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Décembre 1989

Pr
Pr
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Pr
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Pr.
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Pr.
Pr.
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Pr.
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Pr.
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Pr
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* Enseignants Militaires

Médecine Interne — Clinigue Rovyale
Anesthésie -Réanimation

Pathologie Chirurgicale

Médecine Interne —Doyen de la FMPR
Neurologie

Gynécologie -Obstétrique
Anesthésie Réanimation

Anesthésie Réanimation- Doyen de FMPO
Néphrologie

Chirurgie Générale
Chirurgie Générale
Pharmacie galénique
Ophtalmologie

BEZAD Rachid Gynécologie Obstétrique Méd.Chef Maternité des Orangers

Pharmacologie

Histologie Embryologie

Pédiatrie

Pharmacologie- Dir. du Centre National PV Rabat
Chimie thérapeutique___

Chirurgie Générale Doyen de FMPT
Anesthésie Réanimation

Gastro-Entérologie
Gynécologie Obstétrique
Neurochirurgie
Cardiologie

Anatomie

Chirurgie Générale
Microbiologie



Mars 1994

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

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

BENJAAFAR Noureddine
BEN RAIS Nozha
CAOUI Malika

CHRAIBI Abdelmjid

EL AMRANI Sabah
ERROUGANI Abdelkader
ESSAKALI Malika
ETTAYEBI Fouad
IFRINE Lahssan

RHRAB Brahim
SENOUCI Karima

Mars 1994

Pr
Pr
Pr
Pr
Pr
Pr

. ABBAR Mohamed*

. BENTAHILA Abdelali

. BERRADA Mohamed Saleh
. CHERKAOUI LallaOuafae

. LAKHDAR Amina

. MOUANE Nezha

Mars 1995

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

ABOUQUAL Redouane

AMRAOUI Mohamed

BAIDADA Abdelaziz

BARGACH Samir

EL MESNAOUI Abbes

ESSAKALI HOUSSYNI Leila

IBEN ATTYA ANDALOUSSI Ahmed
OUAZZANI CHAHDI Bahia
SEFIANI Abdelaziz

ZEGGWAGH Amine Ali

Décembre 1996

Pr
Pr
Pr
Pr
Pr
Pr

. BELKACEM Rachid

. BOULANOUAR Abdelkrim

. EL ALAMI EL FARICHA EL Hassan
. GAOUZI Ahmed

. OUZEDDOUN Naima

. ZBIR EL Mehdi*

* Enseignants Militaires

Radiothérapie

Biophysique

Biophysique

Endocrinologie et Maladies Métaboliques
Doyen de la FMPA

Gynécologie Obstétrique

Chirurgie Générale — Directeur du CHIS

Immunologie

Chirurgie Pédiatrique

Chirurgie Générale

Gynécologie —Obstétrique

Dermatologie

Urologie Inspecteur du SSM
Pédiatrie

Traumatologie — Orthopédie
Ophtalmologie

Gynécologie Obstétrique
Pédiatrie

Réanimation Médicale
Chirurgie Générale
Gynécologie Obstétrique
Gynécologie Obstétrique
Chirurgie Générale
Oto-Rhino-Laryngologie
Urologie

Ophtalmologie
Génétique

Réanimation Médicale

Chirurgie Pédiatrie
Ophtalmologie
Chirurgie Générale
Pédiatrie
Néphrologie
Cardiologie Directeur HMI Mohammed V




Novembre 1997

Pr. ALAMI Mohamed Hassan
Pr. BIROUK Nazha

Pr. FELLAT Nadia

Pr. KADDOURI Noureddine

Pr. KOUTANI Abdellatif

Pr. LAHLOU Mohamed Khalid
Pr. MAHRAOUI CHAFIQ

Pr. TOUFIQ Jallal

Pr. YOUSFI MALKI Mounia
Novembre 1998

Pr. BENOMAR ALI

Pr. BOUGTAB

Pr. ER RIHANI Hassan

Pr. BENKIRANE Majid*
Janvier 2000

Pr. ABID Ahmed*

Pr. AIT OUAMAR Hassan

Pr. BENJELLOUN DakhamaBadr.Sououd
Pr. BOURKADI Jamal-Eddine
Pr. CHARIF CHEFCHAOUNI Al Montacer
Pr. ECHARRAB EIl Mahjoub
Pr. EL FTOUH Mustapha

Pr. EL MOSTARCHID Brahim*
Pr. TACHINANTE Rajae

Pr. TAZI MEZALEK Zoubida

Novembre 2000

Pr. AIDI Saadia

Pr. AJANA Fatima Zohra

Pr. BENAMR Said

Pr. CHERTI Mohammed

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

Pr. EL KHADER Khalid

Pr. GHARBI Mohamed El Hassan

Pr. MDAGHRI ALAOUI Asmae

* Enseignants Militaires

Gynécologie-Obstétrique

Neurologie

Cardiologie

Chirurgie Pédiatrique

Urologie

Chirurgie Générale

Pédiatrie

Psychiatrie Directeur Hop.Ar-razi Salé
Gynécologie Obstétrique

Neurologie Doyen de la FMP Abulcassis

Abdesslam Chirurgie Générale
Oncologie Médicale
Hématologie

Pneumo-phtisiologie
Pédiatrie
Pédiatrie

Pneumo-phtisiologie Directeur Hop. My Youssef

Chirurgie Générale
Chirurgie Générale
Pneumo-phtisiologie
Neurochirurgie
Anesthésie-Réanimation
Médecine Interne

Neurologie

Gastro-Entérologie

Chirurgie Générale

Cardiologie

Anesthésie-Réanimation

Pédiatrie - Directeur Hop.Cheikh Zaid
Urologie

Endocrinologie et Maladies Métaboliques
Pédiatrie




Décembre 2001

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

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

BALKHI Hicham?*
BENABDELIJLIL Maria
BENAMAR Loubna
BENAMOR Jouda
BENELBARHDADI Imane
BENNANI Rajae
BENOUACHANE Thami
BEZZA Ahmed*
BOUCHIKHI IDRISSI Med Larbi
BOUMDIN El Hassane*
CHAT Latifa

DAALI Mustapha*

EL HIJRI Ahmed

EL MAAQILI Moulay Rachid
EL MADHI Tarik

EL OUNANI Mohamed
ETTAIR Said

GAZZAZ Miloudi*
HRORA Abdelmalek
KABIRI EL Hassane*
LAMRANI Moulay Omar
LEKEHAL Brahim

MEDARHRI Jalil
MIKDAME Mohammed*
MOHSINE Raouf
NOUINI Yassine
SABBAH Farid
SEFIANI Yasser

TAOUFIQ BENCHEKROUN Soumia

Décembre 2002

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

AL BOUZIDI Abderrahmane*
AMEUR Ahmed *

AMRI Rachida

AOURARH Aziz*

BAMOU Youssef *
BELMEJDOUB Ghizlene*
BENZEKRI Laila
BENZZOUBEIR Nadia
BERNOUSSI Zakiya

* Enseignants Militaires

Anesthésie-Réanimation

Neurologie

Néphrologie

Pneumo-phtisiologie

Gastro-Entérologie

Cardiologie

Pédiatrie

Rhumatologie

Anatomie

Radiologie

Radiologie

Chirurgie Générale

Anesthésie-Réanimation

Neuro-Chirurgie

Chirurgie-Pédiatrique

Chirurgie Générale

Pédiatrie - Directeur Hop. Univ. Cheikh Khalifa

Neuro-Chirurgie

Chirurgie Générale Directeur Hopital Ibn Sina

Chirurgie Thoracique

Traumatologie Orthopédie

Chirurgie Vasculaire Périphérique
V-D chargé Aff Acad. Est.

Chirurgie Générale

Hématologie Clinique

Chirurgie Générale

Urologie

Chirurgie Générale

Chirurgie Vasculaire Périphérique

Pédiatrie

Anatomie Pathologique

Urologie

Cardiologie

Gastro-EntérologieDir.-Adj. HMI Mohammed V
Biochimie-Chimie

Endocrinologie et Maladies Métaboliques
Dermatologie

Gastro-Entérologie

Anatomie Pathologique




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

CHOHO Abdelkrim *
CHKIRATE Bouchra

EL HAOURI Mohamed *
FILALI ADIB Abdelhai
HAIJJI Zakia

JAAFAR Abdeloihab*
KRIOUILE Yamina
MOUSSAOUI RAHALI Driss*
OUIJILAL Abdelilah
RAISS Mohamed

SIAH Samir *

THIMOU Amal
ZENTAR Aziz*

Janvier 2004

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

ABDELLAH EI Hassan
AMRANI Mariam
BENBOUZID Mohammed Anas
BENKIRANE Ahmed*
BOULAADAS Malik
BOURAZZA Ahmed*
CHAGAR Belkacem*
CHERRADI Nadia

EL FENNI Jamal*

EL HANCHI ZAKI

EL KHORASSANI Mohamed
HACHI Hafid

JABOUIRIK Fatima
KHARMAZ Mohamed
MOUGHIL Said

OUBAAZ Abdelbarre *
TARIB Abdelilah*

TIJAMI Fouad

ZARZUR Jamila

Janvier 2005

Pr
Pr
Pr
Pr
Pr

. ABBASSI Abdellah

. ALLALI Fadoua

. AMAZOUZI Abdellah
. BAHIRI Rachid

. BARKAT Amina

* Enseignants Militaires

EL ALAMI EL Fellous Sidi Zouhair

Chirurgie Générale
Pédiatrie

Chirurgie Pédiatrique
Dermatologie
Gynécologie Obstétrique
Ophtalmologie
Traumatologie Orthopédie
Pédiatrie

Gynécologie Obstétrique
Oto-Rhino-Laryngologie
Chirurgie Générale
Anesthésie Réanimation
Pédiatrie

Chirurgie Générale

Ophtalmologie

Anatomie Pathologique
Oto-Rhino-Laryngologie
Gastro-Entérologie
Stomatologie et Chirurgie Maxillo-faciale
Neurologie

Traumatologie Orthopédie
Anatomie Pathologique
Radiologie

Gynécologie Obstétrique
Pédiatrie

Chirurgie Générale
Pédiatrie

Traumatologie Orthopédie
Chirurgie Cardio-Vasculaire
Ophtalmologie

Pharmacie Clinique
Chirurgie Générale
Cardiologie

Chirurgie Réparatrice et Plastique
Rhumatologie
Ophtalmologie
Rhumatologie

Directeur Hop. Al Ayachi Salé

Pédiatrie



Pr. BENYASS Aatif

Pr. DOUDOUH Abderrahim*
Pr. HAJJI Leila

Pr. HESSISSEN Leila

Pr. JIDAL Mohamed*

Pr. LAAROUSSI Mohamed
Pr. LYAGOUBI Mohammed
Pr. SBIHI Souad

Pr. ZERAIDI Najia

AVRIL 2006

Pr. ACHEMLAL Lahsen*

Pr. BELMEKKI Abdelkader*
Pr. BENCHEIKH Razika

Pr. BIYI Abdelhamid*

Pr. BOUHAFS Mohamed El Amine
Pr. BOULAHYA Abdellatif*

Pr. CHENGUETI ANSARI Anas
Pr. DOGHMI Nawal

Pr. FELLAT Ibtissam

Pr. FAROUDY Mamoun

Pr. HARMOUCHE Hicham
Pr. IDRISS LAHLOU Amine*
Pr. JROUNDI Laila

Pr. KARMOUNI Tariq

Pr. KILI Amina

Pr. KISRA Hassan

Pr. KISRA Mounir

Pr. LAATIRIS Abdelkader*
Pr. LMIMOUNI Badreddine*
Pr. MANSOURI Hamid*

Pr. OUANASS Abderrazzak
Pr. SAFI Soumaya*

Pr. SOUALHI Mouna

Pr. TELLAL Saida*

Pr. ZAHRAOUI Rachida

QOctobre 2007

Pr. ABIDI Khalid

Pr. ACHACHI Leila

Pr. ACHOUR Abdessamad*

* Enseignants Militaires

Cardiologie

Biophysique

Cardiologie (mise en disponibilité)
Pédiatrie

Radiologie

Chirurgie Cardio-vasculaire
Parasitologie

Histo-Embryologie Cytogénétique
Gynécologie Obstétrique

Rhumatologie
Hématologie

O.R.L

Biophysique

Chirurgie - Pédiatrique
Chirurgie Cardio — Vasculaire.
Directeur Hopital Ibn Sina Marr.
Gynécologie Obstétrique
Cardiologie

Cardiologie

Anesthésie Réanimation
Médecine Interne
Microbiologie
Radiologie

Urologie

Pédiatrie

Psychiatrie

Chirurgie — Pédiatrique
Pharmacie Galénique
Parasitologie
Radiothérapie
Psychiatrie
Endocrinologie

Pneumo — Phtisiologie
Biochimie

Pneumo — Phtisiologie

Réanimation médicale
Pneumo phtisiologie
Chirurgie générale



Pr. AIT HOUSSA Mahdi *
Pr. AMHAIJJI Larbi *

Pr. AOUFI Sarra

Pr. BAITE Abdelouahed *
Pr. BALOUCH Lhousaine *
Pr. BENZIANE Hamid *

Pr. BOUTIMZINE Nourdine
Pr. CHERKAOUI Naoual *
Pr. EHIRCHIOU Abdelkader *
Pr. EL BEKKALI Youssef *
Pr. EL ABSI Mohamed

Pr. EL MOUSSAOUI Rachid
Pr. EL OMARI Fatima

Pr. GHARIB Noureddine

Pr. HADADI Khalid *

Pr. ICHOU Mohamed *

Pr. ISMAILI Nadia

Pr. KEBDANI Tayeb

Pr. LOUZI Lhoussain *

Pr. MADANI Naoufel

Pr. MAHI Mohamed *

Pr. MARC Karima

Pr. MASRAR Azlarab

Pr. MRANI Saad *

Pr. OUZZIF Ezzohra *

Pr. RABHI Monsef *

Pr. RADOUANE Bouchaib*
Pr. SEFFAR Myriame

Pr. SEKHSOKH Yessine *
Pr. SIFAT Hassan *

Pr. TABERKANET Mustafa *
Pr. TACHFOUTI Samira

Pr. TAJDINE Mohammed Tariq*
Pr. TANANE Mansour *

Pr. TLIGUI Houssain

Pr. TOUATI Zakia

Mars 2009

Pr. ABOUZAHIR Al *

Pr. AGADR Aomar *

Pr. AIT ALI Abdelmounaim *
Pr. AKHADDAR Ali *

* Enseignants Militaires

Chirurgie cardio vasculaire
Traumatologie orthopédie
Parasitologie

Anesthésie réanimation
Biochimie-chimie
Pharmacie clinique
Ophtalmologie

Pharmacie galénique
Chirurgie générale
Chirurgie cardio-vasculaire
Chirurgie générale
Anesthésie réanimation
Psychiatrie

Chirurgie plastique et réparatrice
Radiothérapie

Oncologie médicale
Dermatologie
Radiothérapie
Microbiologie
Réanimation médicale
Radiologie

Pneumo phtisiologie
Hématologie biologique
Virologie
Biochimie-chimie
Médecine interne
Radiologie

Microbiologie
Microbiologie
Radiothérapie

Chirurgie vasculaire périphérique
Ophtalmologie

Chirurgie générale
Traumatologie-orthopédie
Parasitologie

Cardiologie

Médecine interne
Pédiatrie

Chirurgie Générale
Neuro-chirurgie



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

ALLALI Nazik

AMINE Bouchra

ARKHA Yassir
BELYAMANI Lahcen *
BJIJOU Younes
BOUHSAIN Sanae *
BOUI Mohammed *
BOUNAIM Ahmed *
BOUSSOUGA Mostapha *
CHTATA Hassan Toufik *
DOGHMI Kamal *

EL MALKI Hadj Omar

EL OUENNASS Mostapha*
ENNIBI Khalid *

FATHI Khalid
HASSIKOU Hasna *
KABBAJ Nawal

KABIRI Meryem
KARBOUBI Lamya
LAMSAOURI Jamal *
MARMADE Lahcen
MESKINI Toufik
MESSAOUDI Nezha *
MSSROURI Rahal
NASSAR Ittimade
OUKERRAJ Latifa
RHORFI Ismail Abderrahmani *

Octobre 2010

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

ALILOU Mustapha
AMEZIANE Taoufig*
BELAGUID Abdelaziz
CHADLI Mariama#*
CHEMSI Mohamed*

DAMI Abdellah*

DARBI Abdellatif*
DENDANE Mohammed Anouar
EL HAFIDI Naima

EL KHARRAS Abdennasser*
EL MAZOUZ Samir

* Enseignants Militaires

Radiologie

Rhumatologie
Neuro-chirurgie Directeur Hop.des Spécialités
Anesthésie Réanimation
Anatomie
Biochimie-chimie
Dermatologie

Chirurgie Générale
Traumatologie-orthopédie
Chirurgie Vasculaire Périphérique
Hématologie clinique
Chirurgie Générale
Microbiologie

Médecine interne
Gynécologie obstétrique
Rhumatologie
Gastro-entérologie
Pédiatrie

Pédiatrie

Chimie Thérapeutique
Chirurgie Cardio-vasculaire
Pédiatrie

Hématologie biologique
Chirurgie Générale
Radiologie

Cardiologie
Pneumo-Phtisiologie

Anesthésie réanimation
Médecine Interne
Physiologie
Microbiologie
Médecine Aéronautique
Biochimie- Chimie
Radiologie

Chirurgie Pédiatrique
Pédiatrie

Radiologie

Chirurgie Plastique et Réparatrice

Directeur ERSSM



Pr. EL SAYEGH Hachem

Pr. ERRABIH Ikram

Pr. LAMALMI Najat

Pr. MOSADIK Ahlam

Pr. MOUJAHID Mountassir*
Pr. NAZIH Mouna*

Pr. ZOUAIDIA Fouad
Decembre 2010

Pr. ZNATI Kaoutar

Mai 2012

Pr. AMRANI Abdelouahed

Pr. ABOUELALAA Khalil *
Pr. BENCHEBBA Driss *

Pr. DRISSI Mohamed *

Pr. EL ALAOUI MHAMDI Mouna
Pr. EL OUAZZANI Hanane *
Pr. ER-RAJI Mounir

Pr. JAHID Ahmed

Pr. RAISSOUNI Maha *
Février 2013

Pr. AHID Samir

Pr. AIT EL CADI Mina

Pr. AMRANI HANCHI Laila
Pr. AMOR Mourad

Pr. AWAB Almahdi

Pr. BELAYACHI Jihane

Pr. BELKHADIR Zakaria Houssain
Pr. BENCHEKROUN Laila
Pr. BENKIRANE Souad

Pr. BENNANA Ahmed*

Pr. BENSGHIR Mustapha *
Pr. BENYAHIA Mohammed *
Pr. BOUATIA Mustapha

Pr. BOUABID Ahmed Salim*
Pr. BOUTARBOUCH Mahjouba
Pr. CHAIB Ali *

Pr. DENDANE Tarek

* Enseignants Militaires

Urologie
Gastro-Entérologie
Anatomie Pathologique
Anesthésie Réanimation
Chirurgie Générale
Hématologie

Anatomie Pathologique

Anatomie Pathologique

Chirurgie pédiatrique
Anesthésie Réanimation
Traumatologie-orthopédie
Anesthésie Réanimation
Chirurgie Générale
Pneumophtisiologie
Chirurgie Pédiatrique
Anatomie Pathologique
Cardiologie

Pharmacologie

Toxicologie
Gastro-Entérologie
Anesthésie Réanimation
Anesthésie Réanimation
Réanimation Médicale
Anesthésie Réanimation
Biochimie-Chimie
Hématologie

Informatique Pharmaceutique
Anesthésie Réanimation
Néphrologie

Chimie Analytique et Bromatologie
Traumatologie orthopédie
Anatomie

Cardiologie

Réanimation Médicale



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

DINI Nouzha *

ECH-CHERIF EL KETTANIMohamed Ali
ECH-CHERIF EL KETTANI Najwa

ELFATEMI Nizare

EL GUERROUJ Hasnae
EL HARTI Jaouad

EL JAOUDI Rachid *
EL KABABRI Maria
EL KHANNOUSSI Basma
EL KHLOUFI Samir
EL KORAICHI Alae
EN-NOUALI Hassane *
ERRGUIG Laila

FIKRI Meryem

GHFIR Imade

IMANE Zineb

IRAQI Hind

KABBAJ Hakima
KADIRI Mohamed *
LATIB Rachida
MAAMAR Mouna Fatima Zahra
MEDDAH Bouchra
MELHAOQOUI Adyl
MRABTI Hind
NEJJARI Rachid
OUBEIJJA Houda
OUKABLI Mohamed *
RAHALI Younes
RATBI Ilham
RAHMANI Mounia
REDA Karim *
REGRAGUI Wafa
RKAIN Hanan
ROSTOM Samira
ROUAS Lamiaa
ROUIBAA Fedoua *

Pr SALIHOUN Mouna

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

SAYAH Rochde
SEDDIK Hassan *
ZERHOUNI Hicham
ZINE Al *

* Enseignants Militaires

Pédiatrie

Anesthésie Réanimation
Radiologie
Neuro-chirurgie
Médecine Nucléaire
Chimie Thérapeutique
Toxicologie

Pédiatrie

Anatomie Pathologique
Anatomie

Anesthésie Réanimation
Radiologie

Physiologie

Radiologie

Médecine Nucléaire
Pédiatrie
Endocrinologie et maladies métaboliques
Microbiologie
Psychiatrie

Radiologie

Meédecine Interne
Pharmacologie
Neuro-chirurgie
Oncologie Médicale
Pharmacognosie
Chirugie Pédiatrique
Anatomie Pathologique
Pharmacie Galénique Vice-Doyen a la Pharmacie
Génétique

Neurologie
Ophtalmologie
Neurologie

Physiologie
Rhumatologie
Anatomie Pathologique
Gastro-Entérologie
Gastro-Entérologie
Chirurgie Cardio-Vasculaire
Gastro-Entérologie
Chirurgie Pédiatrique
Traumatologie Orthopédie



AVRIL 2013
Pr. EL KHATIB MOHAMED KARIM *

MARS 2014

Pr. ACHIR Abdellah

Pr. BENCHAKROUN Mohammed *
Pr. BOUCHIKH Mohammed

Pr. EL KABBAIJ Driss *

Pr. EL MACHTANI IDRISSI Samira *
Pr. HARDIZI Houyam
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INTRODUCTION

N U
S



Les hémoglobinopathies, responsables d’anémies hémolytiques, sont
connues pour etre un probleme capitalde santé publique partout dans le monde.
Il estestime a 5 % le nombre de sujets hétérozygotes.

Notre cher royaume reste une des régions du monde ayant une prédilection
au affection génétique, de un, par la localisation géographique du royaume le
rendant terrain historique d’échange et de rencontre de peuple du bassin
méditerranéen et d’Afrique sub-saharienne , octroyant a sa population une
grande diversité ethnique et génétique, d’autre part grace ou a cause de ses
moeeurs et sa culture ou les mariage consanguin sont toléré voir encouragé
favorisant ainsi 1’apparition de familles a risque plus grand de présenter des
complication séveres [2].

La drepanocytose est la maladie phare de ce groupe d’affections. En effet,
plus de 120 millions de personnes dans le monde sont porteuses de cette
mutation. [3].

Au jour d’aujourd’hui nous dénommons plus de 1100 variants de
I’hémoglobine dans le monde [4].

Le premier cas d’anémie hémolytique due a une hémoglobine instable a été
décrit en 1952 par Cathie [1], ce terme d’hémoglobine instable fut initialement
employé a fin de désigner un groupe d’anémies hémolytiques, résultante de
I’instabilit¢ moléculaire d’une hémoglobine « mutée » avec une tendance a la
dénaturation et la formation de corps amorphes ou « corps de Heinz » a
I’intérieur du globule rouge.

Ces mutation ont pour conséquence la diminution de la durée de vie des
globules rouges ayant un défaut de stabilité, par 1’action de 1’hémolyse,

généralement appelée anémie hémolytique a corps de Heinz.



Les objectifs de ce travail consistent en 1’établissement d’une revue de
littérature regroupant les connaissances scientifiques sur les hémoglobines
humaine normales, ainsi que la description des aspects physiopathologique,
moléculaire, diagnostique ; biologique et génotypique, et le principe de la

conduite thérapeutique des hémoglobines instables.



T

PREMIERE PARTIE :
PHYSIOPATHOLOGIE

OLECULAIRE DES HEMOGLOBINES
= INSTABLES >

. =



I-RAPPEL SUR LES HEMOGLOBINES HUMAINES NORMALES :

Grace aux progres technologique et biotechnologique, la science a pu, avec
précision, de déterminer la structure exacte de la molécule de I’Hémoglobine,
ainsi que les mécanismes moléculaires de sa fonction et I’organisation des genes
gouvernant sa biosynthese.

Ce qui fait de I’'Hémoglobine la protéine humaine la mieux connue .
1.Structure des hémoglobines humaines

1.1. Composition de la molécule d’hémoglobine :
La molécule de I’hémoglobineest un tétrameres mesurant 65 kDa, elle se

constitue de 4 sous unités identiques deux a deux (2 chaines a et 2 chaines béta),

qu’on appelle les globines.

Chaine B, Chaine o

Héme

Héme

Chaine o4 Chaihe B

Figure 1: La structure de I’hémoglobine adulte



Les globines : c’est un ensemble de 4 chaines polypeptidiques semblables
deux a deux appartenant a deux familles : famille a et famille B. La chaine
polypeptidique s’enroule sur elle-méme en spiral pour réaliser une structure
secondaire en hélice. En fait, I’hélice est discontinue, I’ensemble de la chaine
formant 8 segments hélicoidaux (de A a H) et porte une crevasse entre les
hélices E et F ol s’inseére une molécule d’héme. La liaison de ces 2 chaines (a)
et (B) donne forme a une molécule symétrique et globulaire.

L’heme : est une molécule plane voir 1égérement bombée, cela dépend du

groupe lié a sa sixieéme valence de coordination.

Figure 2: Structure de ’heme



1.2.1. Structure primaire :

Il s’agit d’une chaine polypeptidique, qui varie au cours du développement
et c’est elle qui détermine le type de I’hémoglobine.

La chaine a est observée tot pendant la vie embryonnaire. Elle reste la
méme pour toutes les hémoglobines, passé les premicres étapes de
I’embryogenese. Les chaines non a varient entre I’hémoglobine feetale (a2, y2),
I’hémoglobine adulte majeure A (a2 ,B2) et I’hémoglobine adulte mineure A2
(a2, 62) (7). Chacune des chaine polypeptidique forme dans sa structure
primaire une longue chaine d’acides aminés (figure 3).

La chaine a, est faite de 141 acide aminés, alors que les chaines « nona »
ont eu , 146 acide aminés et présentent plusieurs similitudes :

La chaine 6 ne differe que par 10 acide aminé de la chaine (3

La chaine y est différente de la chaine B par 39 acide aminé;

La chaine y contient de I’isoleucine contrairement a la chaine {3 ;

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

On remarque en plus un polymorphisme assez fréquent li€ a la substitution

de la Thréonine par I’isoleucine en position 75 de la chaine A y.



Chaine ot : V-L-5-P-A-D-K-T-N-V-K-A-A-W-G-K-V-G-A-H-A-G-E-Y-G-A-E-A-L-E-R-M-F-L-SF-P-T-T-K-T-Y-
F-P-H-F-D-L-5-H-G-5-A-Q-V-K-G-H-G-K-K-V-A-D-A-L-T-N-A-V-A-H-V-D-DM-P-N-A-L-5-A-L-5-D-L-H-A-

H-K-L-R-V-D-P-V-N-F-K-L-L-5-H-C-L-L-V-T-L-A-A-H-L-P-A-EF-T-P-A-V-H-A-5-L-D-K-F-L-A-5-V-5-T-V-L-T-
S-K-Y-R

Chaine B : V-H-L-T-P-E-E-K-5-A-V-T-A-L-W-G-K-V-N-V-D-E-V-G-G-E-A-L-G-R-L-L-V-V-YP-W-T-Q-R-F-F-
E-5-F-G-D-L-5-T-P-D-A-V-M-G-N-P-K-V-K-A-H-G-K-K-V-L-G-A-F-5-D-G-LA-H-L-D-N-L-K-G-T-F-A-T-L-5-

E-L-H-C-D-K-L-H-V-D-P-E-N-F-R-L-L-G-N-V-L-V-C-V-L-A-HH-F-G-K-E-F-T-P-P-V-Q-A-A-Y-Q-K-V-V-A-G-
V-A-N-A-L-A-H-K-Y-H

Figure 3: Séquence primaire des acides aminés des chaines a et  de globine
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Figure 4: Les différents acides aminés et leurs codes




1.2.2 Structure secondaire :

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

et comportant parfois des coudes (Figure 5).

1.2.3 Structure tertiaire :
La structure tertiaire est déterminée par la répartition dans 1’espace des
segments hélicoidaux ou non-hélicoidaux. L’enroulement des chaines

permettent la formation d’une poche pour accueillir I’héme.

1.2.4 Structure quaternaire :
A été pour la premiere fois €lucidée a travers la diffraction du rayon X par
deux chercheurs, John Kendrew et Max Perutz vers 1960. L’analyse des
diagrammes par ce rayon montre une conformation sensiblement globulaire de

la globine, avec un diametre de 55 A

La molécule d’heme est une molécule plane, ou légerement bombée, selon
le groupe 1i€ a sa sixieme valence de coordination. la molécule d’hémoglobine
soit oxygénée (oxyhémoglobine) ou désoxygénée (désoxyhémoglobine), le fer

reste sous sa forme réduite (Fe ++).



Dans l'oxyhémoglobine, l'atome de fer présente six liaisons de
coordination: quatre d’entre elles constituent la structure principale de
« I'heme », la Sémedonne place pour loger I'heme et la 6éme quant a ellea pour
fonction la fixation de la molécule de 1'oxygeéne qu’on appelle «ligand ». Ce

ligand est en rapport avec I'histidine E7 (histidine dite « distale »).

Bl 5\;‘/?: Hithyl

e /AN

Trapionate Hétkgl

ey

Figure 5: Schémas de I’heme (protoporphyrine IX)

2.Biosynthese de I’hémoglobine humaine
La biosynthese de I’Hémoglobine requiere un matériel nucléaire complet
qui ne se trouve que dans les cellules précurseur des hématies. L hématie
humaine est en réalité une cellule anucléée, ce qui veut dire qu’elle est
dépourvue de matériel informationnel et enzymatique qui est nécessaire a la
synthese des protéines. L’hémoglobine contenue dans les globules rouges fut

donc synthétisée au cours des différentes étapes de 1’érythropoiese, qui ont
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conduit a la formation de I’hématie mature. La biosynthese de I’Hémoglobine

débute par le stade de proérythroblaste et s’acheve a celui de réticulocyte.

Elle s’effectue selon les mécanismes généraux de la synthese protéique,
apres transcription de I’ADN en ARN messager et maturation de ce dernier, il
va subir une migration dans le cytoplasme ou il sera traduit en protéines par les
ribosomes. On y retrouve les trois étapes classiques, initiation, élongation et
terminaison, dans lesquelles interviennent de nombreux facteurs. Elle est induite
par ’heme, et donc le déficit en fer (donc en heéme) entraine I’arrét de sa
synthese [1].

Un point important est la coordination de la biosynthese des divers types
de chaines permettant d’obtenir une production égale de sous unités alpha et

non-alpha.

Chez I’homme plusieurs hémoglobines se succedent au cours de la vie, et a
tout moment, i1l en existe plusieurs simultanément. Ces hémoglobines se
distinguent par la nature des sous-unités qui les constituent. Au cours de
I’évolution ontogénique, le profil des hémoglobines se verra changer a deux

reprise. [2].
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2.2.1.Hémoglobines normales embryonnaires :
Durant la vie embryonnaire, deux chaines de la famille a coexistent : 9§,
qui apparait la premiere, puis a. De méme, il existe deux chaines de type B : €,

spécifique a cette période initiale de la vie et les chaines y (ou feetales). [3 ; 4].

2.2.2.Hémoglobine normale feetale :

L’ ’hémoglobine feetale (Hb F) de structure a2 y2 est le constituant principal
de la période feetale. Sa synthese débute des les stades précoces de la gestation
et s’éleve, entre les 8¢eme et 10eme semaines, a un taux de 90 %. Peu avant la
naissance, entre les 32eme et 36eme semaines de gestation, les chaines y sont

progressivement remplacées par les chaines 3 de I’adulte [5].

2.2.3.Hémoglobines normales adultes :

Normalement, six mois apres la naissance, ’Hb A2 (a2 62), est exprimé a
un taux d’environ 2,5% et dont la syntheése commence dés la période néonatale.

L’Hb F, quant a elle, ne se trouve plus qu’a I’état d’infimes traces
(inférieures a 1 %). Cette faible quantit¢ d’Hb F n’est pas due a une synthese
répartie de facon homogene dans toutes les cellules, mais a une faible
population d’hématies, appelées cellules F, et dans lesquelles nous retrouvons
en concomitance a la synthese de I’'Hb A la synthese de I’'Hb F.

Parallelement a cette modification de la nature des sous-unités de globine,
il y a un changement du lieu ou s’effectue 1’érythropoiese : sac vitellin dans la
vie embryonnaire, puis foie et rate dans la vie feetale et enfin moelle osseuse

chez 1’adulte [8].
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Figure 6: Evolution de la synthese des chaines d’hémoglobine en fonction de I’age.

2.3 .Controle génique

2.3.1 Localisation et organisation des genes de globine :

C’est par des techniques de fusion cellulaire et d’hybridation que la
localisation exacte des genes de globine a pu étre déterminée. Ces genes se
répartissent en deux familles (figure 13) : - Famille des geénes a situés sur le bras
court du chromosome 16 (16p 13.3) [9]. - Famille des geénes B situés sur le bras
court du chromosome 11 (11p 15.5) [10].

Les séquences nucléotidiques des genes de globine sont aujourd’hui bien
établies. Chacun des genes de globine comporte 3 zones codantes (ou exons)
séparées par 2 zones non codantes (introns ou IVS). Le complexe a, qui s'étend
sur une distance de 30 kb, comprend de 5° a 3’: le géne & codant pour une

chaine présente uniquement au stade embryonnaire, trois pseudogenes (OO,

002, 001), et les deux geénes a2 et al codant une chaine polypeptidique
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identique a. En effet, ces deux genes tres homologues possedent une séquence
codante identique et ne different 1’'un de 1’autre que par deux paires de bases
(pb) et une insertion de 7 pb dans le second intron. Cette chaine a est retrouvée
au stade feetal ainsi qu’a I’adulte. Le gene a2 est plus exprimé que le gene al
avec un rapport de 3/1. En aval du gene al, on retrouve le gene 61, qui a été
récemment découvert et qui pourrait avoir un rdle actif présent dans les tissus
érythroides de I’embryon. Celui-ci pourrai résultait du gene al par la
duplication [9].

On retrouve de 5° a 3’ le gene embryonnaire €, les deux genes foetaux Gy
et Ay, et les génes adultes 6 et B qui codent les chaines 6 et B des hémoglobines
A2 et A respectivement [10]. En amont du gene embryonnaire de chaque locus,
se trouve une région régulatrice dont I’'importance dans 1’expression des genes a
été démontrée par de nombreux travaux : B LCR (Locus Control Region),
constituée de cinq sites hypersensibles a I’ADNasel (HS1-> 5, numérotés de 3’
en 5’), pour le locus B et HS 40 (Site Hypersensible a 40 Kb en amont de 0)

pour le locus a. [11].

2.3.2 Spécificité d’expression des genes de globine :

Les genes de globine possedent une spécificité d’expression double, une
expression tissulaire et une autre propre au stade de développement [12].

* Spécificité de 1’expression tissulaire : Les genes de globine ne sont
exprimés qu’au sein des cellules et tissus strictement érythroides dont
I’emplacement dépend du développement ontogénique.

Tel que le Sac vitellin lors de la période embryonnaire, la Rate et le Foie

pendant la vie feetale, a 1’age adulte dans la moelle osseuse.
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» Spécificité de 1’expression li€e au stade de développement : les genes
s’activent de facon séquentielle pendant le développement ontogénique ,
résultant ainsi en une double commutation d’hémoglobine, (hémoglobine feetale
— hémoglobine adulte) chez I'Homme [13]. Cette double spécificité de
I’expression des genes de globine est le reflet de multiples interactions entre les
régions régulatrices (B LCR et HS 40) et les régions promotrices des genes
d’une part, et d’autre part celle des facteurs protéiques agissant en trans.

Il est important de souligner que durant toutes les €tapes de 1’ontogenese,
les transcrits des genes des deux familles a et B globine sont produits dans les

mémes proportions [14].

La synthese de I’heme est indépendante de celle de la globine. L.’héme ne
vient que secondairement s’accrocher aux chaines néo-synthétisées pour réaliser
la sous unité d’Hb.

L’heme est produit dans les mémes cellules ou est produite la globine,
certaines étapes de sa synthese sont localisées dans les mitochondries, d’autres
dans le cytosol. La premiere réaction qui conduit a la formation d’acide damino-
1évulinique (ALA), se déroule a I’intérieur de la mitochondrie.

Les réactions conduisant au porphobilinogene, a I’uroporphyrinogene et au
coproporphyrinogene s’effectuent dans le cytosol.

Ces réactions sont a nouveau conduite en intra-mitochondriales, en résulte,
le protoporphyrinogene,  puis la protoporphyrine, et finalement apres
incorporation d’un atome de fer, I’heéme..

Le fer représente environ 0,34 % de la masse totale de celle de

I’hémoglobine, ce qui représente au total 3 grammes de fer, soit 75 % de
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I’ensemble du capital martial de 1’organisme qui sont ainsi stockés dans
I’hémoglobine circulante. La régulation de la synthese est assurée par le produit
final : I’heme libre exerce une retro inhibition de sa synthese lorsqu’il se trouve

en exces par rapport aux chaines de globine.

Biosynthése de I’héme et porphyries

ENZYMES
M : mitochondrie G|ycine Suoclnyl CoA
C :cystosol
PORPHYRIES
—— ALA synthétase (M) AR autosomique réce§sif
AD autosomique dominant
ALA Porphyrie de Doss AR
ou plomboporphyrie
ALA déshydrase (C) il
PBG Porphyrie aigué intermittente
; (PHA) AD
PBG déaminase (C) il

Hydroxymeéethylbilane

Uroporphyrinogéne |l| ¢ Maladie de Ginther AR (PE)
synthétase (C)
o Uroporphyrinogéne 111
’ . Porphyrie cutanée tardive AD/?
U h s ;
pamimnging v familiale/sporadique (PH)
Coproporphyrinogene Ill
Coproporphyrinogéne ¢ Coproporphyrie héréditaire
oxydase (M) (PHA) AD
Protoporphyrinogéne IX
Protoporphyrinogéne ¢ Porphyrie variegata (PHA) AD
oxydase (M)
Protoporphyrine |
Ferrochélatase (M) Fe** J' Protoporphyrie (PE) AD
Héme

Figure 7: Schéma de synthése de I’héme.
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3. Fonctions de la molécule d’hémoglobine

L’atome de fer établit 4 liaisons covalentes avec le noyau tétrapyrrolique
de I’héme, une Seme liaison avec I’histidine F8 « histidine proximale » de la
globine ce qui permet de lier I’héme a la globine. Il reste un site de coordination
libre qui est le site de fixation de 1’02, situé juste en face de I’histidine E7 «
histidine distale ». Ainsi, chaque molécule d’hémoglobine fixe 4 molécules

d’oxygene et constitue I’oxyhémoglobine (Fig. 3)

In oxyhemoglobin

In deoxyhemoglobin

Figure 7.2
Biochemistry, Eighth Edition
% 2015 Macmillan Education

Figure 8: Structure de I’héme et fixation de I’oxygene
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L’hémoglobine a une fonction de transporteur d’oxygene, les globules
rouges qui contiennent 33% d’hémoglobine sont a 1’origine de ce pouvoir
oxyphorique du sang. Le transport de dioxygene se fait des échangeurs
respirateurs vers les tissus. L’hémoglobine a également un rdle de transporteur
de CO2 de facon plus accessoire par un mécanisme de carbamylation (les
groupements NH2 terminaux des chaines de globine vont réagir avec le CO2).

Ce qui octroi a I’hémoglobine une fonction tampon du Ph des érythrocytes.

Grace aux courbes de dissociation de 1’0O2 on peut définir I’affinité de
I’hémoglobine pour 1’oxygene et aussi d’évaluer sa capacité de transport du
dioxygene. C’est en 1904 que Bohr publia les 1eres courbes de dissociation.
Cette courbe d’allure sigmoide démontre que 1’affinité de I’hémoglobine pour le
dioxygene est d’autant plus faible que la PO2 est faible, ainsi au niveau des
poumons elle fixera aisément des molécules d’Oxygéne pour aller les libérer
dans les tissus ou la Pression de O2 est faible. L’ oxygene a la capacité de se
fixer plus facilement sur une hématie déja oxygénée et a I’'inverse s’en libere
plus facilement quand le globule rouge est peu oxygéné.

Ce phénomene témoigne d’un effet de coopérativité dans la fixation de
I’oxygene, la courbe (sigmoide) explique qu’au fur et a mesure de 1’oxygénation
la fixation se fait de plus en plus facilement. La courbe de dissociation de
I’oxygene va permettre de définir 1’affinité de 1’hémoglobine pour 1’02 en

mesurant la pression de demi-saturation ou P50 qui correspond a une saturation

de I’hémoglobine de 50 % (Fig. 4) .
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3.1.1 La courbe de dissociation de I’oxyhémoglobine :

e

Courbe de dissociation de 'HbO2
100 :
. 7/
%\ A O (i)
o 0= O (V)
# Point Psq
Al de I'hémoglobine
¥y
Y 191 27 T
0 20 40 60 80 100
PO, (mmHg)

Figure 9: La courbe de la dissociation de 1’oxy-hémoglobine

La P50 normale chez I’humain équivaut a une valeur de PO2 de 26 +/- 2
mmHg. Cette valeur va varier en sens inverse de I’affinité, c’est-a-dire qu’une
hémoglobine qui aura une affinité augmentée pour 1’oxygene aura une P50
diminuée (déplacement de la courbe de dissociation vers la gauche) et

inversement pour une diminution de I’ affinité.

3.1.2. Equation de Hill :
Afin de pouvoir expliquer le phénomene de coopérativité, Hill a émis en
1910 I’hypothese de 1’association réversible des sous-unités d’hémoglobine et a
propos€ une équation pour décrire la courbe de dissociation de 1’oxygene a

partir de la réaction de la liaison de I’oxygene a I’hémoglobine.
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Equation de Hill : Hb + nO2 - Hb(O2)n Avec : HbO2 : fraction de
I’hémoglobine saturée en O2. n : coefficient d’interaction (coefficient de Hill ;
sa valeur est de 2,3 a 3 dans I’hémoglobine humaine).

Quand la pression partielle de 1’02 est basse, toutes les molécules
d’hémoglobine tendent vers la forme désoxygénée (T).

A contrario, quand la pression partielle est tres haute, toutes les molécules
tendent vers la forme (R). Aux deux extrémités de la courbe de dissociation il
n’y a pas de coopération. L’hypoxie crée des conditions métaboliques qui

impliquent une livraison active de 1’02 aux tissus [17].

3.1.3. L’Effet Bohr :

En 1904, Bohr, Hasselbalch et Krogh ont montré que le CO2 diminuait
I’affinité pour 1’oxygene, action essentiellement due a 1’abaissement du pH.
Dans les tissus, le CO2 libéré diffuse dans le plasma puis dans les globules
rouges. Sous I’action de I’anhydrase carbonique, I’acide carbonique se forme
selon la réaction : CO2 + H20 - CO3H - + H+, 1l entraine ainsi une baisse du
pH intra-érythrocytaire. La quantité de bicarbonates qui en résulte reviendra
dans le plasma sous l'effet de protéine de la membrane érythrocytaire,
I’échangeur d’anion érythrocytaire (ou bande 3). Dans les poumons, c’est la
réaction inverse qui a lieu.

L’effet Bohr possede donc un effet régulateur de la fonction oxyphorique
par la régulation du pH. La pression partielle de 40 mmHg dans les tissus est
suivie de I’acidose du microenvironnement. A I’'inverse, une pression partielle

de 100 mmHg au niveau pulmonaire sature I’hémoglobine en O2 [18].
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3.1.4 .Le role du « 2,3 Diphosphoglycerate » :

Le 2,3 Diphosphoglycerate, ou « 2,3 DPG », est un phosphate organique
synthétis€ dans le Rapoport-Luebering-Shunt aussi appelé Rapport-
Lueberingpathway situé en dérivation de la voie glycolytique d’Embden
Meyerhof, et dont le résultat de la réaction a eté pour la premiere fois isolé et
decrit par un biochimiste autrichien du nom de Samuel Mitja Rapoport en 1925
[22].

Sa concentration intra-érythrocytaire est d’environ 5 mmol/l, équivalente a
celle de I’Hb, alors qu’elle est faible dans les autres tissus. En 1967, Chanutin et
Curnish [19] d’une part, et Benesch [20] d’autre part, ont démontré le rdle
régulateur physiologique fondamental joué par cet organophosphoré. La fixation
de 2,3 DPG augmente la P50, ainsi lorsque I’on passe d’une concentration nulle
a celle de I’érythrocyte, la valeur de la P50 est multipliée par un facteur de 2,5.

L’augmentation du taux de 2,3 DPG est un mécanisme semi-rapide
d’adaptation a des situations anoxiques. Dans le modele classique il est admis
que le (2,3 DPQG) se fixe dans la cavité centrale stabilisant ainsi la structure

quaternaire T [21].

Ce mécanisme est important au niveau des hématies circulantes.

Sous I’effet de I’anhydrase carbonique, la grande majorité du CO?2 total
(90%) est transportée sous forme de bicarbonate et de protons (H+) puis seront
captés par la désoxyhémoglobine.

Le reste du CO2 se combinera avec la globine.
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Se créent apres cela des groupements dit « carbamylés » possédant des
fonctions amines N-terminales des chaines a et  de I’Hb.

L’affinit¢é de I’Hémoglobine pour I'oxygene est ainsi diminuée par sa
liaison avec le CO2 qui se lie préférablement a la désoxy-Hémoglobine par

rapport a la forme oxygénée.

Le terme d'hémoglobines instables a ét€¢ employé initialement pour
désigner un groupe d'anomalies hémolytiques qui sont dues a l'instabilité
moléculaire dans une hémoglobine mutante.

La multiplicité des mutants mis en évidence depuis, et leur étude en
fonction du module atomique tridimensionnel de I'hémoglobine, ont permis ces
dernieres années un développement fulgurant de nos connaissances dans ce
domaine. Les premiers travaux, partant des localisations €lectives des mutations,
avaient proposé des mécanismes physiopathologiques possibles, les trois
principaux sont une instabilité de la liaison héme-globine, une tendance a la
dissociation en subunités ou une modification de la structure tertiaire par rupture
d'une hélice [23].

D'autres progrés ont ét€ accomplis a la suite de travaux étudiant des
hémoglobines mutées ou sur des hémoglobines artificiellement modifiées, la
capacité de fixation de 1'oxygéne par I'hémoglobine, ainsi que la régulation par
différents effecteurs [24]. Plus récemment, la structure tridimensionnelle de
plusieurs hémoglobines fonctionnellement anormales a été établie par Perutz et

ses collaborateurs [25] [26] [27]. il est actuellement évident que l'explication
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stéréochimique est 1’unique explication moléculaire qui permet d'expliquer les

anomalies physiopathologiques spécifiques de chaque différant cas [28].

Les hémoglobines instables présentent une double désignation, commune
et scientifique.

Le nom commun est choisi par celui qui en fait la découverte et désigne en
généralement la zone géographique, c'est-a-dire le nom de la ville ou le lieu ou
se trouve la personne chez laquelle I’hémoglobine instable a été identifiée.

Des lettres majuscules sont utilisées pour indiquer une caractéristique
particuliecre des variants de 1’hémoglobine, tels qu’une mobilité
€lectrophorétique identique avec une différence au niveau de 1’acide aminé
substitué, comme le cas par exemple, de I’'Hb G-Philadelphia, Hb
GCopenhagen, et Hb C-Harlem. La description des variants peut également
impliquer des appellations scientifiques qui indiquent le nom de la chaine de
globine du variant, la séquence et la position de I’acide aminé muté, et la nature
de la substitution. La désignation scientifique, [63 (E7) His - Arg], d’Hb
Zurich indique la substitution de 1’acide aminé Histidine, dans 1’hélice E de la

chaine B a la septieme position, par 1’acide aminé Arginine [42].
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Tableau 1: La Nomenclature des Hémoglobines pathologiquesselon leur ordre

alphabétique (16)

I Nom de I'bemoglobine Mutation décrite ou caracteristigues
| HbA T adultes (Ag, At A, Az )
| HbC 6 Ghu-sLya
| H:D Mutations [ du grouge +1
I HLE [A26 Gla—»Lys
| Hb F Hb foetale
! Hb G Mutsbions o du groupe +1
| Hb H Tétramere i
| Hbl Mutstioss 0 du groupe .2
[ HbJ Vianants o et | du groupe -1
[ K Vanants o ef [} rapides ente -1 of .2
| Hb M Vanamts recponsshies de methsmnpiobmsmss
| Hb N Vanants rapides [| du groupe -2
| Hb O O:-Arab (1121 (du-—slys

Hb P Pudote Gene-funon

Hb @ Varunts 1 d groupe +1

HbS [U8 Gl -+l

Hb T T-Cambodia

3. Epidémiologie

Les hémoglobines instables sont des affections héréditaires dont la
transmission est trés souvent autosomiques dominante et ou la majorité des
patients sont hétérozygotes [43 ; 44].

Selon la base de données des variant de I’hémoglobine humaine et de la
thalassémie (« http/www.globin gene server »), ont été enregistrés en I’année
2001, 121 variants d’hémoglobines instables, ce chiffre monte a 134 en 2006,
pour atteindre actuellement plus de 200 variants d’hémoglobine instable avec
des mutations [45; 46; 47].

La plupart de ces mutés concerne la chaine beta, certains la chaine alpha,

et rares sont les variants de la chaine gamma et delta. La grande majorité des
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hémoglobines instables ne sont pas significatifs cliniquement, mais la plupart
ont une affinité augmenté pour I'oxygene.

Environ 25% des hémoglobines instables sont responsables d’une anémie
hémolytique, qui varie d'une anémie légere compensée a des épisodes
hémolytiques séveres [48]. Parmi ces hémoglobines instables, on trouve :

L’hémoglobine de Koln, aussi dénommée Hb San Francisco ou Hb Ubel,
est la plus fréquente, la moins instable et responsable d’une anémie hémolytique
chronique modérément sévere [47]. Il a été rencontré dans différents pays
européens (Russie, France, République Tcheque, Espagne, etc.) et aussi dans
plusieurs populations asiatiques et afro-américaines

(Etats—Unis, Chine, Taiwan, Japon, Corée, etc.) [49 ; 50 ; 51]. Mais de
nombreux cas ont également été signalés dans le reste des régions du monde.

L’hémoglobine Hammersmith est un variant extrémement instable,
extrémement rare, mais responsable d’une anémie tres sévere au moindre stress
oxydatif [47 ; 52].

Des hémoglobines instables sont décrites dans le pourtour du bassin
méditerranéen, y compris 1'Afrique du Nord : Tunisie (Hb Tunis-Bizerte) [S3],
Algérie (Hb Djelfa ; Hb Tizi-Ouzou) [54 ; 55] et au Maroc des cas sporadiques
(Hb Casablanca ; Hb Tsukumi) [56 ; 57].

L’intégrité structurale de la molécule de 1’hémoglobine est nécessaire au
transport d’O, au cours duquel la molécule subit un changement de
conformation, 1’équilibre entre un €tat et un autre de cette conformation est
fragile et ’on conclue que la substitution d’un acide aminé peut déséquilibrer

completement la structure de 1la molécule qui se dénature.
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Les anomalies moléculaires a l'origine des hémoglobines instables sont le
plus souvent des mutations ponctuelles a l'origine de substitutions d'acides
aminés des chaines alpha ou beta, rarement gamma ou delta, modifiant la
structure primaire de globine et qui peuvent entrainer des altérations de structure
et provoquer une instabilité de la globine concernée ou du tétramere [S8]. Une
tres grande variété de défauts moléculaires, responsables des hémoglobines
instables, a été décrite et on ne citera que les plus connus.

Selon la position et la nature de 1'acide aminé en cause, la substitution, le
plus souvent d'un acide aminé unique, entraine ou non des anomalies de stabilité

de I’hémoglobine[59]. Plusieurs mécanismes sont possibles :

4.1.1. Fragilisation des interactions heme-globine
La liaison heme-globine participe activement a la stabilit€é de la structure
tertiaire de la globine[60].
Il n’est donc pas surprenant que des mutations de ces résidus puissent
entrainer une instabilit¢ de la liaison héme-globine et par la-méme occasion
rendre la globine concernée completement instable.

On peut les classer en plusieurs catégories :
Substitution, qui va introduire a I’intérieur de la poche de I’heme un

groupement polaire au lieu d’un groupement non polaire (Exemple : Hb

Bristol [B67 (E11)

Val - Asp]) [61]. La présence d’un groupement polaire favorise
l'apparition d'un résidu hydrophile a I'intérieur d'une zone, qui est normalement,
fortement hydrophobe favorisant ainsi I'entrée de I’eau a la poche de 1’heme et le

dépliement de la molécule ; Délétions ou substitutions altérant directement les
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liaisons globine-heme Exemple : Hb Gun Hill [B91 (F7)-B95 (FG2) Leu-His
Cys-Asp-Lys =0]) [62] ;

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

Dans I’hémoglobine de « Zurich », 1a substitution de I’histidine distale par
une arginine, dont I’encombrement stérique est moindre, élargit la poche de
I’heme et permet 1’acces de la poche a des agents oxydants, ce qui explique les
poussées d’hémolyse et de méthémoglobinémie lors de la prise de certains
médicaments comme la sulfanilamide. Par ailleurs, elle augmente 1’affinité du
mutant pour le monoxyde de carbone (CO), la fixation de ce dernier dans la
poche élargie étant facilitée. Cette augmentation d’affinité est avantageuse car
elle protege le mutant CO de la dénaturation oxydative, les sujets atteints qui
fument, ce qui génere plus de CO, les épisodes d’hémolyse sont moins fréquent

que chez les patients non-fumeurs [66].

4.1.2. Mutations qui interferent avec la structure secondaire :

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

participer a la structure d’hélice alpha en dehors des trois premieres positions de

27



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

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

4.1.3. Mutations qui interferent avec la structure tertiaire :

La stabilit¢ de la molécule d’hémoglobine est intimement liée a sa
structure globulaire compacte qui minimise 1I’exposition de résidus non polaires
internes a la phase aqueuse et favorise 1’exposition des résidus polaires vers
cette méme phase. Toute substitution introduisant, soit des groupements polaires
a l'intérieur de la molécule, fréquemment dans la poche de 1’heme, soit des
résidus non polaires moins encombrants stériquement que les résidus non
polaires originaux

(Exemple : Hb Hammersmith [B42 (CD1) Phe - Ser] dans laquelle la
Phénylalanine, résidu invariant qui maintient 1’héme dans sa poche, est
remplacée par une Serine. L’ouverture qui en résulte permet a 1’eau d’entrer
dans la poche de I’heme et d’en chasser celui-ci) [69; 70], soit des groupements
polaires a la place de certains groupements hydrophobes critiques a la surface de

la globine, peut entrainer une instabilité.

4.1.4. Mutations qui interferent avec la structure quaternaire

Cette classe de mutations provoque surtout des altérations au niveau des
contacts entre chaines hétérologues, particulierement les mutations dans les
contacts al-B1 (Exemple : Hb Philly [B35 (C1) Tyr - Phe] ou la Tyrosine, qui
participe au réseau de liaisons hydrogene a I’interface al- B1, est remplacée par

une Phénylalanine)[69].
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4.1.5.Les Hémoglobines hyperinstables

Ces hémoglobines particulierement instables sont quasi indécelables dans
I’hémolysat des patients, par suite de leur destruction tres précoce dans
I’érythrocyte avec, comme conséquence, un syndrome thalassémique dominant
(Exemples : Hb Terre Haute [B106 (G8) Leu - Arg] [71] ; Hb Dresden
[B33(B15)-B35(C1) Val-Val-Tyr - 0-0-Asp][72].

Dans ce groupe des hémoglobines instables réalisant un phénotype
thalassémique, 1'hémolyse est au contraire tres précoce et conduit a un
avortement intra-médullaire comparable a celui observé dans les thalassémies.
L'anomalie structurale de ces hémoglobines instables est souvent localisée sur le

3*™ exon de la chaine B [73 ; 74].

Les chaines B particulierement instables sont incapables de s'associer en
tétrameres avec les chaines a, des corps de Heinz se forment alors par un
mécanisme double : i1l y a d'une part précipitation de la sous-unité anormale
s'agrégeant volontiers et d'autre part précipitation des chaines o en exces.
L'instabilité majeure de ces mutants serait liée a une perturbation de la structure
de 1'hélice H déstabilisant les contacts entre la globine et I'heme et les

interactions avec 1'hélice G indispensables a la stabilité du tétramere.

4.1.6.Combinaison d’hémoglobines instables et de
thalassémie :
Quelques rares cas d’hémoglobine instable combinée 2 une B’ thalassémie
conduisant a une thalassémie intermédiaire ont été décrits (Exemple : Hb Koln

[B98 (FGS5) Val - Met]) [75].
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Les mécanismes qui président a la formation d’inclusions
intraérythrocytaires dans les hémoglobines instables ont été notamment €étudiés
par Winterbourn, Carrel [76] et Rachmilewitz (figure 17) [77 ; 78]. Les
hémoglobines instables s’auto-oxydent en méthémoglobines anormales, plus
rapidement que I’Hb adulte normale, proportionnellement a leur degré
d’instabilité. Les hémichromes sont des dérivés de cette méthémoglobine

instable dans laquelle la sixieéme position de coordination du Fe™"

est occupée
par un résidu d’acide aminé de la globine : ils sont générés lorsque 1’heme quitte
sa poche et vient se fixer a un autre endroit de la globine qui a subi une
dénaturation. Les hémichromes sont d’abord réversibles, puis irréversibles et
sont aisément démontrés en spectrophotométrie. Ils précipitent ensuite sous
forme de corps de Heinz intra-érythrocytaires, fréquemment liés a la protéine
bande 3 de la membrane érythrocytaire. Les globules rouges ainsi modifiés
perdent leur €lasticité et sont sélectivement détruits dans la rate, entrainant une
hémolyse d’intensité variable.
L'anémie hémolytique est alors la conséquence de deux processus :
- la séquestration splénique favorisée par les déformations cellulaires dues a la
précipitation intra-érythrocytaire de I'hémoglobine ;
- l'agression du biface lipidique de la membrane par les ions superoxyde

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

En cas de mutation se situant pres de la poche de I’heme, en plus de
I’instabilité, peut s’ajoutée une altération de la fonction oxyphorique de

I’hémoglobine instable: de cette maniere I’affinit¢é de la chaine mutée pour

30



I’oxygene est augmentée avec un déplacement de la courbe de dissociation de
I’oxyhémoglobine vers la gauche (Exemple : Hb Koln) [79], ou diminuée avec
la courbe de dissociation déplacé vers la droite et la présence d’un effet Bohr

(Exemple : Hb Hammersmith) [80 ; 36].
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I[-CIRCONSTANCE DE DIAGNOSTIC CLINIQUE DES
HEMOGLOBINES INSTABLES :

1. Circonstances de découverte :

On peut évoquer le dg d’hémoglobines instable devant plusieurs situations
et contexte, on peut en citer :

*Les consultations prénatales de routine chez la femme enceinte d’ethnie
dite « a risque » (Afrique, bassin méditerranéen, Antilles, Asie) avec possibilité
de faire I’étude de I’hémoglobine également chez le conjoint si contexte
évocateur.

*Le dépistage systématique chez un nouveau-né d’ethnie dite « a risque »
(afrique, asie )

* Dans le cadre d’une enquéte familiale, effectuée suite au diagnostic d’une
hémoglobinopathie chez un proche.

eLa découverte fortuite d’HB pathologique pendant le dosage de
I’Hémoglobine glyquéau cours du suivi des diabétiques.

* Le diagnostic €tiologique d’un tableau clinique évocateur tel un syndrome

anémique ou encore des signes d’hémolyse telle une splénomégalie.

2. Diagnostic clinique :
Le tableau clinique est fluctuant et varié pouvant ainsi présenter une ,[29].
. L’anémie : L’anémie estla plus presente, son intensité est variable pour
chaque cas . Alors que dans les thalassémies, on retrouve une microcytose

constante et une TCMH abaissée et le CCMH reste en général normal. La valeur
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du fer sérique est le plus souvent normal. Le taux de réticulocytes est également
variable. La splénomégalie est fréquemment retrouvé.
Microcytose : oriente le plus souvent vers une thalassémies
« hétérozygotes ».
. Polyglobulie : oriente, spécialement chez le jeune, vers une anomalie de
I’affinit€ de 1’oxy-hémoglobine pour 1’02, consequance d’une hémoglobine

pathologique ou vers un défaut de la synthese de 2,3 DPG.

L’exploration d’une maladie due a une hémoglobine instable varie d’un
laboratoire spécialis€ a un autre en fonction de 1’environnement et des
équipements. Dans la majorité des cas, le diagnostic d’une anomalie de
I’hémoglobine repose sur I’analyse du phénotype. En pratique courante, le
diagnostic des hémoglobines instables repose sur des données biologiques

associées aux données de I’interrogatoire et celles de I’enquéte familiale.

Ce base sur plusieur valeur classique de routine tel que :

 la numération des globules rouges en T/L

e I’hémoglobine en g/dL

* le VGM ou volume globulaire moyen en Fl

* la CCMH ou concentration corpusculaire moyenne en hémoglobine
en g/dL

. la TCMH ou teneur corpusculaire moyenne en hémoglobine en pg
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Tableau 2 :Les valeurs de référence des parametres

Homme Femme Enfant  Nourrisson Nouveau-né
3-12ans 3 mois-1an

Nombre de GR 1012/] 45-5.8 4-54 3.6-55 3.2-4.2 3.9-55
Hb (g/dl) 13-18 12.16 11-15 10-12.5 13.5-19.5
VGM (fl) 83-98 83-98 76-93 72-85 98-118
TGMH (pg) 27-32 27-32 24-32 25-34 30-36
Hématocrite (/1) 40-54 35-47 36-44 30-41 42-62
CCMH (g/dl) 32-36 32-36 32-36 32-36 32-36
Nombre de GB 10°/1 4-10 4-10 45-12 6-17 10-25
neutrophiles 1.8-7 1.8-7 1.5-8 1-8.7 6-25
éosinophiles 0.05-05 0.05-0.5 0.05-0.7 0.05-0.7 0.05-0.6
basophiles 0-0.05 0-0.05 0-005 0-0.05 0-0.05
lymphocytes 1.5-4 1.5-4 1.5-6.5 3.5-16 2-15
monocytes 0.1-0.9 0.1-0.9 0.1-0.6 0.1-0.8 0.1-15
Plaquettes 10°/I 150-500 150-500 150-450 150-600  150-600

1.2. Etude de ’Hémoglobine :

L’utilisation de différentes techniques est nécessaire a fin de pouvoir
arriver a une étude détaillé et significative. L’iso-électro-focalisation sera
d’abord utilis€ en premier, et devra €tre suivi par au moins la CLHP a fin de la
compléter et arriver a un résultats concluant[31][32].

Ainsi, la differance de la valeur de la charge électrique dans ’hémoglobine
qui varie fonction de la méthode choisidonnera des resultats flucutuant de

migration. [32] [31].
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Focalisation isoélectrigue
ou électrophorese a pH alcalin

Profil normal Profil anormal

| Mise en évidence d'une Hb anormale

Test de solubilite Electrophorése sur gel

(test d’Itano) d'agar (pHé) ou CLHP

éléments de caractérisation

Dosage de |a fraction anormale
(de préférence par CLHP)

Dosage de I'HbA; et de I'HbF

i Mise en évidence d'un frait Bhalassémigue
(de préférence par CLHP)

Figure 10: La stratégie de la recherche des anomalie de ’Hémoglobine

[34].

2-Prélevement
Les techniques d’exploration des hémoglobine instable sontrealisé€ le plus
souvent sur « sang total »frais de moins de quatre jours ainsi on minimise les
difficultés d’interprétation li€es aux fractions hémoglobiniques dénaturées. Un
délai de trois mois minimumapres toute transfusion, avant que 1’analyse ne

puisse étre effectuée.
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3.Méthodes Biochimiques

3.1.Techniques electrophoretiques
3.1.1.L Electrophorese sur acétate a pH alcalin
Reste la technique standard la plus simple de realisation. Ainsi permetelle
la séparation des différentes Hb, et sela en fonction de la position de 1’acide
aminé muté dans la molécule et aussi de sa charge . Elle permet ainsi la
séparation de fractions hémoglobiniques « normales » « A »« F»« A2 » et le

dépistage des syndromes thalassémiques

Figure 11: migration électrophoretique des hémoglobines [35]
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3.1.2. La focalisation isoélectrique
L’iso-électro-focalisation est une technique sur gel se basant sur le
gradient de ph, utilisant un voltage élevé. Les variants de 1’hémoglobine se
feront en fonction de leur point isoélectrique séparés.
Par exemple, I’Hémoglobine Al et ’'Hémoglobines A2 ont un pi de 6,98
et de 7,42 respectivement alors que I’Hémoglobine S a une valeur de 7,20.
Cette technique posseéde une résolution remarquable. Le bute etant de faire le
dit Screening en faveur dumaximum d’échantillons en concomitance. L’unique
désavantage est la qualité de I’interprétation, qui exige un certain niveau de
maitrise, et aussi le fait que cette technique est inadaptée a la quantification de
variants et reste seulement une méthode qualitative.
Le prélevement est réaliséen prelevant du sang dans le talon. En
Comparaison avec une électrophorése simple, la focalisation isoelectrique
permet la réalisation de plusieurs tests en une seule série, ce qui la rend trés

intéressante dans les dépistages massifs de drépanocytose dans une population.

Hi J
Hb Fac
Hb A
Hb F

Hb 5

- s | Hb C

AfC 5/5 AfS

Figure 12: Détail dela focalisation isoélectrique pour le diagnostic de drépanocytose
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3.1.3. Electrophorese sur agar a pH acide
Cette technique est complémentaire a I’électrophorese sur le pH alcalin.
Cette migration des hémoglobinepathologique dépend et de la localisation de la
mutation et du changement de charge ; cette migration est le résultat de
I’électroendosmose, de la liaison avec 1’agaropectine et aussi de 1’effet de 1’ion
citrate. Effectivement, elle permet la séparation des variants possédant 1a méme

mobilité que celle des hémoglobines A, S ou C.

3.1.4. L’électrophorese capillaire(EC)

Le principe d’EC L’électrophorese consiste en une le faite de séparer des
especees chargés, en general en se basant sur le rapportde la charge a la masse.
Dans les années soixante que fut inventé 1’électrophorese capillaire, c’est
Hjertén puis Everaerts et en suite Keulemans qui montrérent pour la premiere
fois que les problemes de convection liés a I’effet Joule qui ont été observés par
électrophorese sur le support solide [38].

Elle est réalisée dans le tube en silice, d’abord fondue puis recouvert par
une couche de polyamide d’une longueur de 20 a 200 et un diametre interne
d’une valeur de 20 a 200um.

D’ou un pouvoir de séparation supérieur a celui de ’'HPLC. C’est une
technique d’électrophorese liquide plus récemment développée pour 1’étude de
I’hémoglobine [39].

La migration se fait dans un capillaire de silice avec un tampon alcalin
soumis a un haut voltage.

Suite a I'injection de I’hémolysat dans le systeme et a 1’application du

courant électrique, les différentes fractions d’hémoglobines se séparent en

39



fonction de leur mobilité électrophorétique (donc de leur charge) mais aussi en
fonction du courant d’électro-endosmose (donc de leur rapport charge/masse).
Les hauts voltages appliqués permettent une séparation rapide et sensible des
différentes fractions. L’ordre de séparation est équivalent a celui observé pour
I’électrophorese sur gel a pH alcalin. La détection par spectrophotométrie

UVvisible se fait a 415 nm (maximum d’absorption de I’oxyhémoglobine).

3.2. Chromatographie liquide a haute pression ou CLHP

En 1970, c’est-a-dire avant I’invention de la CLHP, les techniques se
basant sur la chromatographiques dites « classiques » ¢€taient courantes
d’utilisation pourétudier lesHBinstables. Cette technique a inovéeles techniques
anciénnes pourla séparation. Certaine téchnique ont etait intégrées a une chaine
chromatographie dite conventionnelle, alors que d’autre se sont automatisé.
[79].

Cette technique de chromatographie a haute performance repose sur un
principe qui est :ou un liquide est entrainé et separé par haute pression et ainsi

en 2 phase, mobile et stationnaire.

Injecteur

Figure 13: Schéma de chromatographie [80]
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5.Tests complémentaires :

5.1. Etude de la composition en acides aminés :

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

la majorité des hémoglobines instables [81].

5.2.Etude de stabilité de I’hémoglobine
5.2.1. Test de stabilité a la chaleur
Le test de stabilité a la chaleur est un test simple qui permet le diagnostic.
Il consiste en une incubation de ’hémolysat une a deux heures a 50 °C : la
présence d’un précipité visible t€émoigne la présence d’une Hb instable. Certains
mutants instables précipitent a des températures plus élevées, c’est le cas par

exemple de I’Hb Hasharon [82].

5.2.2.Test de stabilité a ’isopropanol
Le test a I’isopropanol est un test spécifique et constitue une variante du
test a la chaleur, utilisé concomitamment ou isolément par certains laboratoires
spécialis€s. Son principe consiste a incuber un hémolysat a 37°C dans un
tampon (pH 7,4) contenant 17 % d'isopropanol pendant un temps insuffisant
pour faire précipiter I'Hb A, et la mesure spectrophotométrique du taux d’Hb

précipitée. Généralement cette incubation n’entraine pas la précipitation d’Hb A
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avant 50 minutes. Les hémoglobines instables donnent un trouble ou un
précipité avant la 30éme minute [84].

Exemple : L’hémoglobine Djelfa présente une instabilit€é accrue par
rapport a une hémoglobine normale. Au bout de 15 minutes d’incubation, 13 %
des hémoglobines du patient hétérozygote pour I’hémoglobine Djelfa précipitent
contre 4 % pour le sujet normal. Au bout de 45 minutes, il s’agit de 34 % contre
9 % [85].

Ce test doit étre réalise sur un prélevement frais, conservé a 4°C depuis
moins de 6 heures. Il donne des résultats faussement positifs en présence d’une

concentration d’Hb feetale (Hb F) supérieure a 5 % [86 ; 83].

L’affinité des hématies pour I’oxygene est définie par la pression partielle
d’oxygene a laquelle I’hémoglobine contenue dans les globules rouges est a
misaturation (P50). Cette détermination nécessite un équipement particulier et

ne peut étre réalisée que sur un prélevement extemporané [87].

Le test Cyto-chimique pour la recherche des corps de Heinz constitue une
¢tape importante dans le diagnostic des hémoglobines instables. La mise en
évidence des corps de Heinz requiert généralement une coloration supra-vital
par incubation prolongée des érythrocytes a 37 °C pendant plusieurs temps
(1/2h, 1h, 2h, 4h, 24h, 48h), en I’absence de glucose, avec un agent oxydant

comme le bleu de crésyl brillant ou le violet de méthyl. Apres examen de toutes
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les lames, les corps de Heinz apparaissent comme des inclusions, souvent
attachées a 1a membrane (hématies en balles de golf) (figure 22) [88].

Les corps de Heinz ne sont pas visibles dans le sang périphérique de la
plupart des patients atteints d'hémoglobines instables, surtout si la fonction
splénique est intacte [89].

Apres splénectomie, les corps de Heinz sont souvent visibles sur des frottis

de sang frais [90].

A fin de déterminer exactement quelle anomalies et sur quel géne
précisément provoquant ainsi I’apparition d’hémoglobines pathologiques, la
seule alternative repose sur les techniques de la biologie moléculaire.

En routine , nous dénombrant 2 techniques soit la cartographie par clivage

enzymitaques.

L’ADN des cellules nucléées est caractérisé pour etre inchangé chez toutes
les cellules nucléées du corps humain.
A fin de le préparer , ce sont les globules blanc « leucocytes » qui sont

d’usage le plus frequent. L’ ADN va subir apres cela une extraction-purification.

Plusieurs techniques de biologie moléculaire ont ét€ utilisées dans le
diagnostic et I’identification des anomalies génétiques a D’origine des

hémoglobines instables (Tableau 4) [91].
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L’¢électrophorese sur gel en gradient dénaturant (DGGE) et le séquencage
des genes de globine constituent respectivement des outils important dans le
dépistage et la confirmation du diagnostic de ces variants rares d’hémoglobines

anormales [92].
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Tableau 3 : Techniques de biologie moléculaire utilisées dans le diagnostic des anomalies

génétiques de I’hémoglobine humaine.

Type

Techniques

Mutations connues

Analyse de restriction

dot-blot inverse

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

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

Real-time PCR

GAP-PCR Microarrays (Biopuces)

Mutations inconnues

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

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

DHPLC (Chromatographie liquide a haute pression en
condition dénaturante)
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7.2.1. Electrophorese sur gel en gradient dénaturant
(DGGE) :

Cette technique consiste a effectuer une électrophorese d'un produit PCR
(ADN double brin) dans un gel de polyacrylamide contenant un gradient linéaire
croissant de dénaturants chimiques (urée et formamide) a une température de 60
°C. Ce gradient de pH, faible puis élevé, dénature les différents fragments de
genes de globine et retarde leur mobilité sur le gel. Un décalage de mobilité peut
étre détect¢é méme avec une différence minime dans la séquence de paires de
bases [93].

C’est une technique de screening de mutations. Elle est tres sensible
puisqu’il est possible de détecter plus de 95 % de mutations par cette technique.
Elle est appliquée a la détection de mutations inconnues, telles que des
mutations ponctuelles, des délétions ou des insertions, a 1'origine des

hémoglobines instables [94].

7.2.2. Analyse de séquences des génes de globine :
Le séquencage reste souvent 1’étape ultime d’une analyse moléculaire et
permet de connaitre la suite des bases d’un fragment d’ADN [95].
Plusieurs techniques de séquencage ont actuellement mise au point.

La méthode de Sanger (1977) est la plus fréquemment utilisée. Ce procédé
permettra I’identification et la caractérisation d’un gene au niveau des séquences
linéaires des bases ACGT.

Depuis que cette séquence est connue, il est facile, grice au code
génétique de prédire la séquence d’acides aminés correspondant a la protéine

recherchée. Actuellement cette méthode est de moins en moins utilisée. Les
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séquenceurs automatiques l’on remplacé, ils se basent sur des marqueurs
fluorochromes, un systeme de laser et de détecteur va ensuite détecter les pic
fluorochromes. Un logiciel transforme les pics en bases.

Le séquencage, apres amplification sélective des genes de globine, permet
pour la plus part I’identification des mutations responsables de I’apparition des
hémoglobines instables, et par la méme occasion pose et confirme le
diagnostique.

Cependant, i1l ne met pas en évidence les modifications post
traductionnelles (rares cas de mutations suivies d’oxydation, de désamidation ou
de création de ponts disulfures), et les résultats doivent toujours etre comparés a

ceux du phénotype.

7.2.3. Polymorphisme moléculaire des hémoglobines
instables :

Les hémoglobines instables décrites jusqu’a 1’heure actuelle a 1’aide des
différentes méthodes génotypiques en général et le séquencage des genes de
globine en particulier présentent, en tant que des protéines, I’exemple d’un
polymorphisme moléculaire d’origine génétique caractérisé par une variation au
niveau des structure des mutations en cause. La majorité de ces hémoglobines
instables, sont des variants de la chaine Bglobine dont les anomalies
moléculaires en cause sont, le plus souvent, des mutations ponctuelles a
’origine de substitutions d’acides aminés dans la séquence de la chaine de beta

globine.

47



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

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

déficit en Glucose-6-Phosphate Déshydrogénase (G6PD).

L’attitude thérapeutique ainsi que le traitement a mettre en place chez les
patient souffrant d’hémoglobine instables va dépendre et varié en fonction de la
gravité et de la profondeur de 1I’anémie hémolytique induite par ces hématies
mutantes.

Ainsi, plusieurs sortes de méthodes thérapeutique, médicales quelles
soient ou chirurgicales sont employées :

Dans les cas modérés, le traitement est le plus souvent préventif et
supplémentatif. Il faut surtout prévenir et traiter rapidement les infections, et
limiter au maximum les épisodes fébriles avec de [’aspirine pour éviter
I’aggravation de I’anémie hémolytique sous I’effet de ces derniers

NB : Attention !! les médicaments oxydants (paracétamol, sulfamides) sont
a proscrire.

Une surveillance de lithiase biliaire et une supplémentation en acide
folique sont le plus souvent indispensables.

La splénectomie devra étre évoquée devant tout patient présentant une
anémie hémolytique chronique, sans oublier bien sir et en tenant compte du role

primordial que joue la rate dans la lutte contre les infection bactérienne pendant

48



la petite enfance, et donc la vaccination anti-pneumococcique ainsi qu’une
antibioprophylaxie par la pénicilline doivent de suite €tre initié dans les cas de
splénectomie. La splénectomie n’est cependant pas toujours bénéfique. Certain
cas graves de patients d’hémoglobines instables ont été traités par I’hydroxyurée
ont presenté une élévation du taux de I’Hémoglobine F et diminution du taux
d’Hb instable par le mécanisme de compensation de la mutation de la chaine

beta-globine.
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Pour conclure, nous devons rappelé que les « Hémoglobines instables »
font partie , malgré leur rareté, des anomalies génétique qui touche
I’hémoglobine et qui peuvent €tre a l'origine de manifestation et tableau
clinique de niveau de sévérit€é différant et nécessitant dans plusieurs cas une
prise en charge hospitalicre.

Chez nous, au Maroc, on compte des cas sporadiques, mais reste une des
régions du monde ayant une prédilection au affection génétique concernant
I’hémoglobine, de un, par la localisation géographique du royaume le rendant
terrain historique d’échange et de rencontre de peuple du bassin méditerranéen
et d’Afrique sub-saharienne , octroyant a sa population une grande diversité
ethnique et génétique, d’autre par grace ou a cause de ses meeurs et sa culture ou
les mariage consanguin sont toléré voir encouragé favorisant ainsi 1’apparition
de familles a risque plus grand de présenter des complication séveres.

Le diagnostique repose sur plusieurs techniques biologique et chimique
plus ou moins complémentaire les unes au autres, ainsi I’analyse phenotypique
des maladies liées au Hemoglobines instables n’est pas exhaustive et peut
s’avéré insuffisante mais si une €tude familiale complete a était effectuer, d’ou
I’importance capitale du diagnostique et de ’analyse génotypique qui, seule,
permet avec certitude de poser le diagnostique d’hemoglobine instable.

Cependant, I’'identification avec précision d’une nouvelle hémoglobine
instable ; mutation inconnue jusqu’a ce jour ; requiere des investigation aussi
longue que couteuse, malgré que l'intérét pratique est discuté et n’est pas

toujours évident voir utilie surtout en I’absence de tableau clinique.
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RESUME

Titre : les aspects hématologique des hemoglobine instable
Rapporteur : Pr AZLARAB MASRAR

Auteur : Mr. JEBARI Youssef

Mots cles : hémoglobine humain instable-Diagnostic - Corp de Heinz -
physiopathologie

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

L’objectif poursuivi a travers ce travail est double. Il s’agit d’abord, d’établir
une revue des connaissances relatives aux hémoglobines humaines normales,
puis le but ultime de ce travail est de rapporter les principaux aspects
physiopathologiques moléculaires, diagnostics et thérapeutiques des
hémoglobines instables en soulignant 1’intérét du diagnostic génotypique. Les
hémoglobines instables peuvent é€tre associées a d'autres anomalies de
I'hémoglobine telles que les thalassémies ou entrainer l'apparition d'anémies

chroniques séveres transfusion-dépendantes.
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ABSTRACT

Title: the hématological aspects of unstable hemoglobin
Author:JEBARI Youssef

Thesis Reporter Pr. AZLARAB MASRAR

Keywords: unstable human hemoglobin- diagnostic - Heinz Body -
pathophysiology.

Unstable hemoglobin are a rare group of hemoglobin variants, resulting from
genetic abnormalities in hemoglobin leading to structural molecular instability.
In this group of variants, several show high instability, a short lifespan which
causes hemolysis, and a tendency for denaturation which results in the
formation of Heinz bodies in the red blood cell, which progresses to hemolytic
anemia. Heinz body.

The association of unstable hemoglobin with hemoglobin pathologies is
frequent, and can worsen the clinical picture and lead to severe chronic
transfusion-dependent anemia, hence the interest of genetic counseling and
education of the population about the risks of consanguineous marriages.

This work aims to constitute a literature review of scientific and medical
knowledge relating to human physiological hemoglobins initially, then will
address the various physiopathological, diagnostic, molecular and therapeutic
principles, and at the same time detail the importance capital of genotypic

diagnosis.
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Serment c&’c)ﬂMzOW

Au moment d'étre admis a devenir membre de la profession médicale, je

m'engage solennellement a consacrer ma vie au service de [humanité.

>

Je traiterai mes maitres avec le respect et la reconnaissance qui leur sont

dus.

Je pratiquerai ma profession avec conscience et dignité. La santé de mes

malades sera mon premier but.
Je ne trahirai pas les secrets qui me seront confiés.

Je maintiendrai par tous les moyens en mon pouvoir ['honneur et les nobles

traditions de la profession médicale.
Les médecins seront mes frees.

Aucune considération de religion, de nationalité, de race, aucune
considération politique et sociale ne s'interposera entre mon devoir et mon

patient.
Je maintiendrai le respect de la vie humaine des la conception.

Méme sous la menace, je n'userai pas de mes connaissances médicales d'une

fagon contraire aux lois de ['iumanité.

> Je m'y engage librement et sur mon honneur.
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