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CHERKAOQUI Lalla Ouafae
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Gynecologie Obstétrique

Anesthésie Réanimation

Rhumatologie
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BENCHEIKH Razika
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CHENGUETI ANSARI Anas
DOGHMI Nawal

ESSAMRI Wafaa

FELLAT Ibtissam
FAROUDY Mamoun
GHADOUANE Mohammed*
HARMOUCHE Hicham
HANAFI Sidi Mohamed*
IDRISS LAHLOU Amine*
JROUNDI Laila
KARMOUNI Tariq

KILI Amina

KISRA Hassan

KISRA Mounir

LAATIRIS Abdelkader*
LMIMOUNI Badreddine*
MANSOURI Hamid*
OUANASS Abderrazzak
SAFI Soumaya*

SEKKAT Fatima Zahra
SOUALHI Mouna

TELLAL Saida*
ZAHRAOUI Rachida

. ABIDI Khalid

. ACHACHI Leila

. ACHOUR Abdessamad*
. AIT HOUSSA Mahdi*

. AMHAJJI Larbi*
AMMAR Haddou*
AOUFI Sarra

BAITE Abdelouahed*
BALOUCH Lhousaine*
BENZIANE Hamid*
BOUTIMZINE Nourdine
CHARKAOQOUI Naoual*
EHIRCHIOU Abdelkader*
ELABSI Mohamed

EL BEKKALI Youssef*
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Pneumo — Phtisiologie
Biochimie

Pneumo — Phtisiologie
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Pr. EL MOUSSAOQOUI Rachid
Pr. EL OMARI Fatima

Pr. GANA Rachid

Pr. GHARIB Noureddine

Pr. HADADI Khalid*

Pr. ICHOU Mohamed*

Pr. ISMAILI Nadia

Pr. KEBDANI Tayeb

Pr. LALAOUI SALIM Jaafar*
Pr. LOUZI Lhoussain*

Pr. MADANI Naoufel

Pr. MAHI Mohamed*

Pr. MARC Karima

Pr. MASRAR Azlarab

Pr. MOUSSAOUI Abdelmajid
Pr. MOUTAJ Redouane *

Pr. MRABET Mustapha*

Pr. MRANI Saad*

Pr. OUZZIF Ez zohra*

Pr. RABHI Monsef*

Pr. RADOUANE Bouchaib*
Pr. SEFFAR Myriame

Pr. SEKHSOKH Yessine*
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Pr. TABERKANET Mustafa*
Pr. TACHFOUTI Samira
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Pr. TANANE Mansour*
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Pr. ABOUZAHIR Ali*

Pr. AGADR Aomar*

Pr. AIT ALI Abdelmounaim*
Pr. AIT BENHADDOU EIl hachmia
Pr. AKHADDAR Ali*

Pr. ALLALI Nazik

Pr. AMAHZOUNE Brahim*
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Pr. ARKHA Yassir
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LISTE DES ABREVIATIONS

A/C Hétérozygote sain A/C

ADN Acide désoxyribonucléigue

Ala Alanine

Asn Acide aspartique

B¢ Mutation a I’origine de I’hémoglobine C
p° Mutation a I’origine de I’hémoglobine S
C/p*-thal Hétérozygote composite C/p*-thalassémie
C/C Homozygote C/C

C/O-Arab Hétérozygote composite C/O-Arab
CCMH Concentration Corpusculaire Moyenne en Hémoglobine
CLHP Chromatographie Liquide Haute performance
CVO Crise vaso-occlusive

Cys Cystéine

2,3 DPG 2,3-di-phosphoglycérate

dL Décilitre

EDTA Ethylene-diamine-tétra-acétate

FIV Fécondation In Vitro

fl Femtolitre (1fl = 10™L)

g Gramme

G/L GigalLitre

Glu: Acide glutamique

GR Globule Rouge

Hb Hémoglobine




LISTE DES ABREVIATIONS (SUITE)

HbP Hémoglobinopathie

HMIMV Hopital Militaire d’Instruction Mohamed V
Hpt Haptoglobine

Lys Lysine

mL Millilitre

nm Nanomeétre

NFS Numeération formule sanguine

NR Non Réalisé

PCR Polymerase Chain Reaction

pg Picogramme

pH Potentiel d’hydrogéne (-logH")

SDM Syndrome drépanocytaire majeur

TCMH Teneur Corpusculaire Moyenne en Hémoglobine
tR Temps de rétention

VGM VVolume Globulaire Moyen

pnlL Microlitre

pum Micrometre

L Litre




Acide désoxyribonucléique
(ADN)

Amplicon

Anisocytose

Anisopoikilocytose

Asthénie

Cellule cible

Chromoprotéine

Cluster

Codon

Délétion

Drépanocyte

LEXIQUE

Acide nucléique caractéristique des chromosomes et
constitué de deux brins (enroulés en double hélice) formés
chacun d'une succession de nucléotides. C’est le support
de I’information génétique heréditaire.
Fragment d'ADN amplifie par PCR (Réaction en chaine
par polymérase).

Inégalité anormale des diamétres des différentes hématies.
Variation de diamétre et de forme des hématies.

Etat de faiblesse générale caractérisé par une diminution
du pouvoir fonctionnel de I'organisme, non consécutive au
travail ou a I'effort et ne disparaissant pas avec le repos.
Globule rouge dans lequel I'némoglobine n'est pas répartie
de facon homogene, mais forme des anneaux
concentriques.

Protéine associée a un groupement prosthétique coloré,
souvent de type métallifere.

Ensemble de genes appartenant a la méme famille,
groupés les uns derriére les autres au niveau d'une méme
région chromosomique et codant pour
une protéine identique ou similaire.

Séquence de trois bases nucléotidiques dans la molécule
d'un acide nucléique (ADN ou ARN).

Mutation génétique caractérisée par la perte d'un fragment
d’ADN sur un chromosome)

Hématie de forme allongée, classiquement en forme de

faucille ou de croissant (hématie falciforme).


http://www.futura-sciences.com/magazines/sante/infos/dico/d/biologie-proteine-237/

LEXIQUE (SUITE 1)

Electroendosmose

Erythroblastopénie

Exon

Geéne

Génotype

Hétérozygote

Hétérozygote composite

Homozygote

Courant liquidien (de 1’anode vers la cathode) li¢ a la
migration électrophorétique.

Anomalie sanguine caractérisée par la diminution ou la
disparition des érythroblastes (cellules de la moelle
osseuse spécialisées dans la synthese de I'hémoglobine) et
entrainant une anémie.

Partie codante du gene qui détermine la structure d'une
protéine. Il correspond aux fragments d’ARN primaire
retrouvés dans I’ARN cytoplasmique apres épissage.
Structure nucléotidique (portion d’ADN) portant
I’information génétique. Il conditionne la synthése d'une
ou de plusieurs protéines et, donc, la manifestation et la
transmission d'un caractére héréditaire déterminé.
Ensemble des caractéres génétiques d'un étre vivant, qu'ils
se traduisent ou non dans son phénotype (ensemble des
caractéres physiques et biologiques d'un individu). Il
correspond a la composition allélique de tous les genes de
cet individu.

Se dit d'un individu dont les deux copies d'un méme géne
(chacune portée par I'un des deux chromosomes
homologues d'une paire) sont différentes.
Individu possédant deux alleéles mutés au méme locus.
Individu possédant deux copies identiques d'un méme
géne (chacune portée par I'un des deux chromosomes

homologues d'une paire.



LEXIQUE (SUITE 2)

Intron

Maladie monogénique

Microcytose

Microsphérocyte

Mutation

Mutation ponctuelle

Poikilocytose

Pseudo-géne

Priapisme

Schizocyte

Fraction d’ADN présente dans un gene, intercalée entre
les exons et dépourvue d'information relative a la synthése
d'une protéine (non codante). Il ne se retrouve pas dans
I'ARN cytoplasmique apres épissage.

Maladie génetique qui est due a la présence d'une ou
plusieurs mutations au sein d'un seul gene.
Diminution de la taille des globules rouges
Hématie de forme sphérocytaire (sphérique) anormale
ayant lI'aspect d'une petite bille. Sa coloration est foncée et
homogeéne.

Modification survenant dans la séquence de I'ADN d'une
cellule et pouvant entrainer la disparition d'un caractere
préexistant ou l'apparition d'un caractére nouveau.
Mutation de structure portant sur une seule base
(substitution d’une base par une autre). On distingue deux
classes de mutations ponctuelles celles ne modifiant qu’un
seul codon et celles qui modifient le cadre de lecture.
Variation de forme des hématies avec association de
nombreux aspects morphologiques différents.
Désigne un géne inactif au sein d'un génome, du fait
d'altérations génétiques le rendant non-fonctionnel et donc
incapable de conduire a I'expression d'une protéine
Erection prolongée. Elle est inappropriée devient
rapidement douloureuse.

Fragments d’hématies irréguliers de taille et de forme

variables.



LEXIQUE (SUITE 3)

Ensemble des symptémes cliniques d'une anémie (péleur,
asthénie, signes cardio-vasculaires, manifestations
Syndrome anémique ) _ ) )
neurologiques [lipothymies, vertiges, céphalées] et
fievre).
Splénomégalie Augmentation du volume de la rate.
Mutation résultant du remplacement d'un (ou plusieurs)
Substitution nucléotides par un autre (ou plusieurs autres) nucléotide
comportant une base azotée différente.
Variant Hémoglobine structuralement anormale/ pathologique.

Références : Larousse


http://www.assistancescolaire.com/eleve/TS/svt/lexique/B-base-azotee-t_tx037
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L’hémoglobine (Hb) est une protéine tétramérique, constituée de deux
chaines alpha et deux chaines non alpha, les quatre protoméres étant identiques
deux a deux [1]. Elle est présente dans les globules rouges a une concentration
¢levée, variable selon les espéces, et sa fonction essentielle est d’assurer le

transport d’oxygéne vers les tissus [2].

Comme toutes les protéines, les chaines de I'némoglobine sont codées
par des genes situés sur les chromosomes et susceptibles d'étre affectées dans
leur structure comme dans leur synthése par des mutations, c'est-a-dire des

modifications brusques et permanentes du matériel héreditaire.

Les conséquences pathologiques d'un événement mutationnel sur les
genes qui codent pour les chaines de I'hemoglobine, les hemoglobinopathies,
sont habituellement de deux types : elles peuvent affecter soit la structure de
I'némoglobine (et aussi sa fonction), soit les mécanismes de sa synthese. Dans le
premier cas on parle d'hémoglobinose, dans le deuxieme cas on parle de

thalassémie. Il existe aussi des anomalies mixtes et des associations. [3]

Avec approximativement 7% de porteurs dans la population mondiale, les
hémoglobinopathies sont les maladies monogeéniques les plus répandues dans
le monde [4, 5]. Bien qu’elles touchent a 1’origine les populations du pourtour
méditerranéen, d’Afrique, d’Inde et d’Asie du Sud-Est, leur distribution tend a
devenir mondiale du fait des mouvements de population qui ont eu lieu vers
I’Amérique du Nord et du Sud puis, plus récemment, vers 1’Europe du Nord-
Ouest [4, 5, 6]. Ces mouvements ont été assez importants, quantitativement,
pour modifier les données épidémiologiques de ces affections génétiques.

Actuellement, les hémoglobinopathies constituent un véritable probléeme de
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santé publique [4, 5, 7]. On estime qu’il nait chaque année dans le monde, et en
majorité dans les pays a revenu faible ou moyen, plus de 300.000 enfants
présentant une forme grave d’hémoglobinopathie [8]. Environ 3,4 % de déces
sont enregistrés chez les moins de 5 ans. L’épidémiologie de ces maladies reste

mal connue au Maroc. L’OMS y estime toutefois le taux des porteurs a 6,5%

[9].

Plus de 1500 variants d’hémoglobines anormales ont été répertoriés a
I’heure actuelle [10]. Mais seuls un tiers d’entre eux ont des répercussions
cliniques, la mutation intervenant dans une zone critique pour le fonctionnement
de la molécule [11,12]. Parmi ces variants, les mieux connus sont I’hémoglobine
S (Hb S) a lorigine de drépanocytose, 1’hémoglobine C (Hb C) et
I’hémoglobine E (Hb E). Toutefois, une majorité des variantes est

asymptomatique et reste de ce fait de découverte fortuite.

L’hémoglobine C est ’anomalie la plus fréquemment rencontrée apres
I’hémoglobine S [13]. Etant présente dans des régions ou I’Hb S est elle-méme
répandue, la coexistence des deux variants chez le méme individu ne doit guére
étonner ; c’est d’ailleurs en association avec I’'Hb S que I’Hb C est réellement
pathogene [14]. L’Hb C est aujourd’hui tres répandue et il est largement assumé
qu’elle s'est étendue a sa distribution actuelle a partir d'une origine unique en
Afrique occidentale, bien qu'une origine indépendante en Asie du Sud-Est ait été
suggéree. Sa distribution actuelle est mal documentée, pourtant ces informations
sont nécessaires pour évaluer sa contribution a la santé publique croissante et a
la charge économique des hémoglobinopathies [15]. En effet, la plupart des

publications existantes sur les cas de cette hémoglobinopathie remontent a
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I’époque de la découverte de I’Hb C dans les années 1950 et s’étendent un peu
plus au-dela des années 1980 [16]. Contrairement a sa sceur la drépanocytose,
star des publications car plus pathologique, 1’hémoglobinose C manque, de

données actualisées.

Le Maroc, de par sa situation géographique et les origines ethniques de sa
population, est une région de prédilection des désordres de 1’hémoglobine. Les
mariages consanguins bien encrés dans sa tradition, favorisent des complications
cliniques plus ou moins sévéeres dans les familles a risque [17]. Il n’existe
cependant a ce jour aucun registre relatif au report des cas
d’hémoglobinopathies au Maroc. Les cas reportés dans la littérature demeurent
sporadiques. La série de cas d’hémoglobinose C, objet de la présente étude,
semble la premiere rapportée a 1’échelle nationale. C’est du moins ce que
révelent nos infructueuses démarches de recherche au niveau des divers centres

de documentation de la ville de Rabat,

Dans le présent travail, nous rapportons les cas d’hémoglobinose
C colligés au cours de ces onze derniéres années au Laboratoire de Biochimie et
de Toxicologie de I’Hopital Militaire d’Instruction Mohamed V (HMIMV) a
Rabat. Nous présenterons, dans un premier temps, la démarche diagnostique
adoptée au laboratoire puis les résultats de la présente étude. Ensuite, nous
discuterons des particularités notées, par rapport aux données de la littérature.
Enfin nous soulignerons I’intérét dans ce contexte du conseil génétique, outil

incontournable dans la prévention de ce type de pathologie.
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I. MATERIELS

Il s’agit d’une ¢étude rétrospective descriptive, portant sur 40 cas
d’hémoglobinose C colligés au laboratoire de Biochimie et de Toxicologie de
I’HMIMV de Rabat sur une période d’environ 11 ans (depuis Juillet 2003

jusqu’a Mai 2014), et pour lesquels un dossier médical est exploitable.
|.1. Patients inclus

Le registre de 1’'unité « Electrophorese/Immunotypage » du laboratoire de
Biochimie et de Toxicologie de ’'HMIMYV, a été utilisé pour collecter les cas

d’hémoglobinose C.

Les patients constituant cette cohorte, ont été adressés au laboratoire, par
divers services de ’'HMIMYV ou encore par des services privés, dans le cadre de
leur suivi médical systématique, pour étude de 1’hémoglobine. Ces patients ont
¢t¢ pris en charge a D’occasion d’une simple consultation ou d’une

hospitalisation.

Nous devons signaler que, pour mener a bien cette étude, seuls les
dossiers médicaux archivés et les fiches d’exploitation diment renseignées ont

été exploites.
|.2. Caractéristiques etudiés

L’analyse du dossier médical de chaque patient a fourni de nombreux

renseignements, notamment :
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= les données démographiques (&ge, sexe, origine géographique/ethnique,
situation familiale...),

= les antécédents médicaux (circonstances de diagnostic, antécédents
familiaux, pathologies associées...),

= |’état de santé a I’inclusion,

» |’examen clinique (motifs de consultation),

= les examens biologiques (examens biochimiques, NFS+/- frottis, ferritine,
CRP, HPT dans certains cas).

Il. METHODES

L’exploration adéquate des hémoglobinopathies requiert une étude
phénotypique, a laquelle se trouve trés souvent associée une analyse
génotypique en vue de confirmer le diagnostic.

11.1. Circonstances d’étude de I’hémoglobine au

laboratoire

Une anomalie de I’hémoglobine peut étre recherchée [12,18] dans diverses

situations :
@ devant des signes clinico-biologiques :

U le plus souvent un syndrome anémique (par extension devant une
paleur, un ictere, une asthénie, un essoufflement), ou encore des signes

d’hémolyse notamment une splénomégalie,
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O plus rarement une cyanose ou une polyglobulie (par extension devant

des céphalées, des acouphénes, des vertiges).

@ en raison de la constatation d’éléments purement biologiques comme une
hémolyse, une microcytose, une hypochromie, une pseudo-polyglobulie ou
encore la présence de cellules particuliéres (cellules cibles par exemple)
identifiées a I’étude du frottis sanguin,

@ Jors d’une enquéte familiale,

@ |ors d’un dépistage systématique chez une personne appartenant a une ethnie
dite «a risque» (Afrique subsaharienne, Afrique du Nord, Bassin
méditerranéen, Antilles, Asie, Moyen-Orient et Proche-Orient). L’HMIMV
recoit, en effet, trés fréquemment des patients venus de nombreux pays dont
la majorité est étiquetée a risque pour ce type de pathologie. L’intérét se
justifie particulierement chez la femme enceinte et lors de tout bilan

préopératoire.

@ Les hémoglobines anormales peuvent étre également découvertes de maniére
incidente, fortuite, au cours de la réalisation d’une ¢€lectrophorese de I’Hb ou
d’un dosage de I’Hb A;. demandé dans le cadre du suivi du diabéte sucre.
[19]

@ Des fois, c’est dans le cadre d’un bilan d’aptitude qu’une anomalie de I’Hb

est détectée.

@ La recherche d’une hémoglobine anormale peut étre également demandée

devant un syndrome douloureux osseux, abdominal. [18, 20]
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11.2. Phase pré-analytique
11.2.1. Fiche d’exploitation

L'identification adéquate d'une anomalie de I'hémoglobine suppose de

disposer de renseignements précis accompagnant la demande d’examens [21].

C’est ainsi qu’au laboratoire de Biochimie et de Toxicologie de
I’HMIMV, une fiche d’exploitation (cf. annexe 1) a été renseignee pour les

patients inclus dans cette étude. Elle mentionne :

2 |identité univoque du patient (nom, prénom, sexe, date de naissance, origine

géographique / ethnique) ;

2 e nom ou tout autre moyen d’identification unique du médecin ou de la

personne ayant fait la prescription, ainsi que son adresse ;
* |a nature des analyses prescrites ;

2 les renseignements cliniques (motifs d’hospitalisation, signes cliniques,
antécédents pathologiques, antécédents familiaux, notion de consanguinité

dans le couple) ;

2 |es traitements (notion de transfusion récente ou de traitement par un

inducteur de I’Hb F comme 1’érythropoiétine ou 1’hydroxyurée) ;
2 |es résultats des examens biologiques réalisés, notamment

= [’électrophorése de I’Hb a pH alcalin et/ou a pH acide,
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= la technique chromatographique (CPLH) lorsque cet examen était

pratique,
= |e bilan hématologique :

v numération formule sanguine (NFS) avec indices érythrocytaires
(VGM, TCMH...) en vue de déterminer s’il y a une anémie et de
caractériser sa nature (hypochrome ?, microcytaire ?) régénérative
ou non ? (Taux de réticulocyte).

v’ frottis sanguin pour noter les anomalies morphologiques des

érythrocytes (anisopoikilocytose, cellules cible).

= e bilan biochimique complémentaire : bilan martial (ferritine complétée
par la CRP) pour éliminer une carence en fer, parametres biochimiques
de I’hémolyse (Haptoglobine, bilirubine, LDH), lorsqu’ils étaient

réalisés.

2 | e résultat aprés interprétation : il s’agit du diagnostic étiologique.

11.2.2. Prélevements [18,20]

Pour chacun des patients inclus dans la présente étude, les prélevements

sanguins utilisés sont des échantillons de sang total recueillis sur EDTA.

La date de prélévement, 1’identification du patient et sa date de naissance

sont mentionnés sur les tubes. On dénombre au total :

- Deux tubes EDTA (bouchon violet): I'un est adressé au service

d’hématologie pour hémogramme et ¢tude du frottis sanguin ; 1’autre est
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utilisé au laboratoire de biochimie pour explorations biochimiques et étude
de I’hémoglobine (électrophorése aux pH alcalin et acide, analyse

chromatographique).

- Un tube sec (bouchon rouge) : pour le bilan martial, CRP, LDH, bilirubine,

haptoglobine lorsque ces examens ont été réalisés.

Le sang total sur EDTA peut étre conservé au maximum sept jours au
réfrigérateur (entre 2 et 8 °C), un mois a -20 °C et quelques mois a -80°C.
Cependant, 1’1déal est de travailler sur du sang frais (moins de quatre jours) afin
de minimiser les difficultés d’interprétation liées a 1’apparition de fractions
hémoglobiniques dénaturées ou a I’augmentation possible de la méthémoglobine

dans les prélevements vieillis [21].

Par ailleurs, I’étude des hémoglobines doit se faire a distance (3 a 4 mois)

de toute transfusion et en I’absence de carence martiale de préférence. [20]

11.3. Explorations biologiques

Les explorations biologiques ont, dans le présent travail, inclus un bilan
hématologique réalisé au laboratoire d’hématologie de ’HMIMV, le dosage de
certains paramétres biochimiques, ainsi que la séparation et 1’estimation

quantitative des fractions d’Hb.

11.3.1. Techniques de diagnostic phénotypique

11.3.1.1. Bilan hématologique
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L’hémogramme ou NFS (Numération Formule Sanguine) consiste en une
étude quantitative et qualitative des cellules sanguines (leucocytes, hématies et
plaquettes sanguines) et renseigne sur le taux des réticulocytes. C’est le premier
examen donnant des renseignements utiles permettant de suspecter une anomalie

hémoglobinique. Il se fait a distance de toute transfusion. [19]

Le frottis sanguin permet, quant a lui, d’étudier la morphologie des
¢léments figurés du sang et de déterminer s’il y a une anomalie

(présence/absence, aspect, nombre) des cellules sanguines.

Dans le présent travail, les hémogrammes ont été réalisés avec un
compteur automatique d’hématologie de type Beckman® de la société Coulter

(voir Figure 1).

Figure 1 : Automate Beckman® de la société Coulter

(Laboratoire d’Hématologie, HMIMYV)
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11.3.1.2. Examens biochimiques

11.3.1.2.1. Electrophoreése de I’hémoglobine

Le but est de séparer et d’évaluer le taux des différentes fractions
d’hémoglobine. Les techniques utilisées au Laboratoire de Biochimie et de

Toxicologie de ’THMIMYV sont les suivantes :

B Electrophorése de I’Hb & pH alcalin (pH=8,5) sur Hydrasys® de Sebia
L’Hydrasys, acquis depuis 2001, est un instrument multiparamétrique
semi-automatique qui assure le traitement des HYDRAGEL selon les étapes
suivantes : application des échantillons, migration électrophorétique, séchage,
coloration, décoloration, séchage final [22] et lecture. Les étapes manuelles
consistent en la préparation des échantillons et du gel puis au lancement des

séquences automatiques. [22, 23]

Figure 2 : Automate Hydrasys® de Sebia

(Laboratoire de biochimie, HMIMV)
Les HYDRAGEL 7 & 15 HEMOGLOBIN(E) sont des gels d’agarose qui

permettent la séparation des Hb normales (A et A,) et la détection des

principales Hb anormales : S ou D et C ou E, par électrophorése [22].
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L’analyse est réalisée sur hémolysat de globules rouges lavés et les
fractions d’hémoglobine sont separées en milieu alcalin. En effet, a pH alcalin,
les Hb sont chargées négativement et migrent vers 1’anode. Si le variant de 1’Hb
présente un acide aminé de surface ayant un résidu qui modifie sa charge, il va

étre séparé de I’Hb A lorsqu’il est soumis au champ électrique. [12]

| E AA +A) AR +A) |
F

Migration des
hémoglobines normales

Migration des hémoglobines

§-D ‘
anormales majeures

— A, A,-C-E
| = anhydrase anhydrase |

<+— pointd'application ——»

A, - fraction non glyquée de I'hémoglobine adulte normale A.
A, :fraction glyquée de I'hémoglobine adulte normale A.

Figure 3 : Profil de migration des fractions de I’Hb sur gel d’agarose a pH alcalin
(Hydrasys®)

Une fois la migration terminée, les fractions séparées sont colorées par une
solution d’amidoschwarz. L’analyse qualitative des hémoglobines normales et
anormales peut alors étre realisée [22]. La lecture se fait a 570 nm par
densitométrie et permet de définir les concentrations relatives (pourcentages) de
chaque fraction de I’hémoglobine.

Les valeurs normales (moyennes) pour chaque fraction sur gel
HYDRAGEL 7/15 HEMOGLOBIN(E), ont été établies a partir d’une
population de 200 adultes (hommes et femmes), en bonne santé : [22]
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Electrophorése de I'hémoglobine
Sur gel d'agarocse

Figure 4 : Profil normal de I’électrophorése de I’Hb sur gel d’agarose a pH alcalin

Cette technique est facile a mettre en ceuvre, mais présente
I’inconvénient de ne pas permettre une quantification fiable des fractions

mineures et d’étre peu résolutive [12].

® Electrophorése de I’Hb & pH alcalin sur Capillarys® de Sebia [24, 25, 26]

C’est une technique de séparation électrocinétique effectuée dans un
tube (diametre interne inférieur a 100um) rempli d’un tampon composé
d’¢lectrolytes. Elle s’est développée car elle offre [’avantage d’une
automatisation complete de I’analyse, de séparations rapides et d’une bonne
résolution. Le laboratoire de Biochimie a procédé a 1’acquisition de cet
équipement en Juin 2008 (Figure 5).

Le systeme Capillarys® (Sebia) utilise le principe de 1’électrophorése
capillaire en solution libre, qui représente la forme la plus courante de

I’¢lectrophorése capillaire. Il permet la séparation de molécules chargées en
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fonction de leur mobilité électrophorétique propre, dans un tampon de pH
donné, et, selon le pH de I’électrolyte, d’un flux électro-osmotique plus ou

moins important.

Figure 5 : Automate Capillarys® de Sebia

(Laboratoire de biochimie, HMIMV)

Le kit CAPILLARYS HEMOGLOBIN(E) permet la séparation en milieu
alcalin (pH = 9,4) des Hb normales (A, F et A,) du sang humain et la détection
des principales Hb anormales (notamment S, C, E et D). Ce systéme permet de
réaliser toutes les séquences de 1’¢électrophorése jusqu’a 1’obtention du profil des
hémoglobines pour I’analyse qualitative ou quantitative. L’analyse peut étre
réalisée sur hémolysat de globules rouges sédimentes, centrifugés ou laves (le
lavage des globules rouges n’est pas indispensable).

Le systtme CAPILLARYS est équipé d’un réseau de 7 capillaires en
silice, fonctionnant en parallele, et permettant 1’analyse simultanée de 7
échantillons, pour quantification d'hémoglobine. Avant chaque analyse, les
capillaires sont lavés avec une solution de lavage. Les étapes de 1’analyse sont

les suivantes :
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= injection dans les capillaires (extrémite anodique) de 1’échantillon dilué dans
la solution hémolysante,

= séparation par application d’une différence de potentiel de plusieurs milliers
de volts aux bornes de chaque capillaire,

= détection directe des hémoglobines a 415 nm (longueur d’onde spécifique
aux hémoglobines).

Dés la fin de [D’analyse, la quantification relative des fractions est

automatiquement effectuée et les profils peuvent étre interprétés visuellement

pour détecter les anomalies.

Des valeurs normales pour les différentes fractions d'hémoglobine ont éte

établies a partir d'une population saine de 113 adultes (hommes et femmes)

présentant des valeurs normales en CPLH [24].

HbA: 96,8-97,8%
HbF : <0,5%
HbA2: 2,2-32%

Fiqure 6 : Profil normal de ’électrophorése capillaire de I’Hb a pH alcalin.
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(Laboratoire de Biochimie, HMIMV)
Cette technique est parfaitement adaptée a la quantification des Hb F, A,, Bart et

H. Elle donne une trés bonne individualisation des Hb S et D, ainsi que des Hb
E, Az et C. [26]
B Electrophorése de I’hémoglobine a pH acide (pH = 6,0) sur citrate-agar

Lorsque la séparation de plusieurs bandes est insuffisante, I'électrophorése
sur agar a pH acide donne d'indispensables renseignements complémentaires
[21]. 1l s’agit d’un test de seconde intention, permettant de confirmer
I’identification des variants de I’hémoglobine [23].

L’HYDRAGEL 7 ACID(E) HEMOGLOBIN(E) et ’THYDRAGEL 15
ACID(E) HEMOGLOBIN(E) constituent un indispensable complément de
I’électrophorése en gel alcalin [HYDRAGEL 7 HEMOGLOBIN(E) et
HYDRAGEL 15 HEMOGLOBIN(E)]. [22]

La migration d’une hémoglobine anormale en agar [27] citraté dépend
d’abord de la localisation de la mutation et secondairement du changement de la
charge. En effet, a pH acide, la mobilit¢é des hémoglobines chargeées
positivement est affectée par des interactions électrostatiques avec les charges
négatives de I’agar [23]. Cette migration résulte de :

- I'électroendosmose > flux de liquide vers la cathode

- la liaison réversible de I'Hb a I'agaropectine - complexe formé migrant vers
I'anode.

- l'effet de I’ion citrate —>compétition avec l'agaropectine pour sa fixation a
I’Hb. [27, 28]
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Figure 7 : Position des hémoglobines normales et des variants anormaux les plus fréquents
en électrophoreése de I’Hb a pH acide (6,2) [21]

11.3.1.2.2. Technique chromatographique (CLHP) : Variant II® de
Bio-Rad

Elle est pratiquée au niveau des laboratoires privés avec lesquels le
Laboratoire de Biochimie et de Toxicologie de I'HMIMV entretient de

nombreuses collaborations.

Le Variant 1I® de Bio-Rad fonctionne avec une technique CLHP par
échange de cations [27]. Elle permet la séparation des différentes fractions d’Hb
en fonction de la force de leurs interactions ioniques sur une colonne échangeuse
de cations. Les molécules d’hémoglobine chargées positivement dans le tampon
utilisé interagissent avec la colonne chargée négativement (résidu carboxyl

greffeé sur une résine).

Suite a I’injection d’un gradient de tampon de haute force ionique, les
différentes fractions d’hémoglobines sont €¢luées au fur et 4 mesure que la force

ionique du tampon devient supérieure a leur interaction avec la colonne. Cette
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élution se fait a un temps donné qui est caractéristique : c’est le temps de

rétention (tR).

La détection est spectrophotométrique et s’effectue a 415 nm. Les
différents pics obtenus sont donc reconnus en fonction du temps de rétention :
les hémoglobines normalement présentes (Hb A, A,, F), ainsi que les variants

d’hémoglobine les plus fréquents, sont reconnus de fagon présomptive.

Le chromatogramme imprimé donne les informations suivantes : les
fractions d'hémoglobine éluées, le tR, 1’aire des pics, et les pourcentages des
différents composants de I'hémoglobine. Les variants dont le temps de rétention
n’est pas répertorié par le fournisseur sont dits « unknown ». Chaque cycle

analytique, de I'échantillonnage jusqu’a l'impression de résultats prend environ

6.5 min. [29]

|

Profil /'S Profil AC “

1
Temps de rétention (min) Temps de rétention (min) Temps de rétention (min)

Figure 8 : Exemples de profils en chromatographie liguide haute performance sur colonne

échangeuse de cations (Programme f-thal short, Bio-Rad®) [18]
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Manufacturer assigned windows for Bio-Rad
Variant Il HPLC system
Peak name Retention time, min
P1 window 0.63-0.85
F window 0.98-1.20
P2 window 1.24-1.40
P3 window 1.40-1.90
A, window 1.90-3.10
A, window 3.30-3.20
D window 3.90-4.30
S window 4.30-4.70
C window 4.90-5.30

Figure 9 : Intervalles de rétention prédéfinis pour le Variant 11 de Bio-Rad

La CPLH est une technique automatisée, rapide, reproductible et quantitative
[12]. Les valeurs de référence chez 1’adulte sont:

= Hb A:96-98%

» HbA,:2-3.2%

= HbF<1%

11.3.1.2.3. Autres examens biochimiques
Les autres parameétres biochimiques explorés sont :

» La ferritine + CRP (parameétres du bilan martial)
» La bilirubine totale +/- bilirubine conjuguée; I’ASAT; la LDH;
I’haptoglobine (bilan d’hémolyse).

Ces examens biochimiques complémentaires n’ont malheureusement pas été
explorés chez tous nos patients, rendant ainsi 1I’exploitation des résultats de ces

parametres, statistiquement non significative.
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11.3.2. Techniques de diagnostic génotypique

Seuls des laboratoires spécialisés et agréés la pratiquent. Les techniques
de biologie moléculaire sont colteuses et ne sont pas toujours accessibles dans

les pays les moins avancés ou les examens sont a la charge du patient. [20]

Les techniques utilisées pour la caractérisation moléculaire des anomalies
de I’Hb sont les mémes que pour I’étude de n’importe quel autre géne [30]. Le
matériel de base utilisé pour I’extraction d’ADN est du sang total prelevé sur
tube EDTA. Le consentement écrit du patient (ou des parents pour un mineur)
ou I’attestation de consultation de génétique rédigée par le médecin prescripteur
est indispensable pour la réalisation de ces analyses par les laboratoires de

référence. [31]

Les mutations ponctuelles, responsables de la majorité des variants de
I’Hb sont classiquement mises en évidence par séquencage des geénes o et -
globine. Pour les génes a, qui sont dupliqués et donc trés homologues, le
séquencage différentiel des genes al, a2 ou d’un gene a-hybride (a2/al) est

délicat et nécessite 1’utilisation d’amorces tres spécifiques [32].

La recherche d’une mutation connue peut étre réalisée, en alternative au
séquencage, par une PCR-RFLP, par PCR en temps réel avec revélation par
sondes fluorescentes spécifiques [33, 34] ou encore par la technique de reverse
dot-blot [35]. L’étude du profil de dénaturation d’un amplicon par HRM (High
Resolution Melting) permet aussi le génotypage de mutations ponctuelles [36].
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11.4. Phase post analytique

Une fois les analyses effectuées, les échantillons devenus inutiles sont
éliminés en tout sécurité conformément aux instructions ou aux
recommandations relatives a la gestion des déchets. Les comptes rendus
d'analyses sont réceptionnes par la personne concernée (prescripteur, patient,
famille dans le cadre de I’enquéte) dans le délai convenu. Des copies ou archives
des résultats enregistrés sont conservées par le laboratoire de maniére a pouvoir

retrouver rapidement les informations.
11.4.1. Bases adoptées pour ’interprétation des résultats

La validation biologique des résultats de 1’é¢tude de I’Hb des cas colligés
au laboratoire de Biochimie s’est toujours basée sur un faisceau d’arguments
cliniques (&ge, origine ethnique, antécédents pathologiques, signes cliniques,
notion de transfusion récente, etc.), hématologiques (NFS, frottis) et
biochimiques (résultats de 1’¢lectrophorése de I’Hb aux pH acide et alcalin, de la
CLHP, du bilan martial, du bilan d’hémolyse, etc.) rendant facile le diagnostic,
dans la majorité des cas. Devant des profils ambigus, comme cela a déja été
précisé, le recours a I’étude moléculaire, lorsqu’elle est possible, permet de typer

I’hémoglobinopathie.

La présence d’un pic dans la « fenétre de variants potentiels » incluant
I’Hb C en électrophorese capillaire (figure 10), ou au niveau de la zone de
migration de I’Hb A, sur Hydrasys (figure 11) sont deux éléments présomptifs
de la présence de I’Hb C. La réalisation de 1’¢électrophorése de I’Hb a pH acide

et des autres investigations decrites ci-dessus, permet de compléter les
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investigations requises pour confirmer la présence du variant C de I’Hb, a I’état

hétérozygote, homozygote et hétérozygote composite.

= Présence d'une bande anormale migrant au niveau de I’Hb C, taux

d’expression d’environ 30 a 50 % en association a de I’Hb A (50-60%)

Ce profil est caractéristique du sujet hétérozygote A/C. Le taux d’expression de
I’Hb C est diminué en cas de carence martiale et/ou d’alpha-thalassémie

mineure [12].

w Préesence d'une bande anormale migrant au niveau de ['Hb C

(taux>75%), absence d’Hb A, présence Hb F a un taux variable (0-10%)

Ce profil est celui d’un patient homozygote C/C qui devra bénéficier d’un suivi

médical rigoureux.

= Présence d'une bande anormale migrant au niveau de I’Hb C, présence
d’Hb A avec - Hb C > Hb A, présence d’Hb F a un taux variable [12]

Ce profil correspond a une hétérozygotie composite C/B*-thalassémique.

= Présence d’Hb C, présence d’une Hb X, absence d’Hb A, présence d’Hb

F a un taux variable

I1 s’agit d’une hétérozygotie composite C/X. Dans le cas de 1’association a I’Hb

S, les proportions des Hb S et C sont voisines (45-50%).

UNIVERSITE MOHAMMED V FACULTE DE MEDECINE ET DE PHARMACIE - RABAT -



HEMOGLOBINOSE C : ETUDE DE COHORTE REALISEE AU LABORATOIRE DE BIOCHIMIE ET DE TOXICOLOGIE DE L’HOPITAL
MILITAIRE D’INSTRUCTION MOHAMED V (HMIMV) - RABAT

Electrophorése des Hémoglobines
Electrophorése capillaire
Hb C
Hb Al
Hb A2
r o E
Fraction % Normales % Normales g/i
Hb A 60,6
Hb A2 1,8
Hb C 37,6

Figure 10 : Pics obtenus en Electrophorése capillaire

(Laboratoire de biochimie, HMIMV : profil A/C)
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Figure 11 : Pics obtenus en Electrophorese sur gel d’agarose

(Laboratoire de biochimie, HMIMV : (a) et (b) : profils A/C)

11.4.2. Analyse et traitement des données

Les données recueillies ont été saisies et traitées par le logiciel Excel 2007
pour Windows. Les résultats ont été exprimés par moyenne * écart-type et
quantiles pour les variables quantitatives et par pourcentage (effectif) pour les

variables qualitatives. Ils sont reportés dans des tableaux, ou représentés sous

forme d’histogrammes et de secteurs.
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I. ASPECTS EPIDEMIOLOGIQUE ET CLINIQUE DE
L’HEMOGLOBINOSE C

|.1. Répartition de I’hémoglobinose C
I.1.1. Selon le service prescripteur

Le tableau I et la figure 12 reflétent le résultat de cette répartition.

Tableau | : Répartition des cas d’hémoglobinose C selon le service prescripteur

Service clinique Nombre de cas %
Médecine Interne 17 42,5
Hématologie clinique 13 32,5
Pédiatrie 4 10
Autres (Secteur privé) 6 15
Total 40 100

Malgre la diversite des services cliniques d’ou proviennent les cas étudiés,
nous constatons une prédominance des prescriptions adressees par les services
de Médecine Interne (services de médecine Al, A2, Bl et B2) et
d’Hematologie clinique, qui représentent a eux deux les ¥ des cas étudies, soit

respectivement 42,5 et 32,5%.

50

40
30
20
10

Médecine Hématologie Pédiatrie Autres (Secteur
Interne clinique privé)

Figure 12 : Répartition des cas d’hémoglobinose C selon le service prescripteur
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1.1.2. Selon ’origine géographique
Les résultats de cette répartition sont illustrés dans le tableau Il et la figure 13.

Tableau I1: Répartition des cas d’hémoglobinose C selon ’origine géographique

Origine géographique Nombre de cas %
Rabat-Salé-Zemmour-Zaér 17 425
Gharb-Cherarda-Béni Hssen 10 25
Meknés-Tafilalet 8 20
Chaouia-Ouardigha 5 12,5
Total 40 100

Nous notons une nette prédominance des cas d’Hb C au niveau de la région de

« Rabat-Salé-Zemmour-Zaér », soit presque la moitié des cas étudies (42,5%0)

Figure 13 : Répartition géographique des cas d’hémoglobinose C
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1.1.3. Selon le sexe

Les cas collectés pour cette étude, ont été répartis selon le sexe des patients

et, les résultats de cette répartition sont illustrés par le tableau Il et la figure 14.

Tableau ITI: Répartition des cas d’hémoglobinose C selon le sexe

I ]

Nous notons que la population étudiée comprend autant de sujets de sexe

masculin et que de sexe féminin (50% pour chagque sexe). Le « sex-ratio » est

égal a 1.

Figure 14 : Répartition de la population selon le sexe
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1.1.4. Selon I’age

D’apres nos données, 1’age des sujets au moment du diagnostic fluctue
entre 4 et 59 ans. La population a été répartie selon diverses tranches d’age. Les

résultats de cette répartition sont illustres par le tableau IV et la figure 15.

Tableau 1V : Répartition de la population étudiée selon les tranches d'age

Tranche d’age | [0-14ans] | [15-29ans] [30-44ans] [45-59ans]

% 17,5% 20% 25% 37,5% 100%

Nous relevons un pourcentage ¢levé de cas d’hémoglobinose C chez les
personnes dont 1’age se situe dans les tranches de [45-59ans] et [30-44ans] qui

correspondent respectivement a 37,5% et 25%.

40,00%

35,00%

30,00%

25,00%

20,00%
15,00%

10,00%

5,00%

0,00%

[0-14ans] [15-29ans] [30-44ans] [45-59ans]

Figure 15 : Répartition de la population selon [’dge
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1.1.5. Selon les motifs de prescription de I’étude de I’Hb

Les différents signes révélateurs, cliniques et/ou biologiques, qui ont
constitué des motifs de prescription de 1’é¢tude de I’Hb dans le présent travail
sont regroupés dans le tableau V et la figure 16. Il s’agit des anomalies
biologiques (cellules cibles associées ou non a des drépanocytes a I’examen du
frottis, anémie a 1’hémogramme, anisopoikilocytose, ...), de la splénomégalie,

du syndrome anémique et de la crise douloureuse.

Les motifs insuffisamment précis, ne rejoignant aucune des catégories

précédemment citées, ont été classés dans la catégorie « Autres ».

Tableau V: Motifs d’hospitalisation des cas d'hémoglobinose C de la présente étude

Nombre de cas ayant

. : %
consulté pour ce motif

Anomalies biologiques 7 17,5%

Splénomégalie 15 37,5%
Syndrome anémique 11 27,5%
Crise douloureuse 4 10%

3 7,5%
Total 40 100

La splénomégalie, le syndrome anémique et les anomalies biologiques

constituent les motifs les plus fréquemment objectivés.
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Figure 16 : Motifs de prescription de I’étude de I’hémoglobine dans la présente série

II. TABLEAUX BIOLOGIQUES DE L’'HEMOGLOBINOSE C

Nous avons relevé dans la population étudiée différents groupes

étiologiques genotypiques :

= Groupe A/C : 27 patients (67,5%)

= Groupe S/C : 6 patients (15%)

= Groupe C/C : 4 patients (10%)

» Groupe C/B*-thal : 2 patients (5%)

= Groupe C/O-Arab : 1 patient (2,5%)
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Le tableau (Tableau VI) suivant propose une répartition des signes
clinico-biologiques (apres investigations), dans les groupes étiologiques de

I’hémoglobinose C dans la série étudiée.

Tableau VI : Profil clinico-biologigue de I'hémoglobinose C dans les différents groupes

étiologiques de la série étudiée

Groupes Etiologiques Anomalie Splénomeégalie Syndrome Crise

biologique anémique douloureuse
Groupe A/C (n=27) 84% - 7% -
Groupe C/C (n=4) 100% 75% 100% --
Groupe S/C (n=6) 33.33% 33.33% 50% 66.66%
Groupe C/B*thal (n=2) 100% 100% 50% --
Groupe C/O-Arab (n=1) 100% 100% - -

Le groupe A/C est surtout marqué par les anomalies biologiques. Chez les
formes homozygotes (C/C) et hétérozygotes composites (S/C et C/B*-thal) nous
notons la présence de presque tous les signes (anomalies biologiques,
splénomeégalie et syndrome anémique). Les patients S/C, manifestent en plus la
crise douloureuse. Le groupe C/O-Arab quant a lui, est marqué par la

splénomégalie et les anomalies biologiques.
11.1. Forme hétérozygote

Il s’agit des hétérozygotes sains présentant le phénotype A/C. Les
parameétres biologiques (hématologiques et biochimiques) concernant ce groupe

sont presentés dans les tableaux VII et VIII.
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Tableau VII : Résultats des paramétres hématologiques de I’hémoglobinose AIC

GR Hb VGM TCMH RET FROTTIS
(10°/p1) (g/dl) (f1) (pg) (G/L) SANGUIN
FormeA/C /., 050 1359+113 83904148 2839+113 NR  ematiesen
(n=27) cibles
VEETBER |y g 12-16 82-98 27 -33 120 -
référence

NR : Non réalisé

Ces résultats révelent des anomalies morphologiques (hématies en cible) a
I’é¢tude du frottis sanguin. Les taux de globules rouges, d’hémoglobine, ainsi que

les valeurs des VGM et TCMH sont normaux.

Tableau VIII : Résultats des paramétres biochimiques dans I’hémoglobinose A/C
Hb A Hb A, Hb F Hb C Hb O HbS
(%) (%) (%) (%) (%) (%)
F‘z:‘"lezl;)/ C 60504020 2,04:0.51 098+0.70 37,48 2.40 - -
Valeursde = o ¢ 578  22-32 <05 - - -
référence

Les résultats des explorations biologiques chez les patients A/C révélent :

w= la présence de I’Hb A a un pourcentage compris entre 50 et 60% ;
= un taux de ’Hb F compris dans I’intervalle 0,2-2,8%

= un taux d’Hb A, oscillant entre 0,4 et 2%

La figure 17 montre les profils électrophorétiques des Hb dans le groupe

étiologique A/C.
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Electrophorése des Hémoglobines
Electrophorése capillaire HYDRAGEL 7 ACID(E) (O
" e HEMOGLOBIN(E)
#o A Hb A/C
Témoin ‘
normal -
J
|Hb l
== oo
Profils électrophorétiques
Fraction %  Normales % Normales g/I » —C _—
SR - — Migatondes | ___ Aq_ point d'application : i‘m pfng ‘application
Hb A 60,6 hémoglobines normales ot %
Hb A2 18 A, A +F
Hb C 376 A, - fraction non glyquée de 'hémoglabine adulte normale A
(a) (a’)

Figure 17 : Profil électrophorétique de I’Hb aux pH alcalin (a) et acide (a’) dans le groupe

étiologique A/C

11.2. Forme homozygote

Elle correspond au groupe étiologique C/C. Les résultats des
explorations hématologiques et biochimiques concernant ce groupe sont
présentés dans les tableaux IX et X.

Tableau IX : Résultats des paramétres hématologiques de I’hémoglobinose C/C

GR Hb VGM TCMH RET
(10°/p) (g/dl) (F) (pg) (G/1) | FROTTISSANGUIN
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Ces résultats réevelent :

= un taux de réticulocytes supérieur a la normale.
= des anomalies morphologiques plus marquées, a I’étude du frottis sanguin

(cellules cibles, anisopoikilocytose).

Le taux d’hémoglobine ainsi que la valeur des VGM sont tres légérement
diminues.

Tableau X : Résultats des paramétres biochimiques dans I’hémoglobinose C/C

Hb A Hb A, Hb F Hb C Hb O HbS
(%) (%) (%) (%) (%) (%)
F°(r:'f 4C)/ ¢ 2,50£0,50 1,900£0,10 95,60 4,60 -- --
Valeursde oo ¢ 578  22-32 <0,5 - - -
référence

Dans cette forme d’hémoglobinose C nous notons :

= [’absence de ’'Hb A

= taux d’Hb A, oscillant entre 0,6 et 3,5%
= untaux d’Hb F<5% ;

* un taux d’Hb C situé entre 87,9 et 99,4%

La figure 18 montre les profils électrophorétiques des Hb dans le groupe

étiologique C/C.
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Electrophorése des Hémoglobines
Electrophorése capillaire .H¥DRAGEL 7 ACID(E)
l ' "
% - HEMOGLOBIN(E)
Hb C/C
Témoin .
normal
y N ,
3s
| ]
Profils électrophorétiques
Fraction %  Normales % Normales g/|
Hb A2 06 i
HbC 99,4
(b) (b*)

Figure 18 : Profil électrophorétique de I’Hb aux pH alcalin (b) et acide (b’) dans le groupe

étiologique C/C

11.3. Formes hétérozygotes composites

Il s’agit des formes manifestant la présence de deux variants différents.
Dans la cohorte étudiée, les formes hétérozygotes composites rencontrées sont
les formes S/C, C/O-Arab et C/B"-thal.

Dans le cas particulier de la double hétérozygotie C/O-Arab, une CLHP
sur le Variant 11 été réalisée. Le profil chromatographique se présentait comme
suit : Hb A = 0.3%, Hb A, =2.9%, Hb F = 0.8%, Hb C = 50,2%, Hb O = 43.9%.

Le recours aux techniques de biologie moléculaire (PCR-séquencage)
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(Laboratoire Cerba) a permis de révéler I’existence de 1’Hb O-Arab, pour

laquelle la mutation est la suivante : 121 Glu—Lys.

Les résultats des explorations hématologiques et biochimiques concernant
ce groupe sont présentés dans les tableaux X1 et XII.

Tableau XI : Résultats des parametres hématologigues dans les formes d’hémoglobinose
S/C, C/OArab et C/B+'thal

GR Hb VGM TCMH RET FROTTIS SANGUIN
(10°/p) (g/dI) (f) (pg) (G/L)

Nombreuses
Forme cellules cibles.
C/0 Arab 4,5 14 88 33 NR Quelques
(n=1) schizocytes avec
anisopoikilocytose

NR : Non Réalisé

Ces résultats révelent :

» un taux d’Hb normal chez les sujets C/O-Arab, légerement diminué chez les
sujets S/C et trés diminué chez les sujets C/B*-thal.

= des anomalies morphologiques, a 1’é¢tude du frottis sanguin, dans les trois

groupes S/C, C/O-Arab et C/B-thal.
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= un VGM et une TCMH a des taux normaux dans le groupe S/C et trés

diminués dans le groupe C/p*-thal.

= des taux de globules rouges augmentés dans le dans le groupe C/B*-thal.

Tableau X1 : Résultats des paramétres biochimiques dans les formes de I’hémoglobinose

SIC, ClOaran et C/B*-thal

Hb A Hb A, Hb F Hb C Hb O Hbs
(%) (%) (%) (%) (%) (%)
F°(rr:“_965)/ ¢ - 3,740,226 2,8340,26 4386+120 -~  50,30%1,21
Forme C/Oarab _ 3 0,80 53 43,20 -
(n=1)
+
F°’m(ic_/ ‘23) thal 5230:150 248:063 282:115 7040:176 - -
el e 96,8-97,8  2,2-3,2 <0,5 = - -
référence

Ces résultats révelent :

= ]’absence de I’Hb A dans les groupes S/C et C/O-Arab par rapport au groupe
C/p*-thal.
= des taux d’Hb F et d’Hb A,, nettement augmentés dans le groupe C/B*-thal.

Les figures 19 et 20 montrent les profils électrophorétiques des Hb

respectivement dans les groupes étiologiques S/C, et C/B*-thal.

Les figures 21 a 24 quant a elles, montrent les anomalies morphologiques
a 1’¢tude du frottis sanguin : les hématies en cibles, I’anisopoikilocytose, les

drépanocytes.
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Figure 19 : Profil électrophorétique de I’Hb dans le groupe étiologique S/C

(c) : Profil d’un patient S/C (non transfusé) en électrophorése capillaire ;

(c¢’) et (¢”’) : Profils en électrophorese capillaire et en électrophorése a pH acide d 'un patient
S/C récemment transfusé.
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Dans la figure 19 : Contrairement a 1’image (c), les images (¢’) et (¢””)
montrent un pic de I’Hb A (normalement absente dans les profils S/C) et des

taux légerement abaissés des Hb S et C. Seule la transfusion peut expliquer cet
état de fait.

Electrophorése des Hémogiobines
Electrophorése capillaire

Hb €

Hb A 18.7 %
Hb F 6.8%
Hb A2 53%
Hb C 69.2 %

Figure 20 : Profil électrophorétique de I’Hb & pH alcalin dans le groupe étiologique C/8"-
thal.

UNIVERSITE MOHAMMED V FACULTE DE MEDECINE ET DE PHARMACIE - RABAT -



HEMOGLOBINOSE C : ETUDE DE COHORTE REALISEE AU LABORATOIRE DE BIOCHIMIE ET DE TOXICOLOGIE DE L’HOPITAL
MILITAIRE D’INSTRUCTION MOHAMED V (HMIMV) - RABAT

Figure 21 : Photo-lame objectivant Figure 22 : Photo-lame présentant
des hématies cibles Uhypochromie et la microcytose

Figure 23 : Photo-lame objectivant de Figure 24 : Photo-lame montrant
rares drépanocytes dans le groupe DPanisopoikilocytose

étiologique S/C

(Frottis sanguins/Laboratoire d’Hématologie de "' HMIMYV)
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o)

DISCUSSION
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I. RAPPELS
I.1. Hémoglobine normale
1.1.1. Définition

Le terme « hémoglobine » a été introduit en 1862 par le physiologiste
allemand Hoppe-Seyler pour désigner le pigment respiratoire du globule rouge
[2, 37]. L'hémoglobine caractérise I'aspect moléculaire du globule rouge (GR) et
est responsable de sa fonction principale dans I'organisme. C'est un
hétérotétramere chez tous les vertébrés du monde vivant. A chaque stade
d'évolution de la vie, cette protéine voit son contenu modifié au niveau de la
nature des différentes chaines qu'elle porte.

L’hémoglobine représente 33% du poids du GR. Sa concentration

moyenne est de 34g/dL et son poids moléculaire de 64500 daltons [38].

1.1.2. Structure

L’Hb est une chromoprotéine qui a une structure tétramérique. Elle est
constituée de quatre sous-unités polypeptidiques identiques deux a deux : deux
polypeptides ou globines alpha et deux globines non-alpha (béta pour
I’hémoglobine adulte A, gamma pour I’hémoglobine fcetale et delta pour
I’hémoglobine A,). Chaque globine possede un groupe prosthétique : /’héme [5,
11]. La molécule compléte d’hémoglobine comporte donc quatre chaines
globiniques et quatre groupements hémes avec quatre noyaux de fer (figure 25);

elle peut fixer quatre molécules d’oxygéne [39].
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L’héme constitue la partie non protéique colorée, commune a toutes les
Hb. Sa molécule est plane, formée de I'union d’un cycle tétra pyrrolique
(protoporphyrine 1X) et d’un atome de fer divalent (Fe™) fixé au centre sur les

quatre azotes des noyaux pyrrol [39, 40].

Chaines de globine g

H,C  CH,CH,COOH

Groupement

Chaines de globine «

(a) L’hémoglobine est composée de globine (quatre chaines (b) Molécule d’héme contenant du fer
polypeptidiques: deux alpha et deux béta) et de quatre
groupements hémes.

Figure 25 : Structure (tétramérique) de I’hémoglobine

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

entres les monomeéres au sein du tétramere. [12]

1.1.3. Fonction
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La fonction principale de ’hémoglobine est de transporter I’oxygene des
poumons vers les tissus. L’Hb est également impliquée dans le transfert d’une
partie du CO, des tissus vers les poumons [40], et dans le maintien de 1’équilibre
acido-basique. [41]

Il a récemment été proposé qu’en plus de ses fonctions physiologiques de
transporteur d’O, et de CO,, I’hémoglobine pourrait avoir un role dans le
stockage et le transport du NO. Cette théorie est trés controversée et s’oppose au
fait que I’Hb sert de piege a NO dans le sang. Dans 1’hypothése d’une fonction
de transport, le NO se lierait a la Cysp93 de I’HbO; et s’en détacherait lors de la
désoxygénation, permettant alors une meilleure oxygenation des tissus

périphériques par son effet vasodilatateur. [37]

1.1.4. Evolution ontogénique des hémoglobines humaines

Plusieurs hémoglobines se succédent au cours de la vie, et, a tout moment,
il en existe plusieurs simultanément. Ces hémoglobines se distinguent par la
nature des sous-unités qui les constituent. La figure 26 représente la succession
de ces diverses sous-unités au cours de 1’évolution ontogénique.

La proportion relative des diverses Hb évolue parallélement au
changement du lieu de 1’érythropoiése : sac vitellin chez I’embryon ; foie, rate
et moelle osseuse chez le feetus ; moelle osseuse chez 1’adulte normal.

Chez I’homme, le profil des Hb change deux fois. La premiére de ces
commutations (ou « switch ») coincide avec le passage de la vie embryonnaire a

la vie feetale, la seconde avec celui de la vie foetale a la vie adulte.
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Figure 26 : Synthése des chaines de globine au cours du développement ontogénique [42,

43]
B Chez I’embryon [37]

Durant la vie embryonnaire, deux chaines de la famille alpha coexistent : ¢
qui apparait la premiere, puis a. De méme, il existe deux chaines de type béta : €
spécifique a cette période initiale de la vie et les chaines y (ou feetales). Ces
diverses sous-unités permettent de réaliser les trois hémoglobines de 1’embryon :
I’Hb Gower 1 (L2 €2), I’'Hb Gower 2 (02 €2) et ’Hb Portland ({2 y2). Pendant

les 3 premiers mois de la gestation, les GR contiennent les Hb embryonnaires.

W Chez le feetus [37]

L’hémoglobine feetale (Hb F) de structure o2 y2 est détectable a partir de
la 5e semaine de vie intra-utérine et représente le constituant principal de la
période feetale. Sa synthése débute dés les stades précoces de la gestation et
s’éleve, entre les 8e et 10e semaines, a un taux de 90%. L’Hb F a une affinité

intrinséque pour 1’oxygéne identique a I’Hb A de 1’adulte, mais ses liaisons au
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2,3-DPG sont beaucoup plus faibles. Ainsi, les hématies feetales ont une affinité
pour I’oxygene sensiblement supérieure a celle des hématies maternelles, ce qui
favorise le transport d’oxygene de la mere vers le feetus.

Peu avant la naissance, entre les 32e et 36e semaines de gestation, les

chaines y sont progressivement remplacées par les chaines p de 1’adulte.

B A la naissance et chez I’adulte [42, 44]

A la naissance, la proportion de I’Hb F est de 70-85% et celle de I’'Hb A
de 15-30%. Cette derniere monte a 75% vers I'age de trois mois. L’érythropoicse
est devenue médullaire. Il faut attendre 6 mois apres la naissance pour que les
proportions des Hb A, A,, et F de I’adulte s’équilibrent. En effet, le switch yp est
effectué a 90 % a 6 mois, et a 95 % a 1 an. Il est terminé vers 5-6 ans.

L’Hb A représente plus de 95 % de la totalité des Hb adultes. Il existe un
constituant mineur, I’Hb A,, dont la synthese débute pendant la période
néonatale et qui est exprimée a un taux d’environ 2,5 %.

L’Hb F ne subsiste plus qu’a 1’état de traces (<1%) et sa synthese,
restreinte chez I’adulte, concerne moins de 8% de la population erythrocytaire.

Le tableau suivant presente les formules des différentes hemoglobines

humaines.
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Tableau X111 : Formules moléculaires des hémoglobines humaines [modifié d’aprés 19,45]

Hb Gower 1 2¢€2

Hb Gower 2 a2 €2 -

Hb Portland 2y2 --
Hb F a2 y2 80 - 95%
Hb A a2 B2 5-20%
Hb F a2 y2 75 - 85%
Hb A a2 B2 20 - 25%
Hb A2 a2 62 Traces
Hb A a2 32 97%
Hb A2 a2 62 2-3%
Hb F a2 y2 <1%

I.1.5. Les génes de globine

1.1.5.1. Structure des genes de globine

La synthése de la globine suit le schéma de la synthese des protéines
(transcription, traduction) et est sous la dépendance de genes de structure
autosomique [39]. Ces derniers ont une structure similaire a celle de tout
gene fonctionnel (promoteur, codon d’initiation de la traduction, exons, introns,
codon stop).

Plus préecisement, les genes de globine comprennent deux introns et de
trois exons (figure 27) ; le second intron étant plus long que le premier dans la
famille des genes B globine [41, 42]. La région transcrite est précédée d’un
promoteur (boites TATAA et CCAAT) et de séquences régulatrices
« enhancers » en amont qui synchronisent I’expression des génes des différentes

globines en fonction des cellules érythropoiétines. [12, 42]
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Intron 1 (117 bp) Intron 2 (140 bp)
i i Exon 1| | Exon2 | | Exond
-like chains g Ty . x
3 -ﬁ I l; | N S ]:"’.,“o.'.P,//m-
Codons 1 3 32 ] 100 14
Intron 1 (122-130bp) Intron 2 (850-904 bp)
3.k chal Exon 1| | Exon2 | | Exond
-like chains v v
- | e R 4 R/
Codons 1 30 31 104 105 146

Figure 27 : Structure des génes de globine

1.1.5.2. Localisation et organisation des genes de globine

Les différentes chaines de globine sont codées par des genes localisés sur

deux « clusters » : le cluster alpha et le cluster béta. [12]
+ Cluster a [41, 42, 43, 45]

Les chaines a correspondent a des chaines polypeptidiques de 141 résidus
dont la synthese est sous le controle de genes situés sur le chromosome 16 au
niveau de la partie terminale du bras court. Sur une petite séquence de DNA de

35Kb, on retrouve :

= trois génes fonctionnels :
L le géne ¢ qui code pour la chaine embryonnaire { et qui précéde
L les deux génes des chaines a : al et o2.

= trois pseudo-genes non fonctionnels : y¢, wal et ya?2.

+ Cluster g [12, 41, 42, 43]
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Les chaines B (auxquelles se rattachent les chaines vy, & et €) comportent
146 résidus et dépendent de genes situés a I’extrémité distale du bras court du
chromosome 11. Dans un fragment de DNA de 60 Kb le groupe de la famille

comprend :

= 5 geénes fonctionnels : le gene de la chaine embryonnaire € qui est suivi
par les deux génes des chaines foetales v : ®y et “y, puis par les deux
géenes des chaines adultes & et B qui codent pour les chaines 6 et f des
hémoglobines A, et A respectivement.

= et un pseudo-gene non fonctionnel yp.

1.2. Hémoglobinopathies

Les hémoglobinopathies sont des maladies héréditaires de I’hémoglobine
transmises de facon autosomique [46]. Elles se répartissent en deux grands
groupes :

# |les anomalies de structure ou hémoglobinoses, et
# les anomalies de synthése ou thalassémies.
Il existe dans certains cas une association d'anomalies quantitatives et

qualitatives de I'némoglobine. [42]

1.2.1. Hémoglobinopathies qualitatives ou structurales :

hémoglobinoses

On parle d’hémoglobinose lorsqu’il y a synthése [42] d’une hémoglobine

pathologique ou anormale (encore appelée variant) qui se distingue des
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hémoglobines normales par une modification structurale affectant certaines

chaines polypeptidiques de 1I’Hb.

La plupart des anomalies de structure sont dues au remplacement d’un
acide aminé par un autre sur une chaine de globine. La majorité des variants
structuraux est latente. Mais il y a certains qui ont un retentissement clinique et
biologique, provoquant ainsi des phénomenes pathologiques plus ou moins
graves [39]. L hyper-hémolyse est la traduction classique la plus fréquente. Mais
on peut observer également des accidents de micro thrombose par diminution de
la solubilit¢ de I’Hb, une instabilitté de la molécule avec des accidents
médicamenteux, une méthémoglobinémie lorsque la substitution est au
voisinage de I’insertion de 1’héme, enfin une modification de D’affinité pour

I’oxygéne avec pseudo anémie ou polyglobulie. [40]

Les anomalies structurales les plus fréquentes affectent les chaines
polypeptidiques béta, plus rarement les chaines alpha, et exceptionnellement les
chaines gamma ou delta [5, 47]. Elles peuvent aboutir a une modification de la
charge de la molécule (ce qui entraine une modification de la solubilité de
I’hémoglobine) et/ou a un changement des mobilités électrophorétiques [39].

Deux Hb anormales peuvent toutefois avoir la méme mobilité.

I1 existe plusieurs types d’hémoglobinoses différentes les unes des autres
par la qualité et la position de I’acide aminé substitué dans la chaine de la
globine. L’hémoglobinose S est de loin ’hémoglobinose la plus fréquente et la

plus etudiée. Ensuite vient I’hémoglobinose C. [42]
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1.2.2. Hémoglobinopathies quantitatives ou thalassemies

Les thalassémies constituent un groupe d’affections génétiques, le plus
souvent transmises selon le mode autosomique récessif. Elles sont caractérisées
par une absence, une insuffisance ou une anomalie de synthése d’une ou
plusieurs chaines de globine [5, 47]. Ce qui a pour conséquence un déséquilibre
entre les chaines a et non o, entrainant ainsi la précipitation des chaines non

appariees en exces, une érythropoiése inefficace et une anémie.

Selon la chaine de globine touchée et on distingue les a-thalassémies, les
B-thalassémies, les 6- et y-thalassémies (sans effet clinique), les dp-thalassemies
(quand les chaines 6 et B sont touchées). Du point de vue de la santé publique,

seules les a et f thalassémies sont importantes. [5, 47]

Selon que le défaut de synthése soit total ou partiel, on différencie les
formes désignées par un « +» ou la protéine est synthétisée mais en quantité
limitée, et les formes désignées par un « ° », ol le géne atteint ne permet aucune
synthese. La présentation clinique permet de classer les thalassémies en trois

tableaux :

= les thalassémies mineures : Egalement appelées « trait thalassémique »,
elles sont habituellement asymptomatiques (sans aucune traduction clinique),
et peuvent étre évoquees devant une pseudopolyglobulie microcytaire
hypochrome. Sur le plan moléculaire, elles correspondent aux [3-
thalassémies, aux op-thalassémies hétérozygotes et aux a-thalassémies avec

délétion d’un ou deux genes a. [20]
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= les thalassémies intermédiaires : Elles forment un groupe trés hétérogéne
ou sont rassemblés tous les patients dont [’expression clinique et
hématologique est plus sévére que celle d’une thalassemie mineure, sans
toutefois atteindre celle d’une thalassémie majeure. Sur le plan moléculaire,
on retrouve des homozygotes ou des hétérozygotes composites pour diverses
anomalies. L hémoglobinose H et la f*-thalassémie homozygote sont classés
dans cette categorie.

= les thalassémies majeures : Elles associent a des degrés variables hémolyse
sévere, érythropoiese inefficace et surcharge en fer nécessitant des
transfusions sanguines regulieres. Elles correspondent a des formes ou les
deux geénes P sont atteints par une lésion thalassémique grave. La maladie de
Cooley (ou B’-thalassémie homozygote) et ’hydrops foetalis sont classés

dans cette catégorie.

1.2.3. Bases moléculaires des hemoglobinoses

Les hémoglobinoses sont dues a une mutation ponctuelle au niveau des
géenes codant pour I'une des chaines de la globine. Les différentes localisations
possibles de cette mutation sont la poche de ’héme, les zones de contact entre

sous-unités et la cavité centrale de 1a molécule d’Hb.

Les variants de I’Hb sont presque toujours des variants de surface. Ils
touchent les résidus polaires qui maintiennent la molécule en solution et ne sont
impliqués dans aucune fonction majeure. Ils sont donc en majorité silencieux et

restent un fait d’observation sans consequence. [48, 49]
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Les Hb anormales peuvent étre classées en 4 groupes : [7, 11, 48, 21]

* Jes mutants qui sont a 1’origine de problémes de santé publique majeurs. Il
s’agit surtout des Hb S dans la population africaine et des Hb E dans les
populations du Sud-est asiatique ;

= les variants plus rares, mais présents dans les populations ou I’Hb S a une
forte prévalence. C’est le cas des Hb C, O-Arab et D-Punjab, qui par elles-
mémes n’ont qu’un effet pathogéne minime, mais qui, associées a I’Hb S,
conduisent a des syndromes drépanocytaires majeurs (SDM) ;

» les variants rares, a l’origine de désordres hématologiques varies : Hb
instables (qui sont la cause d’anémies hémolytiques chroniques), Hb
hyperaffines (responsables de polyglobulies), Hb hypoaffines (responsables
d’anémies avec cyanose), Hb M (cause de méthémoglobinémies) ;

= les polymorphismes ou les mutations privées, habituellement totalement
silencieux sur le plan clinique. Ils ont été découverts lors d’études
systématiques de population ou parce qu’ils interferent avec le dosage de
I’Hb glyquée. Ces mutants doivent étre caractérisés et rapportés dans les
banques de données pour éviter qu’ils ne soient confondus avec des mutants

aux conséquences cliniques severes.

D’autres hémoglobines rares ne se retrouvent que dans certaines populations et
constituent des marqueurs génétiques : I’Hb D Ouled Rabah (519 [B1] Asn —
Lys) fréquente chez les Touaregs, ou I’Hb G Coushatta (22 [B4] Glu — Ala)
chez les Indiens d’Amérique. [11]
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Il. DISCUSSION DE LA PRESENTE ETUDE

11.1. Définition, pathogénie et distribution de
I’hémoglobine C

11.1.1. Définition [43, 50, 51]

Découverte en 1951 par Itano et Neel [16], I’hémoglobine C est un variant
de I’Hb, formé suite a une mutation ponctuelle au niveau du codon 6 (GAG
AAG) dans le gene béta globine. Cette mutation concerne le premier nucléotide
de ce codon : il s’agit de la substitution de la guanine par I’adénine. Cela a
pour conséquence le remplacement de I’acide glutamique (sixiéme acide aminé
de la chaine B) par une lysine : a2f2 6Glu->Lys, en méme position que la
mutation drépanocytaire (Hb S). La lysine est un monoacide diaminé. Sa
presence dans la chaine polypeptidique entraine le remplacement de deux
charges négatives par deux charges positives. Ainsi, I’hémoglobine C migre
moins vite que I’Hb S.

On peut la trouver a 1’état hétérozygote (génotype A/C ou trait C), a 1’état
homozygote (C/C) ou combinée a d’autres anomalies, formant ainsi des
hétérozygotes composites : génotype Clthalassémique (* ou °), ou profil S/C,

dont la clinique est classiquement moins sévere que celle de la drépanocytose.
11.1.2. Pathogénie

L’hémoglobinose C est une maladie monogénétique transmise selon le

mode autosomique réecessif [52]. C’est-a-dire que le gene en cause est porté par
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un autosome, chromosome non sexuel, et que la présence de deux alléles mutés
du gene est nécessaire pour que la maladie se manifeste. Les malades sont donc
homozygotes pour le gene en cause. Il y a autant de filles que de gargons atteints
et les personnes malades n’apparaissent pas a toutes les générations, car la
plupart du temps, les sujets atteints naissent de parents hétérozygotes, porteurs

sains de génotype A/C.

Un couple a risque est formé par deux conjoints porteurs sains

hétérozygotes (A/C). Et, a chaque grossesse il y a :

v' un risque de 25% d'avoir un enfant atteint (homozygote C/C).

v" une probabilité de 50% d'avoir un enfant porteur sain (hétérozygote A/C)
qui peut avoir un enfant atteint si, et seulement si, son conjoint est lui-
méme porteur sain (avec un risque de 1/4).

v" une probabilité de 25% de donner naissance a un enfant sain (homozygote

A/A) qui ne peut pas avoir d'enfant atteint.

I C
Homozygote sain
@ Homozygote malade
P Hétérozygote porteur sain

Figure 28 : Transmission autosomique récessive de I’Hb C
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Cette transmission autosomique récessive explique tout a fait la répartition
sexuelle de I’hémoglobine C dans la présente cohorte. Rappelons en effet que
nous avons relevé dans la population étudiée autant de patients de sexe masculin
que de sexe féeminin (sex-ratio=1) et un pourcentage élevé (67,5%) de patients
hétérozygotes porteurs sains A/C. Ce fait rend encore une fois compte de la

transmission autosomique de cette anomalie.

La fréequence des patients homozygotes C/C (10%) quant a elle, est tres
faible surtout lorsqu’on considére que le Maroc fait partie des pays touches par
I’hémoglobinose C, et qu’il est le terrain d’un grand nombre de mariages
consanguins. Cette faible fréquence des individus C/C est toutefois conforme

aux données de la littérature.

D’autres génotypes (S/C, C/C, C/B*-thal, C/O-Arab) apparaissent dans la
cohorte étudiée. Leur présence peut s’expliquer par 1’existence de plusieurs
autres variants de 1’hémoglobine dans la population marocaine, et par I’union de
personnes ignorant leur génotype hémoglobinique et s’étant marié sans avoir
bénéficié d’un conseil génetique. La forme S/C étant la deuxiéme en termes de
fréquence (15%) dans la présente étude, nous pouvons supposer que la mutation
B> responsable de la drépanocytose est assez fréquente au Maroc. Une étude
réalisée en 2013 a PTHMIMV, sur 172 cas d’hémoglobinopathies en témoigne
d’ailleurs : 47% de cette population portaient la mutation p°> a Iorigine de 1’Hb
S. [45]

L’hémoglobinose C est déterminée par la présence d’au moins un seul
all¢le transportant la mutation p 6Glu—>Lys [50]. Lorsque qu’un seul alléle est

présent, la maladie ne se manifeste pas. Le patient est cliniqguement
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asymptomatique. Il faut 1’association a un autre all¢le portant la mutation ou une
toute autre mutation pour que des signes cliniques soient décelés. La détection
d’Hb C est donc souvent tardive comme le souligne notre étude. En effet, la
majorité des patients avaient un age assez avancé au moment du diagnostic :
37,5% étaient dans la tranche [45-59ans] et 25% dans la tranche [30-44ans].
Seuls trois patients du groupe S/C avaient bénéficié d’une détection plus ou
moins precoce de leur état. Le premier avait un antécédent de consanguinité de
premier degré chez ses parents, le deuxiéme avait des antécédents
d’hospitalisation a un trés jeune age, et le dernier avait tout simplement
connaissance de son état depuis I’enfance. Cette situation est certainement due
au fait qu’ils possédent la mutation drépanocytaire responsable de fréquentes
douleurs osseuses ou tout simplement parce qu’ils descendaient de parents
possédant des genes mutés a risque. Dans les autres cas, le diagnostic a été porté
soit de fagon fortuite, dans le cadre de la prise en charge d’une autre pathologie

ou sur la base de I’observation d’un tableau clinique ou biologique évocateur.

Cet état de fait n’est pas idéal, puisqu’une détection précoce permettrait
une meilleure prise en charge des patients. Parlant de détection, nous devons
rappeler que la majorité (75%) des cas d’Hb C colligés, provenait des services
de Médecine Interne (42,5%) et d’Hématologie Clinique (32,5%). Il est
cependant important de signaler que le service d’Hématologie Clinique de
I’HMIMV n’existait pas avant octobre 2006 [45]. Cela explique donc le taux
elevé recueilli au niveau des services de Médecine Interne. Les 32,5% releveés en

service d’Hématologie Clinique quoiqu’inférieurs, ne sont pas en reste, et
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peuvent s’expliquer par I’augmentation du taux de recrutement des HbP depuis

la création de ce service.

Les cas adressés par les services de pédiatrie sont étonnamment peu
nombreux (10%). C’est d’autant plus surprenant que, la littérature recommande
une détection des HbP depuis I’enfance. Il est clair que le taux de recrutement de
ce service aurait ete plus significatif si le dépistage neonatal était réalise

systématiquement au Maroc comme il I’est dans d’autres pays.

11.1.3. Distribution et incidence [5, 40, 43]

L'origine de la mutation B¢ a été localisée au niveau du plateau voltaique.
On explique la répartition de I'némoglobine C par un effet fondateur, situation
réalisée lorsqu'une population est fondée par un petit groupe d'individus [3]. De
son foyer d’origine, I’Hb C a gagné au gré des migrations humaines par les
caravanes : le golfe de Guin¢e, I’Afrique du Nord (Maroc, Algérie, Tunisie) et

I’ Afrique de I’Est par le pélerinage a la Mecque.

._-. "‘?.: W
A e

HbC datapoints
*  Presence

Absence
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Figure 29 : Distribution globale des enquétes sur I’Hb C [15]

Les points verts et les triangles oranges indiquent respectivement les enquétes qui ont

constaté la présence et ’absence de [’Hb C.

L’Hb C est surtout répandue en Afrique de 1’Ouest (Ghana, Cote d’Ivoire,
Burkina Faso, Togo, Bénin, Nigéria), caractéristique des peuples voltaiques ou
son taux de prévalence dépasse 15% (38% chez certaines ethnies du nord du
Ghana). Le sud de I’Europe, notamment I’Italie et la Turquie, est également
concerné. L’Hb C est aussi retrouvée aux Antilles francaises (environ 3%) ainsi
que chez les populations d’origine africaine vivant aux Etats-Unis ou dans les
Caraibes. Elle n’est pas présente en Afrique équatoriale (Congo, Gabon,
Centrafrique, pays de D’est africain). Elle est occasionnellement rencontrée dans

la péninsule arabique, au Proche-Orient, dans les Balkans, en Sicile.
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Figure 30 : Distribution de I’Hb C au Nord-ouest de I’Afrique [53]
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Le géne P° existe & des fréquences polymorphes (c'est-a-dire >1%) dans
plusieurs populations humaines suggérant que sa présence aurait un avantage
sé¢lectif. En effet, ’'Hb C est fréquente dans les régions malariques de I'Afrique
occidentale, avec un épicentre au Burkina Faso [54]. Le role de la mutation B©
dans la protection vis-a-vis du paludisme a P. falciparum a fait 1’objet de
plusieurs études. Comme pour I’Hb S, la pression de sélection résultant de la
protection contre la malaria a été suggéréee pour expliquer la forte prévalence de

ce polymorphisme dans un certain nombre de populations [15].

Plusieurs travaux expérimentaux ont, en effet, permis de montrer in vivo
I’effet déléteére de I’Hb C sur le développement du Plasmodium falciparum dans
les GR des sujets homozygotes. Cet effet délétere est rattaché a une inhibition du
deéveloppement du parasite a I’intérieur du GR malade aboutissant a un blocage
de son cycle de développement [40]. Modiano et al, dans une étude de cas
réalisée au Burkina Faso sur 4348 sujets, a constaté que I’Hb C est associée a
une réduction fortement significative de 29% du risque de la malaria clinique
chez les hétérozygotes A/C et une reduction de 93% chez les homozygotes C/C
[55]. Ces découvertes établissent que I’Hb C est sélective pour le paludisme a

Plasmodium falciparum. [54]

La fréquence de la mutation B¢ atteint 1 & 10 % en Afrique du Nord
(Maroc, Algérie, Mauritanie) et 20 a 50 % en Afrique de I'Ouest. La prévalence
de I’'Hb C est inférieure a 1% en Afrique centrale et nulle en Afrique de I’Est
(Hb C inexistant). La prévalence du syndrome clinique est estimée entre 1/3000

et 1/6000 chez les populations d'origine africaine [50, 56]. Aux Etats-Unis, la
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prévalence du trait A/C est de 2.400/100.000 habitants ayant des origines

africaines [57], soit un peu moins de 3%. Elle est de 3,5% aux Caraibes [54].

La présence de I’'Hb C au Maroc n’est plus a démontrer. L’étude
marocaine précédemment mentionnée [45] en témoigne : 20% de la population
(172 patients) portait la mutation B°. Dans ce travail, nous notons la
prédominance des cas originaires du Nord-Ouest Marocain, notamment les
régions de « Rabat-Salé-Zemmour-Zaér » (42,5% des cas) et « Gharb-Cherarda-
Béni-hssen » (25% des cas). Ce résultat est similaire a celui d’une étude
marocaine réalisée en 2003 et ayant porté sur 1025 échantillons de cordons

adressés par la maternité Souissi de Rabat [17].

11.2.  Propriétés physicochimiques et physiopathologie
de ’Hb C
11.2.1. Propriétés physicochimiques de I’hémoglobine C

@ Composition en acides aminés

Une comparaison de la composition en acide aminé des Hb C, A, S et F,
montre que I’Hb C contient un nombre plus important de résidus lysine et
histidine. Cette augmentation s'éléve a quatre résidus par mole pour la lysine et

un résidu par mole pour 1’histidine. [58]

® Mobilité [40, 50]

% En électrophorese

En électrophorése sur acétate de cellulose ou sur gel d’agarose a pH

alcalin, ’Hb C a la méme mobilité que les variants communs de I’hémoglobine :
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E, A,, O-Arab. Son identification précise requiert donc une électrophorése sur

citrate agar.

En ¢électrophorese capillaire, ’'Hb C est séparé¢e de I’Hb E, de I’'Hb A, et
de I’Hb O-Arab.

%+ En chromatographie

La CPLH donne un profil trés spécifique de I’'Hb C. L’association
électrophorese a pH alcalin - électrophorese sur citrate agar et/ou CPLH permet
de différencier I’Hb C de I’'Hb E, I’Hb O-Arab et I’Hb C Harlem.

En chromatographie échangeuse de cations avec une solution tampon
d’acide citrique a pH 6 et une concentration d'ion sodium de 0.15, ’Hb C se

déplace sensiblement plus lentement que les hémoglobines S, A et F [58].
@ Solubilité

L’Hb C a une solubilit¢ diminuée et une tendance d’agrégation
augmentée. Elle est moins soluble que I’Hb A dans les GR et les hémolysats et
dans les solutions tampon de phosphate (& pH 6.5) dilué [59]. La forme réduite
de I'Hb C ne posséde cependant pas cette propriété; sa solubilité est
pratiguement la méme que celle de I'némoglobine adulte réduite [15]. On peut
expliquer cette insolubilité relative par I’existence d’interactions électrostatiques
entre les groupes Po6-lysyl positivement chargés de I’Hb C et les groupes
négativement chargés des molécules adjacentes [59].

11.2.2.  Physiopathologie de I’hémoglobinose C [47, 56]
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Les érythrocytes contenant de 1’hémoglobine C sont partiellement
déshydratés (avec perte d’eau et efflux de K*), de petite taille mais avec une
charge en hémoglobine normale. Lorsque la concentration en hémoglobine
augmente, il s’en suit une formation de cristaux intra-érythrocytaires
rhomboédriques et une perturbation des échanges ioniques transmembranaires.
Cette cristallisation survient quand la concentration de I’Hb dépasse 40g/100ml
dans les GR et elle est obtenue sur les héemolysats laissés plusieurs jours a 4°C.
La forte concentration hémoglobinique dans 1’hémoglobinose C rend compte de
la sévérité de la forme hétérozygote composite S/C. L’Hb C ne forme cependant

pas de tactoides en milieu desoxygéné et les GR ne falciforment pas.

Les GR de patients homozygotes C/C présentent des propriétes physiques
anormales qui suggerent qu’ils sont plus rigides que les érythrocytes normaux.
Ils traversent les filtres de membrane moins aisément que les GR normaux et,
I’exagération des phénomenes de cristallisation intra-érythrocytaire aboutit a une
hyperviscosité du GR. La résistance mécanique est ainsi diminuée tandis que la
résistance osmotique reste bonne [40]. Les différences entre les GR C/C et les
GR normaux sont exageérées lorsque la CCMH est augmentée par leur
suspension en solution saline hypertonique. L’augmentation de la rigidité des
GR C/C par accélération de leur fragmentation, peut étre responsable de la
formation de microsphérocytes. Ces petites cellules denses sont
exceptionnellement rigides et probablement encore plus susceptibles a la

fragmentation et la séquestration [59].

En outre, les GR contenant I’hémoglobine C sont plus fragiles et semblent

porter beaucoup plus d’IgG a leur surface favorisant ainsi leur élimination de la
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circulation sanguine par le systéeme réticulophagocytaire de la rate. L’ensemble
de ces phénomenes explique en grande partie la physiopathologie de la

splénomégalie au cours de I’hémoglobinose C.

Par ailleurs, ’'Hb C présente une tendance thrombotique plus qu’une
tendance hémolytique. Cette tendance hémolytique existe cependant avec les

conséquences cliniques et biologiques qui en découlent.

11.3. Tableaux cliniques et biologiques de

I’hémoglobinose C

Dans la présente cohorte, les signes révélateurs qui ont constitué les
principaux motifs de prescription de 1’étude de 1’Hb, sont en majorité les signes
clinico-biologiques notamment la splénomégalie, le syndrome anemique et les
anomalies biologiques.

Cette symptomatologie se justifie, tout naturellement par le mécanisme
physiopathologique précédemment décrit.

Comme cela a déja été souligné, la biologie occupe une place
incontournable dans I’étude de I’Hb. Les données hématologiques, notamment
I’hémogramme ainsi que I’analyse du frottis sanguins orientent vers I’étude de
I’Hb. Dans le cas particulier de ’'Hb C, I’existence d’une anémie modérée
associée ou non a une microcytose et une augmentation du taux des réticulocytes
sont des signes présomptifs de I’existence de cette HbP. Les anomalies cyto-
morphologiques  érythrocytaires sont caractéristiques, particulierement
I’abondance de cellules cibles dans plus de 90% des cas. Ces cellules se

caractérisent par un centre coloré, entouré d’une zone claire, elle méme bordée
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par une zone colorée (voir Figure 21). Elles résultent d’une augmentation du
rapport surface/volume de I’érythrocyte conséquence d’une diminution du
volume sans diminution de la surface. [60]

Sur le plan biochimique, 1’¢lectrophorese a pH alcalin sur gel d’agarose
ou acétate de cellulose (caduque) fait partie des examens de base pour le
dépistage des HbP [52]. Néanmoins, cette technique répandue dans les
laboratoires de biologie médicale polyvalents confond I’Hb C avec I’Hb E,
I’HbA,, ’Hb O-Arab... Pour la différenciation de ce caractére, une confirmation
par I’utilisation d’autres techniques plus performantes de separation des
différentes fractions de I’Hb avec quantification et phénotypage est nécessaire,
comme cela a ¢ét€¢ souligné auparavant. Il s’agit de la CLHP et de
I’¢lectrophorése capillaire qui représentent des techniques plus résolutives pour
séparer les différentes fractions de I’Hb normales ou anormales. Elles permettent
de s’affranchir les limites des techniques d’¢lectrophorese sur gel d’agarose a
pH alcalin. La technique chromatographique présente I’avantage de permettre la

quantification des différentes fractions de I’Hb.

11.3.1. Forme hétérozygote [26, 40, 43, 50, 61]

La majorité de la population étudiée (67,5%0) est hétérozygote « porteur
sain », pour la mutation p°. Les patients A/C sont asymptomatiques et peuvent
présenter sur le plan hématologique une microcytose moderée (75 a 85 fl) en
rapport avec le phénoméne de déshydratation [62, 63] avec une résistance
osmotique accrue. L’examen des frottis sanguins révele une proportion

importante d’hématies cibles.
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La durée de vie des GR est normale. L’état hétérozygote est découvert le
plus souvent a I’occasion d’un dépistage néonatal ou prénatal ou de la recherche
d’une hémoglobine anormale. En particulier, il n’y a ni anémie, ni
splénomégalie [57] comme le soulignent les résultats de la présente étude : les
patients appartenant au groupe A/C ne présentent que les anomalies biologiques

énumeérées ci-haut.

L’hémogramme ne révele pas d’anomalie particuliere (taux d’hémoglobine,

VGM, TCMH, leucocytes et plaquettes : normaux).

Le diagnostic repose sur la mise en évidence de I’Hb C a I'électrophorese

de I'Hb aux pH alcalin et acide (Hb C : 25-45% et Hb A, : 1-4%).

Ces données correspondent aux résultats obtenus dans la présente étude.
11.3.2. Forme homozygote [26, 40, 61]

La faible fréquence dans la série étudiée, des patients appartenant au
groupe étiologique C/C (10%) est conforme aux données de la littérature qui

rapportent que les séries de patients homozygotes sont rares [52].

Les individus homozygotes pour cette mutation (profil C/C) présentent
généralement [12, 43]: une anémie, légere a modérée en genéral bien
compensée, associée a une fréquente spléenomégalie. On observe parfois des
vagues de douleurs abdominales et articulaires, et des atteintes rénales. Les
homozygotes de notre cohorte ne présentaient aucun symptéme douloureux a

leur admission. L’anémie (100% des patients C/C de cette cohorte) et la
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splénomégalie (75% des patients C/C de cette cohorte) ont toutefois été notees.
(Voir Tableau VI).

La croissance des sujets C/C est normale de méme que leur espérance de
vie. Les grossesses et interventions chirurgicales se déroulent normalement. Il a
toutefois déja éeté rapporté de rares complications pendant la grossesse [57, 62].
Le risque de lithiase biliaire et de déficit en folates est augmenté en raison de la
chronicité de I’hémolyse [50, 52]. D’autres complications potentielles telles que
I'nypersplénisme, une érythroblastopénie symptomatique due au Parvovirus B19
[18, 50], et une formation dentaire anormale [52] peuvent se manifester. De
rares cas de rétinopathies ont été rapportés [43]. Un seul cas de rupture
spontanee de la rate, survenue chez un homozygote C/C, a éete rapporté dans la
littérature [63]. De rares cas de CVO et de déficit acquis en facteur de von

Willebrand (VWF) chez les patients C/C ont aussi été rapportés [64].

La decouverte de I’homozygotie C/C est souvent tardive aprés 1’age de 16
ans chez 13/15 patients et le diagnostic est réalisé par la mise en évidence d’une
Hb C a I’état homozygote lors d’une recherche d’Hb anormale [52, 57]. L’ age
moyen de découverte de la forme C/C dans cette étude est de 40ans (extrémes
20-55ans).

L’hémogramme montre une discréte anémie hémolytique (10,9 a 13 g/dL
dans la présente étude) et une discréte microcytose (79,2 a 86,9 fl dans cette
étude). Un frottis mince réalisé a partir de sang de sujet homozygote C/C peut
montrer des GR déformés par la présence de cristaux d’Hb C, des
microsphérocytes, des GR en forme de batonnet et des cellules cibles. On note

une augmentation de la résistance des GR a la lyse in vitro. La durée de vie des
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GR est modérément diminuée. Dans la présente cohorte, seules les cellules
cibles et une anisopoikilocytose ont été observées chez les homozygotes. Le
taux de réticulocytes trés augmenté (> 150G/L) traduit le caractére régénératif

de ’anémie.

A 1'¢lectrophorése de I'Hb a pH alcalin on note un taux d’Hb C > 90%,
I’absence d’Hb A, et une Hb F entre 3 et 8%o.

Une étude réalisée en Tunisie en 2007, afin d’étudier le profil clinico-
biologique de I’hémoglobinose C, présente des résultats similaires a ceux ici
obtenus [65].

11.3.3. Formes hétérozygotes composites

B Les hétérozygotes composites C/g-thalassémiques : [50, 61]

Ils sont marqués par la présence d’hématies microcytaires et
hypochromes, et par la tendance a une pseudo-globulie (nombre de globules
rouges moyen dans cette étude = 5,70 + 0,20 10%/pL). Le taux de plaquettes est
normal sauf dans quelques cas d’hypersplénisme qui s’accompagnent de

thrombopénie [65]. Les cristaux d’Hb C sont parfois présents [53, 65].

L'association de I’'Hb C avec la béta-thalassémie, en particulier la B'-
thalassémie (plus fréquente que la p’-thalassémie chez les ethnies concernées
par I’Hb C), donne un tableau cliniqgue comparable a celui de I'homozygote
C/C : anémie modérée a sévere (50% des patients C/B*-thal de la présente
étude) et splénomégalie (100% des patients C/B*-thal de la présente étude),

(voir Tableau VI). La forme C/p’-thalassémie (non apparue dans cette étude) est
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plus sévere et peut s'apparenter exceptionnellement a une béta-thalassemie
intermédiaire. L’association de I’Hb C a I’Hb Lepore, a 1’ 5p-thalassémie ou

encore a I’Hb E conduit & une clinique comparable [43, 52].

5% de la population étudiée était hétérozygote composite C/f*-
thalassémique. Ces patients présentaient les anomalies biologiques
caractéristiques de ce groupe étiologique (cellules cibles, anisocytose,
poikilocytose). Leurs hémogrammes révélaient conformément a la littérature
une anémie (extrémes Hb = 8,7 a 10 g/dL) hypochrome (extrémes TCMH = 20,6
a 20,8 pg) microcytaire (extrémes VGM = 65,1 a 68,2 fl). Le taux de
réticulocytes, habituellement modérément élevé [53], traduit le caractére
régénératif de I’anémie [65]. Il n’a pas malheureusement pas été déterminé pour

les patients ce groupe.

Chez les hétérozygotes composites C/B-thalassémiques, I’hémoglobine
majeure est I’Hb C (85,2-87,7% dans cette cohorte) accompagnée de I’Hb F a un
taux souvent supérieur a 0,5%. L’Hb A peu étre totalement absente (association
a la p°-thalassémie) ou comprise entre 20-30% (comme dans la cohorte étudiée)

dans le cas de I’association a la B*-thalassémie. [53]
W |es hétérozygotes C/alpha-thalassémiques (non relevés dans notre cohorte)

En cas d’association de I’Hb C avec une alpha-thalassémie (fréquente en
Afrique), le taux de Hb F est plus élevé : 10-20%. Le taux d’Hb C (qui est de
25-45% chez les formes hétérozygotes A/C), diminue en proportion de la
sévérité de 1’alpha-thalassemie. [57, 66, 67].

B Les hétérozygotes composites C/O-Arab
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L’association des Hb C et O-Arab donne un tableau clinique comparable a
celui de I’homozygote C/C. Les patients présentent une anémie hémolytique
bien compensee et une splénomégalie due a I’hémolyse chronique [67]. Le seul
cas (2,5%) rapporté ici présente un tableau similaire. Son frottis sanguin a révélé
une anisopoikilocytose, de nombreuses cellules cibles et quelques schizocytes.

La presence de schizocytes traduit le caractére hémolytique de I’anémie.

Une étude ivoirienne réalisée en 1992, a au contraire rapporté que les
patients possédant une association des variants C et O-Arab ne présentaient

aucunes manifestations cliniques et hématologiques [68].
W Les hétérozygotes composites S/C : [26, 40, 43, 50, 61]

15% de notre population appartiennent au groupe étiologique S/C.
L'association de I’'Hb C a I’Hb S constitue un SDM. Le tableau clinique est
comparable a celui de la drépanocytose, quoique Iégérement atténué par rapport
a la forme homozygote S/S : anémie hémolytique chronigue modérée, avec des
crises vaso-occlusives moins fréguentes voire absentes, et risque de syndrome
thoracique aigu diminué. Les complications qui peuvent étre plus tardives, mais
tout aussi séveres voire plus séveres, demeurent les mémes et sont méme plus
fréquentes que chez les patients drépanocytaires (dans 2% des cas) :
ostéeonécroses  épiphysaires, rétinopathie proliférante avec possibilité
d’hémorragie du vitré et de décollement rétinien, infarctus spléniques répétés,

risque d’accident vasculaire cérébral (AVC), perte d’audition.

Les formes séveres S/C sont caractérisées par une fréquence élevee de

crises douloureuses (66% des patients S/C de la présente étude) et/ou des
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syndromes thoraciques aigus. Les patients de sexe masculin peuvent souffrir de
priapisme. L'existence d'une splénomégalie est fréquente dans le génotype S/C
au-dela de 5 ans et souvent a I'dge adulte et peut entrainer des complications
(infarctus, séquestration splénique). On note également chez ces patients une
augmentation de la viscosité sanguine, entrainant au cours de la grossesse des
complications vaso-occlusives (crise douloureuse, syndrome thoracique aigu,
toxémie gravidique) qui nécessitent une prise en charge adaptée (échange
transfusionnel). Au dela de 30 ans, la surdité brusque est possible et le
rétablissement est fonction d'un traitement symptomatique sans delai associant
saignée, oxygénothérapie, vasodilatateurs, voire échange transfusionnel. La
corticothérapie, source de complications vaso-occlusives, doit étre proscrite.

L'espérance de vie des formes S/C dépasse 65 ans.
Le diagnostic est posé a 1’aide de :

= L’hémogramme qui montre une anémie modérée (taux extrémes de 1’Hb dans
la présente étude : 9,9-12,7 g/dL) normochrome normocytaire (VGM moyen
dans cette étude 84,44+3,22fl) régenérative parfois hypochrome
microcytaire. L’étude du frottis montre la coexistence d’hématies en cible
(30-50%) et de rares drépanocytes. Le test de falciformation est positif. Le
taux de réticulocytes est de 100-200 G/L. La CCMH est normale ou
augmentée (35-38%), car les GR sont légerement déshydratés (= xérocytes).

= L’électrophorese de I'némoglobine a pH alcalin qui montre un taux d’Hb
S entre 45-50%, d’Hb C également entre 45-50%, 1’absence d’Hb A, un
taux d’Hb F normal ou £ augmenté (2-3%). L’Hb A, se trouve a un taux
allant de 1 & 3.5%.
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Parmi les patients S/C la population étudiée, trois avaient bénéficié d’une
identification précoce de leur hémoglobinopathie. Pour les autres, le diagnostic a
été suggéré par les signes révélateurs précédemment énumérés. Les constantes
hématologiques et biochimiques des patients de la présente étude correspondent

au tableau normal des hétérozygotes composites S/C.

Lorsque la forme S/C est dépistée a un age précoce, chez un enfant, la

prise en charge associe :

- la prévention des infections a pneumocoque par la vaccination et la
pénicillinothérapie quotidienne jusqu'a I'age de 5 ans au moins ;

- I'éducation des parents a la palpation de la rate pour repérer précocement
une séquestration splénique ;

- le traitement symptomatique des crises douloureuses ;

- la transfusion en cas d'anémie aigué mal tolérée (séquestration splénique,
érythroblastopénie due au Parvovirus B19) ;

- le dépistage dés 15 ans de la rétinopathie proliférante par I'examen a
I'ophtalmoscope a 3 miroirs, pour un traitement préventif précoce par

laser.

Une surveillance vigilante coordonnée entre obstétricien et spécialiste de
la drépanocytose, avec souvent une indication transfusionnelle au troisieme
trimestre, est nécessaire pendant la grossesse. En cas de CVO fréquentes (ou
priapismes invalidants), des saignées régulieres sont indiquées pour diminuer
I'nématocrite et donc la viscosité. Les alpha-agonistes (étiléfrine, phényléphrine)

sont prescrits par voie orale ou en auto injections intra-caverneuses en cas de
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priapismes invalidants. L'hydroxyurée a sa place dans les formes S/C séveres

(antécédents neurosensoriels graves, CVO et /ou syndrome thoracique aigu).

III. CONSEIL GENETIQUE

Dans la presente étude, 15% des patients sont porteurs d’un trait
drépanocytaire et 5% d’un trait thalassemique. 2,5% sont posséedent la mutation
a ’origine de 1’hémoglobine O-Arab. Le reste de la population (77,5%) posséde

la mutation p°.

Devant la variabilité et la diversité des groupes étiologiques, ’intérét du
conseil génetique apparait indéniable. Cet acte médical consiste, a partir du
diagnostic précis d'une affection génétique survenue dans une famille, a évaluer
le risque de récidive dans cette méme famille. Il s'adresse a des couples ayant eu
un enfant atteint ou s'avérant inquiets sur un éventuel risque pour leur
descendance parce gu'ils sont eux-mémes atteints, ont des apparentés atteints ou

appartiennent a des populations a risque. [69]

Apres identification des sujets porteurs (par les techniques précédemment
détaillées), il faut pouvoir proposer a un couple un conseil génétique qui
précisera les risques génétiques en fonction de I’anomalie dépistée et, le cas
échéant, un diagnostic prénatal. Le diagnostic prénatal des hémoglobinopathies
est réalisé a partir de I’ADN fcetal isolé des cellules amniotiques, de biopsies de
placenta ou de biopsies de villosités choriales. Ces derniéres permettent
d’obtenir des quantités d’ADN plus importantes et sont réalisees plus

précocement (10°™ ou 11°™ semaine de grossesse). [18]

UNIVERSITE MOHAMMED V FACULTE DE MEDECINE ET DE PHARMACIE - RABAT -



HEMOGLOBINOSE C : ETUDE DE COHORTE REALISEE AU LABORATOIRE DE BIOCHIMIE ET DE TOXICOLOGIE DE L’HOPITAL
MILITAIRE D’INSTRUCTION MOHAMED V (HMIMV) - RABAT

Le préalable a toute analyse génétique est 1’obtention du consentement
écrit du patient (ou de ses parents pour un mineur). Actuellement, la quasi-
totalité des diagnostics proposés pour les maladies de 1’hémoglobine repose sur
la mise en évidence directe de la mutation responsable de la maladie [18]. Les
techniques de biologie moléculaire classiques utilisées sont : le séquencage, la
dot-blot, la gap-PCR, la recherche de délétion par MLPA (Multiplex Ligation-
dependent Probe Amplification) [12].

Considérant la proportion de marocains porteurs de génes a risque,
notamment les formes d’association (hétérozygotes composites), on comprend
que la notion de dépistage néonatal n’est pas encore appliquée au Maroc.
Comme le précise la présente étude, les patients sont souvent depistes
tardivement. Pourtant un diagnostic précoce de la maladie permettrait d’obtenir
une diminution significative du nombre de complications, notamment
infectieuses et du taux de mortalité dans certains cas. Le retard marocain, en
termes de stratégie de dépistage des HbP, pourrait donc étre rattrapé par
I’implantation au niveau national d’un programme de dépistage néonatal
systématique. Cette decision constituera le premier pas d'une longue route, vers
la mise a disposition de soins spécifiques et adaptés pour les enfants atteints
d’HbP. Un suivi a plus long terme de la jeune population marocaine restera
évidemment nécessaire pour juger plus précisément du devenir pubertaire de ces
enfants dépistés en repérant les troubles du développement qui pourraient

s’exprimer plus tardivement.

La politiqgue marocaine de prévention des HbP pourrait s’articuler autour

des points suivants :
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@ consultations prénuptiales afin de mieux prévenir les hémoglobinopathies,

@ instauration du conseil génétique en cas de mariage,

@ renforcement des techniques diagnostiques des laboratoires publics,

@ ¢étude des anomalies de I’Hb chez les donneurs volontaires de sang afin de
pouvoir disposer de données épidémiologiques marocaines pour une

meilleure prise en charge.

Cette politiqgue pourrait également s’inspirer de celles déja mises en
place dans les pays européens (France et Royaume-Uni) [5] et, inclure la
création de systémes d’information adaptés aux populations des villes éloignées,
tels des cassettes vidéo ou disques audio dans leur dialecte ou des consultations
avec une infirmiere ou un médecin. Le défit du programme marocain de
dépistage sera de concilier ses objectifs avec les réalités marocaines (taux élevé

de mariages consanguins).

Dans certains pays européens, la possibilité récente d’avoir recours au
diagnostic pré-implantatoire (diagnostic réalisé sur I’embryon obtenu par FIV)
permet actuellement d’offrir de nouvelles alternatives aux familles opposées a
I’interruption de grossesse (formes sevéres d’HbP). Par ailleurs, des progrés
concernant le diagnostic prénatal sur les cellules embryonnaires ou feetales
circulant dans le sang maternel pourraient permettre dans un futur proche de
s’affranchir des contraintes et des risques des prélevements feetaux. Les voies de
recherche  de nouvelles thérapeutiques concernant les  patients
d’hémoglobinopathies n’en demeurent pas moins actives comme en témoignent
les récents progrés concernant les inducteurs de synthese de 1’hémoglobine

feetale ou les avancées en matiere de thérapie génique. [5]
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LIMITES DE L’ETUDE
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L’absence de [’outil informatique au laboratoire a rendu difficile
I’exploitation des données. Un important travail de regroupement a di étre fait
avant d’obtenir un seul et méme tableau Excel plus facilement exploitable et de

retirer les doublons.

De méme, ’absence d’un certain nombre d’informations a rendu difficile
I’interprétation des résultats obtenus : les patients ne possédaient pas tous un
dossier medical complet. Et, la non disponibilité de certains dosages, n’a pas
permis une meilleure discussion autour du mécanisme de 1’anémie enregistrée
dans les groupes étiologiques. En effet, certains parametres biochimiques
(ferritine, bilirubine totale et conjuguée, haptoglobine, LDH, ASAT, CRP) n’ont
pas été explorés de fagon uniforme chez tous les patients de notre cohorte a

cause de la « non » disponibilité temporaire des réactifs requis pour leur dosage.
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(3)

CONCLUSION
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L’hémoglobinose C est 1’une des hémoglobinopathies les plus répandues
dans le monde. Moins connue que la tres fréquente drépanocytose, elle présente
un caractere discret et une clinique moins marquée. Sa répartition géographique,
superposée aux zones d’endémies palustres en raison de la protection qu’elle

confere contre le paludisme, s’étend également a 1’ Afrique du nord.

Le Maroc idéalement situé, est touché par les désordres de I’Hb, mais ne
dispose que de rares documentations sur les hémoglobinopathies présentes sur
son territoire. L’intérét de la présente étude réside donc dans le fait qu’elle
rapporte une importante série de cas d’hémoglobinose C au Maroc. Elle a
exploité a ce fait, les données de ’HMIMV quant aux cas survenus sur une
période de 11 ans. Le meérite revient au laboratoire de Biochimie et de
Toxicologie dont la collaboration étroite avec le laboratoire d’Hématologie, les
services cliniques prescripteurs, le service d’hématologic clinique et les

laboratoires prives, a rendu possible ce travail.

Les résultats de notre cohorte corroborent les tableaux d’expression
clinique et biologique habituellement decrits dans la littérature. Cette anomalie a
transmission autosomique récessive, semble toucher tous les ages avec une forte
prévalence chez les marocains d’age avancé. La distribution est trés accentuée
au niveau des régions du Nord-Ouest du Maroc. Les profils génotypigques sont
variés avec une fréquence élevée d’individus hétérozygotes sains. Les
homozygotes et les formes composites d’association a I’Hb S et a la B'-
thalassémie sont moins fréquents. L’association a I’Hb O-Arab rencontrée chez

un seul patient, traduit la rareté de ce variant.
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Devant la prédominance de ce type d’HbP, il serait temps pour le
gouvernement marocain d’étudier la possibilit¢ de mise en place d’un
programme national de dépistage néonatal systématique. Diverses actions de
prévention, combinant dépistage des porteurs hétérozygotes, conseil génétique
des couples a risque et, le cas échéant, diagnostic prénatal, pourront aussi étre
menées. L’importance de la prise en charge thérapeutique et du suivi des

personnes dépistées ne devra pas étre negligée.

D’autres travaux sur I’hémoglobinose C, seraient bienvenus afin
d’apprécier a 1’échelle nationale la distribution et la fréquence de cette maladie,
et d’éventuellement caractériser d’autres génotypes rares. Ils permettraient une
meilleure  connaissance  des  caractéristiques  épidémiologiques  de
I’hémoglobinose C sur le territoire marocain, la compréhension de leur
mécanisme d’expression et des divers signes cliniques. La mise en place du
registre de report des cas d’hémoglobinopathies qui pourrait en découler ne

serait que bénéfique.

Le r6le du biologiste nous apparait plus important que jamais puisqu’il est
celui qui doit exploiter les signes cliniques et les utiliser ainsi que 1’ensemble
des éeléments cytologiques et biochimiques pour conduire efficacement le
diagnostic. Dans ce contexte, le laboratoire de Biochimie et de Toxicologie de
I’HMIMYV, repond actuellement aux normes des sociétés savantes puisqu’il
dispose depuis décembre 2013 d’une technique CPLH sur le G7 de chez Tosoh

qu’il compte acquérir de fagon définitive au courant de I’année 2014.

UNIVERSITE MOHAMMED V FACULTE DE MEDECINE ET DE PHARMACIE - RABAT -



ANNEXES
\/




Annoxe 1

Fiche d’exploitation
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Annexe 1 (suite)

III.Données biologiques
2. Bilan biochimigue

Ferritine................... .. CRP ..o IDH. ...
Haptoglobine............... BT/BC...oooooi .
Résultats EP/Hb
HoA. ... .. HbS. .o Ho X oo .
Hb A, ... HoC oo
HbF..ooo HbE ..,

IV. _Diagnostic étiologique :

Thalassémie : O Hémoglobinose : O




Anncxe 2

Reverse dot-blot [45, 70, 71]

Principe

Amplification par PCR et marquage d’un fragment cible d'ADN, ce qui
conduit a une hybridation sur un support portant des sondes spécifiques des
principales mutations recherchées. Les sondes d'oligonucleotides utilisées sont

immobilisées sur membrane de nylon. C’est une méthode non-radioactive.
Intérét

Permet de rechercher plusieurs mutations en une seule étape d'hybridation.
Remarques

Diagnostic anténatal :

- Trousses commerciales destinées a l'identification des mutations J3-
thalassémiques les plus fréquentes dans les principales régions du monde.
- Trousses commerciales destinées a la caractérisation des délétions a-

thalassémiques les plus fréquentes.



Annoxe 3

gap-PCR [30, 45, 71]

Principe

Amplification d’un fragment spécifique a la délétion et qui la recouvre.
Les sondes utilisées sont construites de facon a étre complémentaires aux
frontieres de la délétion. Dans le cas de délétions étendues, la distance entre les

deux sondes est trop importante pour permettre I'amplification de I'ADN normal.
Intérét

Mise en évidence des delétions plus ou moins étendues des génes o et .
Plusieurs délétions peuvent étre recherchées simultanément dans une méme
PCR.

Limites

- Il faut disposer d'une batterie d'amorces spécifiques des délétions que I'on
cherche a caractériser.
- Le diagnostic des délétions dont on ne connait pas précisement les limites

doit étre effectué par Southern blot.
Remarques

- Trousses commerciales pour le diagnostic anténatal des a-thalassémies ;
- Permet le diagnostic de certaines B-thalassémies, des Hb Lepore, anti-Lepore
et des PHHF déletionnelles.



Anncxe 4

Séguencage

Le séquencage de I'ADN consiste en la détermination de la succession
des nucléotides le composant. C'est aujourd'hui une technique de routine pour
les laboratoires de biologie spécialisés. Cette technique utilise les connaissances
qui ont été acquises depuis une trentaine d'années sur les mécanismes de la

réplication de I'ADN. Plusieurs techniques peuvent étre utilisées en routine. [72]
Principe [45]

Amplification sélective des génes B, a; ou o, puis séquencgage de I'ADN
(détermination de la succession des nucléotides le composant). Plusieurs

méthodes existent (méthode Sanger par exemple).
Intérét, limites, remarques [45]

- Permet I’identification des variants rares.
- N’est pas adaptée a la détection des delétions importantes.

- Les résultats doivent toujours étre compares a ceux du phénotype.



Annoxe 5

MLPA (Multiplex Ligation-dependent Probe

Amplification)

C’est une variante de la PCR multiplexe [73]. Sa fiabilité et son efficacité ont

été largement éprouvées et ne sont aujourd’hui plus a démontrer.
Principe [71,73]

Technique robuste de quantification génique, basée sur I’utilisation d’une sonde
divisée en deux. La ligation des deux parties est nécessaire pour que I'amplification
des oligonucléotides ait lieu. Cette méthode est utilisée pour dénombrer les copies

d'une méme séquence dans un ADN.
Intérét [45]

- Criblage des délétions rares ou non encore décrites.

- Utilisation d’une seule paire d'amorces. On évite ainsi les problémes causés par la
présence d'une grande quantité et un grand nombre d'amorces différentes. La
MLPA peut amplifier jusqu'a 40 sondes différentes simultanément, ce qui en fait

une méthode rapide, peu colteuse et facile a réaliser.
Remarques [31]

Des kits commerciaux de MLPA (distribués par la société MRC-Holland™),
ciblant sélectivement les familles de genes a et B-globine, sont disponibles sur le

marché.


http://fr.wikipedia.org/wiki/PCR
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Introduction

L’hémoglobine C est un variant de I’hémoglobine fréquemment rencontré dans les populations
humaines. Originaire d’Afrique occidentale et d’Asie du Sud-Est, sa répartition est aujourd’hui
étendue au monde entier.

L’objectif de ce travail est de rapporter les cas d’hémoglobinose C colligés au cours de ces onze
derniéres années au Laboratoire de Biochimie et de Toxicologie de "THMIMV.

Matériels et méthodes

11 s’agit d’une étude rétrospective descriptive, portant sur 40 cas d’hémoglobinose C colligés au
laboratoire de biochimie de ’'HMIMYV sur 11 ans.

Une fiche d’exploitation est renseignée (données démographiques, renseignements cliniques,
résultats des explorations biologiques). L’étude de I’hémoglobine a inclus des examens biochimiques
et hématologiques.

Résultats

Sur le plan épidémiologique : Le sex-ratio est de 1. L’age au moment du diagnostic varie entre 4 et 59
ans, I’age moyen est de 30 ans. Les régions du « Gharb-Cherarda-Beni Hssen » et de « Rabat-Salé-
Zemmour-Zaér » semblent les plus touchées.

Sur le plan clinique : Les anomalies biologiques, la splénomégalie et le syndrome anémique sont
fréquents (82,5%).

Sur le plan biologique : L’anémie hémolytique est majoritairement objectivee. Les frottis sanguins
révelent anisopoikilocytose, hématies en cibles, drépanocytes. Les examens biochimiques concourent
indéniablement au diagnostic et révelent divers groupes étiologiques : hétérozygotes A/C (67,5%),
homozygotes C/C (10%), hétérozygotes composites S/C (15%), C/p*-thal (5%), C/O-Arab (2,5%).

Discussion et Conclusion

Les résultats de la présente étude concordent, dans la majorité des cas, avec les données de la
littérature. L’importance du conseil génétique et de la mise en place d’un programme national de
dépistage néonatal systématique apparait indéniable.
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Introduction

Hemoglobin C is a variant frequently met in the human populations. Native of West Africa and
South-East Asia, its distribution is spread, today, to the whole world.

The objective of this work is to report the cases of hemoglobin C disease brought together during
these last eleven years in the Laboratory of Biochemistry and Toxicology of HMIMV.

Materials and methods

It is about a descriptive retrospective study, concerning 40 cases of hemoglobin C disease
collected in the laboratory of Biochemistry of the HMIMV over 11 years.

A form of exploitation is filled (demographics data,clinical informations,results of biological
explorations). The study of hemoglobin included biochemical (hemoglobin electrophoresis at acid pH
and alkaline) and hematological tests.

Results

At the epidemiological level: The sex-ratio is equal to 1. The age at the time of diagnosis ranges
between 4 and 59 years, and the median age is 30 years. The regions of « Gharb-Cherarda-Beni
Hssen » and « Rabat-Salé-Zemmour-Zaér » seem most affected.

At the clinical level: The biological abnormalities, splenomegaly and the anemic syndrome are
frequent (82,5% of cases).

At the biological level: The hemolytic anemia is largely objectified. The blood smear reveals
anisopoikilocytosis, red blood target, and sickle-shaped red blood cells. The biochemical tests
contribute to the diagnosis and reveal various and varied etiological group: heterozygous A/C (67,5%),
homozygous C/C (10%), double heterozygous S/C (15%), C/B*-thal (5%), CO-Arab (2,5%).

Discussion and Conclusion

The results of the present study are consistent, in most cases with the literature data. The importance
of genetic counseling and the installation of a national card of systematic neonatal tracking is
undeniable.
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