moulay Rachid
Pr. EL MADHI Tarik

Pr. EL MOUSSAIF Hamid

Pr. EL OUNANI Mohamed
Pr. EL QUESSAR Abdeljlil

Pr. ETTAIR Said

Pr. GAZZAZ Miloudi*

Pr. GOURINDA Hassan

Pr. HRORA Abdelmalek

Pr. KABBA] Saad

Pr. KABIRI EL Hassane*

Pr. LAMRANI Moulay Omar
Pr. LEKEHAL Brahim

Pr. MAHASSIN Fattouma*

Pr. MEDARHRI Jalil

Pr. MIKDAME Mohammed*
Pr. MOHSINE Raouf

Pr. NABIL Samira

Pr. NOUINI Yassine

Pr. OUALIM Zouhir*

Pr. SABBAH Farid

Pr. SEFIANI Yasser

Pr. TAOUFIQ BENCHEKROUN Soumia
Pr. TAZI MOUKHA Karim

Décembre 2002

295.
296.
2917.
298.
299.
300.

Pr. AL BOUZIDI Abderrahmane*
Pr. AMEUR Ahmed *

Pr. AMRI Rachida

Pr. AOURARH Aziz*

Pr. BAMOU Youssef *

Pr. BELMEJDOUB Ghizlene*

Gastro-Entérologie
Cardiologie

Pédiatrie

Dermatologie
Gynécologie Obstétrique
Rhumatologie

Anatomie

Cardiologie

Radiologie

Radiologie

Radiologie

Chirurgie Générale
Radiologie

Gynécologie Obstétrique
Anesthésie-Réanimation
Neuro-Chirurgie
Chirurgie-Pédiatrique
Ophtalmologie
Chirurgie Générale
Radiologie

Pédiatrie
Neuro-Chirurgie
Chirurgie-Pédiatrique
Chirurgie Générale
Anesthésie-Réanimation
Chirurgie Thoracique
Traumatologie Orthopédie
Chirurgie Vasculaire Périphérique
Meédecine Interne
Chirurgie Générale
Hématologie Clinique
Chirurgie Générale
Gynécologie Obstétrique
Urologie

Néphrologie

Chirurgie Générale
Chirurgie Vasculaire Périphérique
Pédiatrie

Urologie

Anatomie Pathologique

Urologie

Cardiologie

Gastro-Entérologie

Biochimie-Chimie

Endocrinologie et Maladies Métaboliques



301.
302.
303.
304.
305.
306.
307.
308.
309.
310.
311
312.
313.
314.
315.
316.
317.
318.
319.
320.
321.
322.
323.
324.
325.
326.
3217.
328.
329.
330.
331.
332.
333.
334.
335.

Pr. BENBOUAZZA Karima

Pr. BENZEKRI Laila

Pr. BENZZOUBEIR Nadia*

Pr. BERNOUSSI Zakiya

Pr. BICHRA Mohamed Zakariya
Pr. CHOHO Abdelkrim *

Pr. CHKIRATE Bouchra

Pr. EL ALAMI EL FELLOUS Sidi Zouhair
Pr. EL AL] Haj Ahmed

Pr. EL BARNOUSSI Leila

Pr. EL HAOURI Mohamed *

Pr. EL MANSARI Omar*

Pr. ES-SSADEL Abdelhamid

Pr. FILALI ADIB Abdelhai

Pr. HADDOUR Leila

Pr. HAJJI Zakia

Pr. IKEN Ali

Pr. ISMAEL Farid

Pr. JAAFAR Abdeloihab*

Pr. KRIOULE Yamina

Pr. LAGHMARI Mina

Pr. MABROUK Hfid*

Pr. MOUSSAOUI RAHALI Driss*
Pr. MOUSTAGHFIR Abdelhamid*
Pr. MOUSTAINE My Rachid

Pr. NAITLHO Abdelhamid*

Pr. OUJILAL Abdelilah

Pr. RACHID Khalid *

Pr. RAISS Mohamed

Pr. RGUIBI IDRISSI Sidi Mustapha*
Pr. RHOU Hakima

Pr. SIAH Samir *

Pr. THIMOU Amal

Pr. ZENTAR Aziz*

Pr. ZRARA Ibtisam*

PROFESSEURS AGREGES :

Janvier 2004

336.
337.
338.
339.
340.
341.
342.
343.

Pr. ABDELLAH El Hassan

Pr. AMRANI Mariam

Pr. BENBOUZID Mohammed Anas
Pr. BENKIRANE Ahmed*

Pr. BENRAMDANE Larbi*

Pr. BOUGHALEM Mohamed*

Pr. BOULAADAS Malik

Pr. BOURAZZA Ahmed*

Rhumatologie
Dermatologie
Gastro-Entérologie
Anatomie Pathologique
Psychiatrie

Chirurgie Générale
Pédiatrie

Chirurgie Pédiatrique
Urologie

Gynécologie Obstétrique
Dermatologie

Chirurgie Générale
Chirurgie Générale
Gynécologie Obstétrique
Cardiologie
Ophtalmologie

Urologie

Traumatologie Orthopédie
Traumatologie Orthopédie
Pédiatrie

Ophtalmologie
Traumatologie Orthopédie
Gynécologie Obstétrique
Cardiologie
Traumatologie Orthopédie
Meédecine Interne
Oto-Rhino-Laryngologie
Traumatologie Orthopédie
Chirurgie Générale
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l. Introduction

Les hémoglobines instables sont des anomalies génétiques de 1’hémoglobine,
et constituent un groupe de variants rares de I'némoglobine anormale
caractérisées par un défaut de stabilité. Certaines d'entre eux sont tellement
instables qu'ils entrainent I'apparition d'une anémie hémolytique chez les sujets

hétérozygotes.

Les hémoglobines instables sont généralement synthétisées a un taux normal
mais leur structure anormale conduit a leur destruction, principalement dans la
moelle osseuse. L'hémoglobine résultante est toujours présente dans les globules
rouges peériphérigues bien gu'en quantités réduites. Une augmentation de la
flexibilitt ou des distorsions de la molécule d'hémoglobine peut étre
responsables de la formation de méthémoglobines et plus souvent encore de la
dénaturation et la précipitation de I'hémoglobine dans les globules rouges

entrainant une hémolyse.

Les objectifs recherchés a travers ce travail sont notamment de :

e Reéaliser une revue des connaissances du domaine des hémoglobines
humaine normales.

e Rapporter les principaux aspects physiopathologiques moléculaires,
diagnostics et thérapeutiques des hémoglobines instables décrites dans la

littérature scientifique en soulignant I'intérét du diagnostic génotypique.



I1. Historique

Le terme d’« hémoglobine instable » a ¢ét¢ employ€ initialement pour
désigner un groupe d’anémies hémolytiques dues a I’instabilité moléculaire
d’une hémoglobine mutée ayant tendance a la dénaturation et formation de corps
amorphes ou corps de Heinz a l’intéricur du globule rouge. Ces inclusions
diminuent la survie des globules rouges en produisant une hémolyse d’intensité
variable, généralement appelée anemie hémolytique a corps de Heinz (CHBHA :
congenital Heinz body hemolytic anemia). Le premier cas d’anémie
hémolytique due a une hémoglobine instable a été decrit en 1952 par Cathie (1).
Il s’agissait d’un enfant de 10 mois présentant une anémie, un ictére et une
pigmenturie. La splénectomie n’avait pas apporté d’ameélioration mais permis de
mettre en évidence des corps de Heinz intra-érythrocytaires en 1962 par Grimes.
Apres ce cas princeps dii a une hémoglobine Bristol (67 [E11] Val — Asp),
plusieurs cas ont été signalés dans la littérature mondiale. Les techniques
classiques de mise en évidence des mutants n’étaient pas contributives (2), en
revanche, des tests de stabilité a la chaleur ont permis de démontrer que
contrairement aux hémolysats d’individus indemnes, ceux des patients
précipitaient apres incubation a 50 °C (3; 4). L’hémoglobine Kéln, dont la
chaine béta présente en position 98 une méthionine en lieu et place d’une valine
(B98 [FGS] Val — Met), fut la premiére hémoglobine instable structurellement
identifiée en 1966 par Carrel (5). Elle fut d’abord décrite chez des Européens et
devient le prototype des hémoglobines instables la plus fréquemment décrite. A
I’heure actuelle, plus de 100 mutants instables cliniqguement significatifs ont été

décrits.
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I. Rappels sur les hémoglobines humaines normales

A. Structure des hémoglobines humaines

1. Composition de la molécule d’hémoglobine

Les hémoglobines humaines sont des protéines tétrameériques, constituées de
quatre sous-unités polypeptidiques identiques deux a deux : deux polypeptides
ou globines alpha et deux globines non-alpha (béta pour 1’hémoglobine adulte
A, gamma pour I’hémoglobine feetale et delta pour I’hémoglobine A,) unies par
des liaisons non covalentes. Chaque chaine de globine possede un groupe
prosthétique, I’héme, constitué d’une protoporphyrine IX et d’un atome de fer

divalent qui fixe I’oxygene (figure 1) (7).

Chaine B4 Chaine o

Héme

Heme

Chaine o4 Chaine B

Les 4 chaines (globines) formant la molecule
d’hemoglobine

Figure 1 : Structure tridimensionnelle de la molécule d’hémoglobine adulte



Le contact entre les chaines de globine, au niveau de la cavité centrale, est
établi par I’intermédiaire d’une molécule de 2,3-diphosphoglycérate (2,3-DPG)

qui stabilise la configuration désoxygénée (figure 2).

Globine
F_ S N

‘ﬁ"ﬂ f '{'—"\
/"‘_'
LLa;sl;Jn o m\fﬁ:z “,_Em / Héme
— ——

B a
']
Liaison af o

Figure 2 : Schéma de la molécule d’hémoglobine adulte A.



2. Anatomie d’une sous-unité de globine
a. Structure primaire
I1 s’agit d’une chaine polypeptidique, elle varie au cours du développement et

détermine le type de I’hémoglobine.

La chaine a apparait tres tot dans la vie embryonnaire. Elle est la méme pour

toutes les hémoglobines apres les premicres étapes de I’embryogenése.

Les chaines non a varient entre I’hémoglobine fcetale (a; y2), I’hémoglobine

adulte majeure A (ay B,) et I’hémoglobine adulte mineure A; (o, 8,) (7).

Chaque chaine polypeptidique forme dans sa structure primaire un long ruban

d’acides aminés (figure 3). (Pour le codage des acides aminés voir figure 4).

A coté de la chaine a, composée de 141 aa, les chaines non a sont constituées

de 146 aa et ont beaucoup de similitudes :

La chaine 0 ne différe que par 10 aa de la chaine 3 ;
La chaine y ne différe que par 39 aa de la chaine f3 ;

La chaine y contient de 1’isoleucine a I’inverse de la chaine 3 ;

YV V VY VY

Les genes y sont dupliqués et codent, I’'un pour la Glycine 136
et I’autre pour 1’Alanine 136 ;

» On remarque en plus un polymorphisme assez fréquent lié a la
substitution de la Thréonine par I’isoleucine en position 75 de la

chaine .



Chaine o: V-L-S-P-A-D-K-T-N-V-K-A-A-W-G-K-V-G-A-H-A-G-E-Y-G-A
E-A-L-E-R-M-F-L-S-F-P-T-T-K-T-Y-F-P-H-F-D-L-S-H-G-5-A-Q-V-K-G-H-
G-K-K-V-A-D-A-L-T-N-A-V-A-H-F-D-O-M-P-N-A-L-S-A-L-S-D-L-H-A-H-
K-L-R-V-D-P-V-N-F-K-L-L-S-H-C-L-L-V-T-L-A-A-H-L-P-A-E-F-T-P-A-V-
H-A-S-L-D-K-F-L-A-S-V-S-T-V-L-T-S-K-Y-R

Chaine B : V-H-L-T-P-E-E-K-S-A-V-T-A-L-W-G-K-V-N-V-D-E-V-G-G-E-A
L-G-R-L-L-V-V-Y-P-W-T-Q-R-F-F-E-S-F-G-D-L-S-T-P-D-A-V-M-G-N-P-K-
V-K-A-H-G-K-K-V-L-G-A-F-S-D-G-L-A-H-L-D-N-L-K-G-T-F-A-T-L-S-E-L-
H-C-D-K-L-H-V-D-P-E-N-F-R-L-L-G-N-V-L-V-C-V-L-A-H-H-F-G-K-E-F-T-
P-P-V-Q-A-A-Y-Q-K-V-V-A-G-V-A-N-A-L-A-H-K-Y-H

Figure 3 : Séquence primaire en acides aminés des chaines o et § de globine.
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Figure 4 : Les différents acides aminés et leurs codes



b. Structure secondaire (8)

La structure secondaire résulte de 1’enroulement en spirale sur elle-méme de
la structure primaire pour réaliser une structure hélicoidale. Chez I’Homme,
dans chaque sous-unité d’Hb, o (ou B), on distingue, en allant de 1’extrémité N-
terminale vers I’extrémité C-terminale, sept (ou huit) segments hélicoidaux en
forme d’hélices droites, désignés par une lettre de A a H, et des zones inter-
hélicoidales portant le nom des deux hélices qui leur sont adjacentes et

comportant parfois des coudes (Figure 5).

Hélice C

Hélice F

AAn
Helice H

Hélice B .
Hélice E

AAl

Helice G

Hélice A

Coude GH
* Les premier et dernier acides aminés de la mol écule sont notés A41 et A2n.
* GH désigne |e coude entre les hélices G et H

Figure 5 : Schéma de la structure secondaire en hélices de la sous unité de
beta globine.



A Pintérieur de chacun de ces segments, les résidus sont numérotés d’aprés
leur position (Figure 6). Ainsi, le 8™ résidu de ’hélice F (F8) est toujours une
Histidine liée au fer de ’héme.
8éme

Les résidus, His F8 pour la position sur I’hélice F de la chaine de

globine ou I’His E7 pour la 7 eme position de I’hélice E ont une méme fonction

quelque soit la chaine de globine.

Chaine alpha : 141 acides aminés

A B L E F s H
B Em——mm

1 M8 20735 3642 SXT1 BOVRR 4112 118138 141

Chaine béta @ 146 acides amards

A i3 C ¥ = F (i H
T T T T . e T

I 48 1934 3541 SO56 5776 Ramy w1y 1237143 146

Hélice
—

4 1% numéros d'ordre des acides amingés

Figure 6 : Schéma de la structure en hélices des chaines de globine humaine

avec les numéros d’ordre des acides aminés correspondants.
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c. Structure tertiaire

Les sept (ou huit) hélices, repliées sur elles-mémes, realisent une structure
globulaire compacte avec, pres de la surface, une poche hydrophobe ou est
enfouie la molécule d’héme (Figure 7). La surface externe de la sous-unité est
tapissée par les chaines latérales de résidus hydrophiles facilitant les interactions
avec le milieu aqueux ambiant. Les régions internes sont au contraire
essentiellement occupées par des résidus hydrophobes, qui, en échangeant entre
eux un trés grand nombre de liaisons de faible énergie, stabilisent 1’édifice
moléculaire. La cavité ou est enfouie la molécule d’héme a la forme d’un V dont
I’ouverture est partiellement occupée par I’hélice C et le segment CD, le

plancher est forme par les hélices B, G et H, et les parois par les hélices E et F

(9).

L’héme échange une soixantaine de liaisons de faible énergie avec les

groupements latéraux des résidus qui I’entourent.

Dans les séquences d’acides aminés de ces chaines certaine position

apparaissent critiques pour la stabilité et la fonction de la molécule (Tableau 1).
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chaine polypeptidigue

heme

x \Hs;
TR/ KIS

NAZD

AR

Figure 7 : Schéma de la structure tertiaire d’une sous unité de
I’hémoglobine.
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Position critique

Commentaire

NH2 de B1 Val
et
N de I’'Imidazole de 43 His

Fixation au radical PO4 du 2,3 DPG

82 Lysine

Fixation au radical COOH- du 2,3 DPG

Aa C-terminal

Forme un pont salin dans Hb non liée

Méme résidus

Contact globine héme

Six ponts SH
al04,$93, p112

o104 et B112 manquent dans beaucoup d’Hb natives

His F8

Site proximal de liaison avec le fer de ’héme

His E7

Site distal a proximité de la liaison avec le fer

Val FG5, Leu FG3, His F8, Leu F7,
Leu H19, Leu F4

Coté proximal en contact avec I’héme

Phe CD4, His E7, Leu G8, Val E11,
Lys E10

Coté distal en contact avec ’héme

B Val E11

Liaison Van Der Waal’s avec la protoporphyrine 1X
de I’héme

Tableau 1 : Positions privilégiées des acide amineés ; résidus invariants
dans le tétramere d’Hb
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d. Structure quaternaire

Résulte de ’assemblage des chaines polypeptidiques ou monomeéres entre
elles pour former le tétramére de globine (figure 8).

Selon la théorie allostérique, formulée par Monod, Wyman et Changeux en
1965 (10), I’hémoglobine serait en équilibre, a chaque pression partielle en
oxygene, entre une forme de forte affinité, dite R pour «Relachée», et une forme
de faible affinité, dite T pour «Tendue». Le modele de Perutz a apporté un
support expéerimental a cette théorie en prouvant la réalité de ces deux états (11;
12).

Dans la structure tétramérique, les diméres sont disposés de facon a ce que la
sous-unité al soit au contact de la sous-unité 2 et a2 de B1. La disposition des
chaines est telle que des rapports trés intriqués existent entre chaines latérales de
résidus appartenant aux sous-unités non homologues. A I’inverse, il n’existe

qu’un trés petit nombre de contacts entre sous-unités identiques.

14



Dimezre
a2p2

Cavité centrale (liaison du 2,3 DPG)

Aire de contact a1f2

Dimere
alpl

Aire de contact

Figure 8 : Représentation de la structure quaternaire de téetrameére de

I’hémoglobine humaine adulte (Hb A).
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Dans le tétramére d’hémoglobine humaine adulte (Hb A), trois zones de

contact sont a distinguer (13) :

¢ Contacts entre sous-unités d’un méme dimére al1p1 ou a2p2 :

Cette zone relativement rigide impligue essentiellement les hélices G, C et H
ou 34 résidus et plus d’une centaine d’atomes interagissent. Lors de la transition
entre les configurations T et R, la structure spatiale de cette région n’est que peu
modifiée mais, selon certains travaux récents, elle jouerait cependant un réle non
négligeable (14). Il est admet en effet que lors de 1’oxygénation d’un tétrameére
désoxygéné, la premiere molécule d’oxygene se fixe sur une sous-unité a, cette
information serait ensuite transmise a la sous-unité p du méme dimére pour
donner une espéce intermédiaire ou les sous unités alPfl (ou a2B2) sont

oxygénées avant que ne s’effectue la transition T — R du tétrameére (15).

+ Contacts entre chaines non homologues de deux dimeres différents
(el p2 ou a2 B1) :

Cette zone de contact impligue essentiellement des résidus des hélices C, G
et du segment FG et comporte deux régions distinctes : la premiére appelée «
région charni¢re » concerne 1’angle a(FG) et 1’hélice BC, elle est centrée autour
de la liaison entre I’Asp a94 (G1) et le Trp B37(C3), pivot du mouvement de
rotation et de glissement de ces sous-unités lors de la transition T — R. La
deuxiéme région, dite de « commutation » (switch region), se situe autour de
I’Asp 99 (G1) qui, dans la structure T, est liée par une liaison hydrogene a la
Tyr 0a42(C7). Les résidus en contact ne sont pas les mémes dans 1’une ou dans
I’autre des configurations. Les principaux contacts qui stabilisent la structure T

sont visibles sur la (figure 9).
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Figure 9 : Liaisons stabilisant la structure contrainte (T) de I’Hémoglobine
adulte A.
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¢ Contacts entre chaines homologues :

Les deux chaines [ sont séparées par une interface appelée « cavité centrale »
qui est tapissée de résidus positivement chargés. Dans la forme T, une molécule
de 2,3 diphosphoglycérate (2,3 DPG) s’y inseére pour former un clamp
électrostatique entre les deux chaines B. Il a été montré par diffractions de
rayons X que sept liaisons ioniques s’établissent entre les groupements
négativement chargés du 2,3 DPG et les groupements positivement chargés de la
proteine. Ces liaisons impliquent les groupements NH2 terminaux des deux
chaines B (NA1), les deux His 2 (NA2), les deux His 143 (H21) et une des
Lys p82 (EF6) (figure 10). Dans les chaines y, une Ser, au lieu d’une His,
occupe la position 143 (H21), ce qui expliquerait une plus faible affinité du 2,3
DPG pour I’Hb F.

Dans la désoxyHb, des interactions électrostatiques faisant intervenir I’ion
Cl" s’établissent également entre 1’extrémité C-terminale d’une chaine o et

I’extrémité N-terminale de 1’autre.
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His 143

A1

His 2

Figure 10 : Résidus impliqués dans la fixation du 2,3 DPG sur la structure
désoxygénée de I’Hb A.
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3. La molécule d’héme

Par la nature et la disposition de ses groupements latéraux, la molécule
d’héme est définie comme une ferro-protoporphyrine de type IX. L’atome de fer
situé en son centre est sous forme réduite (Fe™) aussi bien dans I’hémoglobine
oxygénée (HbO,) et la carboxyhémoglobine (HbCO) que dans 1’hémoglobine

+++

désoxygénee (désoxyHb). La forme oxydée (Fe™ ) est impropre au transport de
I’oxygeéne ; elle est caractéristique de la méthémoglobine (métHb) (16). Dans
cette forme, I’atome de fer est 1i¢ sur sa face distale a un groupe hydroxyle. Les
hémichromes sont une autre forme d’oxydation ou le fer ferrique est directement
lié & un résidu de la face distale : cette structure est génératrice de radicaux
libres dangereux pour la membrane érythrocytaire, partiellement responsables
des complications hémolytiques observées chez les patients porteurs
d’hémoglobines instables ou thalassémiques. Dans 1I’HbO2, I’atome de fer
présente six liaisons de coordinence : quatre interviennent dans la structure de
I’héme, la cinquiéme amarre ’héme a la globine au niveau de I’His F8 (dite «
histidine proximale ») et la sixieme fixe la molécule d’oxygene entre 1’His E7
(dite « histidine distale ») et la Val E11 (17). Dans la désoxyHb, 1’atome de fer,
plus volumineux que dans 1’HbO,, est penta- coordonné. Ces différentes formes
de ligation sont représentées dans la (figure 11). Le modele stéréochimique de
Perutz place ces modifications de taille de I’atome de fer a 1’origine des
différences de la structure protéique qui accompagnent la fixation d’oxygene sur

la molécule d’hémoglobine.
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. ValEll
Désoxyhémoglobine

Méthémoglobine Hémichrome

Figure 11 : Structure de ’héme ; des ligands différents sont complexés au

fer dans les structures representées.
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B. Biosynthese de I’hémoglobine humaine

La biosynthése de 1’Hb nécessite un equipement nucléaire complet qui
n’existe que dans les précurseurs des hématies. L hématie humaine est en effet
une cellule anucléée, donc dépourvue de I’équipement informationnel et
enzymatique nécessaire a la synthése des protéines. L’hémoglobine contenue
dans les globules rouges a donc été synthétisée au cours des étapes de
I’érythropoiese qui ont conduit a la formation de ’hématie mature.

La biosynthese de I’Hb commence au stade de proérythroblaste et s’acheve a

celui de réticulocyte.

1. La synthese des chaines de globine

Elle s’effectue selon les mécanismes généraux de la syntheése protéique,
apres transcription de I’ADN en ARN messager et maturation de ce dernier, il va
subir une migration dans le cytoplasme ou il sera traduit en protéines par les
ribosomes. On y retrouve les trois étapes classiques, initiation, élongation et
terminaison, dans lesquelles interviennent de nombreux facteurs.

Elle est induite par I’héme, et donc le déficit en fer (donc en heme) entraine
I’arrét de sa synthése (18).

Un point important est la coordination de la biosynthése des divers types de
chaines permettant d’obtenir une production égale de sous unités alpha et non-
alpha. Il s’agit 1a d’un mécanisme complexe encore mal €¢lucidé. Le gene o, est
trois fois plus exprimé que le gene oy et il y a globalement un excés de
production de 40 % des ARNm alpha par rapport aux ARNm beta, mais la
vitesse de traduction en protéine de I’ARNm beta étant plus rapide que celle de

I’ARNm alpha, la synthese des deux sous unités est finalement équilibrée.
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a. Evolution ontogénique des hémoglobines humaines

Chez I’homme plusieurs hémoglobines se succédent au cours de 1a vie, et a
tout moment, il en existe plusieurs simultanément. Ces hémoglobines se
distinguent par la nature des sous-unités qui les constituent. Au cours de
I’évolution ontogénique, le profil des hémoglobines change deux fois. La
premiére de ces commutations (ou « switch ») coincide avec le passage de la vie

embryonnaire a la vie feetale, la seconde avec celui de la vie foetale a la vie

adulte (figure 12) (19).

i. Hémoglobines normales embryonnaires

Durant la vie embryonnaire, deux chaines de la famille a coexistent : {, qui
apparait la premiere, puis a. De méme, il existe deux chaines de type B : ¢,
spécifique a cette période initiale de la vie et les chaines y (ou feetales). Ces

diverses sous-unités permettent de réaliser les trois hémoglobines de 1’embryon,

I’Hb Gower 1 ({, &), I’'Hb Gower 2 (ay &) et I’Hb Portland ({,,) (20; 21).

ii. Hémoglobine normale feetale

L’hémoglobine feetale (Hb F) de structure a, vy, est le constituant principal de
la période feetale. Sa synthese débute des les stades précoces de la gestation et
s’éleve, entre les 8™ et 10°™ semaines, a un taux de 90 %. Peu avant la
naissance, entre les 32°™ et 36°™ semaines de gestation, les chaines y sont
progressivement remplacées par les chaines B de I’adulte (22). La sous-unité y
est elle-méme un mélange de deux espéces moléculaires trés voisines, produits
de deux génes distincts. Ces deux chaines, “y et ®y, ne différent que par la nature

du résidu en position 136, Alanine dans le premier cas, Glycine dans le second.
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Leur proportion relative évolue avec ’age : le type %y, qui représente environ 75
% de I’ensemble des chaines y a la naissance, n’en constitue plus que 30 % dans
les traces d’Hb F qui subsistent chez 1’adulte (23).

iii. Hémoglobines normales adultes
Normalement, six mois apres la naissance, le profil hémoglobinique de

’adulte est atteint (24). L’Hb A (ay B,) représente plus de 95 % de la totalité des
hémoglobines, il existe un constituant mineur, I’'Hb A2 (a, J,), exprimé a un
taux d’environ 2,5 % dont la synthese débute dans la période néonatale. L’Hb F,
quant a elle, n’existe plus qu’a I’état de traces inférieures a 1 %. Cette faible
quantité d’Hb F n’est pas due a une synthese repartie de facon homogéne dans
toutes les cellules, mais a une faible population d’hématies, appelées cellules F,
dans lesquelles conjointement a la synthése d’Hb A on observe celle d’Hb F.
Parallelement a cette modification de la nature des sous-unités de globine, il y a
un changement du lieu ou s’effectue 1’érythropoiese : sac vitellin dans la vie

embryonnaire, puis foie et rate dans la vie feetale et enfin moelle osseuse chez
I’adulte (25).
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b. Controle génique

i. Localisation et organisation des genes de globine

C’est par des techniques de fusion cellulaire et d’hybridation que la
localisation exacte des genes de globine a pu étre déterminée. Ces génes se
répartissent en deux familles (figure 13) :

- Famille des génes a situés sur le bras court du chromosome 16 (16p 13.3) (26).

- Famille des génes f situés sur le bras court du chromosome 11 (11p 15.5) (27).

Les séquences nucléotidiques des geénes de globine sont aujourd’hui bien
établies. Chacun des genes de globine comporte 3 zones codantes (ou exons)

séparees par 2 zones non codantes (introns ou 1VS).

Le complexe a, qui s'étend sur une distance de 30 kb, comprend de 5° a 3’:
le géne {;, codant pour une chaine présente uniquement au stade embryonnaire,
trois pseudogenes (y& , wa2 yal), et les deux génes a, et oy codant une chaine
polypeptidique identique a. En effet, ces deux geénes trés homologues posseédent
une séquence codante identique et ne différent I’un de ’autre que par deux
paires de bases (pb) et une insertion de 7 pb dans le second intron. Cette chaine
a est présente aussi bien au stade feetal qu’adulte. Le géne a, est plus exprimé
que le géne oy avec un rapport de 3/1. En aval du géne a4, se trouve le géne 0y,
récemment découvert et qui pourrait étre actif dans les tissus érythroides

primitifs de I’embryon. Celui-ci dériverait du géne ay par duplication (26).

Cinq génes fonctionnels et un seul pseudogeéne forment le complexe [

globine qui s’étend sur 50 kb. On retrouve de 5° a 3’ le géne embryonnaire &, les
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deux génes foetaux ®y et Yy, et les génes adultes & et B qui codent les chaines & et
B des hémoglobines A, et A respectivement (27).

En amont du gene embryonnaire de chaque locus, se trouve une région
régulatrice dont I’importance dans 1’expression des génes a été démontrée par de
nombreux travaux : § LCR (Locus Control Region), constituée de cing sites
hypersensibles a I’ADNasel (HS1— 5, numérotés de 3” en 5°), pour le locus 3
et HS 40 (Site Hypersensible a 40 Kb en amont de {) pour le locus a. Au niveau
des deux clusters a et B, tous les génes de globine sont disposés suivant I’ordre
dans lequel ils s’expriment au cours du développement ontogénique : 5° E—otp-0;

3’ et5 - Oy - "y—5-P 3’ (28).
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ii. Spécificité d’expression des génes de globine
Les génes de globine présentent une double spécificité d’expression :

tissulaire et du stade de développement (29).

e Spécificité tissulaire : Les genes de globine ne s’expriment que dans les

cellules et tissus strictement érythroides dont I’emplacement évolue en
fonction du développement ontogénique. Sac vitellin lors de la période
embryonnaire, foie et rate lors de la vie feetale et moelle osseuse au stade
adulte.

e Spécificité du stade de développement : puisque les genes sont activés

d’une fagon séquentielle au cours du développement ontogenique
résultant en une double commutation d’hémoglobine, observée d’abord
lors du passage de la vie embryonnaire a la vie feetale (hémoglobine
embryonnaire — hémoglobine feetale) puis de la vie feetale a la vie adulte

(hémoglobine feetale — hémoglobine adulte) chez I’ Homme (30).

Cette double spécificité de I’expression des genes de globine est le reflet de
multiples interactions entre les régions régulatrices (B LCR et HS 40) et les
régions promotrices des genes d’une part et les facteurs protéiques agissant en
trans d’autre part.

Il est important de souligner que durant toutes les étapes de 1’ontogenese,
les transcrits des genes des deux familles a et B globine sont produits dans les
mémes proportions, préservant ainsi une synthese équilibrée des chaines a et
non o. Le ou les mécanisme(s) moléculaire(s) a I’origine de cette coordination
d’expression de genes situés dans deux chromosomes différents n’a (ont) pas été

encore elucidé(s) (31).
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2. Biosynthése de I’héme (32; 33)

La synthése de I’héme s’effectue indépendamment de celle de la globine.
L’héme ne vient que secondairement s’accrocher aux chaines néo-synthétisées

pour réaliser la sous unité d’Hb.

L’heéme est fabriqué dans les mémes cellules que la globine, certaines étapes
de sa synthese sont localisé dans les mitochondries, d’autres dans le cytosol. La
premiére réaction qui conduit a la formation d’acide &-amino-levulinique
(ALA), se déroule a I'intérieur de la mitochondrie. Les réactions conduisant au
porphobilinogéne, a 1’uroporphyrinogéne et au coproporphyrinogene
s’effectuent dans le cytosol. Les réactions suivantes sont a nouveau
intramitochondriales, elles conduisent au protoporphyrinogene, a la
protoporphyrine et, finalement aprés incorporation d’un atome de fer, a I’héme.

Ces réactions sont schématisées dans la figure 14.

Le fer représente 0,34 % de la masse de I’hémoglobine, c’est au total 3
grammes de fer, soit 75 % de I’ensemble du capital martial de 1’organisme qui

sont ainsi stockeés dans I’hémoglobine circulante.

La régulation de la synthéese est assurée par le produit final : I’héme libre
exerce une retro inhibition de sa synthése lorsqu’il se trouve en exces par

rapport aux chaines de globine.
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31




C. Fonction de I’hémoglobine

Etant le composant principal du globule rouge, 1’hémoglobine affecte la
taille de la cellule, sa forme, sa déformabilité et sa fonction.
Grace a son fonctionnement allostérique, 1’hémoglobine a comme fonction

principale, le transport de 1’oxygéne des poumons vers les tissus et 1’élimination

du CO; (34).
1. Fixation de I’oxygéne par I’hémoglobine

L’Hb assure le transport de I’oxygeéne des poumons vers les tissus. Une
molécule d’oxygene se fixe par atome de fer et 1 gramme d’hémoglobine peut
transporter au maximum 1,34 millilitre (ml) d’oxygéne lorsque la saturation est

total, soit environ 20 ml d’oxygeéne pour 100 ml de sang.

L’oxygénation tissulaire ne peut €tre assurée que si le transporteur peut se
saturer en oxygene au niveau des poumons et le libérer efficacement dans le lit
capillaire ou sa pression partielle reste encore élevée. Ces exigences de la
fonction oxyphorique ont pu étre satisfaites par le fonctionnement allostérique
de la molécule d’Hb et I’effet régulateur de facteur physicochimiques

environnementaux (33).
a. Courbe de dissociation de I’oxyhémoglobine

L’efficacité du transport de 1’oxygeéne peut étre appreciée par la courbe
d’affinité¢ de I’hémoglobine pour I’oxygene a des pressions partielles variables

(figure 15).

Cette courbe est aisément déterminée en exploration physiologique dans une

cuve ou simultanément la pression en O, est mesurée par une électrode, et le
32



pourcentage relatif d’oxyhémoglobine et de désoxyhémoglobine par
spectrophotométrie. Cette courbe a une allure sigmoide en raison du caractére
allostérique de I’hémoglobine et de la coopérativité des globines dans la
cinétique de fixation de 1’oxygéne, la fixation d’une molécule d’oxygéne stimule

la fixation de molécules additionnelles (35).

Sur cette courbe on définit I’affinit¢ de I’hémoglobine pour 1’0, par la
pression de demi-saturation ou Psq (pression partielle en oxygene d’un mélange

contenant 50 % de formes oxygenées et 50 % de formes désoxygénées).
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b. Equation de Hill (36) :

En 1910, pour expliquer le phénoméne de coopérativité, Hill a émis
I’hypotheése d’une association réversible des sous-unités d’hémoglobine et a

proposé une équation pour décrire la courbe de dissociation de I’oxygeéne a partir

de la réaction de la liaison de 1I’oxygéne a I’hémoglobine : Hb + nO, — Hb(Oy)p

Equation de Hill :

HbO2

log =nlogpO, + Cte

1 — HbO2

Avec :

HbO, : fraction de I’hémoglobine saturée en O..

n : coefficient d’interaction ou coefficient de Hill ; sa valeur est de 2,3 a 3 dans

I’hémoglobine humaine.

A tres basse pression partielle de 1’0O, toutes les molécules d’hémoglobine
tendent vers la forme désoxygénée (T). A l’inverse, a trés haute pression

partielle toutes les molécules tendent vers la forme (R).
Aux deux extrémités de la courbe de dissociation il n’y a pas de coopération.

L’hypoxie crée des conditions métaboliques qui impliquent une livraison

active de I’0O, aux tissus.
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c. Effet Bohr (37)

En 1904, Bohr, Hasselbalch et Krogh ont montré que le CO, diminuait

I’affinité pour I’oxygene, action essentiellement due a I’abaissement du pH.

Dans les tissus, le CO2 libéré diffuse dans le plasma puis dans les globules
rouges. Sous I’action de 1’anhydrase carbonique, 1’acide carbonique se forme
selon la réaction : CO, + H,O — COs;H ™ + H*, et entraine une baisse du pH intra-
érythrocytaire. L’énorme quantité de bicarbonates formée retourne au plasma
sous I’action d’une protéine de la membrane érythrocytaire, 1’échangeur d’anion
¢rythrocytaire (ou bande 3). Dans les poumons, c’est la réaction inverse qui
s’effectue. L’effet Bohr se résume donc a un effet régulateur de la fonction

oxyphorique par le pH.

La pression partielle de 40 mmHg dans les tissus est suivie de 1’acidose du
microenvironnement. A 1’inverse, une pression partielle de 100 mmHg au

niveau pulmonaire sature I’hémoglobine en O,.

d. Role du 2, 3 Diphosphoglycerate (2,3 DPG)

Le « 2,3 DPG » est un phosphate organigue synthétisé dans le shunt de
Rapoport-Luebering situé en dérivation de la voie glycolytique d’Embden-
Meyerhof. Sa concentration intra-érythrocytaire est d’environ 5 mmol/l,

¢quivalente a celle de I’Hb, alors qu’elle est faible dans les autres tissus.

En 1967, Chanutin et Curnish (38) d’une part, et Benesch (39) d’autre part,
ont démontré le role régulateur physiologique fondamental joué par cet
organophosphoré. La fixation de 2,3 DPG augmente la Psg, ainsi lorsque 1’on

passe d’une concentration nulle a celle de 1’érythrocyte, la valeur de la Ps, est
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multipliée par un facteur de 2,5. L’augmentation du taux de 2,3 DPG est un

mécanisme semi-rapide d’adaptation a des situations anoxiques.

Dans le modeéle classique il est admis que le (2,3 DPG) se fixe dans la cavité

centrale stabilisant ainsi la structure quaternaire T (40).

L’hémoglobine F incapable de fixer le 2,3 DPG a une affinité pour

I’oxygene plus €élevée que celle de I’hémoglobine A.
2. Transport du CO2 dans le sang

Ce mecanisme est important au niveau des hématies circulantes. Apres
action de I’anhydrase carbonique, la plus grande partie du CO, total (90 %) est
transportée sous forme de bicarbonate et les ions H* produits sont captés par la
désoxyhémoglobine. Le reste du CO, se combine avec la globine de
I’hémoglobine. 11 se forme des groupements carbamylés avec les fonctions

amines N-terminales des chaines a et 3 de I’Hb.

L’affinité de I’Hb pour I’oxygene est diminuée par liaison avec le CO, qui se

lie plus intimement a la désoxyHb qu’a la forme oxygénée.
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I1. Les hémoglobines instables
1. Deéfinition

Les hémoglobines instables constituent un groupe particulier d’hémoglobines
anormales rares présentant une anomalie génétique de 1’hémoglobine,

responsables d’anémies hémolytiques et caractérisées par la formation de

précipités insolubles dans les globules rouges, appelés corps de Heinz. (41).

2. Nomenclature (42)

Les hémoglobines instables présentent un double désignation, commune et
scientifique. Le nom commun est choisi par le découvreur et représente
généralement la zone géographique, c'est-a-dire le nom de la ville ou le lieu ou
se trouve une personne chez laquelle I’hémoglobine instable a été identifi¢e. Des
lettres majuscules sont utilisées pour indiquer une caracteristique particuliére
des variants de 1’hémoglobine, tels qu’une mobilité ¢lectrophorétique identique
avec une différence au niveau de 1’acide aminé substitué, comme le cas par
exemple, de I’Hb G-Philadelphia, Hb G-Copenhagen, et Hb C-Harlem. La
description des variants peut également impliquer des appellations scientifiques
qui indiquent le nom de la chaine de globine du variant, la séquence et la
position de I’acide aminé muté, et la nature de la substitution. La désignation
scientifique, [p63 (E7) His — Arg], d’Hb Zurich indique la substitution de
I’acide aminé Histidine, dans 1’hélice E de la chaine [ a la septi€éme position, par

I’acide aminé Arginine.
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3. Epidémiologie

Les hémoglobines instables sont, le plus souvent, des affections heréditaires
a transmission autosomiques dominante dont la majorité des patients sont
hétérozygotes (43; 44).

D’apres le serveur de la base de données de variants de I’hémoglobine
humaine et de thalassémie (« http/www.globin gene server »), 121 variants
d’hémoglobines instables ont été enregistrés en 1’année 2001, le chiffre monte a
134 au cours de I’année 2006, et actuellement plus de 200 variants de
I’hémoglobine instable avec des mutations, le plus souvent « privées », ¢’est-a-
dire rares et qui ne concernent qu’un petit nombre de malade, ont été décrites
(45; 46; 47). La plupart de ces variants sont de la chaine beta, d'autres sont des
variants de la chaine alpha, seuls quelques-uns sont des variants de la chaine
gamma et delta. La majorité des heémoglobines instables n'ont pas de
signification clinique, mais la plupart ont augmenté 1’affinité¢ pour l'oxygene.
Environ 25% des hémoglobines instables sont responsables d’une anémie
hémolytique, qui varie d'une anémie légere compensee a des épisodes
hémolytigues séveres (48).

Parmi ces hémoglobines instables :

» L’hémoglobine K&ln, également appelée Hb San Francisco ou Hb Ube-1,
est la plus fréquente, la moins instable et responsable d’une anémie
hémolytique chronique modérément sévere (47). Il a été rencontré dans
différents pays européens (France, Espagne, ltalie, Tchécoslovaquie,
Russie, etc.) et dans plusieurs populations asiatiques et afro-américaines
(Chine, Japon, Corée, Brésil, Etats-Unis, etc.) (49; 50; 51). Il est

fréguemment observé dans les familles ou plusieurs membres sont
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touchés, mais de nombreux cas ont également été signalés dans plusieurs
régions du monde.

» L’hémoglobine Hammersmith est un variant fortement instable, rarissime,
mais responsable d’une anémie trés séveére au moindre stress oxydatif (47;
52).

> Des hémoglobines instables sont décrites dans tout le bassin
méditerranéen, y compris I'Afrique du Nord : Tunisie (Hb Tunis-Bizerte)
(53), Algérie (Hb Djelfa ; Hb Tizi-Ouzou) (54; 55) et le Maroc avec des
cas sporadiques (Hb Casablanca ; Hb Tsukumi) (56; 57).

4. Physiopathologie des hémoglobines instables

L’intégrité structurale de la molécule de ’hémoglobine est nécessaire a sa
fonction de transport d’O; au cours de laquelle la molécule subit un changement
de conformation, I’équilibre entre un état et un autre de cette conformation est
delicat et I’on comprend qu’une substitution d’un acide aminé par un autre

puisse déséquilibrer la structure de la molécule qui se dénature et précipite.

a. Anomalies moléculaires

Les anomalies moléculaires a l'origine des hémoglobines instables sont le
plus souvent des mutations ponctuelles a l'origine de substitutions d'aa des
chaines alpha ou beta, rarement gamma ou delta, modifiant la structure primaire
de globine et qui peuvent entrainer des altérations de structure et provoquer une
instabilité de la globine concernée ou du tétramere (58). Une trés grande variété
de defauts moléculaires, responsables des hémoglobines instables, a été décrite

et on ne citera que les plus connus.
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Selon la position et la nature de I'aa en cause, la substitution, le plus souvent
d'un aa unique, entraine ou non des anomalies de stabilit¢ de 1’hémoglobine

(59). Plusieurs mécanismes sont possibles (figure 16) :
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Figure 16 : Représentation de la structure tridimensionnelle de la molécule
d’hémoglobine adulte (HbA). Le tétramére o, P, est une molécule
globulaire. Les régions fonctionnellement importantes sont indiquées ainsi
gue les conséquences physiopathologiques selon la localisation de la

mutation dans la molécule.
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i. Fragilisation des interactions heme-globine

La liaison de I’héme a la globine participe a la stabilité de la structure

tertiaire de la globine (60).

Rappelons que I’heéme est enfoui dans une poche tapissée de résidus
hydrophobes et que la protoporphyrine tisse de nombreux liens avec des résidus
non polaires des acides aminés avoisinants. Il n’est donc pas surprenant que des
mutations de ces résidus puissent entrainer une instabilité de la liaison héme-

globine et par la-méme de la globine concernee.

On peut les classer en plusieurs catégories :

+« Substitution qui introduit dans la poche de 1’héme un groupement polaire
a la place d’un groupement non polaire (Exemple : Hb Bristol [f67 (E11)
Val — Asp]) (61). La présence d’un groupement polaire permet
I'apparition d'un résidu hydrophile a l'intérieur d'une zone fortement
hydrophobe favorisant l'introduction d'eau dans la poche de I’heme et le

dépliement de la molécule ;

+« Délétions ou substitutions qui modifient directement les liens entre
globine et heme (Exemple : Hb Gun Hill [f91 (F7)- B95 (FG2) Leu-His-
Cys-Asp-Lys — 0]) (62) ;

« Une modification de structure au voisinage de I'néme entrainant une
fragilisation de la liaison entre I'néme et la globine (Exemple : Hb Saint-
Etienne [B92 (F8) His — GlIn] ou la glutamine remplacant I'histidine
proximale ne peut plus avoir de liaison de coordinence avec I'heme, et Hb
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Zurich [B63 (E7) His — Arg] ou I’ Arginine remplacant 1’Histidine distale
ne peut se fixer a I’héme) (63; 64; 65).

Dans 1’hémoglobine Zurich, la substitution de I’histidine distale par une
arginine, dont I’encombrement stérique est moindre, ¢largit la poche de I’héme
et permet 1’accés de la poche a des agents oxydants, ce qui explique les poussées
d’hémolyse et de méthémoglobinémie lors de la prise de certains médicaments
comme la sulfanilamide. Par ailleurs, elle augmente 1’affinit¢ du mutant pour le
monoxyde de carbone (CO), la fixation de ce dernier dans la poche éelargie étant
facilitée. Cette augmentation d’affinité est avantageuse car elle protége le
mutant CO de la dénaturation oxydative, les sujets atteints qui fument, ce qui
génere plus de CO, ont moins d’épisodes d’hémolyse que les patients non

fumeurs (66).
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ii. Mutations qui interferent avec la structure secondaire

75 % de la globine est structurée en hélices alpha : toute rupture de cette
structure en hélices affaiblit la stabilité de la molécule. Une des modifications
les plus fréquentes menant a une instabilité est due a 1’introduction d’un acide
aminé comme la proline & la place d’un acide aminé. La proline ne peut
participer a la structure d’hélice alpha en dehors des trois premicres positions de

I’hélice. Environ 10 % des hémoglobines instables sont dus a ce type de

mutation (Exemple : Hb Genova [$28 (B10) Leu — Pro]) (67; 68).

Iii. Mutations qui interferent avec la structure tertiaire

La stabilité de la molécule d’hémoglobine est intimement liée a sa structure
globulaire compacte qui minimise 1’exposition de résidus non polaires internes a
la phase aqueuse et favorise I’exposition des résidus polaires vers cette méme
phase. Toute substitution introduisant, soit des groupements polaires a 1’intérieur
de la molécule, fréquemment dans la poche de I’héme, soit des résidus non
polaires moins encombrants stériquement que les résidus non polaires originaux
(Exemple : Hb Hammersmith [B42 (CD1) Phe — Ser] dans laquelle la
Phénylalanine, résidu invariant qui maintient ’héme dans sa poche, est
remplacée par une Serine. L’ouverture qui en résulte permet a I’eau d’entrer
dans la poche de I’héme et d’en chasser celui-ci) (69; 70), soit des groupements
polaires a la place de certains groupements hydrophobes critiques a la surface de

la globine, peut entrainer une instabilité.
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iv. Mutations qui interférent avec la structure quaternaire

Cette classe de mutations provoque surtout des altérations au niveau des
contacts entre chaines hétérologues, particuliérement les mutations dans les
contacts al-B1 (Exemple : Hb Philly [35 (C1) Tyr — Phe] ou la Tyrosine, qui
participe au réseau de liaisons hydrogéne a I’interface al- B1, est remplacée par

une Phénylalanine) (69).

v. Hémoglobines hyperinstables

Ces hémoglobines particulierement instables sont quasi indecelables dans
I’hémolysat des patients, par suite de leur destruction tres précoce dans
I’érythrocyte avec, comme conséquence, un syndrome thalassémique dominant
(Exemples : Hb Terre Haute [B106 (G8) Leu — Arg] (71); Hb Dresden
[B33(B15)-35(C1) Val-Val-Tyr — 0-0-Asp] (72). Dans ce groupe des
hémoglobines instables realisant un phénotype thalassémique, I'némolyse est au
contraire tres précoce et conduit a un avortement intra-médullaire comparable a
celui observé dans les thalassemies. L'anomalie structurale de ces hémoglobines

instables est souvent localisée sur le 3°™ exon de la chaine B (73; 74).

Les chaines B particulierement instables sont incapables de s'associer en
tétrameres avec les chaines a, des corps de Heinz se forment alors par un
mécanisme double : il y a d'une part précipitation de la sous-unité anormale
s'agrégeant volontiers et d'autre part précipitation des chaines o en eXces.
L'instabilité majeure de ces mutants serait liée a une perturbation de la structure
de I'nélice H déstabilisant les contacts entre la globine et I'neme et les
interactions avec I'hélice G indispensables a la stabilité du tétrameére.

46



vi. Combinaison d’hémoglobines instables et de thalassemie

Quelques rares cas d’hémoglobine instable combinée & une B° thalassémie
conduisant a une thalassémie intermédiaire ont eté déecrits (Exemple : Hb Koln
[B98 (FG5) Val — Met]) (75).

b. Formation d’hémichromes et de corps de Heinz

Les mécanismes qui président a la formation d’inclusions intra-
érythrocytaires dans les hémoglobines instables ont été notamment étudiés par
Winterbourn, Carrel (76) et Rachmilewitz (figure 17) (77; 78). Les
hémoglobines instables s’auto-oxydent en méthémoglobines anormales, plus
rapidement que I’Hb adulte normale, proportionnellement a leur degre
d’instabilité. Les hémichromes sont des dérivés de cette méthémoglobine

+++

instable dans laquelle la sixieme position de coordination du Fe™" est occupee
par un résidu d’acide aminé de la globine : ils sont générés lorsque 1’heme quitte
sa poche et vient se fixer a un autre endroit de la globine qui a subi une
dénaturation. Les hémichromes sont d’abord réversibles, puis irréversibles et
sont aisément démontrés en spectrophotométrie. Ils précipitent ensuite sous
forme de corps de Heinz intra-érythrocytaires, frequemment liés a la protéine
bande 3 de la membrane érythrocytaire. Les globules rouges ainsi modifiés
perdent leur élasticité et sont sélectivement détruits dans la rate, entrainant une

hémolyse d’intensité variable.
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L'anémie hémolytique est alors la conséquence de deux processus :

la séquestration splénique favorisée par les déformations cellulaires dues a la

précipitation intra-érythrocytaire de I'hnémoglobine ;

I'agression du biface lipidique de la membrane par les ions superoxyde

libérés lors de I'oxydation des molécules d'hémoglobine.

c. Conséquences sur la fonction oxyphorique

En cas de mutation se situant prées de la poche de I’héme, une altération de la
fonction oxyphorique de 1’hémoglobine instable peut s’ajouter a I’instabilité :
c’est ainsi que ’affinité de la chaine mutée pour 1’oxygene peut étre augmentée
avec un deplacement de la courbe de dissociation de I’oxyhémoglobine vers la
gauche (Exemple : Hb KoIn) (79), ou diminuée avec un déplacement de la
courbe de dissociation vers la droite et présence d’effet Bohr (Exemple : Hb

Hammersmith) (80; 81).
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Figure 17 : Schéma de la dénaturation intra-érythrocytaire d’hémoglobines

instables et la formation de corps de Heinz.
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DEUXIEME PARTIE
HEMOGLOBINES INSTABLES : DU DIAGNOSTIC A
L’ATTITUDE THERAPEUTIQUE
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I. Diagnostic des hémoglobines instables

1. Circonstances de découverte (82; 83; 84)

La découverte d’une hémoglobine instable survient au cours de situations
variées. Il s'agit souvent d'une découverte a la suite de la recherche d'une
hémoglobine anormale induite devant :

- Un syndrome hématologique tel qu'une anémie hémolytique, microcytose,
ou des signes cliniques éclectiques (lithiase vésiculaire, ictére,
splénomégalie,...) survenant chez un sujet d'une ethnie a risque.

- Un diagnostic étiologique d’anomalies biologiques telles qu’une anomalie
hématologiques au niveau d’un frottis sanguin, signes d’hémolyse,
I’apparition d’une fraction hémoglobinique anormale au cours d’une
exploration électrophorétique ou chromatographique chez des patients
explorés pour des raisons hématologiques, génétiques ou métaboliques
(Hémoglobine A glyquée « HbALc »,...).

- Des enquétes épidémiologiques, fréquemment menées a la suite de la
recherche de la drépanocytose et des thalassémies dans diverses
populations.

- Un dépistage néonatal pratiqué dans des groupes ethniques a risque.

- Une enquéte familiale a la suite de la mise en évidence d’une anomalie de

I’hémoglobine a I’¢état hétérozygote ou homozygote.
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2. Diagnostic clinique
Le tableau clinique d’une hémoglobine instable est d’intensité variable,

fonction de la nature de la mutation (85).

L’anémie hémolytique est le signe clinique majeur dont le diagnostic est
suggeré devant des tableaux différents : anémie hémolytique chronique avec
augmentation du volume de la rate (splénomégalie) et ictere cutanéo-muqueux
(Exemples : Hb Hammersmith, Hb Bristol, Hb Santa Anna, Hb Madrid,...) ;
anémie modérée (Exemple : Hb Koln), voire absente, ou compliquée de crises
hémolytiques déclenchée par une infection virale ou bactérienne ou suite a
I’absorption de médicaments connus comme des agents oxydants dont la liste,
correspond en grande partie, a celle des produits interdits aux patients ayant un
deficit en glycose-6-phosphate deshydrogénase (G6PD) (Tableau 2) (86; 87).
C’est le cas par exemple des sulfamides impliqués dans les crises d’hémolyse
lices a la présence d’Hb Zurich. Ces crises sont généralement autolimitées et
I’éviction de la drogue incriminée est recommandée.

Comme chez tout patient présentant une anémie hémolytique chronique, une
infection par le parvovirus B19 peut entrainer une crise aplastique avec anémie
sévere (88).

L’examen des patients montre fréquemment la présence d’urines noires ou
pigmenturie. L’émission de pigments dans les urines dus a des composés
dipyrrolés, produits de catabolisme des corps de Heinz, est inconstante et
indépendante du degré d’hémolyse. Les patients porteurs d’Hb Koéln ou Hb
Zurich ont une eémission de tels pigments urinaires: I’hémolyse est
généralement moins intense chez les patients avec Hb Zurich que chez les
patients atteints d’hémoglobine Kdln (85; 89).
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Les variants instables de la chaine gamma-globine, comme 1I’Hb Poole

[®y130 (H8) Trp — Gly], sont associées a une hémolyse dans les premiers mois

de la vie, et qui disparaissent avec la diminution de la synthese de la chaine

gamma-globine au cours de la premiéere année (90). D’autre part, les enfants

présentant des variants instables de la chaine beta-globine peuvent sembler

normaux a la naissance, une hémolyse progressive apparaisse au cours de la

premicre année de la vie avec ’augmentation de la production de la chaine [3-

globine.

A coté de ces signes cliniqgues majeurs, il existe des formes cliniques

spéciales (91) :

En cas de diminution d’affinit¢ pour 1’oxygene, 1’anémie peut Etre
profonde et la diminution de saturation de sang artériel peut conférer aux
patients un teint cyanosé.

Des formes asymptomatiques dont 1I’instabilit¢ de 1’hémoglobine n’est
decelable qu’in vitro.

Des formes avec des hémoglobines particulierement instables
(Hémoglobines  hyperinstables)  responsables dun  phénotype
thalassémique. Le tableau clinique est voisin de celui réalisé par les
thalassémies intermédiaires : il existe une anémie modérée (Hb : 8-10
g/dl), une splénomégalie parfois importante, une hyperplasie érythroide
avec hématopoiese extramédullaire, une hémosidérose et des inclusions

intracellulaires des le stade de précurseurs.
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Des complications thromboemboliques et de priapisme, ont été
diagnostiqués chez des patients splénectomises porteurs de certaines
hémoglobines instables, telles que I’Hb Koln et I’Hb Olmsted (92; 93).

Le phénotype d'une Hb instable peut étre modifié par des facteurs
épistatique qui pourraient étre géenétiques ou environnementaux. Par exemple,
I'instabilité de I'Hb peut étre mieux tolérée lorsqu'elle est associée a un taux
élevé de I’Hb F, résultant d'une persistance héréditaire de 1'hémoglobine F
(PHHF). Le monoxyde de carbone (CO) est connu pour sa stabilisation de I’Hb
Zdirich, qui est donc mieux toléré par les fumeurs que par des non-fumeurs, a la
suite de l'augmentation de 65 fois de I'affinité de la chaine -globine anormale
de cette Hb instable pour ce ligand. Inversement, 1’hyper-bilirubinémie
héréditaire, dans le syndrome de Gilbert, augmente le risque de lithiase de la

vesicule biliaire (94; 95).

Les hémoglobines instables sont des évenements mutationnelles rares et
souvent limitées a une seule famille dont la transmission génétique est
généralement autosomique dominante et les patients sont hétérozygotes (96) :
deux exceptions notables sont constituées de I’Hb Koln, qui a éte décrite dans
plusieurs familles et dans plusieurs régions géographiques (97), et I’Hb
Hasharon [047 (CES) Asp — His] qui a été principalement décrite chez les

Juifs Ashkénazes, avec parfois une hémolyse chez les nouveau-nés (98).

Des études basées sur les données des enquétes familiales ont montré que
chez les patients porteurs d’une hémoglobine instable, le caractére familial de

I'anomalie n'est pas toujours retrouvé, avec une fréquence non négligeable, il
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s'agit en effet de néo-mutations, de jumeaux monozygotes (99) ou d’un effet de

mosaique germinale (100).

Dans le cas de I'Hb Duino [B92 (F8) His — Pro et $104 (G6) Ser — Arg], la
nouvelle mutation est évidente. Dans cette famille italienne, plusieurs membres
présentent I’Hb Camperdown [B104 (G6) Arg — Ser], mais celui qui est
présenté avec une anémie hémolytique séveére, sa chaine f globine anormale
porte en plus de la mutation de I'Hb Camperdown celle de I'Hb Newcastle [392
(F8) His — Pro], connue pour étre un variant fortement instable (figure 18)
(1012).

Dans cette famille, plusieurs membres, dont le pére portait 1’Hb
Camperdown, un variant tres légérement instable ne provoquant pas de
symptomes hématologiques. Chez I’un des fréres et sceurs qui souffraient d'une
anémie hémolytique marquée, I'étude a montré que la chaine anormale de I'Hb
de ce patient effectue, avec la mutation de I'hémoglobine Camperdown, une
seconde mutation identifiee comme étant celle de I'Hb Newcastle, une autre

mutation connue pour entrainer une instabilité et une anémie hémolytique.
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Figure 18 : Arbre généalogique de la famille avec Hb Duino.
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Sulfaguanidine

Sulfacétamide
Sulfanilamide
Sulfisoxazole
Thiazosulfone

Sulfamides

Sulfaméthoxazole (voies orale et
injectable)

Furazolodine
Nitrofurantoine

Triméthoprime (voies orale et
injectable)

Bacteriostatiques Nitrofurazone

Chloramphénicol
Acide nalidixique
Acide para-aminosalicylique
Primaquine

Antimalariques Pentaqu?ne
Pamaquine
Quinine
Nitrates
Bleu de méthylene
] Bisulfate de ménadione sodique
Divers
Acide ascorbique
Néosolvarsan
Vitamine K

Feves

Aliments

Tableau 2 : Liste d’exemples de produits susceptibles de provoquer des
accidents hémolytiques chez les sujets déficients en G6PD ou

presentant des hémoglobines instables (102).
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3. Diagnostic biologique

Le diagnostic d’une hémoglobine instable repose sur le diagnostic différentiel

d’une anémie hémolytique chronique congénitale ou acquise (103).

3.1. Les outils du diagnostic biologique

L’exploration d’une maladie due a une hémoglobine instable varie d’un
laboratoire spécialis¢ a un autre en fonction de I’environnement et des
équipements. Dans la majorité des cas, le diagnostic d’une anomalie de

I’hémoglobine repose sur 1’analyse du phénotype.

En pratique courante, le diagnostic des hémoglobines instables repose sur
des données biologiques associ¢es aux données de 1’interrogatoire et celles de
I’enquéte familiale. Des renseignements précis sont indispensables lors de la
demande d’examen biologique : origine géographique du patient et de ses
ascendants, antécédent, clinique, résultats d’un examen hématologique récent
(Hb, VGM, TCMH, réticulocytes, aspect du frottis sanguin), notion de

transfusion ou de traitement martial.

3.1.1. Examen hématologique

L’examen hématologique est peu contributif : outre ’anémie, on peut noter
de ’anisocytose, de la poikilocytose, parfois une hypochromie, des granulations
basophiles, des corps de Howell-Jolly, des érythrocytes nucléés et des

microsphérocytes (103).

58



Exemple d’un examen hématologique réalisé chez une jeune fille agée de 14 ans
portant la maladie de I’Hb Sendagie, présentée en urgences pédiatriques avec
paleur et spléenomégalie (91) (les valeurs normales, pour un enfant de 12 a 16

ans, sont indiquées entre parenthéses (104)) :

e Numeération :

- Hb:5,8 g/l (135+£11)
- GR:1,910% /mm° (4,74 £0,4)
- VGM: 79,11l (83,8 + 4)
- TCMH : 29,9 pg (29,2 + 1,5)
- Pt: 129 000/mm?® (150 000 & 400 000)
- GB: 2500/mm® (4 000 & 10 000)
e Réticulocytes : 19,2 % soit 365 000/mm?® (20 000 a 80 000)

Le résultat de cet examen hématologique montre une anémie hémolytique
régénérative comme en témoigne le pourcentage éleve de réticulocytes presents

dans le sang péripheérique.

L’examen hématologique chez le pere de cette fille, dans le cadre d’une
enquéte familiale, a donné comme résultat : un taux d’Hb de 13,1 g/dl, un
volume globulaire moyen (VGM) de 97 fl et un taux de réticulocytes de
232 000/mm®. 11 s’agissait d’une hémolyse compensée avec la possibilité que le

pére soit splénectomise.

La meére présentait un examen hématologique normal.
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L’anémie peut étre masquée si 1’affinité pour I’oxygeéne est augmentée. C’est
le cas par exemple, des femmes enceintes porteuses hétérozygote d’hémoglobine
Kdln (105).

3.1.2. Etude de ’Hémoglobine

L’isolement, 1’identification et le dosage des différentes hémoglobines
normales et pathologiques reposent essentiellement sur des méthodes séparatives
et cytochimiques. Cependant, 1’identification de mutants nécessite parfois des
techniques plus complexes, mises en ceuvre dans des laboratoires spécialisés,
phénotypiques ou génotypiques avec comparaison des comportements dans des

conditions expérimentales différentes.

3.1.2.1. Prélevement

L’étude des hémoglobinopathies, dont les hémoglobines instables en font
partie, nécessite un prélevement de sang veineux réalisé sur anticoagulant, ACD
(adénine-citrate-dextrose) de préférence ou EDTA. Un volume de 5 ml de sang
est suffisant pour une étude de I’hémoglobine par les méthodes classiques, un
volume minimum de 500 ul est nécessaire pour les prélévements pédiatriques.
Toutefois, un prélevement de sang capillaire effectué au bout du doigt peut
egalement convenir, notamment chez les nouveau-nés et les jeunes enfants. Par
ailleurs, les tests de dépistage sont le plus souvent réalisés sur un prélévement
par piqure au talon et recueil du sang sur un papier buvard, d’ou il sera ensuite
élué. A + 4 °C 1’échantillon de sang total se conserve au maximum 8 jours, il ne
faut pas congeler 1’échantillon mais 1’analyser le plus rapidement possible. Les
recherches des hémoglobines instables doivent se réalisé sur sang frais (106;
107).

60



a. Préparation de I’hémolysat :

Dans le cas d’un prélévement veineux ou capillaire, le sang est centrifugé
pour éliminer le plasma et les globules blancs afin de pouvoir étudier les
hématies, qui sont préalablement lavées plusieurs fois par addition d’eau
physiologique (NaCl 0,15 M). L’hémolyse des hématies lavées est réalisée par
addition d’eau distillée froide ou de cyanure de potassium en présence d’agents
tensioactifs type saponine ou digitonine. L hémolysat est centrifugé et les
examens sont pratiqués sur le surnageant clair, débarrassé de stroma globulaires.
Les héemolysat peuvent étre gardés quelques semaines a - 20 °C ou quelques
mois a - 80 °C. Pour une technique séparative par Chromatographie Liquide de
Haute Performance (CHLP), I’hémolysat est préparée a partir du sang total
(106).

b. Valeurs normales (108)

Les valeurs normales de I’hémoglobine de 1’adulte sain sont résumées dans
le (Tableau 3).

Les trois hémoglobines normales A, A, et F ont en commun deux chaines o
mais différentes par la nature de leurs chaines non a qui sont respectivement
appelées B, o et vy. Il existe, par ailleurs, des constituants minoritaires qui sont
des produits de dégradation d’une hémoglobine normale. Le plus important de
ces constituants minoritaires est ’hémoglobine Al glyquée (HbAlc) qui est
I’hémoglobine A modifiée par le glucose par fixation de ce dernier sur
I’extrémité N-terminale de la chaine B. Le taux de cette hémoglobine est

augmenté au cours du diabéte.
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HEMOGLOBINE VALEUR NORMALE

Hémoglobine A (af3,) 97 299 %

Hémoglobine A, (a,6,) 1 a 3,5 % (valeur indicative, a déterminer en

fonction de chaque technique

Hémoglobine F (ayy;) trace (< 1 %)

Tableau 3 : hémoglobine de I’adulte sain
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3.1.2.2. Méthodes biochimiques (109; 100; 111)

Parmi les méthodes biochimiques de base, utilisées dans le diagnostic et
I’exploration des hémoglobines instables, des techniques séparatives,
électrophorétiques et chromatographiques, sont utilisées mais toujours associees
a des technigues complémentaires judicieusement choisies. Quelles que soient

les techniques, il faudra toujours des échantillons témoins.

La pratique d’une seule technique n’est pas recommandée pour deux raisons

principales :

v"Un profil normal, quel que soit le systeme utilisé, ne permet pas
d’éliminer un variant de I’Hb.
v Plusieurs variants peuvent se comporter de la méme facon dans un

systeme.

a. Techniques életrophorétiques

I. Electrophorese sur acétate de cellulose a pH alcalin

Facile a mettre en ouvre, cette technique a longtemps été la méthode de
choix pour le dépistage et la détection des hémoglobines anormales, telles que
les hémoglobines instables. Elle sépare les differentes hémoglobines en fonction
de leur charge et de la position de I’acide aminé muté dans la molécule
(Exemples : Hb Moscva [B 24(B6) Gly — Asp] (112) ; Hb Windsor [B11(AS8)
Val — Asp] (113) ; Hb Torino [a43 (CE1) Phe — Val] (114)).

Cette technique est mise en défaut ou ’Hb F et certaines hémoglobines
instables sont mal séparées des Hb A et Hb S, c’est le cas par exemple des

hémoglobines Riverdale-Bronx et S-San Martin qui prennent la méme position
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que I’Hb S sur I’électrophorégramme de cette technique (115; 116). Son faible
pouvoir discriminant pour des mutants ayant méme différence de charge devrait
conduire a son remplacement par des techniques plus résolutives comme la
focalisation isoélectrique ou la Chromatographie Liquide de Haute Performance

(CLHP) d’échange d’ions pour le dépistage des Hb anormales.

Ii. Focalisation isoélectrique sur gel d’agarose ou de polyacrylamiide

Cette technique semi-automatisee, plus longue et plus complexe a mettre en
ouvre que 1’¢lectrophorese sur acétate de cellulose, permet de traiter de grandes
séries et offre une meilleure résolution. Elle utilise la différence de point
isoélectrique des Hemoglobines.

C’est une méthode de choix pour la détection des Hb anormales rares telles
que les hémoglobines instables et constitue une méthode de depistage néonatal
(Exemples : Hb Atlanta (117); Hb Chartres (118)). Néanmoins, comme la
précédente, cette technique présente I’inconvénient de ne pas permettre
d’effectuer un dosage précis des fractions mineures Hb A2 et Hb F, ni de
différencier des mutants qui migrent en méme position (Exemples : Hb Jamaica

Plain, qui migre en méme position que I’Hb S (119).
lii. Electrophoreése sur gel d’agar a pH acide

Cette technique est appliquée a [I’identification des Hb anormales
préalablement identifiées par 1’¢lectrophorése a pH alcalin ou la focalisation
isoélectrique. Ici, la mobilité de la molécule d’Hb ne dépend pas de sa charge
mais des modifications structurales induites par la mutation dans certaine

régions de la molécule qui interagissent avec ’agaropectine du gel. Cette
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technique est trés sensible aux conditions expérimentales, ce qui rend parfois sa

reproductibilité difficile.

iv. Electrophoreése capillaire (120)

Cette technique, récemment adaptée a 1’étude des Hb, est rapide, automatisée
et offre une approche plus résolutive que celle de I’¢électrophorese a pH alcalin,
et qui tend a devenir une technique de choix pour I’étude de I’Hb

Les fractions d’Hb se séparent sous I’influence d’un champ électrique,
genéralement sur base de leur rapport charge/masse (121).

Cette technique présente des performances satisfaisantes pour doser les fractions
mineures, HbA, et Hb F avec une faible consommation d’échantillons et de
tampons de séparation. Cependant, Plusieurs variants ayant le méme
comportement que les Hb anormales les plus courantes, il reste impératif de

confronter les resultats a ceux obtenus par une autre technique.

b. Techniques chromatographiques

i. Chromatographie liquide haute performance sur colonne échangeuse de
cations (CLHP-EC) :

Cette méthode automatisée et adaptée a de grandes séries est aujourd’hui
considérée par de nombreux laboratoires comme la méthode de choix pour
quantifier les différentes fractions des Hb normales et anormales. Les différentes
fractions d’hémoglobine sont séparées par un gradient de tampons de force

ionique et de pH croissants.

L’identification présomptive des variants d’hémoglobines instables est faite
par leur temps d’¢lution a I’intérieur de « fenétres » définis par le constructeur

(Exemples: Hb Aubagne (122); Hb Seattle (123); Hb Madrid (124)).
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Néanmoins, d’autres variants pouvant co-éluer avec les Hb anormales les plus
courants, il reste imperatif de confronter les résultats a ceux obtenus par des

techniques électrophorétiques.

1. Chromatographie liquide haute performance en phase inverse
(RP- HPLC)

Elle procede a 1’étude séparative des chaines de globine en fonction de leur

Hydrophobicité (125).

Cette technique réservée aux laboratoires spécialisés de 1’étude de 1’Hb,

contribue a la séparation et 1’identification de la majorité des hémoglobines

instables (126).

Exemples : Hb Hammersmith (127) ; Hb Hané (128) ; Hb Brockton (129).

c. Exemples d’illustrations

Dans un quart a un tiers des cas, 1’électrophorése ou les autres techniques de
séparation des hémoglobines ne sont pas contributives. Parfois, on peut mettre
en évidence une fraction anormale (figure 19), plus fréquemment I’hémoglobine
instable apparait comme une bande diffuse, témoin d’une dénaturation lors de la
préparation ou en cours d’électrophorése. Exceptionnellement, 1’hémoglobine

mutée précipite au point d’application (130).
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Figure 19: A. Chromatogramme (Chromatographie Liquide de Haute
Performance [CLHP] sur échangeur cationique — BioRad Beta Thal Short
Program) réalisé sur un échantillon sanguin d’un patient hétérozygote pour
I’Hb Koln mettant en évidence un pic d’Hb Koéln représentant 8,3 % de

I’Hb totale. B. Focalisation isoélectrique réalisée sur le méme échantillon.
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Dans I’Hb Hounslow décrite, lors d’un dépistage néonatal, chez un enfant, et
plus tard chez son pere agé de 33 ans, originaires d’Afghanistan, le variant
instable s’¢levant a 37,5 % de ’hémoglobine total a été observée €luant entre
HbA et HbA; a 2,96 minutes par CLHP d’échange de cations en utilisant le
BioRad Beta Thal Short program (figure 20). Elle n’a pas été séparée de I’'Hb A,
ni par focalisation isoélectrique, ni par toute autre méthode électrophoretique a
I’exception de 1’¢électrophorese des chaines de globine en présence d’urée et de

Triton X-100, ou elle a été plus hydrophobe que la normale (131).

% FS

30
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Hb Hounslow
10
Hb A,
!
1 2 3 4 Min

Figure 20 : Profil d'élution de I'hémolysat contenant I’Hb Hounslow par
CLHP d’échange de cations - BioRad Beta Thal Short Program.
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Cette hydrophobicité accrue de la chaine B-globine de I’'Hb Hounslow a été
confirmée par I’analyse de Chromatographie Liquide Haute performance en
phase inverse (RP-HPLC) : son temps de rétention était de 12,0 sur une échelle
arbitraire ou les chaines [ et a-globine normales €luent respectivement a 10,0 et
a 20,0 (figure 21).

A 280 nim
Hcllmz

Elution tune
10 20 (arbitrary scale)

Figure 21 : Profil des chaines de globine de I’Hb Hounslow dans la
chromatographie liquide haute performance en phase inverse
(RP-CLHP).
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3.1.2.3. Tests complémentaires
a. Etude de la composition en acides aminés

Cette étude s'effectue apres digestion par la trypsine de la chaine de globine
purifiée, et analyse chromatographique des peptides digérés. Elle n'est effectuée
que dans certains laboratoires speécialisés. Elle permet d'identifier une
hémoglobine anormale présentant une mutation d'un acide aminé, c’est le cas de

la majorité des hémoglobines instables (132).

b. Etude de stabilité de I’hémoglobine
i. Test de stabilité a la chaleur

Le test de stabilité a la chaleur est un test simple qui permet le diagnostic. Il
consiste en une incubation de 1I’hémolysat une a deux heures a 50 °C : la
présence d’un précipité visible témoigne la présence d’une Hb instable. Certains
mutants instables précipitent a des températures plus élevées, c’est le cas par

exemple de I’Hb Hasharon (133).

ii. Test de stabilité a I’isopropanol (134)

Le test a I’isopropanol est un test spécifique et constitue une variante du test
a la chaleur, utilisé concomitamment ou isolément par certains laboratoires
spécialisés. Son principe consiste a incuber un hémolysat a 37°C dans un
tampon (pH 7,4) contenant 17 % d'isopropanol pendant un temps insuffisant
pour faire précipiter 'Hb A, et la mesure spectrophotométrique du taux d’Hb
précipitée. Généralement cette incubation n’entraine pas la précipitation d’Hb A
avant 50 minutes. Les hémoglobines instables donnent un trouble ou un

précipité avant la 30°™ minute (135).
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Exemple : L’hémoglobine Djelfa présente une instabilité accrue par rapport a
une hémoglobine normale. Au bout de 15 minutes d’incubation, 13 % des
hémoglobines du patient hétérozygote pour 1’hémoglobine Djelfa précipitent
contre 4 % pour le sujet normal. Au bout de 45 minutes, il s’agit de 34 % contre
9 % (136). Ce test doit étre realise sur un prélevement frais, conservé a 4°C
depuis moins de 6 heures. 1l donne des résultats faussement positifs en présence
d’une concentration d’Hb feetale (Hb F) supérieure a 5 % (137).

c. Exploration de la fixation de I’oxygéne (mesure de la P, et du
2,3-diphosphoglycérate intra-érythrocytaire) (138)
L’affinité des hématies pour 1’oxygene est définie par la pression partielle
d’oxygene a laquelle I’hémoglobine contenue dans les globules rouges est a mi-
saturation (P50). Cette détermination nécessite un equipement particulier et ne

peut étre réalisée que sur un prélévement extemporané.

3.1.2.4. Recherche de corps de Heinz

Le test cytochimique a la recherche de corps de Heinz constitue une étape
importante dans le diagnostic des hémoglobines instables.

La mise en évidence des corps de Heinz requiert généralement une
coloration supravitale par incubation prolongée des érythrocytes a 37 °C pendant
plusieurs temps (1/2h, 1h, 2h, 4h, 24h, 48h), en 1’absence de glucose, avec un
agent oxydant comme le bleu de crésyl brillant ou le violet de méthyl. Apres
examen de toutes les lames, les corps de Heinz apparaissent comme des
inclusions, souvent attachées a la membrane (hématies en balles de golf) (figure
22) (139).
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Les corps de Heinz ne sont pas visibles dans le sang périphérique de la
plupart des patients atteints d’hémoglobines instables, surtout si la fonction
splénique est intacte (140).

Aprés splénectomie, les corps de Heinz sont souvent visibles sur des frottis
de sang frais (141).
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Figure 22 : Aspect des corps de Heinz apreés coloration vitale au bleu de
cresyl brillant.
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3.1.2.5. Diagnostic génotypique
3.1.2.5.1. Intérét pratique (142; 143) :

Le diagnostic génotypique permet I'analyse directe de la lesion moléculaire
sur les chaines de globines. Elle est utilisée a I'heure actuelle pour le diagnostic
positif d'un certain nombre d'anomalies de I'hémoglobine dont le diagnostic est
complexe au niveau proteique. C'est le cas des hémoglobines instables dont il est
difficile d'obtenir des quantités suffisantes pour I'etude protéique puisqu'elles
sont extrémement labiles.

Par ailleurs, I'analyse du phénotype peut s'avérer parfois insuffisante, méme
en disposant d'une étude familiale compléte, et seule l'analyse du génotype
permet un diagnostic de certitude (144). De plus, les génes de globine sont de
petite taille et ils peuvent étre rapidement testés en totalité par séquencage ou
par des méthodes de dépistage des mutations, ce qui permet de (presque
toujours) mettre directement en évidence le défaut moléculaire en cause, méme
s’il est rare. En effet, les types des mutations et leur distribution dans les

différentes populations sont assez bien établis.
L’intérét du diagnostic génotypique réside dans :

e L'évaluation du pronostic (anomalie bénigne ou au contraire conduisant
a une anémie ou une hémolyse séveres) ;
e [’identification des variants d’hémoglobines instables chez des parents

asymptomatiques d’un enfant atteint.
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e [’identification des variants instable d’hémoglobine chez les individus
présentant des symptomes inexpliqués d’anémie, de microcytose, et/ou

d’hypochromie.

e Le dépistage et I'identification des couples dont I'un ou les deux
membres sont porteurs et qui présentent un risque a chague grossesse
de donner des enfants malades afin de pouvoir leur proposer un conseil
génetique qui précisera les risques génétiques en fonction de I’anomalie

dépistée et, le cas échéant, un diagnostic prénatal.

L'identification des anomalies moléculaires releve de centres spécialisés et

expérimentés.

a. Préparation de ’ADN

L’ADN génomique doit impérativement étre purifié a partir de matériels
biologiques dans des conditions optimales de qualité et de quantité¢ avant d’étre
analyse. Il peut étre extrait des cellules nucléees par les méthodes standards
(phénol-chloroforme), soit a partir de 10 ml de sang veineux prélevés sur EDTA
pour les enquétes familiales, soit a partir de villosités choriales, du liquide
amniotique ou de leurs cellules de culture respectives pour le diagnostic

prénatal.
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b. Principales techniques de diagnostic génotypique

Plusieurs techniques de biologie moléculaire ont été utilisées dans le
diagnostic et [D’identification des anomalies génétique a [’origine des

hémoglobines instables (Tableau 4) (145).

L’¢lectrophorese sur gel en gradient dénaturant (DGGE) et le séquengage
des génes de globine constituent respectivement des outils important dans le
dépistage et la confirmation du diagnostic de ces variants rares d’hémoglobines

anormales (146).
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Type

Techniques

Mutations connues

Analyse de restriction

dot-blot inverse

PCR-ASO (Réaction de Chaine de Polymérisation
associee a I’hybridation a I’aide d’oligonucléotides
spécifiques d’allele)

PCR-ARMS (PCR utilisant le systeme d’amplification
réfractaire de mutation)

Real-time PCR

GAP-PCR

Microarrays (Biopuces)

Mutations inconnues

SSCP (Polymorphisme de conformation simple brin,
single strand conformation polymorphism)

DGGE (Electrophorese sur gel en gradient dénaturant)

DG-DGGE (Double gradient- Electrophorese sur gel en
gradient denaturant)

DHPLC (Chromatographie liquide a haute pression en
condition dénaturante)

Tableau 4 : Techniques de biologie moléculaire utilisées dans le diagnostic

des anomalies génétiques de I’hémoglobine humaine.
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i. Electrophorése sur gel en gradient dénaturant (DGGE)

Cette technique consiste a effectuer une électrophorese d'un produit PCR
(ADN double brin) dans un gel de polyacrylamide contenant un gradient linéaire
croissant de dénaturants chimiques (urée et formamide) a une température de 60
°C. Ce gradient de pH, faible puis élevé, denature les différents fragments de
genes de globine et retarde leur mobilité sur le gel. Un décalage de mobilité peut
étre détecté méme avec une différence minime dans la séquence de paires de
bases (147).

C’est une technique de screening de mutations. Elle est tres sensible
puisqu’il est possible de détecter plus de 95 % de mutations par cette technique.
Elle est appliquée a la détection de mutations inconnues, telles que des
mutations ponctuelles, des délétions ou des insertions, a [’origine des

hémoglobines instables (148).

ii. Analyse de séquences des géenes de globine

Le séquencage reste souvent 1’étape ultime d’une analyse moléculaire et
permet de connaitre la suite des bases d’un fragment d’ADN (149).

Plusieurs techniques de séquencage ont actuellement mise au point. La
méthode de séquencage de Sanger (1977) est la plus couramment employée. Ce
procédé permet de caractériser un géne en terme de séquence linéaire de bases
ACGT. Cette séquence éetant déterminee, il est facile de prédire la séquence
d’acides aminés de la proté€ine correspondante en se servant du code génétique.
Actuellement cette méthode est de moins en moins utilisée. Elle est remplacée
par les séquenceurs automatiques, qui sont basés sur 1’utilisation de marqueurs
fluorochromes, les pics de fluorescence sont détectés en continue par un systéeme

de laser et de détecteur. Un logiciel transforme les pics en bases.
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Le séquencage, aprés amplification sélective, des génes de globine permet, dans
la majorité des cas, I’identification de la structure de mutations responsables
d’hémoglobines instables, et la confirmation du diagnostic (figure 23) (150;
151). Cependant, il ne met pas en évidence les modifications post-
traductionnelles (rares cas de mutations suivies d’oxydation, de désamidation ou
de création de ponts disulfures), et les résultats doivent toujours étre comparés a

ceux du phénotype.
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Figure 23 : Analyse de la séquence nucléotidique du géne de la béta-globine
dans le cas de I’Hb Crete.
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c. Polymorphisme moléculaire des hémoglobines instables

Les hémoglobines instables décrites jusqu’a 1’heure actuelle a ’aide des
differentes méthodes genotypiques en général et le séquencage des génes de
globine en particulier présentent, en tant que des protéines, I’exemple d’un
polymorphisme moléculaire d’origine génétique caractérisé par une variation au
niveau des structure des mutations en cause.

La majorité de ces hémoglobines instables, sont des variants de la chaine -
globine dont les anomalies moléculaires en cause sont, le plus souvent, des
mutations ponctuelles a 1’origine de substitutions d’acides aminés dans la
séquence de la chaine de beta globine.

Le « Tableau 5 ci-dessous », présente un exemple d’hémoglobines instables,

varaints de la chaine beta-globine, montrant un polymorphisme moléculaire.
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Nom d’Hb

Position de
I’acide aminé

Muté

Résidu
d’acide

aminé

Mutation

Biologie et présentation

clinique

Hb Chesterfield

beta 28 (B10)

Leu — Arg

CTG - CGG

(Htgt) ; Hb hyperinstable ;
Erythroblastose ; Anémie
sévére transfusion
dépendante. (152)

Hb Chile

beta 28 (B10)

Leu — Met

CTG > ATG

(Htgt) ; Hb X : 17% de
I’Hb totale ; MethHb:

8% ; Anémie hémolytique
chronique modérée ;
Cyanose. (153)

Hb Saint Louis

beta 28 (B10)

Leu — Glin

CTG - CAG

Corps de Heinz ; Anémie
hémolytique chronique ;
Cyanose ;
Méthémoglobinémie.
(154)

Hb Genova

beta 28 (B10)

Leu — Pro

CTG - CCG

Corps de Heinz ; O, (;
Anémie hémolytique

congénitale. (155)

Hb Hakkari

beta 31(B13)

Leu — Arg

CTG - CGG

(Htgt) ; mutation de
novo ; Hb hyperinstable ;
Anémie hémolytique
sévere. (156)

Hb Yokohama

beta 31(B13)

Leu — Pro

CIG - CCG

(Htgt) ; néomutation ;
corps de Heinz ; anémie

hémolytique sévére. (157)
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Hb Louisville

beta 42 (CD1)

Phe — Leu

TITT > CTT

Réticulocytose ; Corps de
Heinz ; Anémie
hémolytique modérée.
(158)

Hb Sendagi

beta 42 (CD1)

Phe — Val

ITT > GTT

Corps de Heinz ;
Réticulocytose ; Anémie
hémolytique modérée ;
Oy(. (159)

Hb

Hammersmith

beta 42 (CD1)

Phe — Ser

TIT > TCT

(Htgt) ; Hb X : 23% de
I’Hb totale ; Corps de
Heinz ; Oy( ; Anémie
hémolytique sévére. (160)

Hb Abington

beta 70 (E14)

Ala — Pro

GCC > cCC

Hb X : 24% de ’Hb
totale ; Anémie
hémolytique. (161)

Hb Seattle

beta 70 (E14)

Ala — Asp

GCC > GAC

(Htgt) ; Hb X : 26-37% de
1I’Hb totale ; corps de
Heinz ; O,( ; Anémie
hémolytique chronique
modérée. (162)

Hb Hershey

beta 70 (E14)

Ala — Gly

GCC > GGC

O,( ; Anémie

hémolytique. (163)

Hb Baylor

beta 81 (EF5)

Leu — Arg

CTC - CGC

(Htgt) ; Hb X : 22% de
1I’Hb totale ; O, (; corps
de Heinz ; Anémie
hémolytique. (164)

83




Hb La Roche-

sur-Yon

beta 81 (EF5)

Leu — His

CTC > CAC

(Htgt) ; phénotype
normal. (165)

Hb Buenos

Aires

beta 85 (F1)

Phe — Ser

TIT > TCT

(Htgt) ; Hb X : 45-50% de
I’Hb totale ; O, (; Anémie
hémolytique compenseée.
(166)

Hb Boréas

beta 88 (F4)

Leu — Arg

CTG - CGG

(Htgt) ; Hb X : 25% de
I’Hb totale ; corps de
Heinz ; Anémie
hémolytique modérée.
(167)

Hb Santa Ana

beta 88 (F4)

Leu — Pro

CTG - CCG

(Htgt) ; corps de Heinz ;
réticulocytose ; Anémie
hémolytique modérée.
(168)

Hb Sabine

beta 91 (F7)

Leu — Pro

CIG - CCG

(Htgt) ; Hb présumée 8 %;
Coprs de Heinz ;
Réticulocytose ; Anémie
hémolytique. (169)

Hb Caribbean

beta 91 (F7)

Leu — Arg

CIG > CGG

(Htgt) ; Hb X : 39-44 %
de I’Hb totale ; Igt
instable ; O,( ; Anémie
hémolytique modérée.
(170)

Hb Redondo

beta 92 (F8)

His — Asn

CAC > AAC

(Htgt) ; Réticulocytose ;
Anémie hémolytique
chronique. (171)
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Hb Newcastle

beta 92 (F8)

His — Pro

CAC - CCC

Splénectomise ; corps de
Heinz ; Anémie chronique
modéree. (172)

Hb Mozhaisk

beta 92 (F8)

His — Arg

CAC > CGC

(Htgt) ; Hb X : 25-30 %
de I’Hb totale ; corps de
Heinz ; Réticulocytose ;
Anémie hémolytique
modérée. (173)

Hb Saint

Etienne

beta 92 (F8)

His — Gln

CAC > CAA

(Htgt) ; dissociation en
dimeres ; Anémie
hémolytique variable.
(174)

Hb J-Altgeld
Gardens

beta 92 (F8)

His — Asp

CAC > GAC

(Htgt) ; Anémie moderée ;
associée a une beta’-
thalassémie. (175)

Hb M-

Milwaukee-2

beta 92 (F8)

His — Tyr

CAC = TAC

(Htgt) ; Hb X : 23-32 %
de I’Hb totale ; cyanose ;
méthémoglobinémie.
(176)

Hb Okazaki

beta 93 (F9)

Cys — Arg

TGT = CGT

(Htgt) ; Hb X : 40-41 %
de I’Hb totale ; O,( ;
phénotype normale. (177)

Hb Koaln

beta 98 (FG5)

Val — Met

GTG - ATG

(Htgt) ; Hb présumée 30%
de I’Hb totale ; corps de
Heinz ; O, (;
Réticulocytose ; Anémie
hémolytique modérée.
(178)
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Hb Mainz

beta 98 (FG5)

Val — Glu

GTG - GAG

Anémie hémolytique
sévere. (179)

Hb Nottingham

beta 98 (FG5)

Val — Gly

GTG - GGG

(Htgt) ; Hb X : 26 % de
1I’Hb totale ; corps de
Heinz ; O, (;
Réticulocytose ; Anémie
hémolytique sévere.
(180)

Hb Djelfa

beta 98 (FG5)

Val — Ala

GTG - GCG

(Htgt) ; Hb X : 36 % de
I’Hb totale ; corps de
Heinz ; O2 (; légére
réticulocytose ; phénotype
normal. (181)

Hb Kansas

beta 102 (G4)

Asn — Thr

AAC = ACC

(Htgt) ; Hb X : 50 % de
1I’Hb totale ; Oy( ;
phénotype normal. (182)

Hb Beth Israel

beta 102 (G4)

Asn — Ser

AAC > AGC

(Htgt) ; Hb X : 40 % de
1I’Hb totale ; Oy( ; sujet
cyanosé a normal. (183)

Hb Toranomon

beta 112 (G14)

Cys — Trp

TGT > TGG

(Htgt) ; Hb 14,2 g/dl ;
Réticulocytes 0,6 % ;
phénotype normale. (184)

Hb Canterbury

beta 112 (G14)

Cys — Phe

TGT > TIT

(Htgt) ; Lot instable ;
phénotype normale. (185)

Hb

Indianapolis

beta 112 (G14)

Cys — Arg

TGT = CGT

(Htgt) ; Hb X : 38-40 %
de I’Hb totale ;
Réticulocytose ;

phénotype normale. (186)
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(Htgt) ; Oz (; phénotype

Hb Crete beta 129 (H7) | Ala— Pro | GCC - ccc
normal. (187)

(Htgt) ; Oz( ; phénotype

Hb La Desirade | peta 129 (H7) Ala — Val | GCC - GIC normal. (188)

(Htgt) ; Igt instable ; Hb
Hb Shelby beta 131 (H9) Gln — Lys | CAG - AAG | X : 35 % de I’HD totale ;
phénotype normal. (189)

(Htgt) ; Hb X : 35 % de
) I’Hb totale ;
Hb Shanghai beta 131(H9) Gln — Pro | CAG - CCG Reticulocytose ; Anémie

hémolytique. (190)

(Htgt) signale que le phénotype est observé chez I'hetérozygote, c'est a dire
I'individu chez qui un seul des deux alléles est variant.

Hb X : fraction anormale de I’hémoglobine correspondante a I’Hb instable.
Oy( : affinité pour I’oxygéne diminuée.

O, ( : affinité pour I’oxygéne augmentée.

Lgt pour légérement.

Tableau 5 : Exemples d’hémoglobines instables, variants de la chaine

beta globine.
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Actuellement, plus de 100 variants d’hémoglobines instables différentes pour
la chaine beta globine ont été décrites et disponibles sur le serveur de la base de
données des varaints de [I’hémoglobine humaine et de thalassémie

(http/www.globin gene server).

L’analyse de ce tableau appelle plusieurs remarques en relation avec la

physiopathologie des hémoglobines instables.

En une position plusieurs aminoacides sont possibles et compatibles avec

une certaine survie du porteur (positions 28 et 92).

La modification d'un acide aminé peut ou non modifier la fonctionnalité de
I’hémoglobine et agir ou non sur le phénotype du sujet (phénotype de I’Hb
Okazaki (position 93) qui est normal et phénotype du sujet avec Hb

Hammersmith (position 42) qui souffre d'une anémie sévere).

Pour une méme position deux substitutions donnent des resultats différents
(voir les variants avec mutation en position 81 : le remplacement d'une Leucine
par une Histidine n'altére pas la globine dans I’Hb La Roche-sur-Yon, alors que
I'arginine entraine une affinité augmentée de la globine pour I'oxygene et donne

une anémie hémolytique dans le cas de I’Hb Baylor).

Chez I'hétérozygote la maladie peut se manifester comme dans I’Hb Sabine,
Yokohama, etc., alors que dans d'autres cas, et bien que la molécule de globine
soit altérée, cela n'apparait pas comme pour I’Hb Kansas, Toranomon, etc.

D’apres ce polymorphisme moléculaire, on peut retenir donc que
I’hémoglobine instable est I’exemple d’un polypeptide qui peut avoir de

multiples formes de variants aux propriétés diverses. Connaitre les propriétes
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d'un variant ne permet en aucun cas d'inférer celles d'un autre variant du méme
polypeptide.

Ainsi, la répartition des variants simples d’hémoglobines instables en fonction
de codons de la molécule de B-globine (figure 24) permet de connaitre les
positions des acides aminés, et donc des codons, les plus touchées par les
mutations responsables de ces variants rares d’hémoglobines anormales et leur

mise en relation avec la physiopathologie de ces dernieres.
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nombre de variants simples d'Hb instables par codon de la f-globine
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Figure 24 : Répartition des variants d’hémoglobines instables par codon
le long de la molécule de g-globine.
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4. Diagnostic différentiel (191; 192)

Les hémoglobines instables fonctionnellement anormales se présentent avec
une symptomatologie clinique et hématologique qui leur est propre.

L’anémie hémolytique qu’entraine une hémoglobine instable est typique. En
revanche, le tableau d’une anémie hémolytique avec splénomégalie induit par
ces hémoglobines instables impose, dans le cadre d’un diagnostic différentiel,
I’¢limination d’une sphérocytose héréditaire ou maladie de Minkowski-
Chauffard qui est une anémie hémolytique secondaire a des anomalies des
protéines membranaires du globule rouge caractérisée par une splénomégalie.

Dans le cas d’une hémolyse provoquée par des médicaments ou tout autre
agent oxydant avec formation de corps de Heinz, il faudra aussi penser a un

déficit en Glucose-6-Phosphate Déshydrogénase (G6PD).
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I1. Attitude thérapeutique (193; 194; 195)

Le traitement adopté dans le cas des hémoglobines instables est fonction de
degré de gravité de I’anémie hémolytique induite par ces derni€res. Ainsi, un
certain nombre de médicaments ou de pratiques médicales ou chirurgicales sont

pourtant utilisés souvent :

Dans les cas moderés, le traitement est généralement préventif et suppletif. Il
faut prévenir et traiter rapidement les infections, en limitant les épisodes fébriles
avec de I’aspirine et €viter les médicaments oxydants (paracétamol, sulfamides).
Une surveillance de lithiase biliaire et une supplémentation en acide folique

peuvent étre également envisageées.

Dans le cas d’une hémolyse sévére, le recours aux transfusions de "culots
globulaires" c’est a dire des préparations de globules rouges humains purifiés a

partir des dons de sang est indispensable.

Dans le cas d’une anémie hémolytique chronique, la question de la
splénectomie doit toujours étre posée en tenant compte du role important de la
rate dans la petite enfance contre les infections bactériennes. Une vaccination
antipneumococcique et une prévention antibiotique par la pénicilline doivent
étre mises en route en cas de splénectomie. La splénectomie n’est cependant pas

toujours béneéfique.

Des cas graves d’hémoglobines instables ont été traités par hydroxyurée avec
une augmentation du taux d’Hb F et diminution du taux d’Hb instable par

compensation de la mutation survenue au niveau de la chaine beta-globine.
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CONCLUSION
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Les hémoglobines instables, malgré leur caractére d’étres rares, sont parmi les
anomalies génétiques de I1’hémoglobine qui peuvent é&tre a 1’origine de
manifestations cliniques plus ou moins séveres et nécessitent parfois une prise

en charge clinique.

Avec des cas sporadique, le Maroc reste une reégion de prédilection des
désordres de 1’hémoglobine de par sa situation géographique et des origines
ethniques de sa population. Les mariages consanguins sont bien acceptés par sa
culture et favorisent les complications cliniques plus ou moins sévéeres dans les

familles a risque.

L’analyse phénotypique des maladies dues aux hémoglobines instables peut
s’averer parfois insuffisante, méme avec une étude familiale compléte, d’ou
I’intérét de 1’analyse génotypique qui permet le diagnostic de certitude.
Cependant, il ne faut pas oublier que l'identification précise de mutations
correspondant a une hémoglobine inconnue nécessite des investigations longues
et codteuses dont l'intérét pratique est limite en l'absence de manifestations

cliniques.
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Résume

Les hémoglobines instables sont des anomalies génétiques de 1’hémoglobine, et
constituent un groupe de variants rares d’hémoglobines structuralement
anormales caractérisées par un défaut de stabilité. Un nombre important d’entre
eux montre une instabilité anormale avec tendance a la dénaturation et formation
de corps amorphes ou corps de Heinz a D’intérieur du globule rouge. Ces
inclusions diminuent la survie des globules rouges en produisant une anémie
hémolytique d’intensité variable chez I’hétérozygote, généralement appelée
anémie hémolytique a corps de Heinz. En conséquence les patients présentant
une hemoglobine instable peuvent avoir des manifestations cliniques telles
gu'une anémie hémolytique chronique avec jaunisse, une splénomégalie et

parfois une cyanose.

L’objectif poursuivi a travers ce travail est double. Il s’agit d’abord, d’établir
une revue des connaissances relatives aux hémoglobines humaines normales,
puis le but ultime de ce travail est de rapporter les principaux aspects
physiopathologiques moléculaires, diagnostics et thérapeutiques des

hémoglobines instables en soulignant 1’intérét du diagnostic génotypique.

Les hémoglobines instables peuvent étre associées a d'autres anomalies de
I'hnémoglobine telles que les thalassémies ou entrainer I'apparition d'anémies

chroniques sévéres transfusion-dépendantes.
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Summary

The unstable hemoglobins are genetic abnormalities of hemoglobin, and are a
group of rare variants hemoglobin structurally abnormal characterized by a lack
of stability. A significant number of them showed abnormal instability with a
tendency to denaturation and formation of amorphous bodies or Heinz bodies
inside the red blood cell. These inclusions decrease the survival of red blood
cells, producing a hemolytic anemia of varying intensity in the heterozygous,
usually called hemolytic anemia, Heinz bodies. In consequence patients with
unstable hemoglobin may have clinical manifestations such as chronic

hemolytic anemia with jaundice, splenomegaly and occasionally cyanosis.

The objective through this work is twofold. The first is to establish a review of
knowledge of normal human hemoglobins, and then the ultimate aim of this
work is to report the main molecular pathophysiology aspects, diagnosis and
treatment of unstable hemoglobins by emphasizing the importance of genotypic

diagnosis.

The unstable hemoglobins may be associated to other hemoglobin abnormalities
such as thalassemia or cause the occurrence of chronic severe anemia

transfusion-dependent.
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Serment de Galien

Je jure en présence des maitres de cette faculté :

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

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

= D'étre fidéle dans exercice de la pharmacie a la [égislation en vigueur, aux
régles de [honneur, de la probité et du désintéressement.

= e ne dévoiler a personne les secrets qui m auraient été confiés ou dont
jaurais eu connaissance dans [exercice de ma profession, de ne jamais
consentir a utiliser mes connaissances et mon état pour corrompre les meeurs
et favoriser les actes criminels.

= Que les hommes m’accordent leur estime si je suis fidele a mes promesses,
que je sois méprisé de mes confréres si je manquais a mes engagements.
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