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DOYENS HONORAIRES :

1962 - 1969
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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]
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Professeur Mohammed JIDDANE
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Professeur Ali BENOMAR

Vice Doyen chargé des Affaires Spécifiques a la Pharmacie
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1) 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*

Mai et Novembre 1982

11. Pr. ABROUQ Ali*

12.  Pr. BENOMAR M’hammed

13.  Pr. BENSOUDA Mohamed

14. Pr. BENOSMAN Abdellatif

15.  Pr. LAHBABI ¢p. AMRANI Naima

Novembre 1983

16. Pr. ALAOUI TAHIRI Kébir*

17.  Pr. BALAFRE] Amina

18. Pr. BELLAKHDAR Fouad

19. Pr. HAJJAJ ép. HASSOUNI Najia
20. Pr. SRAIRI Jamal-Eddine

Décembre 1984

21.  Pr. BOUCETTA Mohamed*

22.  Pr. EL GUEDDARI Brahim El Khalil
23.  Pr. MAAOUNI Abdelaziz

24.  Pr. MAAZOUZI Ahmed Wajdi

25.  Pr. NAJI M’Barek *

26. Pr. SETTAF Abdellatif

Novembre et Décembre 1985

27.  Pr. BENJELLOUN Halima

28.  Pr. BENSAID Younes

29.  Pr. EL ALAOUI Faris Moulay El Mostafa
30. Pr. IHRAI Hssain *

31. Pr. IRAQI Ghali

32. Pr. KZADRI Mohamed

Janvier, Février et Décembre 1987

33.  Pr. AJANA Ali

34. Pr. AMMAR Fanid

35. Pr. CHAHED OUAZZANI Houria ép. TAOBANE
36. Pr. EL FASSY FIHRI Mohamed Taoufiq
37. Pr. EL HAITEM Naima

38. Pr. EL MANSOURI Abdellah*

39. Pr. EL YAACOUBI Moradh

40. Pr. ESSAID EL FEYDI Abdellah

41. Pr. LACHKAR Hassan

42. Pr. OHAYON Victor*

Chirurgie Thoracique

Oto-Rhino-Laryngologie
Chirurgie-Cardio-Vasculaire
Anatomie

Chirurgie Thoracique
Physiologie

Pneumo-phtisiologie
Pédiatrie
Neurochirurgie
Rhumatologie
Cardiologie

Neurochirurgie
Radiothérapie

Médecine Interne
Anesthésie -Réanimation
Immuno-Hématologie
Chirurgie

Cardiologie

Pathologie Chirurgicale

Neurologie

Stomatologie et Chirurgie Maxillo-Faciale
Pneumo-phtisiologie
Oto-Rhino-laryngologie

Radiologie

Pathologie Chirurgicale
Gastro-Entérologie
Pneumo-phtisiologie
Cardiologie
Chimie-Toxicologie Expertise
Traumatologie Orthopédie
Gastro-Entérologie

Médecine Interne

Médecine Interne



43.  Pr. YAHYAOUI Mohamed

Décembre 1988

44. Pr. BENHAMAMOUCH Mohamed Najib
45. Pr. DAFIRI Rachida

46. Pr. FAIK Mohamed

47. Pr. HERMAS Mohamed

48. Pr. TOLOUNE Farida*

Décembre 1989 Janvier et Novembre 1990
49. Pr. ADNAOUI Mohamed

50. Pr. AOUNI Mohamed

51. Pr. BENAMEUR Mohamed*

52.  Pr. BOUKILI MAKHOUKHI Abdelali
53. Pr. CHAD Bouziane

54. Pr. CHKOFF Rachid

55.  Pr. FARCHADO Fouzia ép.BENABDELLAH
56. Pr. HACHIM Mohammed*

57. Pr. HACHIMI Mohamed

58. Pr. KHARBACH Aicha

59. Pr. MANSOURI Fatima

60. Pr. OUAZZANI Taibi Mohamed Réda
61. Pr. SEDRATI Omar*

62. Pr. TAZI Saoud Anas

Février Avril Juillet et Décembre 1991
63. Pr. AL HAMANY Zaitounia

64. Pr. ATMANI Mohamed*

65. Pr. AZZOUZI Abderrahim

66. Pr. BAYAHIA Rab¢a ép. HASSAM
67. Pr. BELKOUCHI Abdelkader

68. Pr. BENABDELLAH Chahrazad
69. Pr. BENCHEKROUN BELABBES Abdellatif
70. Pr. BENSOUDA Yahia

71.  Pr. BERRAHO Amina

72.  Pr. BEZZAD Rachid

73.  Pr. CHABRAOUI Layachi

74. Pr. CHANA El Houssaine*

75. Pr. CHERRAH Yahia

76. Pr. CHOKAIRI Omar

77.  Pr. FAJRI Ahmed*

78.  Pr. JANATI Idrissi Mohamed*

79. Pr. KHATTAB Mohamed

Neurologie

Chirurgie Pédiatrique
Radiologie

Urologie

Traumatologie Orthopédie
Médecine Interne

Médecine Interne
Médecine Interne
Radiologie

Cardiologie

Pathologie Chirurgicale
Pathologie Chirurgicale
Pédiatrique
Médecine-Interne
Urologie

Gynécologie -Obstétrique
Anatomie-Pathologique
Neurologie
Dermatologie
Anesthésie Réanimation

Anatomie-Pathologique
Anesthésie Réanimation
Anesthésie Réanimation
Néphrologie

Chirurgie Générale
Hématologie

Chirurgie Générale
Pharmacie galénique
Ophtalmologie
Gynécologie Obstétrique
Biochimie et Chimie
Ophtalmologie
Pharmacologie
Histologie Embryologie
Psychiatrie

Chirurgie Générale
Pédiatrie



80. Pr. NEJMI Maati
81. Pr. OUAALINE Mohammed*
82. Pr. SOULAYMANI Rachida ¢p.BENCHEIKH

Anesthésie-Réanimation
Médecine Préventive, Santé Publique et Hygiéne
Pharmacologie

83.

Pr

. TAOUFIK Jamal

Décembre 1992

Chimie thérapeutique

84. Pr. AHALLAT Mohamed Chirurgie Générale

85.  Pr. BENOUDA Amina Microbiologie

86. Pr. BENSOUDA Adil Anesthésie Réanimation
87. Pr. BOUJIDA Mohamed Najib Radiologie

88. Pr. CHAHED OUAZZANI Laaziza Gastro-Entérologie

89. Pr. CHRAIBI Chafiq Gynécologie Obstétrique
90. Pr. DAOUDI Rajae Ophtalmologie

91. Pr. DEHAYNI Mohamed* Gynécologie Obstétrique
92. Pr. EL HADDOURY Mohamed Anesthésie Réanimation
93. Pr. EL OUAHABI Abdessamad Neurochirurgie

94. Pr. FELLAT Rokaya Cardiologie

95.  Pr. GHAFIR Driss* Médecine Interne

96. Pr. JIDDANE Mohamed Anatomie

97. Pr. OUAZZANI TAIBI Med Charaf Eddine Gynécologie Obstétrique
98. Pr. TAGHY Ahmed Chirurgie Générale

99.  Pr. ZOUHDI Mimoun Microbiologie

Mars 1994

100. Pr. AGNAOU Lahcen Ophtalmologie

101. Pr. AL BAROUDI Saad Chirurgie Générale

102. Pr. BENCHERIFA Fatiha Ophtalmologie

103. Pr. BENJAAFAR Noureddine Radiothérapie

104. Pr. BENJELLOUN Samir Chirurgie Générale

105. Pr. BEN RAIS Nozha Biophysique

106. Pr. CAOUI Malika Biophysique

107. Pr. CHRAIBI Abdelmjid Endocrinologie et Maladies Métaboliques
108. Pr. EL AMRANI Sabah ép. AHALLAT Gynécologie Obstétrique
109. Pr. EL AOUAD Rajae Immunologie

110. Pr. EL BARDOUNI Ahmed Traumato-Orthopédie
111. Pr. EL HASSANI My Rachid Radiologie

112. Pr. EL IDRISSI LAMGHARI Abdennaceur Médecine Interne

113. Pr. EL KIRAT Abdelmajid* Chirurgie Cardio-Vasculaire
114. Pr. ERROUGANI Abdelkader Chirurgie Générale

115. Pr. ESSAKALI Malika Immunologie

116. Pr. ETTAYEBI Fouad Chirurgie Pédiatrique
117. Pr. HADRI Larbi* Médecine Interne

118. Pr. HASSAM Badredine Dermatologie



119.
120.
121.
122.
123.
124.
125.
126.

Pr
Pr
Pr
Pr
Pr
Pr
Pr
Pr

. IFRINE Lahssan

. JELTHI Ahmed

. MAHFOUD Mustapha

. MOUDENE Ahmed*

. OULBACHA Said

. RHRAB Brahim

. SENOUCI Karima ¢ép. BELKHADIR
. SLAOUI Anas

Mars 1994

127.
128.
129.
130.
131.
132.
133.
134.
135.
136.
137.
138.
139.
140.

Pr
Pr

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

. ABBAR Mohamed*

. ABDELHAK M’barek
BELAIDI Halima

BRAHMI Rida Slimane
BENTAHILA Abdelali
BENYAHIA Mohammed Ali
BERRADA Mohamed Saleh
CHAMI Ilham
CHERKAOUI Lalla Ouafae
EL ABBADI Najia
HANINE Ahmed*

JALIL Abdelouahed
LAKHDAR Amina
MOUANE Nezha

Mars 1995

141.
142.
143.
144.
145.
146.
147.
148.
149.
150.
151.
152.
153.
154.
155.
156.
157.

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 Amogqrane*
BENAZZOUZ Mustapha
CHAARLI Jilali*

DIMOU M’barek*

EL MESNAOUI Abbes

ESSAKALI HOUSSYNI Leila
FERHATI Driss

HASSOUNI Fadil

HDA Abdelhamid*

IBEN ATTYA ANDALOUSSI Ahmed
IBRAHIMY Wafaa

MANSOURI Aziz

DRISSI KAMILI Mohammed Nordine*

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

Chirurgie Cardio-Vasculaire

Urologie

Chirurgie - Pédiatrique
Neurologie

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
Médecine Préventive, Santé Publique et Hygiene
Cardiologie

Urologie

Ophtalmologie
Radiothérapie



158.
159.
160.
161.

Pr
Pr
Pr
Pr

. OUAZZANI CHAHDI Bahia
. RZIN Abdelkader*

. SEFIANI Abdelaziz

. ZEGGWAGH Amine Ali

Décembre 1996

162.
163.
164.
165.
166.
167.
168.
169.
170.
171.
172.
173.
174.
175.

Pr

Pr.
Pr.
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 Ouafae*
GAOUZI Ahmed
MAHFOUDI M’barek*
MOHAMMADINE EL Hamid
MOHAMMADI Mohamed
MOULINE Soumaya
OUADGHIRI Mohamed
OUZEDDOUN Naima

ZBIR EL Mehdi*

Novembre 1997

176.
177.
178.
179.
180.
181.
182.
183.
184.
185.
186.
187.
188.
189.
190.
191.
192.
193.
194.
195.

Pr

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

Pr
Pr

. ALAMI Mohamed Hassan
BEN AMAR Abdesselem
BEN SLIMANE Lounis
BIROUK Nazha
BOULAICH Mohamed
CHAOUIR Souad*
DERRAZ Said

ERREIMI Naima

FELLAT Nadia
GUEDDARI Fatima Zohra
HAIMEUR Charki*
KANOUNI NAWAL
KOUTANI Abdellatif
LAHLOU Mohamed Khalid
MAHRAOUI CHAFIQ
NAZI M’barek*
OUAHABI Hamid*

SAFI Lahcen*

. TAOUFIQ Jallal

. YOUSFI MALKI Mounia

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
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



Novembre 1998

196. Pr. AFIFI RAJAA

197. Pr. AIT BENASSER MOULAY Ali*
198. Pr. ALOUANE Mohammed*

199. Pr. BENOMAR ALI

200. Pr. BOUGTAB Abdesslam

201. Pr. ER RIHANI Hassan

202. Pr. EZZAITOUNI Fatima

203. Pr. KABBA] Najat

204. Pr. LAZRAK Khalid (M)

Novembre 1998

205. Pr. BENKIRANE Majid*
206. Pr. KHATOURI ALI*
207. Pr. LABRAIMI Ahmed*

[anvier 2000
208. Pr. ABID Ahmed*

209. Pr. AIT OUMAR Hassan

210. Pr. BENCHERIF My Zahid

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

213. Pr. CHAOUI Zineb

214. Pr. CHARIF CHEFCHAOUNI Al Montacer
215. Pr. ECHARRAB EI Mahjoub

216. Pr. EL FTOUH Mustapha

217. Pr. EL MOSTARCHID Brahim*

218. Pr. EL OTMANYAzzedine

219. Pr. GHANNAM Rachid

220. Pr. HAMMANI Lahcen

221. Pr. ISMAILI Mohamed Hatim

222. Pr. ISMAILI Hassane*®

223. Pr. KRAMI Hayat Ennoufouss

224. Pr. MAHMOUDI Abdelkrim*

225. Pr. TACHINANTE Rajae

226. Pr. TAZI MEZALEK Zoubida

Novembre 2000

227. Pr. AIDI Saadia

228. Pr. AIT OURHROUI Mohamed
229. Pr. AJANA Fatima Zohra

230. Pr. BENAMR Said

231. Pr. BENCHEKROUN Nabiha

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

Chirurgie Générale
Oncologie Médicale
Néphrologie

Radiologie

Traumatologie Orthopédie

Hématologie
Cardiologie
Anatomie Pathologique

Pneumophtisiologie
Pédiatrie

Ophtalmologie

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
Médecine Interne

Neurologie
Dermatologie
Gastro-Entérologie
Chirurgie Générale
Ophtalmologie



232.
233.
234.
235.
236.
237.
238.
239.
240.
241.
242.
243.
244.
245.
246.

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

CHERTI Mohammed
ECH-CHERIF EL KETTANI Selma
EL HASSANI Amine

EL IDGHIRI Hassan

EL KHADER Khalid

EL MAGHRAOQOUI Abdellah*
GHARBI Mohamed El Hassan
HSSAIDA Rachid*
LACHKAR Azzouz

LAHLOU Abdou

MAFTAH Mohamed*
MAHASSINI Najat
MDAGHRI ALAOUI Asmae
NASSIH Mohamed*

ROUIMI Abdelhadi

Décembre 2001

247.
248.
249.
250.
251.
252.
253.
254.
255.
256.
257.
258.
259.
260.
261.
262.
263.
264.
265.
260.
267.
268.
269.
270.
271.
272.

Pr. ABABOU Adil

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.

. AOUAD Aicha

BALKHI Hicham*
BELMEKKI Mohammed
BENABDEL]JLIL Maria
BENAMAR Loubna
BENAMOR Jouda
BENELBARHDADI Imane
BENNANI Rajae
BENOUACHANE Thami
BENYOUSSEF Khalil
BERRADA Rachid

BEZZA Ahmed*
BOUCHIKHI IDRISSI Med Larbi
BOUHOUCH Rachida
BOUMDIN El Hassane*
CHAT Latifa
CHELLAOUI Mounia
DAALI Mustapha*

DRISSI Sidi Mourad*

EL HAJOUI Ghziel Samira
EL HIJRI Ahmed

EL MAAQILI Moulay Rachid
EL MADHI Tarik

EL MOUSSAIF Hamid

EL OUNANI Mohamed

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
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



273.
274.
275.
276.
2717.
278.
279.
280.
281.
282.
283.
284.
285.
286.
287.
288.
289.
290.
291.
292.

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

Pr
Pr
Pr
Pr

EL QUESSAR Abdeljlil
ETTAIR Said

GAZZAZ Miloudi*
GOURINDA Hassan
HRORA Abdelmalek
KABBA] Saad

KABIRI EL Hassane*
LAMRANI Moulay Omar
LEKEHAL Brahim
MAHASSIN Fattouma™
MEDARHRI Jalil
MIKDAME Mohammed*
MOHSINE Raouf
NABIL Samira

NOUINI Yassine
OUALIM Zouhir*

. SABBAH Farid

. SEFIANI Yasser

. TAOUFIQQ BENCHEKROUN Soumia
. TAZI MOUKHA Karim

Décembre 2002

293.
294.
295.
296.
2917.
298.
299.
300.
301.
302.
303.
304.
305.
300.
307.
308.
309.
310.
311.
312.
313.

Pr
Pr
Pr
Pr

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

. AL BOUZIDI Abderrahmane*
. AMEUR Ahmed *

. AMRI Rachida

. AOURARH Aziz*

BAMOU Youssef *
BELMEJDOUB Ghizlene*
BENBOUAZZA Karima
BENZEKRI Laila
BENZZOUBEIR Nadia*
BERNOUSSI Zakiya
BICHRA Mohamed Zakariya
CHOHO Abdelkrim *
CHKIRATE Bouchra

EL ALAMI EL FELLOUS Sidi Zouhair
EL AL] Haj Ahmed

EL BARNOUSSI Leila

EL HAOURI Mohamed *
EL MANSARI Omar*
ES-SADEL Abdelhamid
FILALI ADIB Abdelhai
HADDOUR Leila

Radiologie

Pédiatrie

Neuro-Chirurgie
Chirurgie-Pédiatrique

Chirurgie Générale
Anesthésie-Réanimation
Chirurgie Thoracique
Traumatologie Orthopédie
Chirurgie Vasculaire Périphérique
Médecine 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
Rhumatologie
Dermatologie
Gastro-Entérologie
Anatomie Pathologique
Psychiatrie
Chirurgie Générale
Pédiatrie
Chirurgie Pédiatrique
Urologie
Gynécologie Obstétrique
Dermatologie

Chirurgie Générale
Chirurgie Générale
Gynécologie Obstétrique
Cardiologie



314. Pr. HAJJI Zakia

315. Pr. IKEN Ali

316. Pr. ISMAEL Farid

317. Pr. JAAFAR Abdeloihab*

318. Pr. KRIOULE Yamina

319. Pr. LAGHMARI Mina

320. Pr. MABROUK Hfid*

321. Pr. MOUSSAOUI RAHALI Driss*
322. Pr. MOUSTAGHFIR Abdelhamid*
323. Pr. MOUSTAINE My Rachid

324. Pr. NAITLHO Abdelhamid*

325. Pr. OUJILAL Abdelilah

326. Pr. RACHID Khalid *

327. Pr. RAISS Mohamed

328. Pr. RGUIBI IDRISSI Sidi Mustapha*
329. Pr. RHOU Hakima

330. Pr.SIAH Samir *

331. Pr. THIMOU Amal

332. Pr. ZENTAR Aziz*

333. Pr. ZRARA Ibtisam*

PROFESSEURS AGREGES :

J[anvier 2004
334, Pr. ABDELLAH El Hassan

335. Pr. AMRANI Mariam

336. Pr. BENBOUZID Mohammed Anas
337. Pr. BENKIRANE Ahmed*

338. Pr. BENRAMDANE Larbi*

339. Pr. BOUGHALEM Mohamed*
340. Pr. BOULAADAS Malik

341. Pr. BOURAZZA Ahmed*

342. Pr. CHAGAR Belkacem*

343. Pr. CHERRADI Nadia

344. Pr. EL FENNI Jamal*

345. Pr. EL HANCHI ZAKI

346. Pr. EL KHORASSANI Mohamed
347. Pr. EL YOUNASSI Badreddine®
348. Pr. HACHI Hafid

349. Pr. JABOUIRIK Fatima

350. Pr. KARMANE Abdelouahed
351. Pr. KHABOUZE Samira

352. Pr. KHARMAZ Mohamed
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Liste des abréviations

2,3-BPG: 2,3-bisphosphoglycérate

2,3-DPG: 2,3-diphosphoglycérate

ADN : Acide désoxyribonucléique

AINS : Anti-inflammatoire non stéroidien

ARN : Acide ribonucléique

ARNmM : Acide ribonucléique messager

AVC : accident vasculaire cérébral

CCMH : concentration corpusculaire moyenne en hémoglobine
EDTA : acide éthyléne diamine tétraacétique

HU : hydroxurée

IEF : isoelectrofocalisation

kDa : kilodalton

LDH : Lactate déshydrogénase

NAD : nicotinamide adénine dinucléotide

pH : Potentiel hydrogene

PO : Pression partielle en O2

PS : phosphatidylserine

S.F.B.C :Recommandations de la Société Francaise de B@l@igiique.
TCMH : teneur corpusculaire moyenne en hémoglobine
TF : transfusion

tR : temps de rétention

VGM : Volume globulaire moyen
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Les hémoglobinopathies, responsables d’anémies lggues, sont reconnues comme un
important probleme de santé publique dans le mo@ueestime & 7 % de la population
mondiale le nombre de sujets hétérozygotes. Cdmlpgies, endémiques dans certaines
populations, sont de plus en plus fréquemment wbssr partout au monde du fait des
mouvements de populati¢i].

Le Maroc est une région de prédilection des di#ssrde I'hémoglobine (Hb) de par sa
situation géographique et des origines ethniquesadeopulation. Les mariages consanguins
sont bien acceptés par sa culture et favorisentdagplications cliniques dans les familles a
risque[2]. Parmi ces maladies, la drépanocytose est la pigsiénte. En effet, 120 millions
de personnes sont porteuses, au moins a |'étd@radaggote, de la mutation dans le
mondg3]. Par ailleurs, a ce jour, plus de 1100 variantsid@rioglobine sont dénombiféd.
L’identification précise des hémoglobines anormgalais appel & un ensemble de techniques,
nous permettant a la fois l'identification des éiffints variants de 'hémoglobine ainsi que la
guantification des hémoglobines (normales ou nGr}k 2 étapes sont une base indispensable
pour un diagnostic fiable des hémoglobinopathies pgrmettra non seulement une prise en
charge thérapeutique la plus optimale possiblepdéents atteints, mais aussi I'évaluation du
risque de transmission de ces pathologies aux a@ants de parents porteurs d’'une anomalie
de I'Hb.

L'utilisation en routine de [Iélectrophorése c#égpre a révolutionné la fagon
d’appréhender ce diagnostic. En effet, d’autredrteues comme I'électrophorése a pH
alcalin commencent a devenir désuétes. Néanmoir@@htamatographie Liquide a Haute
Pression ou CLHP, méthode de référence pour latifjaation des hémoglobines F et A2
notamment, tient toujours une place de grande itapoe.

Les objectifs de notre travail sont de

» Rappeler les caractéristiques principales des hiamiogpathies les plus courantes en
soulignant la complexité des mécanismes impliqués.
= Définir les différentes techniques d’étude deftoglobine pour le diagnostic et la prise

en charge de ces hémoglobinopathies.



Historique (figure 1)

Lorsque le physiologiste allemand Hoppe-Seylerég en 1862 le mot « hémoglobine » pour
désigner le pigment respiratoire contenu dans lebutes rougeg5], la communauté

scientifique d’alors était loin d'imaginer les mples hémoprotéines aux fonctions différentes
qui, 140 ans plus tard, seraient regroupées sotexmme. Ce pigment est appelé myoglobine

guand il est contenu dans des cellules non cirtedacomme celles des muscles.

Dans les années 1960, les mieux connues de cegsuledéétaient les hémoglobines et
myoglobines de vertébrés. Leurs fonctions étaiespectivement le transport de I'oxygéne de
la périphérie aux tissus et son stockage au v@sidas mitochondries.

En 1962, Perutz et Kendrew ont été récompensésepanix Nobel de chimie pour avoir
élucidé, par diffraction des rayons X, la structspatiale de ces deux molécu[€s7]. La
myoglobine utilisée dans ces études a été exulaitmuscle de cachalot, ou elle est présente
en quantité abondante. Elle apparaissait commeé®mifune chaine polypeptidique, appelée
globine, constituée de huit segments hélicoidawpliés autour d'un groupement
prosthétique, I'hnéme. Ce dernier est une protopgaipé 1X, centrée par un atome de fer.
Dans cette structure, appelée dans la littératngbossaxonne globin fold ou three-on-three
structure, la molécule d’heme est prise en sandwagbc, sur chacune de ses deux faces
(proximale et distale), un groupe de trois hélices

L’hémoglobine de cheval, alors définie a plus faibdsolution que la myoglobine, s’avérait
étre un tétrameére hétérologue, constitué de dequestge chaines de globine, appetéesp,
dont la structure spatiale était identique a addiéa myoglobine.

L’hémoglobine des vertébrés n’est en fait que lscdadant d’une trés ancienne famille de
protéines présente dans tout le monde vivant, aégéanimal, de la bactérie a I'homij@].

Le caractere commun a toutes ces molécules, affirhear appartenance a la famille des

hémoglobines est leur structure tridimensionnelbastituée par six a huit hélices enroulées.



La fonction des hémoglobines n'est sans doute devda transport et le stockage de

I'oxygéne que chez les organismes complexes pliuiaies.

Chez les étres unicellulaires et les invertébrésplas primitifs, le transport et la diffusion

d’oxygene semblent physiologiqguement moins impastajue ne l'est la protection contre

I'effet toxique de 'O2, du CO et du N§9—10].
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Figure 1 : Histoire de I'hémoglobine humaing]11]



Les hémoglobines ancestrales sont apparues il 8 anilliard d’années, soit 0,5 milliard
d’années apreés les algues bleues. Dans les gemes temoglobines les limites entre exons
et introns occupent déja les positions qu’elles antuellement. La divergence entre
myoglobine et hémoglobine remonte a 750 millionsndées et la séparation entre chaines

alpha et béta a 500 millions d’années.

Chez tous les vertébrés, a I'exception des poisagnathes, témoins des especes les plus
anciennes, I'hémoglobine est donc sous forme dantétre hétérologue. Les duplications qui
ont conduit aux diverses chaines de type alph&tet $ont bien plus récentes, remontant a

environ 50 millions d’années.



PREMIERE PARTIE :

‘ HEMOGLOBINES NORMALES
ET PATHOLOGIQUES J
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| .LES HEMOGLOBINES [11]

[.1. Fonction

Les hémoglobines, pigments respiratoires présaris ks hématies, ont pour réle principal
le transport de I'oxygene des poumons vers legdjsainsi que I'élimination du dioxyde de
carbone des tissus vers les poumons. Elles pamiciginsi au maintien du pH intra

érythrocytaire.

[.2. Structure (Figure2)

Les hémoglobines humaines sont des tétrameres idian85 kDa, constitués de 4 sous
unités: les globines, identiques deux a deux (2nelsade type et 2 chaines de type nai;

de nature protéigue. Dans chacune de ces chainegoldme se trouve un groupement
prosthétique appelé heme, logeant dans une pociteghobe. Grace a ses 4 sous unités, une

molécule d’hémoglobine peut fixer 4 molécules d'gaye.

Hémoglobine

Figure 2 : Représentation tridimensionnés d’un tétramére d’hémoglobine[12]



A- L'heme (figure3)

L'ensemble "fer incorporé a une porphyrine" coostitun heme. Dans le cas de
I'némoglobine, la porphyrine abritant I'atome de &st la protoporphyrine, molécule

hautement conjuguée, plane et donneuse d'électioheme coordonné a [Ihistidine

proximale de la chaine protéique globine et a taxe[13].

H.i CH CEi
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™ - g ,’f

O _CH i"H L] | CT D

CH

Figure 3 : Structure de 'héme[14]

[.3. Le processus d’oxygénation de la molécule @imoglobine

Comme nous le verrons plus loin, ’hémoglobineaet€e de fagon majoritaire est I'Hb A,
tétramere constitué de 2 chainexst de 2 chaings

La structure de I'hémoglobine se modifie au couesla fixation et de la libération de
I'oxygene. L'efficacité du transport de I'oxygeneyt étre mesurée par la courbe d’affinité de

I’'hnémoglobine pour I'oxygene.



Cette courbe a une allure sigmoide en raison thcteae allostérique de I’hémoglobine et de
la coopérativité des globines dans la cinétiqudipxdgion de I'oxygene : la fixation d’'une
molécule d’oxygéne stimule la fixation de moléculadditionnelles. Selon le modéle
allostérique de Monod, Wyman et Changéli®] (figure 4), ’hémoglobine existe sous deux
formes en équilibre : I'une relachée ou forme Roéef affinité pour I'oxygene, l'autre
contrainte ou forme T, a affinité plus faible.

La fixation d’oxygene sur une des sous-unités dadéecule entraine la transition concertée
des autres sous-unités du tétrameére vers la forme'd@inité pour I'oxygéne varie en
fonction des conditions environnementales: ellesess l'influence de la température, du pH,
de la teneur en COet d’anions comme le 2,3 diphosphoglycérate (DP@)s’agit d’'un
phosphate inorganique dont la concentration érgthaire est similaire a celle de
I’'hnémoglobine. Il se fixe a l'intérieur d’'une pocmeénagée entre les deux chaines béta de

I’'hnémoglobine et stabilise la forme T. Il est exgiullors du processus d’oxygénation et la

transition vers la forme R.416] (figure 5).
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Figure 5 : Forme T et fare R de 'hémoglobing 17]
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Figure 4 : Courbe de dissociation de I'oxyhémoglobe [18]

On peut ainsi définir la P50 qui est la pressiortigiée en dioxygéne correspondant a une
saturation de I’hémoglobine de 50% (en rouge sfiglae 4). Certaines situations vont étre a
I'origine d’une déviation de la courbe vers la depicomme I'augmentation de la p&Qa
baisse du pH ou encore 'augmentation de la tenyo@au de la production du 2,3-BPG (en
altitude par exemple). Cela entraine ainsi une mition de I'affinité de I'hémoglobine pour
I'oxygéne se traduisant par une augmentation d&s(@a (en jaune sur figure 4) et par une
plus grande quantité d’oxygene délivrée aux tishslinverse, une variation de ces
parametres dans l'autre sens (EC@mpérature, pH, production de 2,3-BPG) entrainere
déviation de la courbe vers la gauche et une ditiminule la délivrance tissulaire

d’oxygene[19].
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I.4. Génes de globine

A- Description (figure 6)

HS - 40
. , £
Famille des 5 M
génes - o A
5 HS 5—p 1
Famille des ééJAA] re_l
génes - B 7/ ]
«——>
LCR

Figure 6 : Structure et organisation des deux famiiés de génes-globingL9]

1)- Les génes du locus (Figure 7)

Les génes de type sont regroupés sur le chromosome 16, sur la pemtieinale du bras
court.

La famille a comporte 3 genes fonctionnels : le gémm@de pour la chaine embryonndiret
précede les deux géenes des chainesl eto?2.

Les génew(, yol etyo 2 sont, quant a eux, des pseudogénes non fonetsnn

Chromosome 16 : Groupe de type alpha
‘ =2 A .l ol

=21

Figure 7 : Les génes embryonnaires sont représentés bleu, les géenes adultes en jaune

et les pseudogenes en rouge : on trouve de gauchdraite les géneg en bleu,y( et yal

en rouge eta2 puisal en jaune.[20]
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Ce domaine génomique est caractérisé par la n@pétie longues séquences homologues,
localisées aussi bien dans les génes eux-mémest @2) que dans les séquences inter-
géniques. Ceci évoque une duplication ancestratesiséquences géeniques et inter géniques,
mais aussi leur évolution concertée.

Les génesil et a2 codent tous deux pour la méme chaine de globjret ce de maniére
équivalente : en effet, TARNm du gene, transcrit en plus grande quantité du fait de la

meilleure efficacité de son promoteur, contre bedala traduction plus active de TARNm du

géneol[21].

2)- Les genes du locys (figure 8)

Les génes de typp se trouvent a I'extrémité distale du bras courtafwomosome 11
(Figure8).
La famille 3 compte 5 genes fonctionnels : le géne de la claim@yonnaire, qui est suivi

par les deux genes des chaines foetgldéSy et Ay), puis par les deux genes des chaines
adultesd etp.

Chromosome 11 : Groupe de tvpe béta
] Gy By =25} ] B

Figure 8 : Les genes embryonnaires sont représentén bleu, les génes foetaux en vert,

les génes adultes en jaune et les pseudogénes emgea on trouve de gauche a droite les

génese en bleu, Gy et Ay en vert, yp en rouge,d et en jaune.[20]
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B- Activation ontogénique des génes de globineigiare 9)

La position des genes de la globine humaine le tiegychromosomes correspond a l'ordre
dans lequel ils sont exprimés au cours du développe

Au niveau du locus, le genel est exprimé uniquement pendant la période embajoan
puis le relais est pris par les géndseta2 exprimés dés le stade foetal puis tout au lonig de
vie.

Pour ce qui est du locis I'expression du genese restreint a la vie embryonnaire. Les genes
vy sont trés actifs pendant la période foetale aweaapporty G/ Ay de 3/1, puis leur
expression s’affaiblit a partir de la naissancecawee modification du rappoyt G /Ay, qui
devient de 2/3. Le gerfg a la base de I'hémoglobine majeure de I'adultan(globine A),
commence a s’exprimer vers la fin du ler trimesteegrossesse pour atteindre un taux
d’expression maximal dans I'année qui suit la raiss. Enfin, le géné ne s’active qu’apres

la naissance et demeurera d’expression faibleatoldng de la vie.

On observe donc une commutation (ou « Switch »)rgambfoetus pour la famille alpha et

une double commutation embryon foetus puis foetiudte pour les genes de la famille béta.

13



Site de I'érythropoiese
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Figure 9 : Synthése des chaines de globine chefdetus et le nourrissor{19-21].

C-Hémoglobines normales exprimées au cours deve (Tableau I)

La proportion des différentes hémoglobines évolaefanction du changement de lieu de
I'érythropoiése dans les étapes successives de la v
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1)- Chez I'embryon

L’érythropoiéese a lieu dans le sac vitellin. Il ycaexistence de 2 chaines de typedans
I'ordre d’apparition la chainé puis la chaine: retrouvée a I'dge adulte, et de 2 chaines de
typep les chaines ety.

De ce fait, il existe 3 types d’hémoglobines embnaires :

-L'Hb Gower 1:{2¢2

-L'Hb Gower 2 :a2¢ 2

-L’Hb Portland : {2y 2

2)- Chez le foetus

Chez le foetus, c’est au niveau du foie et detlagae se déroule I'érythropoiéese.

A partir du 37eéme jour apparditib F ou foetale : a 2 y 2, dont les proportions vont
atteindre 90% entre la 8éme et la 10éme semaigeodeesse puis rester constantes jusqu’a la
naissance.

La synthese de 'hémoglobine aduitb A (a 2 B 2) débute mais a taux faible.

3)- Chez I'adulte

Ici la synthese des hémoglobines se déroule dansddie osseuse.

L’enfant atteint son profil hémoglobinique adulers I'age de 6 mois, et on retrouve :

- L'Hb A, qui représente plus de 97 % de I'Hb. L'HAbest en réalité constituée de I'Hb AO
(constituant majeur) et de I'Hb Al, forme obtenae glycation.

-L'Hb A2 : a 206 2, qui représente 2,2 a 3,2 % de I'Hb, sa synthébeite¢ dans la période
néonatale.

- L'Hb F qui demeure a I'état de traces (<1%).

15



Tableau | : HEmoglobines normales exprimées au coside la vie

Age Types Proportion des Chaines de globine
d’hémoglobines différentes
rencontrées hémoglobines
Adulte Hb A 97 % o 2B 2
Hb A2 22-32% a 282
Faoetus Hb F 80 —95 % a2y 2
Hb A 5-20% o 2B 2
Embryon Hb Gower 1 (2¢€2
Hb Gower 2 o 2e2
Hb Portland (2y2
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Il — Les hémoglobinopathies

Les pathologies dues a des anomalies de structigrefonction ou de production de
I'hémoglobine sont appelées hémoglobinopathiess’dgit en général de pathologies
héreditaires qui sont consécutives a des mutatians les groupements des genes de globine.
Cependant, des hémoglobinopathies acquises peéteniconsécutives a des expositions
toxiques (par exemple la méthémoglobinémie) ousshéenopathies malign§22-23].

Elles sont responsables d’anémies hémolytiques titaiennelles, et présentent une
répartition géographique assez -caractéristidfigure 10). On constate en effet que
I'incidence des formes graves d’hémoglobinopatbgseaucoup plus significative au niveau
des zones ol le paludisme est endém|@4d (Figure 11). Ceci est expliqué par le fait que
les hémoglobinopathies a I'état hétérozygote pmiegontre les formes graves de paludisme,

entrainant ainsi une pression de sélection quiererd ces patients un avantage de survie.

Figure 10 : Répartition géographique des principale hémoglobinopathie425]
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Figure 11 : Répartition géographique des naissancgsésentant une forme grave
d'hémoglobinopathie (pour 1000 naissance$26]

On peut répartir les anomalies de 'hémoglobin@ gnands groupes

- Les anomalies structurales, responsables dan@afmn d’hémoglobines anormales et dues
le plus souvent a une mutation sur une des chamegobine, conduisant aux anémies, plus
rarement de polyglobulie ou de cyanose. C'est degite catégorie que se situe la

drépanocytose par exemple.

- Les thalassémies, correspondant a un déficiyalnase total ou partiel d’'une des chaines de
globine.

On rencontre également les associations de cgge? tfanomalies (par exemple :

S/B thal, S/Lepore, B thal), de plus en plus fréquentes en raison degativgs de
populations.

18



[I.1. Anomalies de structure de la protéine :

Les Hb anormales sont le plus souvent dues a uratiou ponctuelle (substitution d’'une
base par une autre d’ou changement du codon etlaeempent d’un acide aminé par un
autre), comme c’est le cas pour 'Hb[B5(Glu— Val).

Il existe également des mécanismes de délétiorimsedion entrainant un décalage du cadre
de lecture et donc la formation d’'une protéine tlecture totalement différente de celle de

I’'hnémoglobine.
Avant de débuter la description des principalesd@abines anormales, il est important d’en

avoir une vision globale et d’en connaitre la nootmre par ordre alphabétique, dont

I'origine vient de leur profil de migration en étemphorése a pH alcalifTableau II).
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Tableau Il : Nomenclature des principale®émoglobines anormales par ordre

alphabétique[27]

Nom de I’hémoglobine Mutation décrite ou caractéristigues
Hb A Hb adultes (Ag, A1, Ale, Az)
HbC 16 Glu—Lys
HD Mutations [} du groupe +1
HbE (26 Glu—Lys
HbF Hb foetale
Hb G Mutations ot du groupe +1
HbH Tétramere [}

Hb1 Mutations « du groupe -2

HbJ Variants o et [} du groupe -1

HbK Vanants « et [} rapides entre -1 et -2

Hb M Variants responsables de méthémoglobinémies
Hb N Variants rapides [} du groupe -2

HbO O-Arab [§121 Glu—Lys

HbLP P-MNilotic Géne-fusion

Hb Q Variants « du groupe +1

Hb S [46 Glu—Val

HbT T-Cambodia

Les hémoglobines sont nommeées par une lettre ourpaom, le plus souvent correspondant
au lieu ou la premiere hémoglobine de ce nom alétéite. Cette lettre peut correspondre a
un variant bien précis, comme I'Hb S ou I'Hb C, malle peut aussi englober une famille de
variants, caractérisée par le fait que la mutgtiomne sur la famille de génesoup, et par une

migration particuliere en électrophorése a pHlaica
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On attribue ainsi par défaut la charge 0 a I&thet on classe les autres variants en fonction
de leur position sur I'électrophorégramifiégure 12). Par exemple, les hémoglobines J sont
décrites comme une famille de variants ou migrdum pite que I'Hb A en électrophorese a

pH alcalin (de charge relative « -1 »).

— deépot C- 5 F Ao J I, N

Charge +2 +1 0 -1 -2

Figure 12 : Migration de quelques hémoglobines erlextrophorese a pH alcalin
(pH 8,6)[27]

A- L’hémoglobine S

1)- Définition
La drépanocytose appelée encore anémie falcifoBic&|]anémie ou maladie de Herrick est
une affection qui touche surtout la race noire.
La drépanocytose est une maladie autosomique réeeslie a une mutation du sixieme
codon de la chain@-globine (GAG devient GTG) entraine le remplacemeeatl'acide
glutamique présent dans I'hémoglobine A par unengal6 Glu—Val), a l'origine de

synthése d’'une hémoglobine anormale : 'hémogloBine
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L’hémoglobine S entraine : une anémie hémolytiquerique, des complications aigués par
vaso-occlusion des micro-vaisseaux, des compliestigiscérales chroniques d’origine
ischémique pouvant atteindre pratiquement tousotganes et enfin, un risque d’infections
bactériennes lié a I'asplénie fonctionnelle.

Les syndromes drépanocytaires « majeurs » regrodpeforme homozygote S/S et les
formes hétérozygotes composites S/CfBt &u P thalassémie.

La forme homozygote SS a une évolution plus sévaess la plupart des complications y
compris les plus graves peuvent étre observéeswas des formes hétérozygotes composites.

Par opposition, les sujets hétérozygotes AS (trettsurs sains) sont en régle générale

asymptomatiquef28].

2)- Répartition géographique
La drépanocytose est la premiére maladie génétilpud’Afrique intertropicale. Dans
certaines zones, la prévalence du génotype héguoteAS peut atteindre 25 % a 30 % de la
population[29]. Selon 'OMS, 300 000 enfants naissent avec cette maladie ldam®nde
chaque anné¢30]. En France métropolitaine, 10 000 personnes sonthéms, 2000 en
Martinique et 1500 en Guadeloufal].

3)- Syndromes drépanocytaires

» Syndromes drépanocytaires majeurs

On parle de drépanocytose pour les patients honotegygour la mutation (S/S) mais il existe
de nombreuses formes dites « hétérozygotes cormapositiues au brassage des populations.
C’est ainsi que 'on retrouve des profils S/C gShalassémique ($¥/+ou S/ o), ou encore

S/E par exemple, associés a une clinique variable.
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4)- Physiopathologie

La mutation de la chairfede globine [f6val) est la cause de la drépanocytose. Les meigcul
d’hémoglobine S (HbS) different de I'hémoglobine nermale (HbA) par une nouvelle
propriété, celle de former des polyméres quands edlent désoxygénées, ce qui induit la
falciformation[32]. La falciformation et la polymérisation de I'HbS saéversibles lors de

la réoxygénation, les hématies reprenant une foronmale. Des études de la polymérisation
de I'hémoglobine S, par une désoxygénation brusque,montré un role essentiel de la
concentration intracellulaire de I'hémoglobine Snslale délai de survenue de la
polymérisation de I'HbS, qui est d'un ordre expdienélevé de la concentration de
I’'hnémoglobine S

La polymérisation de I'hémoglobine S induit unetdé@latation cellulaire par perte d’ions et
d’eau. Elle augmente ainsi la densité cellulaiee,cbncentration de I'Hb et accélere la
formation des polyméres en cas de désoxygénat®gldbules rouges drépanocytaires.

Les globules rouges déshydratés et denses saatbleapde contenir des polyméres dans des
conditions d’hypoxie modérée et méme dans le satdgiel, en raison de la concentration
intracellulaire particulierement élevée de I'Hb@squ'a 50. La proportion des hématies
déshydratées joue un réle important sur le pouagentie globules rouges rigides et déformés
dans les capillaires et les veinules post-capdfaiou la viscosité accrue et le ralentissement
circulatoire favorisent leurs interactions aveatiethélium qui peut étre active.

Les études de la physiopathologie ont montré gsi@li@bules rouges denses et déshydratés
jouent un rdle central dans les manifestations éiget chroniques de la maladie
drépanocytaires basées sur les vaso-occlusiona etduction du flux sanguin dans les
vaisseaux, conséquence de la falciformation dangdéts vaisseaufigure 13) [19].

Les altérations membranaires secondaires a la goiyation de 'hémoglobine S favorisent
également la génération de globules rouges rigetesiéformés en permanence. Ceci
contribue a des événements vaso-occlusifs addgleret a la destruction des globules rouges

dans la circulation.
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Ces globules rouges altérés ont également une gerfasymétrie des phospholipides avec
I'externalisation de la phosphatidylsérine, qui gown réle significatif dans leur
reconnaissance par les macrophages et leur élioninptématurée, I'apoptose cellulaire et
I'activation de la coagulatiof83].

Les événements vaso-occlusifs dans la microciiomatésultent d’'un scénario complexe
impliquant les interactions entre différents type#iulaires incluant les globules déshydratés
et denses, les réticulocytes, les cellules endatbgélanormalement activées, les leucocytes,

les plaquettes et des facteurs plasmatifdds.
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Figure 13 : Mécanisme physiopathologig de base de la drépanocyto$83]
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5)- Aspects clinique§35]
a) Drépanocytose homozygote

Les premiers signes cliniques n’apparaissent ge&diage de six mois, période ou
I’'hnémoglobine S remplace progressivement 'lhémoigiels-.
Le tableau clinique comporte trois sortes de diinat : les phases stationnaires, les

complications aigués et les complications chrorsque

Les phases stationnaires

A I'état basal, il existe une anémie qui se traghait une paleur cutanéo-muqueuse puis par
des signes cardiaques.

La splénomégalie est constante chez le nourrisaga pEgresse. L’hépatomégalie est
inconstante.

Il existe un retard staturo-pondéral chez les dafan zone tropicale et souvent un retard de

la puberté et de la maturation osseuse.

Les complications aigués :

Les crises douloureuses aigués, appelées criseaniréytaires, associent des douleurs a de la
fievre. Elles sont fréquentes chez le petit enfiaais s’espacent au cours de I'adolescence.
L’hétérogénéité des symptbmes (thoraciques, abdamin) génere des problemes
diagnostiques.

Les infections ont une forte incidence dans lesngrees années de vie et diminuent, sans
disparaitre, avec I'age. Elles sont responsabl@sedpart importante de la morbidité et de la
mortalité de la drépanocytose. Ce sont des méemgites septicémies, des pneumopathies,
des osteomyélites.

Des épisodes d’aggravation de I'anémie chroniqueem résulter d’'une situation fébrile, de
crises de séquestration splénique (particulierespetit enfant), d’'une infection par le

parvovirus B19.
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Les accidents vaso-occlusifs graves sont des coatighs aigués qui comportent des
manifestations neurologiques, pulmonaires, desrthases (thrombose de I'artére centrale de

la rétine, priapisme...) et des hématuries microspogs.

Les complications chroniques :

Elles sont fréquentes pendant I'adolescence aeladulte. Ce sont des ulcéres de jambe, des
nécroses osseuses aseptiques (des hanches pailedxel®ep Iésions oculaires (rétinopathie
avec hémorragies), des complications pulmonairegar(itus, infections, insuffisance
respiratoire chronique), des atteintes cardiaqdes, altérations rénales, des complications
hépatobiliaires (lithiase biliaire).

Il a été trouvé des corrélations entre I'évolutidmique et le taux d’hémoglobine F. Les

sujets ayant le plus d’hémoglobine F (supériel2® %) ont une forme moins sévere.

b) Drépanocytose hétérozygote
C'est en général un eétat asymptomatique. Des symgs6évocateurs de syndrome
drépanocytaire (hémolyse, douleurs) doivent fagehercher un facteur aggravant associé
(hétérozygotie A/S Antilles).
Le trait drépanocytaire expose toutefois a uneérdtteénale (hématuries, défaut du pouvoir
de concentration des urines...), certaines manifestatvaso-occlusives comme linfarctus

splénique, dans des conditions d’hypoxémie profqadeexemple.

c) Autres syndromes drépanocytaires
La coexistence d’'une ou deux mutations caractgust de la drépanocytose et d'une autre
anomalie génétiqgue peut étre a l'origine de synéordrépanocytaires majeurs dont la

sévérité est variable.
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6)- Dépistage prénatal

Il est proposé a tous les couples se trouvant dasituation ou un risque existe de donner
naissance a un enfant porteur d'un syndrome dréytaice majeur, c’est-a-dire
essentiellement une drépanocytose homozygote oweroaggote composite S
thalassémique, qui restent, malgré les progréajleéitiques, des maladies graves et pénibles.
La drépanocytose hétérozygote composite SC n’est qomsidérée comme relevant du
diagnostic prénatal en raison de sa sévérité dimiggduite par rapport a celle de la
drépanocytose homozygote. Le principe de l'infoioragénétique qui précede le diagnostic
prénatal repose sur I'explication claire du risguecouple, afin qu’il puisse exprimer son
souhait liborement en respectant ses convictionsal®®r philosophiques et religieuses. Il est
surtout fondamental d’expliquer les conséquencesntéelles de la maladie chez I'enfant a
naitre, en tenant compte de la difficulté posée lpawariabilité et I'impreévisibilité de
I'expression phénotypique. Il faut qu’il soit clajue le diagnostic prénatal, parce qu'’il fait
courir un risque faible de complication, n’est pre@ qu’aux couples qui souhaiteraient une
interruption médicale de grossesse dans le cas®dnépanocytose serait retrouvée.

Les techniques utilisées sont la biopsie de trblasbe, réalisables a 10-12 semaines

d’aménorrhée, et 'amniocentése, a 15 semainesdfiamhée. Les prélevements recueillis

sont ensuite analysés par biologie moléculBf].

7)- Dépistage néonatal
Un programme de dépistage néonattional de la drépanocytose chez les nouveauornds d
les parents font partie d'un groupe a risque exasteFrance depuis 1995. Son but est de
permettre la mise en place précoce d’'une priseharge adaptée comportant notamment une

prophylaxie antipneumococcique chez les enfantsesl
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8)- Mesures préventives et traitement

@ Mesures préventives
Elles constituent principalement en la préventioes dcrises vaso-occlusives et des
complications:
- Prévention précoce des infections (pneumocoqaefntéphilus)
- Hydratation orale réguliere et adaptée aux cistamces
- Traitement précoce des épisodes infectieux
- Education du malade
- Prise en compte des problémes sociaux

- Evaluation médicale réguliére du patient

@ Traitement
- Hyperhydratation
- Traitement des crises : utilisation progressies dntalgiques (paracétamol, AINS, dérivés
morphiniques)
- Programme transfusionnel (transfusions, échatrgasfusionnels)
- Traitement chélateur du fer
- Les mécanismes d’actions de 'HU sont incompl&eintonnus. Le mécanisme principal
repose sur l'augmentation de I'hémoglobine F, qlinteycale entre les molécules
d’hémoglobine S et ainsi réduit leur polymérisattams les globules rouges drépanocytaires.
En effet, ’'HU augmente le nombre de globules reaugentenant de I’'hémoglobine F, la

concentration d’HbF dans les hématies drépanoegaiet la quantité d’hémoglobine F
circulante[37].

- Allogreffe de moelle osseuse : seul traitememnatiude la maladie.
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B- L’hémoglobine C

1)- Définition
L’hémoglobinose C est une maladie génétique duea a&yhthese d’'une hémoglobine
anormale, I'hnémoglobine C (HbC) qui remplace I'hghobine A (HbA) normale.
Un variant de 'hémoglobine formé suite a la mwtatdu codon 6 de la chaifemais avec
cette fois remplacement de l'acide glutamique p@ lysine (68 Glu— Lys). On peut la
trouver a I'état hétérozygote (génotype A/C ouaitts A/C), a I'état homozygote (C/C ou
hémoglobinose C) ou combinée a d’autres anomafmspant ainsi des hétérozygotes

composites : génotype/[C thalassémiquep¢ ou po), ou profil S/C, dont la clinique est

classiquement moins sévére que celle de la drépasa¢38].

2)- Répartition géographique

On retrouve I'hémoglobine C principalement en Adiegde I'Ouest, notamment au Ghana, en
Cote d’lvoire, au Burkina Faso, au Togo et au Bémais aussi chez les populations noires
d’origine africaine vivant aux Etats Unis ou daes Caraibes. L'Afrigue du Nord (Maroc,
Algérie) et le sud de I'Europe, notamment I'ltadiela Turquie, sont également concernés.

3)- Physiopathologi¢35]

Les hématies contenant I'hnémoglobine C sont delsiles| partiellement déshydratées, de
petite taille, ayant une charge d’hémoglobine ndemidaugmentation de la concentration en
hémoglobine expligue la présence des cristaux wbseax l'intérieur des hématies. Il existe
une perturbation des échanges ioniques transmeait#an

Cette forte concentration hémoglobinique rend cemg¢ la sévérité de I'hétérozygotie

composite « hémoglobine S / hémoglobine.C »

29



4)- Clinique[39]
a) Hémoglobinose C

Les patients homozygotes pour cette mutation ptésegénéralement une anémie légére a
modérée, associée a une fréquente splénomégaliesgue de lithiase biliaire et de déficit en
folates est augmenté en raison de la chronicithéenolyse. De rares cas de rétinopathies

ont été rapportés.

b) Trait A/IC

Le profil hétérozygote A/C ou trait hémoglobine € ®talement asymptomatique.

c) Hétérozygotes composites

Les hétérozygotes compositesp@ialassémiques présentent une symptomatologiez asse
proche de celle des homozygotes C/C, a savoir nami@ modérée a sévere ainsi qu’'une
splénomégalie. Si I'allele de pfathalassémie est de typ6 ;

Les signes peuvent étre plus graves. L’associadi®n’hémoglobine C a I'hémoglobine
Lepore, audp-thalassémie ou encore a I'hémoglobine E conduisenune clinique
comparable.

Les hétérozygotes composites S/C souffrent de mge comparables a ceux de la
drépanocytose, mais cependant |légerement attéanésnie hémolytique chronique modérée,
avec des crises vaso-occlusives moins fréquentee absentes, et risque de syndrome
thoracique aigu diminué.

Les complications demeurent toutefois les mémeomrt méme plus fréquentes que chez les
patients drépanocytaires dans 2% des cas : nédesetétes fémorales, rétinopathies,
infarctus spléniques répétés, risque d’accidertwtase cérébral perte d’audition.

A noter chez ces patients une augmentation de daosité sanguine, entrainant des
complications, notamment chez la femme enceintec an risque accru de crises vaso-

occlusives, de syndrome thoracique aigu et de taxgnavidique.
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C- L’hémoglobine D[40]

1)- Définition et répartition géographique

L’hémoglobine D représente en réalité un grouppldsieurs variants rares de I'hémoglobine
adulte, dont I'origine est une mutation du codoft @2 la chaing, ou I'acide glutamique est
remplacé par la glutaming (21 Glu — GIn).

On la rencontre principalement dans le sud de #Aaisavoir dans le Nord-Ouest de I'Inde
(région du Punjab), au Pakistan et en Iran.

Parmi ces variants, le plus frequemment rencorsiréeevariant D-Punjab, également nommé
D-Los Angeles, retrouvé au Punjab et dans d’audtats de I'Inde, ainsi que chez quelques

cas sporadiques chez des Noirs et Européens daepanysun passé commun avec I'Inde.

2)- Clinique
a) Hémoglobinose D

Les patients homozygotes pour cette mutation s@st tares, ils présentent souvent une

anémie hémolytique légere et une discrete splénalmeég

b) Trait A/D

Les patients hétérozygotes n’ont pas de symptohregues ni hématologiques.

c) Hétérozygotes composites

Les patients hétérozygotes composites pour I'héomage D et 'hémoglobine S présentent
une symptomatologie variable selon le variant Dcause. Pour les patients hétérozygotes
S/D-Punjab, il s'agit d'un syndrome drépanocytaifexpression clinique identique a la
drépanocytose, alors que les hétérozygotes S/Delna®/D-Ibadan présentent plutdt un trait
drépanocytaire, alors bénin.

On trouve également des patientspdthalassémiques, chez qui 'anémie hémolytique

chronique est modérée.
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D- L’hémoglobine E[35]

1)- Définition et répartition géographique

Elle est un variant de I’'hnémoglobine, résultantngumutation du codon 26 du geheglobine
qui entraine le remplacement d’'un acide glutamigareune lysinef{ 26 Glu—Lys). Elle se
trouve a l'état hétérozygote (trait A/E), homozygdhémoglobinose E) ou forme des

hétérozygotes compositeg3Ehal, ou encore S/E.

L’hémoglobine E est en fréquence, la 2éme des hiaiiogs anormales aprés I’hémoglobine
S. Elle se rencontre surtout dans le sud-est @s&tou elle s’associe d’ailleurs frequemment

avec d’autres anomalies commedssu lesp -thalassémies.

2)- Physiopathologie

La séquence nucléotidique proche du site normalissage est modifiée suite a la mutation
responsable de la formation de 'hémoglobine E.i @écoile un site d’épissage cryptique qui
décale alors le cadre de lecture, d'ou un signdaédainaison précoce. La chaipienutée est
ainsi synthétisée a taux faible par rapport au @eithémoglobine adulte normale (Hb A).
Ce déficit de synthese de la chajhede la globine explique pourquoi I'hnémoglobine E

s’apparente plutét aux syndromes thalassémiques/aau clinique.

3)- Clinique

a) Trait A/E
Les hétérozygotes A/E sont asymptomatiques.
b) HéEmoglobinose E

Les homozygotes E/E présentent habituellement bileaa d’anémie hémolytique modérée

bien supportée. La présence d’'une splénomégatie rae.
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c) Hétérozygotes composites Eptthalassémie

On retrouve aussi bien des patients hétérozygategasites Hlo-thalassémiques que des
hétérozygotes composites3iEfthalassémiques. En général, ces patients prégamte forme

de B-thalassémie intermédiaire de sévérité variabls. das les plus graves sont dépendants
des transfusions sanguineB-tlalassémie majeure), présentent une hépatomégaise
gu’une splénomégalie, un ictére intermittent, ulane de croissance ainsi qu’'une extension
de la cavité de la moelle osseuse conduisant dé&feamations faciales et a une implantation
dentaire défectueuse. Dans ces cas-la, une spdémecs’avere généeralement efficace pour

modérer la dépendance aux transfusions.

d) Hétérozygotes S/E

Le tableau clinique est similaire a celui des leggotes composites [Bthalassémiques :
anémie hémolytique chronique modérée, avec criseso-gcclusives rares mais dont

lafréquence augmente durant la grossesse.

E- Les hémoglobines instables

1)- Définition

Les hémoglobines instables constituent un groupéicpber d’hémoglobines anormales
responsables d’anémies hémolytiques caractérisgda présence de corps de Heinz.

La premiere description d’anémie hémolytique panbglobine instable a été effectuée en
Grande-Bretagne chez un enfant ayant une cyanseei@s a une splénomeégalie.

Il s’agissait de 'hémoglobine KdIn dont la chafherésente une méthionine en position 98 a
la place d’'une valing3(98 Val— Met).

Actuellement une centaine de ce type de mutantBhdmoglobine est connue. Certaines
hémoglobines instables, détruites précocement ddidsythrocyte, correspondent

pratiguement a des thalassém[&8]
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2)- Physiopathologig}1]

A I'neure actuelle, plus de 100 mutants instablesguement significatifs ont été décrits, il
existe ainsi de tres nombreuses anomalies moléeslldifférentes qui en sont a l'origine. En
général, il s’agit d'une mutation ponctuelle emieit une modification de la structure
primaire de la globine et donc une instabilité deglobine concernée ou du tétramere.
Plusieurs mécanismes a l'origine d'une fragilisatides interactions heme-globine, ou
interférant avec la structure secondaire, terti@te quaternaire de I'hémoglobine sont
incriminés.

L’hémoglobine instable s’auto-oxyde en méthémogiebianormale, formant alors des
hémichromes (ou dérivés de méthémoglobine instattlahord réversibles puis irréversibles
qui finissent par précipiter en corps de Heinz arérythrocytaires. Les globules rouges
perdent alors de leur élasticité, ce qui entradoe tlestruction par la rate et une hémolyse. Il
faut noter qu’il est possible, si la mutation emsE touche une région située proche de la
poche de I'héme, que I'hémoglobine instable présembe altération de sa fonction
oxyphorique, soit une augmentation ou une dimimutle 'affinité de la chaine mutée pour
I'oxygene. C’est pour cette raison qu'il est souveralisé, en paralléle du test d’instabilité,
une détermination de la P50 et un dosage du 2,3-BPG

3)- Clinique

Le tableau clinique est celui d'une anémie hémglgi chronique, souvent associée a une
hépato-splénomégalie et a un ictere. L'intensit&éelte anémie est variable et dépend de la
nature de la mutation. Indépendamment du degraraihée, on peut retrouver une émission
inconstante de pigments dans les urines, issuatdbalisme des corps de Heinz.

Des infections virales ou bactériennes, ou la pdse médicaments oxydants peuvent
déclencher des crises d’hémolyse.

Si 'hémoglobine du patient présente une diminutienson affinité pour 'oxygéne, 'anémie
peut se révéler plus profonde que chez un patigaitaune hémoglobine instable dont la

fonction oxyphorique n’est pas altérée.
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4)- Traitement

Le plus souvent, le traitement se résume a la ptiredes infections et a I'évitement des
médicaments oxydants. Pour les cas graves, laiguels la splénectomie peut se poser, en
sachant toutefois que la rate présente un role ritapodans la lutte contre les infections
bactériennes dans la petite enfance, et que satiabls’accompagne généralement d’'une
augmentation du risque thromboembolique. Il condtiardonc d’en évaluer soigneusement le
rapport bénéfice-risque ; la vaccination anti-pnecotcique ainsi que la prévention des

infections par antibiothérapie étant de leur cOtg®es nécessaires.

F- L’hémoglobinose O’Arab

C’est un variant qui trouve son origine en Afriqué&cide glutamique en position 121 de la
chainep globine est remplacé par une lysif@éZ1 Glu— Lys).

Le trait A/O ne présente aucune manifestationguliaiou hémolytique.

L’homozygote Hb O’Arab associe une anémie faible@dérée. Aux doubles zygotes S/O

s’associe une anémie sévere semblable a celleneéealans la drépanocytose.

G- L'hémoglobine G-Philadelphie

L'Hb G, contrairement aux variantes structurelldsidées ci-dessus, est une variante
structurelle qui implique plutdt la chaimeque la chaing. C’est une pathologie qui affecte
les afro-américains.

Elle est le résultat d'une substitution de I'aspara par la lysine en position 68 de la chaine
(o 68 Asn — Lys).Heureusement, c’est une variante qui en raBere n'as pas de

conséquences cliniques.
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H- Les autres hémoglobines anormales

On a décrit a I'neure actuelle plus de 900 variddtk], et on trouve encore d'autres.ils
posent rarement des problemes de santé publigus, peavent poser des problémes aux

biologistes, et enrichir les connaissances physimbagiques.

II.2. Anomalies de synthese des chaines de globiles thalassémies

Les thalassémies sont définies par un déficit totalpartiel de synthése de chaines de
I’'hnémoglobine. Elles peuvent concerner toutes leaines de I'hémoglobine. Nous nous
limiterons aux thalassémies suivantesf, etop-thalassémies.

Le déséquilibre du rapport des chaimest none entraine la précipitation des chaines non
appariées dans les érythroblastes, ce qui conduiteaérythropoiese inefficace et a une
anémie. Les signes cliniques dépendent étroitechemombre de chaines de globine mutées
ou déficientes, allant de [l'affection inapparentedas formes trés séveres d’anémie

hémolytique microcytaire.
A- Lesp-thalassémies

1)-Définition
Lesp-thalassémies sont définies par un déficit totgbaniel de synthese de chaifiede
globine de 'hémoglobine. On peut notamment disterdespo-thalassémies ou la synthese
est absente et I@s-thalassémies ou la synthése est présente maisudien(classification

phénotypique et non clinique).

2)-Répartition géographique (Figurel4

Les plus fortes densités fiehalassémies sont décrites sur le pourtour meditéen : Italie,
Sardaigne, Sicile, Grece (la fréquence du traitledtordre de 8 % de la population), Afrique

du Nord, Proche et Moyen-Orient sauf le Japon. Eigée intertropicale, la fréquence varie

de 1 a5 % selon les régiof24-35]
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Figure 14: Répartition géographique des cas atteistde la béta-thalassémie dans le
monde[42]

3)- Physiopathologie dg&sthalassémies

En raison de l'absence ou de la diminution de ®s#hdes chaineB, le tétramere
hémoglobinique normal est peu ou pas formé ethagneso. non appariées, moins solubles,
précipitent et alterent I'érythroblaste provoqusatdestruction.

Les troubles sont d’avantage liés a la dysérythiggeoqu’a 'hémolyse. La précipitation des
chaines libres s’effectue dés les étapes précoeed'édythropoiése. Il s’en suit une
érythropoiese inefficace ainsi qu’une prolifératehntissu érythroide.

Cependant dans les hématies du sang périphériguptétipitation des chaines libres
conduit a des altérations membranaires et a uneliygéen

La chained n’étant synthétisée qu’en faible quantité, la sedmpensation possible est une
production accrue des sous-unit§s qui constituent, associées aux Sous-unitgs

I’'hémoglobine F.
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L’hémoglobine F circulante, quantitativement ing@dhte et ayant une affinité élevée pour
I'oxygéne, ne peut corriger le défaut d’oxygénatites tissus. L'anoxie tissulaire, a l'origine

d’'une stimulation de la synthése de [I'érythropoiéti accroit encore le processus

érythropoiétique[35]

4)- Classification des lésions moléculaires gethalassémies

Les lésions moléculaires a l'origine deshalassémies sont nombreuses et la liste ne peut e

étre exhaustive.

» Les délétions étendueglles sont rares (contrairement au casodglassemies)

* les mutations non-sen<lles aboutissent a I'apparition d’un codon demiaaison
prématurée (par exempl@pparition d’un codon-stdp 39).

* les mutations décalantes du cadre de lecturensartion ou délétion d’'une ou de
plusieurs bases (mutations « frame-shift »).

* les mutations affectant I'épissage normal du teangrimaire en ARN messager :
anomalie de la charniére exon-intron, anomaliesédgiences consensus, anomalies a
I'intérieur d’un intron...

» les mutations dans le promoteur du gene.

* les mutations dans le site de polyadénylatiorréexité 3' de ’ARN messager)

* |les mutations du site CAP (extrémité 5’ de 'ARNSsBager)

* les mutations du codon d’initiation

* des hémoglobines hyper-instables peuvent entratmer -thalassémie comme

I’'hnémoglobine Cagliariff 60 Val— Glu) par exemple.

® certaines hémoglobines anormales comme I'hémagoki 3 26 [B8] Glu— Lys)

ou I'hémoglobine Knossos 27 Ala—Ser) s’accompagnent d'un syndrome

thalassémiqud35]
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5)- Classification clinique deg-thalassémies (Tableau 111§43]

Tableau 11l : la classification schématique des quiae formes de beta-thalassémie.

p-thalassémie p-thalassémie p-thalassémie | HbE/
mineure ou trait intermédiaire majeure p-thalassémie
thalassémique
Génétique Mutation Bases Mutations Hétérozygotie
hétérozygote du moléculaires severes composite
génep-globine hétérogénes : le | des 2 génes p-thalassémie et
plus souvent p-globine HbE
association de
2 mutations avec
synthese
résiduelle
d’HbA
Signes Asymptomatique Anémie de degré Anémie sévere | Anémie de degré
cliniques variable et variable
Principales précoce, Principales
complications principales complications
lies a complications lies ala
la liées dysérythropoiese
dysérythropoiése | aux TF au long
cours en
particulier
a la surcharge
en fer
Degré Taux d’Hb Anémie de degré | Anémie Anémie de degré
d’anémie normal ou tres variable microcytaire trés variable
et indices modérément microcytaire et hypochrome, | microcytaire et
érythrocyt abaissé et hypochrome, | Hb <7 g/dl hypochrome
aires Pseudopolyglobulie | Hb > 7 g/dI Besoins en TF | Besoins en TF
microcytaire et Besoins en TF Permanent Variable
hypochrome occasionnels ou
absents
Etude de HbA2 HbF augmentée | HbF majoritaire | HbF augmentée,
I’'hémoglobine | augmentée HbA abaissée HbA absente ou| HbA absente ou
>35% mais en en quantité tres
HbF normale ou présente le plus | quantité trés faible HbE le plus
faiblement souvent faible souvent
augmentée majoritaire
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ap-thalassémie mineure

C’est la forme le plus souvent observée chez Iggsshétérozygotes.

La traduction en est essentiellement hématologagee une discrete anémie microcytaire
pseudo-polyglobulique. Toutes les complications [fiisalassémies intermédiaires peuvent
étre observées mais leur fréquence et leur graeité infiniment moindres : splénomégalie,

ulcéres de jambes, lithiase vésiculaire.

b)p-thalassémie intermédiaire

La définition de cette entité est purement cliniquelle est caractérisée par une bonne
tolérance a I'anémie sans asthénie. Le retentigseme I'état général est le plus souvent
modére.

Cependant la puberté est souvent retardée, magsajément complete. La splénomégalie est
habituelle dans ces formes de thalassémie ; aliegwluer vers un hypersplénisme et rendre
compte des besoins transfusionnelles.

Sur le plan génétique, il peut s’agir d’'une anomalbmozygote dans laquelle le déséquilibre
de synthése des chaines de globine est plus mogdéréans lego-thalassémies. Mais
certaineg3-thalassémies intermédiaires surviennent chez desdzygotes dans le cadre de

certaines mutations du troisieme exon en particulie

c) p-thalassémie homozygote majeure

La forme homozygote habituelle est 'anémie de €pol

La maladie apparait au cours des premiers moia ¢dellorsque s’effectue la commutation
entre hémoglobine foetale et hémoglobines aduiiks se traduit par un syndrome anémique
tres sévere, une hépato-splénomeégalie, un retactbdssance.

Non traitée, la maladie évolue spontanément ved&é&s en quelques mois ou années dans

un tableau d’anémie parfois aggravé par des imfiestintercurrentes.
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Cette pathologie nécessite des transfusions sagjunégulieres accompagnées d’'un
traitement chélateur du fer et généralement d’'wpiénectomie en attendant une greffe de
moelle.

6)- Anomalies hématologiques

Tableau IV : Classification des anomalies héatologiques selon 'anomalie génétique

Anomalie Numeération Aspect sur lame
Hb : 2-10 g/dI Anisocytose
B0 thal homozygote VGM : 60-75 fl hypochromie

poikilocytose
érythroblastes

Hb : 2-10 g/dI Anisocytose
B+ thal homozygote VGM : 60-75 fl hypochromie
poikilocytose

erythroblastes

Hb : 10-13 g/dl Anisocytose
B thal hétérozygote VGM : 65-75fl Poikilocytose

7)- Traitement
La base du traitement de la forme majeure repasiestransfusions répétées afin de
maintenir le taux d’hémoglobine a des valeurs subates mais également pour réduire
I'hypersécrétion d’érythropoiétine et les conségasrde I'’hyperplasie érythroblastique.
On vy associe un traitement chélateur de(ette association permet de conférer a ces

patients une espérance de vie de plus de 30 ans.
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Des essais pour des molécules réactivant la symttiBémoglobine F (azacytidine,

hydroxyurée, 5-fluoro-uracile) sont en cours. Cacplégalement de grands espoirs dans la
thérapiegénique[44-45].

Le traitement curatif ou par greffe, reste un éraiént efficace mais les informations
suivantes doivent participer au choix auquel lesilfas et les médecins sont
confrontés :

1- Le donneur doit étre un frére ou une soeur Hompatible.

2- Les meilleurs résultats sont observés chez #adwas dont la ferritine est inférieure
a 3 000 ng/ml, sans gros foie ni fibrose hépatefugui ont recu une chélation
réguliere par la déféroxamine.

3- les malades qui ont un gros foie avec une firapatique, une ferritine supérieure
a 3 000 ng/ml et qui n‘ont pas été soumis a unkatte réguliére par la déféroxamine

ne sont pas les meilleurs candidats a la grefféea@asque de complications a court et

moyen terme est élevé chez ef46].

B- Lesa-thalassémies
1)-Définition
Lesa-thalassémies correspondent a un défaut de syntleésehaines de globine de
I’'hnémoglobine. Elles résultent le plus souvent @welétion ou d’'une mutation d’'un ou de

plusieurs genes parmi les 4 geneate la globine (2 genes par chromosome 16).
2)-Répartition géographique

Elles ont une fréquence encore plus importantelegigthalassémies en Afrique, en Asie et

autour de la Méditerranée. En général, elles namtconséquence clinique que dans les

formes ou trois ou quatre génesont anormaux ou absents. La délétion des quatresg-

concerne particulierement les populations du Suda&iatique.
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3)- Physiopathologie et classification desités moléculairesdesa-thalassémied35]

a) Lesa-thalassémies délétionnelles

bY

Elles sont liées a une perte de matériel génétifimles-ci sont secondaires a des
phénoménes de recombinaison génétique inégale k#rehromosomes homologues 16

(exemple de la thalassémiel.7)

b) Lesa-thalassémies non délétionnelles

Les causes en sont multiples :

- mutation décalante du cadre de lecture (mutatdinameshift »)

- épissage aberrant par délétion de nucléotidesvaau d’introns

- perturbation de I'extrémité 3’ de ’ARN messagerniveau du site de polyadénylation

- mutation dans le codon de terminaison avec élmmgae chaine et production de globine

hyper instable (par exemple : hémoglobine Consaning).

c) Lesa-thalassémies acquises
Il a été décrit quelgques casaethalassémie acquise : hémoglobinose H associéea a u
syndrome de prolifération leucémique, le plus satickez des sujets agés de sexe masculin.

Le mécanisme moléculaire responsable de I'abseecsydthése des chainesdans ces

érythrocytes anormaux est encore totalement inconnu
4)-Classification clinique dea-thalassémies (Tableau V)
Les a-thalassémies s’expriment selon quatre formesques, en fonction du nombre de

génes défectueux ou absents. En pratique, cettsifdation doit étre nuancée par la

différence d’expression des gendseto?2.
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Tableau V : la classification schématique des quatrformes dew thalassémig43]

Alphathalassémie | Alphathalassémie | Hémoglobinose | Hydrops
silencieuse mineure H Fetalis de
Bart’s
Génétique 1 génea altére 2 genesx 3 génesx 4 génesz
-aloa altérés altérés altérés
Thalassémiez + -al-a -l-a : --/--:
hétérozygote Thalassémiaz + Hémoglobinose | par ex --
Les délétions homozygote H délétionnelle | SEA/--SEA
-a3.7 et e4.2 sont | OU (par ex --SEA/
les plus --laa : -a 3.7)
fréquentes ThalassémiaxO OU plus
hétérozygote rarement
Les délétions -- hémoglobinose
SEA en Asie du H non
sud-est, --MED délétionnelle
dans le bassin (par ex --SEA/
méditerranéen o constant
sont les plus spring _)
répandues
Signes Asymptomatique Asymptomatique | Anémie Anémie
cliniques enregle hémolytique foetale létale
chronique
Degré Pas d’anémie Taux d’'Hb Anémie Anémie
d’anémie et Microcytose normal ou tres régénérative de | sévere in
indices inconstante modérément degré variable utero, en
érythrocytaires abaissé microcytaire et | regle
Microcytose et hypochrome incompatible
Hypochromie avec la survie
Etude Présence 5-10 % d’Hb 20-40 % d’Hb - Hb Bart
biochimique inconstante d’'Hb | Bart Bart >80 %
del'Hbala Bart en faible - Présence
naissance quantité (1-2 %) d’'HbH et
d’'Hb
embryonnaire
de type
Portland
- HbF et HbA
Absentes
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a) o-thalassémie 2 ow-thalassémie silencieuse

Quand il reste trois genes normaux-thalassémie est pratiguement asymptomatique en
dehors de la présence d’hémoglodzet’'s (tétraméregd) présente a un taux de 1 a2 %, a la
naissance.

Elle peut cependant étre suspectée quand ellesgstiae a une hémoglobine anormale, par
exemple : hémoglobine S, C ou E, ou en cap-tlalassémie de sévérité intermédiaire chez

un homozygot@o-thalassémique.

b) o-thalassémie 1 ow-thalassémie mineure
Deux genes sont délétés et seule existe une disamémie microcytaire.

¢) Hémoglobinose H
Elle se rencontre le plus souvent chez des pat@datgjine asiatique ou méditerranéenne et
exceptionnellement dans la race noire. Elle segptéscomme une anémie hémolytique assez
grave, accompagnée de paleur, d’ictere cutanéo-euxget de splénomégalie ; la survenue
d’une lithiase en est une complication fréquente.
Des épisodes hyperhémolytigues avec séquestrafidnigue sont une indication de
splénectomie.

d) Anasarque foetal de Bart's
Il s’agit de I'absence totale de géméonctionnel. Cette anomalie est a l'origine d'ammie

hémolytique extrémement sévére durant la vie fegtanduisant a la mair utero dans un

tableau dhydrops foetalis.
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5)- Anomalies hématologiques

» Dans les a-thalassémies 2, le volume globulaire moyen astesat normal.

 Dans les a-thalassémies 1, le frottis sanguin montre une auoidose, une

hypochromie et des cellules cibles.

* Dans I'hémoglobinose H, on observe :
e une microcytose importante (souvent inférieur d)%0
» des anomalies de la morphologie érythrocytairepobfiromie, ponctuations
basophiles,schizocytose, cellules cibles...

* une réticulocytose supérieure a 5 %.

C- Lesdp-thalassémies
1)- Définition moléculaire
Les op-thalassémies se caractérisent par une atteinteoocutante des chainds et 6 de
globine.
Elles résultent d’'une délétion plus ou moins étendies deux genes.

2)-Tableaux cliniques

- La forme hétérozygote dg-thalassémie est asymptomatique.

- La forme homozygote réalise un tableau d’anérai€doley.
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D- Les persistances héréditaires de 'némoglobirfeetale : PHHF[47]
1)-Définition moléculaire
Ce terme désigne un groupe d’affections carace&sisbez 'homozygote par la production
exclusive d’hémoglobine F, sans aucune conséquainogue, ni hématologique sérieuse.
La synthése des chaingetd est diminuée a des degreés variables. Cependayniaese en

compensation de chainest suffisante.

2)- Aspect clinique

- La forme hétérozygote se caractérise par l'alesdecsignes cliniqgues et hématologiques.
- Les cas de PHHF homozygote sont rares et somt tmkérées puisqu’il existe une

augmentation vraie de la synthese de 'hémoglobine

E- Les hémoglobines Lepore

L’hémoglobine Lepore est un variant composé de &nds de globine de typeet de 2
chaines hybridesj.
Cette anomalie est assez répandue, mais est stetovée dans les pays d’Europe du Sud,

en Asie et chez les Américains d’origine africaine.

1)- Définition moléculaire
Les hémoglobines Lepore sont caractérisées pareme ge fusiomf qui résulte d’un
crossing-over entre gen&®tp de deux chromosomes, di a un mauvais alignemsrgeatees

au cours de la méiose. Les différentes localisatidn crossing over définissent plusieurs
hémoglobines Lepore ; la plus fréquente est I'hdoinge Boston.
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Par alilleurs, il existe également des hémoglobim@®rmales appelées anti-Lepore
(hémoglobines P-Congo...) dont la chaine mutée coroenpar la séquendeet se termine

par la séquence

2)-Tableaux cliniques

Chez le patient hétérozygote, la clinique est céllae thalassémie mineure, avec anémie
microcytaire hypochrome modérée et augmentatidihédmoglobine foetale.

Chez le patient homozygote, le tableau est celunel'thalassémie majeure, type anémie de
Cooley.

Enfin, de nombreux phénotypes différents existamirges hétérozygotes composites, qui

varient selon 'hémoglobinopathie associée a I'téipdre.

[1.3. Autres anomalies
A- Hémoglobines hyperaffines et hémoglobines hypoaftas

Certaines mutations entrainent une modificatio’afénité pour I'oxygene de la molécule
d’hémoglobine. On obtient ainsi une courbe de dission de I'oxyhémoglobine qui dévie
vers la droite ou vers la gauche, selon que l'affipour 'oxygéne est diminuée ou au
contraire augmentg&igure 15).

A noter : Un rappel sur le processus d’oxygénatiogté développé dans la partie : les

hémoglobines.
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Figure 15 : Courbe d'affinité de I'hémoglobine pourl'oxygene

1)- Hémoglobines hyperaffines
a) Définition

Les hémoglobines hyperaffines sont des mutantshéenbglobine a affinité anormalement
élevée pour I'oxygene, la lére d’entre elles aydétdécrite par Charache en 1948], et

fut nommée I'hémoglobine Chesapeake (92-Atgu). Pour ces variants, on observe une

déviation vers la gauche de la courbe de dissoaiake I'oxyhémoglobingfigurel5)
b) Physiopathologie

Chaque fois, la mutation est responsable d’'une ahienstructurale, localisée de facon
spécifique au niveau de certaines zones de la oeléthémoglobine, et le plus souvent en
favorisant la forme R (en la stabilisant ou en aléitisant la forme T).

Dans la majorité des cas, I'anomalie porte surdetactal-$2, car c’est la que se situe

I'essentiel du mouvement accompagnant la transitela forme R vers la forme[#9].
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Cependant, il arrive que la mutation porte suiidesdn entre le 2,3-BPG et I'hémoglobine,

par exemple par perte de I'un des sites de fixatior2,3-BPG, ce qui diminue l'affinité de

I’'hémoglobine pour celui-ci, favorisant ainsi larte R[41].

c) Clinique
Les hémoglobines hyperaffines sont toujours retesva l'état hétérozygote, on peut
supposer que la forme homozygote serait létalez €Cbeains patients, I'affinité du variant
pour I'oxygéne n’est que trés modérément augmermed, n’y a donc aucune traduction
clinique. Mais dans les cas les plus graves, fiaéide I'hémoglobine mutée est équivalente a
celle d’'une chaine isolée de globine, toute notlercoopérativité entre les globines pour la
fixation de I'oxygéne est alors abolie, et les g@atis présentent une polyglobulie sévere.
Environ 1/3 des patients porteurs d’'une hémoglobiyperaffine présentent une polyglobulie
[49], les signes cliniques sont alors corrélés a son iitapce.
On observe notamment des symptdmes aspécifiquess e syndrome d’hyperviscosité :
érythrose faciale et muqueuse, céphalées, veragesphenes, érythromélalgie...
Ce tableau est aggravé par le tabagisme, uneceanegrtiale y est souvent associée en raison
de besoins accrus en fer, et une anémie hémolysigupossible si le variant hyperaffine est
instable, ce qui complique d’avantage encore lgrihatic. Les complications thrombotiques
sont rarement observées, et il N’y a généralemasitde splénomégalie. L'espérance de vie

reste sensiblement normale.
Cette polyglobulie est détectable dans I'enfance Ige de 3 moid50], cependant la

polyglobulie sévere néonatale reste exceptionnédies rapportés avec I'hémoglobine

Suresnesp9].
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2)-Hémoglobines hypoaffines

Comme on peut s’y attendre, les hémoglobines hyipeaf sont des mutants a affinité
diminuée pour I'oxygene. La courbe de dissociatienl’'oxyhémoglobine est alors déviee
vers la droitgFigure 15).

A I'heure actuelle, trés peu de variants de ce typeété décrits, parmi lesquels on peut noter
I’'hnémoglobine Kansasf(102 Asn—Thr), 'hémoglobine YoshizukaB(108 Asnr—Asp), ou
encore I’hémoglobine Agenodi 00 Gin— Lys).

Pour la majorité de ces variants, la délivrancexyti@ne aux tissus est favorisée, ce qui
entraine une diminution de la synthése d'érythréfmd et par conséquent une discrete
anémie. Ce tableau n’est pas celui retrouvé pduénioglobine Kansas, pour laquelle
I'affinité pour 'oxygene est si basse que la desstion est suffisante pour que I'on observe
une cyanose clinigue. Dans ce cas, il est impordanfaire le diagnostic différentiel avec
toutes les autres causes de cyanose, notammenbsigion a des toxiques, ou encore une

anomalie cardiague ou pulmonaire. Une fois le diatjio d’hémoglobine hypoaffine établi,

un traitement spécifique n’est que trés raremestaniplacg51].

B- Hémoglobines M
1)- Rappel concernant la méthémoglobine

La méthémoglobine correspond a une hémoglobinefooctionnelle dans laquelle le fer
héminique Fe2+ a été oxydé en Fe3+, la rendardg atggropre au transport de I'oxygene, on
observera alors une cyanose et une coloration ¢itonelat du sang.

Trois mécanismes distincts peuvent en étre a lfweig

- la présence d’'une mutation génétique entrairaafdrmation d’'une hémoglobine anormale,
appelée hémoglobine M, on parle alors de méthérboglmie héréditaire dominante. Cette
hémoglobine anormale présente une anomalie staletarl’origine de son oxydation quasi

permanente.
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- un déficit enzymatique en NADH-cytochrome b5 rédse. En réalité, dans I'érythrocyte

normal, I'oxydation spontanée de I'hnémoglobinefagbrisée par de nombreux facteurs, mais
ce phénomene est contrebalancé en permanence paystémes enzymatiques réducteurs
tels que la NADH-cytochrome b5 réductase. Cet emzgtant ubiquitaire, on retrouve 2 types
de déficits, le type | qui est purement érythrorgtaet le type Il, correspondant a un déficit

généralisé en cet enzyme. Dans les deux cas, tergpae méthémoglobinémie héréditaire
récessivg52].

- la présence de drogues oxydantes ou autres Exighimiques induisant I'oxydation de

I’'hnémoglobine.

Nous ne développerons ici que le cas de 'hémogibl.

2)-Les hémoglobines M

a) Définition
Les hémoglobines M sont connues de longue datesqpelles ont été les premiéres
hémoglobines anormales a avoir été décrites en pasdorlein et Webef53-54]. Leur

transmission est autosomique dominante.

b) Physiopathologie
Quel que soit le variant d’hémoglobine M, la mwatentraine une oxydation de I'atome de

fer de 'hnéme de la chaine mutée, formant ainsidé@rivé phénolate ou carboxylate trés
résistant a la réduction enzymatique celluldi®]. L’hémoglobine M est en fait une

méthémoglobine anormale, dont le spectre d’absormst différent de la méthémoglobine A
non mutée, et correspondant a un tétramere hybriden type de chaine est a I'état Fe3+, et
l'autre a I'état normal Fe2+, entravant la fixatienle transport de I'O2. Les chaines normales
restent capables de transporter I'oxygéne. La nomtgieut toucher la chaine de globine
comme la chaing, certaines mutations touchent méme la chainentrainant alors une
cyanose néonatale, qui se résout spontanémenteax@nplacement progressif de I'Hb F par
de I'Hb A.
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c¢) Clinique
Chez les patients porteurs d’'une hémoglobine Mal dépasse rarement 25 a 3452)].
Cliniguement on observe une cyanose isolée cutanépieuse, présente des la naissance
quand la mutation touche la chainé¢présente dans I'Hb F), et d’apparition plus iseet a
partir de 'dge de 3 mois pour les mutations tontHa chaineB, progressant au fur et a

mesure du remplacement de I’hémoglobine foetal¢'lp@moglobine adulte.
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DEUXIEME PARTIE :
LE DIAGNOSTIC BIOLOGIQUE

DES HEMOGLOBINOPATHIES J

G 7 @ W - ——
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|. CIRCONSTANCES D'ETUDE DES HEMOGLOBINOPATHIES AU
LABORATOIRE

Les situations entrainant la recherche d'une héobagbpathie sont variées. Elles

comprennent :

» Les consultations prénatales chez la femme encdiathnie « a risque » (Afrique,
bassin méditerranéen, Asie, Antilles) avec étudéh#genoglobine également chez le

conjoint si nécessaire.

* Le dépistage systématique chez un nouveau-né tEetlite « a risque », avec
confirmation de ce dépistage périnatal par étudepbete de I'hémoglobine a 1 mois
chez les enfants F/S ou « F/S like ».

* L’enquéte familiale suite a la découverte d’une bglobinopathie chez un proche.

* La découverte fortuite d’une fraction hémoglobirgcqanormale au cours du dosage de

I'Hb Alc pour le suivi des diabétiques.

* Le diagnostic étiologique d’anomalies biologiquasa@trices d'une anomalie de
’hémoglobine, comme un hémogramme anormal (anémie au contraire
polyglobulie), des anomalies au niveau du frowisgain (microcytose), ou encore des
signes d’hémolyse.

» Le diagnostic étiologique d’anomalies cliniquesmooe des signes d’anémie (paleur
cutanéo-muqueuse, asthénie, dyspnée, souffle qam)iade cyanose, de polyglobulie,

ou encore des signes d’hémolyse comme une splérdim@gr exemple.
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Il. LES SIGNES D'APPEL [55-56]

Le caractéere familial du signe d’appel, souvenbaigsa un contexte ethnique particulier, est

un élément important d’orientation. Il n’est, cegant pas absolument constfp?].

[1.1. L'anémie

L’anémie est le signe le plus fréquent. Elle eét tvariable dans son intensité ; tous les
intermédiaires existent entre les porteurs sainge®tformes extrémes des thalassémies
majeures. Dans le cas d’'un mutant de I'hémoglobia@mémie est normocytaire et une
microcytaire doit faire rechercher une thalassémsociée ou une carence en fer. Dans les
thalassémie, la microcytose est constante avecl@hdH abaissée et une CCMH normale.
Le fer sérique est normal ou parfois augmenté.sigrses d’hémolyse sont variables. Le taux
de réticulocytes est également variable. La spl@uyaiie est fréequente, parfois associées a

une hépatomeégalie.

[1.2. Microcytose isolée

La microcytose isolée, sans anémie ni diminutionladsidérémie, est fréquente dans les

thalassémies hétérozygotes.

[1.3. Polyglobulie

Une pseudo globulie microcytaire est en faveur @’'rthalassémie hétérozygote. Une
polyglobulie vraie, démontrée par une élévationladenasse globulaire, doit faire évoquer,
surtout chez un sujet jeune, une augmentationatinité de 'hnémoglobine pour I'oxygene,

due a une hémoglobine anormale ou a un défautrdeese du 2,3 DPG.
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11.4. Cyanose
Une cyanose est observée chez les porteurs d'urid ettexceptionnellement dans les cas de
diminution de l'affinité des globules rouges potwxygene. Il est important d’explorer
I’'hémoglobine dans ce cas avant d’envisager desstigations invasives telles qu’'une

cathétérisation cardiaque.

[1.5. Autres signes

Parmi les signes évocateurs d’'une maladie de I'lggobne, figurent également les lithiases
vésiculaires et les urines épisodiquement foncéas gertaines hémoglobines instables.
Enfin, I'hydrops foetalis est la présentation class desi-thalassémies homozygotes

observées exclusivement dans les populations Gséesti

III. ENQUETE BIOLOGIQUE

Avant toute recherche d’anomalie de I'hémoglobin@, bilan biologique relativement

complet doit étre réalisé, il comprend les paraesesuivants :

[l .1 Hémogramme(Tableau VI)

Il reprend les parametres de base qui sont :
* la numération des globules rouges en T/L
* I'hémoglobine en g/dL
* le VGM ou volume globulaire moyen en Fl
* |a CCMH ou concentration corpusculaire moyenned@ndglobine en g/dL

* la TCMH ou teneur corpusculaire moyenne en hémagtoen pg
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Tableau VI : Valeurs de référence de la numératiomglobulaire et des parametres
érythrocytaires en fonction de I'age et sexfb8]
Parametres lere 8 jours | 3 mois 6als Adulte
1 1 3 a 6ans
(unites) semaine | a 3 mois | a 3 ans ans Homme | Femme
Hématies
5,0 3.6
(T/L) 3,8a4.8 41a53|40a54|45a58 | 38a54
a6, as2
Leucocytes 10,0 6.0 6.0 5,0 5.0
4,0a 10,0
(G/L) a300 alg0 | als0 al30 all0
Plaquettes 150 150 150 150 150
150 &4 400
(G/L) a 400 a 400 a 400 4400 4400
Hemoglobine 14.5 11 11a 12 13,5 1253
11a16
(g/dL) a2ls alis 13.5 ald.5 alls 15,5
Hematocrite
44358 | 38a4d4 | 36a44 | 36a44 | 37a45 | 40a50 | 37a47
(%)
VGM (fL) | 100a120 | 85a96 | 70486 | 73489 | 77491 824098
TCMH (pg) | 34a38 | 24434 | 23431 | 24430 | 24430 >ou=27
CCMH
32a36 | 32a36 | 32a36 | 32a36 | 32a36 32436
(¢g/dL)

Ces valeurs vont nous permettre de déterminey slilne anémie et de caractériser sa nature
(hypochrome ? microcytaire ?) et son intensité&sg? modérée ?).

Bien sar, les numérations leucocytaire et plaguettseront comprises dans cet examen. La
numeration des réticulocytes pourra égalementddneandée, nous permettant de connaitre
la nature régénérative ou non de cette éventuekeng. On considére ainsi une anémie

comme régénérative si les réticulocytes dépassesduil de 120 G/L.
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Enfin on portera une attention particuliére auxeptielles anomalies morphologiques des
érythrocytes (poikilocytose, drépanocytes, cellgibtes...) et on notera la présence
eventuelle d’inclusions érythrocytaires (corps demdll-Jolly, corps de Heinz, ponctuations

basophiles...).

[l .2 Bilan d’anémie
Pour compléter ’'hémogramme dans I'exploration dd#ecanémie, le dosage de la vitamine

B12 et des folates érythrocytaires et sériques @teatutile.

[l .3 Bilan martial

Avant de rechercher une éventuelle hémoglobinopailhest impératif d’éliminer une anémie
ferriprive, c’est pourquoi le dosage du fer sériqde la transferrine (avec calcul du
coefficient de saturation de la transferrine), etla ferritine est un préalable indispensable a

toute exploration plus poussée.

l11.4 Bilan d’hémolyse
Enfin, le bilan d’anémie est a compléter par uarbid’hémolyse qui comprend notamment le
dosage de la bilirubine libre et conjuguée, le desde I'haptoglobine, et éventuellement la

quantification de la LDH.

IV- STRATEGIE D’ETUDE DE L'HEMOGLOBINE :

Afin de diagnostiqguer au mieux une éventuelle hdotmgopathie, il est primordial de
confronter plusieurs techniques. L'isoélectrofogation ou I'électrophorése a pH alcalin est
en premiére intention, et au moins la Chromatogeapiguide & Haute Performance (CLHP)

en complémen{59]. 3 techniques au minimum sont nécessaires pourcleerehe d’'une

anomalie de 'hémoglobine (au moins une technidékectrophorése et 2 autres tegts)].
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C'est la complémentarité de celles-ci qui permditrd’ le plus exhaustif possible dans le
dépistage des anomalies de I'hnémoglobine. En dffethangement de la charge électrique de
I’'hnémoglobine selon la technique utilisée entraAn@ne modification de sa migration, ce qui
explique la nécessité de combiner ces differen&thodes. De plus, il faut a la fois bénéficier
d'une bonne technique séparative, mais qui noumgtée €galement une quantification
précise des fractions mineures que sont I'Hb AZ'Hb F, utile pour le diagnostic des
thalassémies. En effet, une augmentation de ARlet de I'Hb F orientera plutdét vers une
B-thalassémie alors qu’une diminution de 'Hb A2 salirigera d’avantage vers la recherche
d’'une a-thalassémie. La quantification des variants anaxmast aussi nécessaire pour
éliminer par exemple unethalassémie associée.

En effet, si I'on retrouve un taux d'expression’état hétérozygote d'Hb S ou d’'Hb C
inférieur a 35%, ou d’Hb E inférieur a 25%, unéhalassémie associée doit étre
suspectéo1l].

Enfin, quelle que soit la technique utilisée, it @aportant de souligner qu’un controle de

qualité interne est indispensable pour s’assurda derrecte identification des hémoglobines,

mais aussi pour valider leur répartition quantiaf60].

En 2003, la SFBC, par l'intermédiaire de son grodgdéravail <Recommandations dans le
domaine des diagnostics des hémoglobinopathigsubléé un recueil de « bonnes

pratiques de I'étude de 'hémoglobine». Il est ms®une démarche standardisée et actualisée
afin d’obtenir des diagnostics fiables en vue dgrige en charge des patients, du conseil

génétique et du diagnostic anténdtigiure 16).
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Focalisation isoélectrigue
ou électrophorése a pH alcalin

Profil normal Profil anormal

Mise en évidence d'une Hb anormale

Test de solubilite Electrophorese sur gel
(test d'Itano) d'agar (pH6) ou CLHP

eléments de caractérisation

Dosage de la fraction anormale
(de préférence par CLHP)

Dosage de I'HbA, et de I'HbF Mise en evidence dun frait Bhalassémigue
(de préfarence par CLHP)

Figure 16 : Stratégie proposée par la SFBC pour leecherche d’'une anomalie

de I'Hb [62].

IV .1 Techniques biochimiques

A- Préléevement

La plupart des techniques d’exploration des hénimgtpathies se réalisent sur sang total
recueilli sur EDTA, l'idéal étant de travailler sdu sang frais (moins de 4 jours) afin de
minimiser les difficultés d’interprétation liéeslapparition de fractions hémoglobiniques
dénaturées ou a I'augmentation possible de la mé&g®bine dans les préléevements vieillis.

L’'analyse sera effectuée apres un délai minimur@ ohmis apres toute transfusion sanguine.
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B -I'électrophorése de I'hémoglobine

1)- Electrophorése a pH neutre
Cette méthode se pratique sur des plaques d’aciatellulose, sur lesquelles on dépose les
hémolysats (au toluene). On applique ensuite umgde de 200V pendant 30 minutes pour
déclencher la migration. L'intérét principal de teettechnique est la séparation de
I’'hnémoglobine | de I'hémoglobine H. En effet, I'hégiobine | ne migre pas a pH 7 tandis

qgue I'hémoglobine H migre vers I'anode, ce qui pettna de les différencier.

2)- Electrophorese sur acétate de cellulose a gehhn et électrophorese sur agar a
pH acide[35]

Ces 2 techniques, largement utilisées dans le passé aujourd’hui devenues obsoletes

depuis l'utilisation en routine de la CLHP et dédctrophorese capillaire.

a) Electrophorese sur acétate de cellulose a pH alm (Figure 17)

C’est la technique standard la plus simple a metireeuvre. Elle sépare les différentes
hémoglobines en fonction de leur charge et de Htipo de I'acide aminé muté dans la
molécule.

Elle permet une bonne séparation des différensesidins hémoglobiniques normales : A, F,
A2 et le dépistage des syndromes thalassémiques.

Cependant il faut doser 'hémoglobine A2 pour conér le diagnostic dg-thalassémie et
utiliser un autre systeme de séparation pour ifikentes hémoglobines anormales. Un tracé

normal n'exclut pas une hémoglobinopathie.
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b) Electrophorése sur agar a patide (Figure 17)
Cette technique complete I'électrophorése a pHlialcha migration d’'une hémoglobine
anormale en agar dépend d'abord de la localisatmrda mutation et secondairement du
changement de charge ; cette migration résulte’@ectroendosmose, de la liaison a
I'agaropectine et de I'effet de I'ion citrate.
En effet, elle permet de séparer les variants dgamtme mobilité que les hémoglobines A,
S ou C sur acétate de cellulose. Elle permet @sehionne séparation des hémoglobines A et
F, ce qui n'est pas le cas dans I'électrophorgsd alcalin.

Cependant la mise en évidence de mutants de méiméténque ’'hémoglobine A n’est pas
possible par cette seule technique. De plus, lesalies qualitatives observées sur les tracés
doivent étre précisées par dosage.

Figure 17 : migration électrophoretique des hémobloes[63]
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3)- Isoélectrofocalisation (Figure 1§)64]

L’isoélectrofocalisation ou focalisation isoélegtre est une technique d’électrophorese sur
gel utilisant un gradient de pH 6 & pH 8, sous agst élevé. La migration et donc la
séparation des variants d’hémoglobine se feroribection de leur pl ou point isoélectrique.
Pour rappel, le point isoélectrique (ou potentyrogéne isoélectrique pHi) d’'une molécule
est le pH pour lequel la charge globale de la mubéest nulle, on dit alors qu’elle est sous
forme zwitterionique. Les différentes hémoglobirest donc migrer dans ce gradient de pH
jusqu’a ce que celui-ci atteigne leur pl.

L’identification d’'un mutant inconnu se fera pasngparaison de son pl avec celui d’un
mutant de référence. Pour exemple, les pl de I'HeAfle 'Hb A2 sont respectivement de
6,98 et de 7,42 alors que celui de 'Hb S est @ Tfigure 19). Cette technique est
applicable aussi bien chez I'adulte que chez leveau-né plus de six mois. Elle bénéficie
d’'un pouvoir de résolution exceptionnel, les bandbsenues étant plus fines que celles
obtenues en électrophorése a pH alcalin, alorsl'qudre de migration reste inchangé. Sa
résolution, mais aussi la possibilité de travaidl@ectement sur sang total, et de réaliser un
screening pour un grand nombre d’échantillons danément sont des avantages indéniables.
Les seuls écueils restent la qualité de l'integiréh, qui nécessite une certaine maitrise, ainsi
que le fait que cette technique ne soit pas adapiéequantification des variants mais soit
seulement une méthode qualitative.

L’IEF est une technique tres sensible, et plusiipge mais également plus colteuse. C’est
la méthode de référence pour le diagnostic néodatahémoglobinopathies. Le prélévement
consiste en une simple goutte de sang prélevéalan &t absorbée sur papier buvard.
Comparée a une électrophorése simple, I'lEF pelanetalisation d’un plus grand nombre de
tests en une seule série, ce qui est intéressanigodépistages massifs de la drépanocytose

au sein d’'une population.
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Figure 18 : Isoélectrofocalisation en gel d'agarod®5]
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Figure 19: Détail d’une focalisation isoélectrique utiliségour le diagnostic néonatal de

la drépanocytose
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4)- Electrophorese capillaire

a) Principe
L’électrophorése implique la séparation d’espédeargees sous l'influence d'un champ
électrique, généralement sur base de leur rappbrrge/masse. L’invention de
I'électrophorése capillaire remonte a la fin deséas 1960, quand Hjertén puis Everaerts et
Keulemans montrerent que les problemes de convetits a l'effet Joule observés en
électrophorese sur support solide pouvaient étntr@eés en réalisant I'électrophorese dans
des tubes en TéfldH6].
Classiquement, I'électrophorése capillaire estiguae dans un tube de silice fondue
recouvert d’une couche de polyimide de 20 a 20@ertongueur pour un diameétre interne de
20 a 200um (Figure 20). Le capillaire, enfermé dans un systeme de theatisation, est
rempli de tampon et plonge dans deux réservoirsecant cette méme solution. Chaque
réservoir est connecté a une électrode reliée @éamerateur de courant. L'appareillage
comporte de plus un systéme de détection, le gugent un spectrophotometre UV-visible

ou un fluorimetre. La connexion a un spectromegrendsse est également possible.

capillaire
xR,
déetecteur
<
ahode cathode

500 V/iem

0-30 kV

o+ =

générateur

Figure 20 : Représentation schématique d’'un apparliage d’électrophorese capillaire.
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La caractéristique essentielle de I'électrophog@llaire vient de l'interface solide—liquide
entre la paroi du capillaire en silice et le tammpn le remplit. En fonction du pH, les
groupements silanols de la silice s’ionisent, carfé a la paroi des charges négatives a
I'origine du flux électro-osmotique (EOF) orientérs la cathode.

L’EOF prend naissance au niveau des parois dulaapilet génére un profil de migration
élution plat (plug flow), contrairement a I'écoulent laminaire observé en chromatographie
liquide. Cela se traduit en un pouvoir de sépanasiopérieur a celui de la chromatographie

liquide.

Les avantages de I'électrophorése capillaire somthmeux:

Elle permet, avec une efficacité supégearla chromatographie liquide et presque
comparable a la chromatographie gazeuse, d’analgsecomposés hydrosolubles. Toutes les
molécules, chargées ou non, peuvent potentiellerérvt analysées : ions inorganiques,
molécules organiques et macromolécules.

La principale qualité de [I'électrophoresapillaire est sa grande versatilité. Elle

regroupe de nombreuses techniques présentantidepes et des avantages différents :

e L’'électrophorese capillaire en zone (CZE) classiqui les molécules sont séparées en
fonction de leur rapport Q/r ;

e |’électrophorese capillaire micellaire (MEKC), dataquelle le tampon de séparation
contient un tensioactif a un taux supérieur a seeotration micellaire critique, constituant
ainsi une phase hydrophobe dans un systeme conwarala chromatographie en phase
inverse ;

e La focalisation isoélectrique en capillaire (ClEt) des ampholytes sont introduits dans le
tampon de maniére a créer un gradient de pH epareseles molécules selon leur point
isoélectrique ;

e L’électrophorese en gel et en capillaire (CGEjgant un polymére linéaire introduit dans

le capillaire pour séparer des macromoléculesgggrart a leur taille comme en PAGE.
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De nombreuses applications dans le domaine médictlété développées et font de
I'électrophoréese capillaire un outil de grandeitdtibour les laboratoires de diagnostic et de
recherche[67—68] Dans le cadre particulier de I'analyse protéigliélectrophorése

capillaire présente des avantages par rapport aésthamles en gel : faible volume
d’échantillon, détection en ligne sans étape deoratibn, quantification immédiate et

possibilité de collecte de fractions.

b) Electrophorése capillaire et hémoglobine

L’Hb est la protéine largement majoritaire des gleb rouges. Grace a son pic d’absorbance
a 415 nm, elle peut étre détectée avec une bor@udisppé. Ces deux particularités en ont fait

une analyse idéale pour I'étude de la séparatienpdetéines par électrophorese capillaire.
Deés les premiéres années de développement deteeltieique, des méthodes fondées sur
I'isotachophorése puis I'électrophorése en zond apparues. Par la suite, en raison de son
haut pouvoir résolutif, la focalisation isoélectrggfut adaptée en capillaire. Dans un second

temps, des méthodes commerciales sont apparuksraarché.
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c) Etude de quelques profils éléctrophorétiques damalades selon les différent type des
hémoglobinopathies.

* Les - thalassémies hétérozygotes (A/F)
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Figure 21. Profil électrophorétique Figure 22. Profil électrophorétiquel’un
d’'un sang normal sang 3- thalassémique éxetzygote

Hb A=96,8a97,8% Hb A=94,5%

Hb F<0,5% Hb A2=55%

Hb A2=2,2a43,2%

Dans la technique électrophorese capillaire lesuraldes différentes hémoglobines normales
obtenues permettent de détecter les cas des Bg@al@es (figure 21). Un taux d'Hb A2

supérieur a 3,5 %, généralement entre 4 et 8 %e phlis souvent associé a un 3 —thalassémie

hétérozygotdfigure 22) [69], alors que chez le sujet normal, il est entre 222%.

Il faut savoir que la majorité des 3 —thalassérmégrozygotes ne présentent pratiquement

aucune des anomalies habituelles (une pseudo pblyg microcytaire), y compris

I'élévation de I'Hb A2[70]. Par ailleurs, 'Hb A2 peut s'élever modérémentcaurs

d'anémies mégaloblastiques, d'hyperthyroidiesényttiroleucémief/ 1].
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* Les 3- thalassémies homozygotes
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Figure 21. Profil électrophorétique Figure 23. Profil électrophorétique dine
d’'un sang normal 3-thalassémie homozygote

Hb A=96,8a97,8% Hb A=5a45%

Hb F< 0, 5% Hb F =50 a 80 %

Hb A2=223a32% Hb A2=3a7%

Chez l'adulte normal, le taux d'Hb F est inféri@u0,5 % mais il existe des variations
génétiques et liées a 'afé2]. La coexistence d'un taux d’'Hb F entre 50 et 80 %l'ahe
anémie microcytaire hypochrome évoque une R-thétaissmajeurd73] (figure 23). En
effet, il existe une répartition hétérogene de I'Hbdans les hématies : une population
d'hématies contient de I'Hb F, l'autre nppf4] Un taux élevé d'Hb F sans anémie, ni
microcytose, ni signes cliniques correspond en gé@éune PHHH.69] La persistance d'Hb

F aprés la période néonatale, persistance dontéteamsme est encore mal compris. On
I'explique partiellement par une sélection desutedl contenant de I'HbF, mais une
augmentation absolue de synthese est égalemenblpossxpliquant alors une moindre

gravité de l'évolution. Comment cette surproductgerait controlée est un domaine de

recherche trés explof&5].
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» La drépanocytose homozygote
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Figure 21. Profil électrophorétique Figure 24. Pfib électrophorétique

d’'un sang normal d’'un sang avec variant homozygote
HbS

Hb A=96,8a97,8% Hb S =77a98 %

Hb F< 0,5 % HbF=2a20%

Hb A2=22a32% Hb A2=2a3%

La drépanocytose est due a une mutation d'un agidamique de la chaine 3 (acide aminé

n°6) par une valine (acide aminé neutfép]: elle présente ainsi un point isoélectrique

augmenté par rapport a 'hémoglobind A3]. Sa charge négative globale est donc diminué
au pH de l'analyse : cette hémoglobine migre pamdement que I’hémoglobine A. Dans la
technique électrophorese capillaires, en tampoalia/c’'hémoglobine S migre entre les
fractions A et A2, a environ 1/3 de la distance A;80té A2(figure 24).

Il existe une absence d'Hb A, deux cas peuventrégsepter : soit 'Hb S est nettement
majoritaire et elle est en général associée a ameld minoritaire d'Hb F, soit I'Hb S est
associée a une autre hémoglobine anormale.

Dans le premier cas de figure, un taux d'Hb S epemae entre 77 et 98 % permet d'évoquer
une drépanocytose homozygote SS associée ou noe @thalassémie, ou un syndrome
drépanocytaire I3 en cas de trait -thalassémique associé, il peut y avoir atteiiia deul

gene (sujets S&-/ an) ou de deux genes (8S/ a -).
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Chez tous ces sujets, une bande F de faible itdefd® 5 & 10 % en moyenne) est visible.
Dans le cas de PHHF associée a de I'Hb S (sujetdts-), le taux d'Hb F est de l'ordre de 30

% et ces sujets ne sont pas anémiques. Enfin, loaggpgu'un traitement des drépanocytaires

par HU fait augmenter le taux d'Hb F, qui peutaiélever jusqu'a 25 P36].

* Les drépanocytoses hétérozygotes
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Figure 21. Profil électrophorétique Figure 25. Profil électrophorétique d’'un
d’'un sang normal sang avec variant hétérozygote HbS
Hb A=96,8a97,8% Hb A=61,6 %
Hb F< 0, 5% HbF=1,8%
HbA2=2,2a3,2% Hb A2=3,0%

Hb S =33,6 %

La drépanocytose hétérozygote est caractérisét pmésence d'Hb A77-76]. Il est alors
important de quantifier les différentes fractionsA® et S(figure 25). En I'absence de trait
thalassémique associ€, I'Hb S représente unednadé I'ordre de 33, 6 % de I'hémoglobine
totale. Les sujets AS ont un hémogramme normalm@tdiniquement asymptomatiques

Un taux d'Hb S inférieur a 30 % est en faveur d'une¢halassémie mineure associee a la
drépanocytose hétérozygote AS. En revanche, un dddlx S supérieur a 50 % évoque
I'association d'une drépanocytose hétérozygote ave®+-thalassémie (S/ 3 +), I'Hb S étant,

rappelons-le, un variant de la chaine 3.
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Dans ce cas, I'Hb A représente alors 5 a 20 %hdenbglobine totale. Ces sujets S/ 3 +

présentent une microcytose avec ou sans anémig,tatix d'Hb A2 élevé (>= 5 %Y 6]

* L’ hémoglobinose C (hétérozygote)
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Figure 21. Profil électrophorétique
d’'un sang normal
Hb A=96,8a97,8%

Hb F< 0, 5%
Hb A2=2,2a32%
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Figue 26. Profil électrophorétique

d’'un sang avec hémoglobinose C hétérozygote

HbA= 66, 5 %
Hb A2=2,5%
Hb C =31,0%

L’hémoglobinose C est due a une substitution d'cideaglutamique de la chaine 3 par une

lysine (acide aminé basique n°6elle présente ainsi un point isoélectrigue augmeaté

rapport a 'hémoglobine A. Sa charge négative dkat donc diminué au pH de l'analyse :

cette hémoglobine migre plus rapidement que lesolgéhines A et A2, dont elle est

partiellement séparée, ce qui améliore nettemediagnostiqfigure 26).

Les hétérozygotes (A/C) peuvent étre assimilés latgrozygotes (AS), ils ne manifestent

aucun symptdme de la maladie, a I'exception duudsgénétique de transmettre le gene

anorma)ils sont détectés au cours d’une enquéte famili@ie]
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* Les doubles hétérozygotes (S/C)
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Figure 21. Profil électrophorétique
d’'un sang normal

Hb A =96,84a97,8 %
Hb F< 0, 5 %
HbA2=2,2a3,2%

Hb C

Figure 27. Profilélectrophorétique
d’'un sang avec double hétérozygotéCS

Hb S=54,1%
HbF=1,5%

Hb A2=2,3%
HbC=42,1%

Les hétérozygotes composites (SC), chez qui I'edpbbrése de 'hémoglobine montre 50%

d’HbC et 50% d'HbS (figure 27), associé a une anémie modérée microcytaire ou

normocytaire

lIs doivent étre considérés comme des drépanoegtadiomozygotes SS, bien que la

symptomatologie soit en général un peu moins séyéeechez les sujets $86].
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C- Chromatographie liquide a haute pression ou CHP

Avant l'apparition, dans les années 1970, decHeomatographie liquide haute

performance (CLHP), les techniques chromatducges classiques étaient déja
largement utilisées dans I'étude et la caracté@isdes hémoglobines anormales.

La CLHP a apporté une dimension supplémentadex techniques classiques de
séparation en les optimisant et en permeliaiiisation, en plus de la chromatographie
d'échange d'ions, celle en phase inversée.

La chromatographie d'échange d'ions est esdentent utilisée dans les études
analytiques alors que la chromatographie dras@ inversée l'est dans les études
structurales des hémoglobines anormales (séparaties sous-unités, séparation des
peptides, détermination de la compositionagides amines).

Si les techniques de dosage de I'hémoglogigguée par CLHP sont actuellement les
plus utilisées en biologie médicale, plusieusystémes CLHP de séparation des
hémoglobines et de dosage des fractions Hb F beA® ont été deécrits. Certains sont
intégrés a une chaine CLHP conventionnellguttts sont entierement automatisés.
Toutes les chaines CLHP actuellement commexées sont de qualité etle choix d'un

module dépend de l'application a laquelleest destiné, des préférences personnelles

de lutilisateur pour un systéme particulier @tfin des considérations financigrés)].

1)- Principe de la chromatographie liquide a tige pression (ou a haute performance)

La chromatographie est une technique de séparatahytique au cours de laquelle un
échantillon est entrainé par un liquide, constitdanphase mobile, a travers une colonne
remplie d’'une phase stationnaire. La différencesdlebilité des hémoglobines entre ces 2
phases va permettre leur séparation, chacune ptastou moins retenue par la phase
stationnaire et ayant donc un temps de rétent®nog@ractéristique qui lui est propre

(Figure 28).
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Phasze mobile 1
—

Colonne

Chromatogramme

Figure 28 : Schéma simplifié de la chromatographif80]

La phase mobile est injectée dans la colonne pamjaacteur, et un détecteur placé en sortie
de colonne va pointer I'élution de chaque composéaiasi permettre le tracé d’'un

chromatographe, chaque pic correspondant a un c@#ngddférent, élué a un temps de
rétention spécifigue. Dans le cas de la chromapbgealiquide a haute pression, le débit
d’écoulement de la phase mobile sera élevé grageedpompe a haute pression, ce qui va

diminuer le temps nécessaire a la séparation ffésatits composéd-igure 28).

Cette technique permet la séparation d’'un tréesdgnambre d’hémoglobines, par échange sur
des résines cationiquele plus, les différentes fractions HbA, HbA2, HGRHbS, présentes

méme a de faibles taux, peuvent étre quantifiées.

2)-Un exemple de systétme CLHP entiéremenbmatisé : Variant Bio-Rad 79]

Cet automate utilise les principes de la CLHPr ¢zhange de cations. |l représente
actuellement le seul exemple de systeme CLHP rent@nt automatisé sur le marcheé. Ii

comporte plusieurs programmes.

Le" B-thalassemia short program” permet de séparer et de doser spécifiquertent
fractions Hb A2 et Hb F et de mettre en émmk, dans le sang total, la présence des

hémoglobines anormales les plus fréquentes.
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a) Appareil

L'automate Variant-Bio-Rad est constitué deixdpompes double piston, d'un passeur
d'échantillon thermostaté , d'un injecteur m#tque (une injection toutes les 6,5
minutes pour une cadence de 9 échantillons hmre), d'un contréleur de gradient
préprogramme et d'un photomeétre a filtres doldsigueur d'onde (415 et 690 nm). Le
filtre a 415 nm enregistre les variations gabance des éluats d’hémoglobine, le filtre

a 692 nm corrige les variations de la ligie base.

L'enregistrement des variations d'absorbancdoantion du temps (chromatogramme) et

les calculs sont effectués automatiquement yrarnintégrateur et sont imprimeés.

La colonne analytique est une colonne éohase de cations ; sa longueur est de 30
mm et son diameétre intérieur de 4,6 mm ; wodonne permet environ 250 analyses.
L'élution est obtenue par un mélange de déampons de force ionique différente.
L'augmentation de la force ionique de la phadeante au cours de la manipulation

permet d'obtenir un gradient d'élution. Leffédéntes hémoglobines contenues dans le
mélange a analyser sont €luées en fonction dpstede rétention qui les caractérise.

La préparation des hémolysats est faite dirpde 5 microlitres de sang total prélevé
sur EDTA et dilué dans 1 ml de solutionmioéysante contenant d'eau désionisée et
0,05 % d'azide de sodium.

Un caliateur (hémolysats de globules rouges hunigophilisés) avec des concentrations
connues en Hb F et Hb A2 est analysé dmutdde chaque série dans le but d'établir

un facteur de calibration pour I'Hb F atdli’ A2.

De plus, un contréle normal (Hb F: 1 -2 %, W2 :1,8 - 3,2 %) et un contrble
anormal (Hb F:5-10 %, Hb A2:4 -6 %)ns passés dans chaque série. lls sont

destinés a suivre la précision des dosages dtjiéline F et de I'hnémoglobine A2.
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Les échantillons de sang a analyser se omer#el7 jours a 2-8 °C et au moins 3 mois
congelés a - 80 °C sous forme de globules rolgess. Le calibrateur et les controles de
qualité sont des hémolysats de globules rouhgemains lyophilisés vendus par le

fabricant. Reconstitués dans le diluant (eziahisée), ils se conservent 10 jours a 2-8
°C. Il est fortement déconseillé d'utilisersdedactifs aprés leur date de péremption et

de mélanger différents lots.

Le" B-thalassemia short program" permet d'individualiser I'Hb F, I'Hb A et BHA2 ;

il fournit une présomption d'identification dét¢h S, C et D et d'augmentation de I'Hb
Al1C. L'Hb E est éluée, dans ce programme, reéme temps que I'Hb A2. La
différenciation entre 'Hb A2 et 'Hb E repe sur une différence de pourcentage ; les
pourcentages d'Hb A2 restent inférieurs a 10alfrs que le pourcentage d'Hb E chez

les hétérozygotes A/E est le plus souvemeseur a 30 %.

b) Avantages et limites de cet automate
* Avantages
e L'intérét de la CLHP, quel que soit le éys¢ choisi, est actuellement :

- d'étre tres performante avec une bonne séparates différentes fractions d'hémoglobine

dans le mélange analysé.

- de doser spécifiquement les fractions Hb A IHb F et Hb A2. En particulier le
dosage de I'Hb F est linéaire de 0,5 a W0, ce qui constitue un avantage certain

par rapport aux techniques classiques.

- de nécessiter un volume faible d'échantill@atte propriété permet en particulier son

utilisation dans le dépistage néonatal de laalrépytose.

- de fournir des résultats dans un délgide (moins de 15 minutes).
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* Les avantages particuliers du Variant sont :

- le vVariant est un appareil entierement augitise, de manipulation simple et aisée qui
permet de traiter, en un laps de temps ljimd& grandes séries d'échantillons sans

surveillance extérieure .

- des contr6les, introduits systématiquemeamsdchaque série d'analyse, garantissent la

précision des mesures. Un calibrateur corrigmmaatiquement les variations observées
d'une série a une autre.

- le programme" la B-thalassemia short program" permet une bonne séparation des
hémoglobines F, A et A2 sans superposition ertles. Le dosage de I'Hb F et de I'Hb A2

est effectué avec une précision acceptable etaamme linéarité .

- un autre intérét de ce systeme est landoséparation des hémoglobines anormales
éluées dans les "fenétres” Hb D, Hb S et Gib

- cet automate, enfin, est évolutif puisqliautres programmes existent et/ ou sont
prévus (10 au total). Le programme "sickl# skort program” est disponible : il est
particulierement adapté au dépistage néonatal di€¢fmnocytose soit a partir d'hémolysat de
sang total soit a partir d'éluant de sang de/@aurné recueilli sur papier buvard.

*Limites
- Elles sont celles de la CLHP par échangescations.

- Le programme" B-thalassemia short program” permet de mettre en évidence les
hémoglobines anormales les plus fréquentes QSet D) mais ne permet pas de les
quantifier avec exactitude. En cas de suspidenla présence d'une hémoglobine
anormale, une étude de ses caractéristiqne®lectrophorése, et si besoin avec des

examens complémentaires, s'impose pour l'identifi
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- D'autre part, le Variant est un apparfeitmé avec un domaine d'application précis,
n'offrant aucune souplesse dans son utilisatidems le choix de la colonne ou des

gradients d'élution.

- Enfin le cout de I'appareil et des réactifseadeveé.
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3)-Etude de quelques profils chromatographiques dealades selon les types des

hémoglobinopathies.
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Figure 29 : Profil chromatographique Figure 30 : Profil chromatographique din
d’un sang normal chez un noveau nf81] sang normal chez un adulte moal [81]
Hb A = 19.5% Hb A 9%
Hb F = 45.6% Hb A22:9%
Hb A2 = 0.6 % Hb F =04
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* Le syndrome drépanocytaire (figure 31)
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Homozygote S Hétérozygote S/C

Figure 31 : Comparaison des profils chromatographiges en CLHP d’'un homozygote
SS et d’'un hétérozygote composite S[82]

La chromatographie liquide & haute performancemstétape indispensable pour préciser le

diagnostic des syndromes drépanocytaires. Cettmitpee permet de quantifier précisément

les fractions d’hémoglobines A2, F, A et S.
Un patient hétérozygote A/S présente un taux d’lypofine S entre 35 et 45 %.

Pour un taux d’hémoglobine S inférieur a 35 % (ehatis de toute transfusion sanguine), on

peut évoquer I'existence d’'une carence martiald’'onea-thalassémie associée.

Quand la concentration d’hémoglobine S dépassee a#l 'hémoglobine A, plusieurs

situations sont possibles, dont I'associatifit Ehalassémie (et éventuellement I'association

S hémoglobine instabl¢35].
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* Hémoglobinose C (figure 32 et 33)

C S C
Homozygote CC Hetérozygote CS
Figure 32 Figure 33

Comparaison des profils chromatographiques en CLHPd’'un homozygote
CC et d’un hétérozygote composite S{83]

La chromatographie liquide a haute performance pediévaluer le taux de 'hémoglobine
C.

A l'état hétérozygote, I'hémoglobine C représente 8 45 % des hémoglobines ; les
hémoglobines F et A2 ne sont pas quantitativemerdifides. Cette technique permet de
suspecter une association avec uttkalassémie ou I'existence d’'une carence martjaénd

le taux de I'hémoglobine C est inférieur a 35 %.

A I'état homozygote, on constate I'absence d’hémibigle A ; les taux des hémoglobines A2

et F ne sont pratiguement pas modifi@$].
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IV .2 Techniques complémentaires

A- Techniques d’étude des chaines de globine

1)- Electrophorése des chaines de globine

Cette méthode est utile pour mettre en évideng@gdaence de variants anormaux ou d’une
hémoglobine pathologique. On réalise tout d’abarché@molysat au toluéne apres lavage du
culot globulaire recueilli sur EDTA. Aprés traitemiede I'hémoglobine par de l'urée
concentrée qui permet la dissociation des chaireglabine et par du mercaptoéthanol qui
élimine I'héme, on réalise une électrophorése sétade de cellulose a pH 6 ainsi qu'une
autre a pH 8,9. Cette méthode nous montre la présea tout changement d’acide aminé
impliquant une différence de charge. La comparagEmélectrophorégrammes realisés a ces
2 pH différents (acide et basique) nous informdea¥gant sur certains types de substitutions
pouvant inclure une histidinf84]. Il est primordial de réaliser cette technique ades
témoins normaux et pathologiques connus, en pheallié patient, pour pouvoir bénéficier
d’un outil de comparaison.

C’est une technique trés longue, nécessitant 3 jdertravail, et de ce fait tres rarement

utilisée.
2)- Séparation des chaines de globine par CLHP
On utilise ici la CLHP en phase inverse, c’est4@diont la phase stationnaire est apolaire et

hydrophobe. Les chaines de globine sont sépartms|ear hydrophobicité. Cette technique

de séparation et de quantification des chaineslal@ng normales ou mutées permet une

identification présomptive de certains variants pesnmung85].
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B- Test de solubilité de 'hnémoglobine S ou testlthno

Ce test met en évidence in vitro la polymérisattn ’lhémoglobine S et son caractére
insoluble[86]. Il consiste a désoxygéner une solution diluée digiobine, dont I'activité

est fortement accrue par l'utilisation d’'un tamppmosphate de force ionique élevée. En

présence d’HbS et a température ambiante, un e@ggarait.

La centrifugation montre qu’il s’agit d’'un précig@it’hémoglobine. Le test de solubilité peut
également servir de test de confirmation a undrélgicorese de I’hémoglobine a pH alcalin
révélant une bande de migration suspecte.
1)- Principe
L'hémoglobine S, réduite par action de I'hnydroseilie sodium, précipite dans une solution
tampon phosphate de 2,24 M.
2)- Réactifs
e hydrosulfite de sodium : N&O,
e solution tampon 2,8 M en phosphate pH 6,8 :
« KyHPQO, (1,62 M) anhydre : 28,2 g
e KyHPO, (1,18 M) anhydre : 16 g

e H,O fraichement distillée ou déminéralisée QSP 100 ml

Conservation a température ambiante

e solution A : Hydrosulfite de sodium : 25 mg
Solution tampon 2,8 2/ml

Bien dissoudre
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3)- Technique

Le test est réalisé a température ambiante (en2i06G).

a) Préparer un hémolysat

Pour chaque échantillon a tester, a partir du gltdiulaire lavé en eau physiologique :
e culot globulaire = 100 ml
* eau distillée = 600 ml
* bien agiter les tubes et les laisser a + 4°C peridamn,
* centrifuger 10 mn.
b) Test
» faire un tube témoin :
e solution tampon 2,8 M = 800 m|
* hémolysat = 200 ml
e tube test:
* solution A =800 ml
» hémolysat = 200 ml

Procéder en déposant les hémolysats a la surfatanthon puis en agitant simultanément

tous les tubes.

Si I'on est en présence d'hémoglobine S, il seyirasimédiatement un trouble net dans le

tube contenant la solution A. Le tube témoin dedter limpidgFigure 34).
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Figure 34 : Test d’ltano

1- Témoin normal

2- Présence d 'HbS

C- Test d'instabilité de I'hémoglobine a I'isopropanol ou test de Carrell[87]

Ce test a pour objectif de dépister les hémoglabinstables. L’isopropanol est un milieu
apolaire dans lequel les forces de cohésion inteted’hémoglobine diminuent, entrainant au
final une précipitation de celle-ci. L’hémoglobiAeprécipite en 50 & 60 minutes a 37°C. Si
on observe une précipitation plus précoce (desrutes) et une floculation a partir d’environ

20 minutes, on suspecte alors la présence d’'unedgiéhbine instable.
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IV .3 Techniques hématologiques

A- Test de falciformation d’Emmel

Il s’agit d’'un test simple consistant a provoquer vitro la désoxygénation puis la
polymérisation de I'hémoglobindg88] Aprés incubation d’'une goutte de sang avec une
substance réductrice comme le métabisulfite deusodion observe au microscope la
falciformation des hématigfigure 35). En pratique, le test de falciformation peut étrepté

a une électrophorése de I'hémoglobine a pH alcalur pouvoir affirmer qu'une bande
suspecte ayant migré sur acétate de cellulosespome a de ’hémoglobine S. Le test de
falciformation ne peut étre utilisé isolément pdiagnostiquer I'anémie SS, par manque de
sensibilité et de spécificité : de nombreux fausifiis et faux négatifs sont observés et la

distinction entre forme hétérozygote et forme hoygote ne peut étre faite de facon fiable.
1)- Matériel et réactif

e Lame et lamelle de verre - Solution de métabisutfit sodium a 2 % préparée
* Boite de Pétri avant chaque utilisation :
* Pipette pasteur. métabisulfite de sodium,&@s) 0,509

» Eaudistillée g.s.p 25 ml

2)- Technique :

» déposer une petite goutte de sang capillaire (peédar EDTA) au centre de la lame,

e ajouter une goutte de métabisulfite de sodium, duolume égal, mélanger

soigneusement avec le coin d'une lamelle.
e couvrir avec la lamelle en s'assurant qu'il neoseé& aucune bulle,

» placer la lame sur deux batonnets dans une boifeétie dont le fond est garni de

papier filtre humide, pour éviter la dessiccatienla préparation,
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* attendre 15 mn,

* examiner la lame au microscope : si le résultatnégiatif, répéter la lecture apres

encore 15 mn, puis 1 heure et a nouveau 2 heuwrssaid.

3)- Résultats (figure 36)

* sile test est négatif, les hématies gardent leumé ronde,

» sile test est positif, les hématies prennent @sgjvement une forme de faucille ou de

banane aux extrémités pointues, souvent dentelée.

Il est recommandé d'examiner plusieurs zones g¢eéparation car la falciformaltion ne
s'effectue pas de fagcon homogeéne. Il ne faut pafordre les hématies falciformes avec des
hématies crénelées (échinocytes) qui n'ont paesxkedmités pointues.

Figure 35 : falciformation type [89]

Figure 36 : résultats du test de falciformatior{89]
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B- Test de Kleihauer{90]

A l'origine, Kleihauer a mis au point ce test erbI9appelé test de Kleihauer-Betke de son
nom complet, afin de mettre en évidence la présdifeamaties foetales dans la circulation
sanguine maternelle. Il s’agit d'un test cytochiongglont le principe repose sur la résistance a
pH acide de 'hémoglobine foetale, contrairemehihémoglobine adulte, soluble quant a elle
dans un tel milieu.

On réalise des frottis sanguins a partir de sangmmel recueilli sur EDTA, qui seront séchés
puis fixés a I'éthanol. Les lames seront ensuitgatiéées par immersion dans une solution
acide de citrate de sodium de pH 3,2 a 3,4 a 3zé@e étape va dissoudre I’hémoglobine
adulte (Hb A) tandis que I'hémoglobine foetale,igiste, restera a I'intérieur des cellules.
Enfin on réalisera une coloration a I'éosine, quafapparaitre les hématies foetales en rouge-
rose foncé tandis que les hématies maternellesdaliea seront dites « fantbmes » car

décoloréegFigure 37). Les frottis seront ensuite lus au microscope etamptera ainsi le

nombre d’hématies foetales pour 10 000 hém§8as.

Figure 37 : Test de Kleihaue92]

Dans le cadre des hémoglobinopathies qui nous oogrte cette technique peut permettre de
préciser le caractére pancellulaire ou hétéro@etkild’'une Persistance Héréditaire de
I'Hémoglobine Foetale
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Cependant, ce test présente de nombreuses limitesont le nombre de cellules comptées,
I'épaisseur du frottis, la demi-vie courte des téaou encore la subjectivité de la lecture. Il
est ainsi évident que I'ensemble de ces paramgtfleent de facon non négligeable sur la
fiabilité du résultat rendu.

C- Recherche des corps de Heinz spontanés ou yoqués(Figures 38 a 40)

Leur recherche est effectuée quand on suspecte$anre d’'une hémoglobine instable, ou
une hémoglobinose Hrigure 38).

Ces corps de Heinz, qui correspondent en realaepaécipitation d’hémoglobine dénaturée,

sont recherchés par simple réalisation d’un fraiti®ré par le bleu de crésyl brillant pendant
1ha 37°C.

En effet, une coloration traditionnelle au May-Gniahd-Giemsa ne permet pas leur mise en
évidence. Pour I'hémoglobine H, les corps de Heaiomt petits, les hématies ont alors un

aspect « en balle de golf (figure 38). L’aspect est un peu différent pour les autres
hémoglobines comme les hémoglobines instablesdsachlorées bleutées et plus grosses)
(Figure 39).

Figure 38 : Aspect en balle de §dle 'hnémoglobineH
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Figure 39: Corps de Heinz spontanés (Témoin négatif gauche, Patient malade a droite)

La formation des corps de Heinin vitro peut aussi étre provoquée par ajout
d’acétylphénylhydrazinf93]. On considére que la recherche est positive quargds 30%

des hématies présentent au moins 5 grains cdleigisre 40).

Figure 40 : Recherche positive de corps de Heinz groqués
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IV.4 Exploration génotypique des lésions molécuks

Les techniques de biologie moléculaire sont letesgechniques a pouvoir déterminer avec
exactitude les anomalies au niveau des génes resples des hémoglobinopathies.

Deux séries de techniques sont d'usage fréeqaetdellement normalisé :

- les techniques de cartographie apres divagzymatique mettent en évidence des
délétions ou remaniements de I'organisationgéess.

- la technique d'amplification ciblée par P@Brmet, dans une deuxiéeme étape, une
analyse fine et la mise en évidence d'ditéra minimes ou ponctuelles.

Le choix d'une stratégie précise est variablen les cas.

L'évolution trés rapide des connaissances (faé cette stratégie, également, est

susceptible d'évolu¢®4].

A- Préparation d”ADN

L’ADN est le méme dans toutes les cellules nuclééaggénéral on utilise les leucocytes.
Il subit une étape d’extraction-purification.la qtig¢ de I'ADN est contr6lée par une
migration électrophorétique en gel d’agarose, quiegardera sous lumiere UV aprés

coloration au bromure d’éthidium.

B- Cartographie génétique et hybridation moléculaire

A la base de ces technigues est la miseéedence que des sondes marquées
peuvent s'hybrider a un fragment d'ADN ou d'ARMtudier.

La cartographie elle-méme a été rendue passgar la découverte des enzymes de
restriction qui reconnaissent et coupent I'ADN niveau de séquences spécifiques.
Cette technique est utilisée pour le diagnosticodimlassémies déletionnelles.

93



C-La PCR :une révolution méthodologique

Toutes les méthodes précédentes ont, en effet, distancées par la technique

d'amplification ciblée de séquences d'’ADNCRPpour "polymerase chain reaction”,

Le principe en est laction répétitive dummlymérase qui amplifie de facon
exponentielle une séquence déterminée d'ADN sitedge deux amorces oligo-
nucléotidiques .

Sélective et spécifique, cette amplificatioarmpet d'obtenir ensuite de grandes quantités
de la séquence choisie, et d'effectuer dans eawonsl temps diverses recherches
diagnostiques.

Elle comporte une série de cycles de tteimps chacun : untemps de dénaturation
de I'ADN génomique ; un temps d'hybridatidas amorces nucléotidiques aux matrices
d’ADN simple brin alors disponible, et allongemes® ces amorces par polymérisation

enzymatique des précurseurs nucléotidi9&]

La techniques d’amplification ciblée par PCR perndeins une deuxiéme étape une analyse
fine(recherche de la présence ou l'absence d’'wndgtrestriction modifié par la mutation,
I'emploi d’oligosondes spécifique, ect..)et la miee évidence d’altérations minimes ou
ponctuelles d'ou son indication comme outil de d@glic des pB-thalassémies et

hémoglobinoses telle la drépanocytd&5] (figure 41)
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Figure 41 : Le diagnostic de la drépanocytose apres
amplification d’'un fragment définit

d’ADN [94].
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VI. Exemples[62]

1) Profil normal :

Hématies | Hb | TCMH | CCMH | Hématocrite | VGM
(T (g/dl) | (pg) (%) (%) ()
533 16,5 309 6.9 M7 g4
= HbA: =24 %
— HbF = 0,4 %
= E
g
g
2 2
By =
- -
T _ .
Tm-ps (minut-os)
2) a-thalassémie mineure :
Hématies | Hb | TCMH | CCMH | Hématocrite | VGM
(T/) (g/dl) | (ps) (%) (%) ()
6,12 129 [ 21,1 30,8 p 68
- HbA:=2,6 %
= HbF = 0,3 %
-~
=
£
2
E =
= 2 Ferritine
— ol _-‘q__ —
x 41 ng,-"ml
Temps (minutes)
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3) p-thalassémie mineure :

Hematies Hb TCMH | CCMH | Hematocrite | VIGM
(TA) | (g/dl) | (ps) (%) (%) (#)
549 118 | 21,5 37 3,37 8
HbA: = 5,8 %
HbF = 1,8 %
£
z
g - ~
: :, :
B At N A
Temps (mi.nunl:s']
4) a- et p-thalassémies mineures associees :
Hématies Hb TCMH | CCMH | Hématocrite | VGM
(TA) | (g/dl) | (pg) (%) (%) (fl)
528 124 | 234 0.4 38,2 72
o HbA: =5,3 %
HbF = 2,5%
F
5
g
: 3

“Temps (minut;s]
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5) ép-thalassémie mineure :

Hématies Hb TCMH | CCMH | Hématocrite | VGM
(T/) (g/dl) | (pg) (%) (%) (fl)
632 120 | 204 13,2 18,0 62
HbA: = 3,1 %
HbF = 10,4 %
g T
;‘H:-
g I 5
p ! .
Temps (minu'r_e:]

6) p-thalassémie intermédiaire :

Heématies Hb | TCMH | CCMH | Hématocrte | VGM
(TA) | (e/dl) | (ps) (%) (%) (#)
479 10,3 21,5 32,0 il 67
= HbA,= 8,3 %
==l ' HbF =55,3%
g HbA = 41,!.‘! %5
E - - ] ‘ Ferritine
o H 2 -y 3 . 1137 ng/ml
Temps (minutes)
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7) B-thalassémie majeure :

Heématies Hb TEMH | CCMH | Hématocrite | VGM
(TA) | (g/d) | (pg) (%) (%) ()
318 g 21,7 50,8 224 70
‘ HbA:= 5,4%
5 HbF =943 %
& . HbA= 0%
“E‘ =
F - Ferritine
E | N
. - 235ng/ml
Temps (minuates)
8) Drépanocytose hétérozygote :
Heématies Hb TCMH | CCMH | Hématocrite | VGM
(T/1) (g/dl) | (pg) (%) (%) (fl)
442 131 | 297 33,1 39,6 89
= HbA:= 3,7%
HbF = 0,5%
. HbA = 50,2 %
£ HbS = 40,2 %
g
Temps (minutes )
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9) Drépanocytose homozygote :

Hématbes Hb TEMH | CEMH | Hématocrite | VGM
(T/) | (g/d) | (pg) (%) (%) (#)
3,01 78 23,3 0,6 26,0 6
; HbA:=2,4%
HbF = 0,4 %
= P HbA= 0%
z % HbS = 83,7 %
£
E ro— Qi i e
H 428 ng /ml
~ Temps (minutes)
10) Hémoglobinose H :
Hématies Hb TCMH | CCMH | Hématocrite | VGM
(T/1) | (g/d) | (pg) (%) (%) ()
646 1,7 18,1 312 75 58
HbA:= 0,8 %
W0
175 ‘ HbF = 0,3 %
1507 | HbH = 9,6%
= 1259 :
2 | HbA = 85,1%
F 758 l 5
g sod| -
3 | : Ferritine
£ = NN
. 2 3 H 5 853 ng/ml
Temps | minutes)
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11) Hémoglobinose C hétérozygote :

Hématies | Hb | TCMH | CUMH | Hématocrite | VGM
(T/) | (z/dl) | (pe) (%) (%) ()
487 14 | 287 36 30 80

HbAz= 3,1%
HbF = 0,9%
_ HbA= 50%
i} HbC = 37,1 %
MM RS M PR W A
Temps (minates)
12) Hétérozygotie composite SC :
Hémabes Hb TCMH | CCMH | Hematverite | VGM
(T/) | (g/d) | (pg) (%) (%) ()
4,03 105 15 32 33 82
200 HbA: = 37 %
175 HbF = 04 %
_ :"3’ HbS =48,4%
ig, 2 ; 3 HbC=44,2%
g 501 7
“  oolka oo
2 g 6
. ' Tm:npi {minutes)
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13) Hémoglobine Lepore hétérozygote :

Hématies Hb TCMH | CCMH | Héematocrite | VGM
(T/) | (@/d) | (pe) (%) (%) ()
612 12,9 21,1 30,8 42 63
HbA: + Lepore=13,2 %
HbF = 2,0%
HbA =81,3%
g - =
) :
: oy Ferritine
él -
. J LACES
. T ; 203 ng /ml
Temps (minuates)
14) Hémoglobine D-Los Angeles (D Punjad) :
Heématies Hb TCMH | CCMH | Hématocrite | VGM
(TA) | (g/dl) | (pg) (%) (%) ()
409 139 | 341 .3 40,6 99
SHE 7 HbA:= 3,8%
ws
o HbD = 40,3 %
i 125 HbF = 0,3%
il HbA = 52,7 %
2 sp
E 25

o

-

Temps (minutes)

-
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CONCLUSION
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Les hémoglobinopathies constituent un probléimesanté publique dans plusieurs parties
du monde. Les praticiens sont confrontés de plupl@sn souvent a ces affections en raison
des migrations de populations. lls doivent posediagnostic précis pour prendre en charge
les patients, donner un conseil génétique et, @ssaire, porter un diagnostic prénatal. Pour
la plupart de ces hémoglobinopathies, les métholdssiques (électrophorése a pH alcalin et
acide, test de falciformation,....) permettent de désgnostiquer. Cependant, d’autres cas
nécessitent des techniques spécialisées telleedsofcalisation, I'analyse génotypique ou

encore la chromatographie liquide haute performanc

La technique de dépistage la plus informative estellement la CLHP, elle fournit des
données qualitatives et aussi quantitatives (pesr Hémoglobines A2 et F), ainsi la
focalisation isoélectrique confirme I'approche chedographique et permet de porter un

diagnostic d’hémoglobinopathie dans la majorité aesrencontrés.

Les anomalies non élucidées par ces deux technigg@sssitent parfois des investigations

complémentaires.

La prise en charge thérapeutique la plus adaptéehdenoglobinopathies nécessite une
démarche diagnostique hiérarchisée et passe pawopération cliniciens-biologistes afin de

faire profiter nos patients de ces avancées aetuell
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REUME

TITRE : HEmoglobines humaines : Moyens de diagnostibiologique.
MOTS CLES: Hémoglobine — Hémoglobinopathie — Moyend'étude — Diagnostic.
AUTEUR : ACHAJRI IMANE

Les maladies de 'hémoglobine se divisent en deaxes :
- Les hémoglobinoses essentiellement représentédsgphémoglobines S, C, et E....

- Les thalassémies représentées pau kP thalassémies.

L'objectif de notre travail est de rapporter les ymios d'études des principales
hémoglobinopathies en soulignant leur intérét damsagnostic de ces pathologies.

En effet, les électrophoréses sur gel a pH aladliacide sont les techniques les plus
utilisées en routine. Cependant, ces dernieres mesmgde spécificité pour le
diagnostic de certains variants, dou [l'intérét tdiser d'autres techniques
électrophorétiques comme l'isoelectrofocalisatitaghnique hautement résolutive et
I'électrophorése capillaire qui a permet une avand#ns le diagnostic de nombreux
variants de I'hémoglobine. Aussi, la CLHP caraciei par sa sensibilité, efficacite,
rapidité permettant le diagnostic de la plupag démoglobinopathies, mais avec un

cout de fonctionnement important & celui d’'un dapi.

Ces méthodes d’analyse restent encore chéeresakapays ou ces pathologies sont en
forte prévalence. Le dépistage précoce des hémogimithies associé au conseil
géneétique, permettent une prise en charge constegaemine prévention efficace de

ces pathologies notamment au Maroc.



SUMARY

TITRATE: Human haemoglobins: Means of biological dagnosis.
KEY WORDS: Haemoglobin — Hémoglobinopathie - meansf study — Diagnosis.
AUTHOR: ACHAJRI IMANE

The diseases of haemoglobin are divided into tvooigs:
- Hémoglobinoses primarily represented by haemag#o8, C, and E....

- The thalassaemias represented byithadp thalassaemias.

The objective of our work is to bring back the nmea studies of the principal
hémoglobinopathies by underlining their interesthia diagnosis of these pathologies.
Indeed, the electrophoreses on freezing with alkaéind acid pH are the techniques
most used in routine. However, these last missipcfor the diagnosis of certain
variable, from where the interest to use other tedpbioretic techniques like the
isoelectrofocalisation, highly resolvent techniqgaed the capillary electrophoresis
which has allows a projection in the diagnosisrtiany variable ones of haemoglobin.
Also, the CLHP characterized by its sensitivityfeefiveness, speed allowing the
diagnosis of the majority of the hémoglobinopathiest with a cout of important

operation to that of a capillary.

These methods of analysis remain still expensiveth@ countries where these
pathologies are in strong prevalence. The earlgking of the hémoglobinopathies
associated with the genetic council, allow a consat assumption of responsibility

and an effective prevention of these pathologigsanticular Morocco.
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