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ADN Acide désoxy ribonucléique

a Alpha

AVCI Accident vasculaire cérébral intracranien

ASAT Aspartate amino-transférase

B Béta

Bo Mutant a I'origine de I'absence d’hémoglobine A
B+ Mutant a I'origine d’une faible production d’hémoglobine A
C/B Hétérozygote composite C/béta-thalassémie
C/C Homozygote CC

CCMH Concentration Corpusculaire Moyenne en Hémoglobine
CLHP Chromatographie Liquide Haute performance
CMV Cytomégalovirus

CRF Centre de rééducation fonctionnel

CRP Protéine C réactive

CSH Cellules souches hématopoiétiques

CvO Crise Vaso-occlusive

D Dalton

DFX Déférasirox

DFP Déféripone

DFO Déféroxamine

DG Diagnostic

D/ Hétérozygote composite D/béta-thalassémie
D/D Homozygote DD

dl Décilitre

£ Delta

EDTA Ethylene-diamine-tétra-acétate

ENDO Endocrinologie

EP Electrophorése

€ Epsilon

EPO Erythropoiétine
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fl Femtolitre (1fl = 10-15L)

Y Gamma

g Gramme

G/L Giga/Litre

Glu Acide glutamique

GR Globule Rouge

GOB Gynécologie Obstétrique

GVH Réaction du greffon contre I’h6te

Hb Hémoglobine

Hb A Hémoglobine adulte

Hb Alc Hémoglobine A glyquée

Hb A2 Variante normale de I’'hémoglobine adulte
Hb C Variant anormale de [I'hémoglobine responsable de

I’hémoglobinose C

Hb D Variant anormale de [I'hémoglobine responsable de

I’hémoglobinose D

Hb F Hémoglobine fcetale

Hb H Variant anormale de I’'hémoglobine responsable de I'alpha-
thalassémie

Hb S Variant anormale de I’'hémoglobine responsable de la
drépanocytose

HC Hématologie clinique

HMIMV Hopital Militaire d’Instruction Mohamed V

IDM Infarctus du myocarde

IT Immunotypage

Kb Kilo base

LDH Lactate déshydrogénase

ml Millilitre

mm Millimétre

N Normal

NFS Numération Formule Sanguine
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ng Nanogramme

nm Nanometre

NR Non Reéalisé

OMS Organisation mondiale de la santé

PCR Polymerase Chain Reaction

pg Picogramme

pH Potentiel d’hydrogene (-logH")

PHHF Persistance Héréditaire de I’'Hémoglobine Foetale
RET Réticulocyte

S/B Hétérozygote composite S/ béta-thalassémie
S/S Homozygote SS

SDM Syndrome Drépanocytaire Majeur

STA Syndrome Thoracique Aigu

SPT Sulfamethoxazole-Trimethoprime-Polymyxine
TCMH Teneur Corpusculaire Moyenne en Hémoglobine
TF Transfusion

Thal Thalassémie

TI Thalassémie intermédiaire

Tr Trouble

™ Thalassémie majeure

VGM Volume Globulaire Moyen

VIP Very Important Personnality

VO Voix orale

uL Microlitre

um Micromeétre

C Zéta




LEXIQUE

Acide
désoxyribonucléique
(ADN)

Acide nucléique caractéristique des chromosomes et
constitué de deux brins (enroulés en double hélice)
formés chacun d'une succession de nucléotides. Cest le

support de I'information génétique héréditaire.

Amplicon

Fragment d'ADN amplifié par PCR (Réaction en chaine par

polymérase).

Anisocytose

Inégalité anormale des diamétres des différentes

hématies.

Anisoporikilocytose

Variation de diamétre et de forme des hématies.

Artéfact Altération du résultat d'un examen due au procédé
technique utilisé.
Cellule cible Globule rouge dans lequel I'hémoglobine n'est pas

répartie de fagcon homogéne, mais forme des anneaux

concentriques.

Chromoprotéine

Protéine associée a un groupement prosthétique colorg,

souvent de type métallifere.

Cluster

Ensemble de génes appartenant a la méme famille,
groupeés les uns derriére les autres au niveau d'une méme
région chromosomique et codant pour une protéine

identique ou similaire.

Codon

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

Délétion

Mutation génétique caractérisée par la perte d'un

fragment d'ADN sur un chromosome.

Drépanocyte

Hématie de forme allongée, classiquement en forme de

faucille ou de croissant (hématie falciforme).

Electroendosmose

Courant liquidien (de I'anode vers la cathode) lié a la

migration électrophorétique.




LEXIQUE (SUITES 1)

Exon Partie codante du géne qui détermine la structure d'une
protéine. Il correspond aux fragments d’ARN primaire

retrouvés dans I’ARN cytoplasmique apres épissage.

Gene Structure nucléotidique (portion d’ADN) portant
I'information génétique. Il conditionne la synthese d'une
ou de plusieurs protéines et, donc, la manifestation et la

transmission d'un caractére héréditaire déterminé.

Génotype 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).

Hémochromatose Maladie métabolique consécutive a I'accumulation de fer

dans les tissus de I'organisme.

Hétérozygote Se dit d'un individu dont les deux copies d'un méme gene
(chacune portée par l'un des deux chromosomes

homologues d'une paire) sont différentes.

Hétérozygote Individu possédant deux alléles mutés au méme locus.
composite
Homozygote Individu possédant deux copies identiques d'un méme

géne (chacune portée par l'un des deux chromosomes

homologues d'une paire.

Intron Fraction d'ADN présente dans un gene, intercalée entre les
exons et dépourvue d'information relative a la synthese
d'une protéine (non codante). Il ne se retrouve pas dans

I'ARN cytoplasmique apres épissage.

Maladie monogénique | Maladie génétique qui est due a la présence d'une ou

plusieurs mutations au sein d'un seul géne.

Microcytose Diminution de la taille des globules rouges




LEXIQUE (SUITES 2)

Mutation

Modification survenant dans la séquence de I'ADN d'une
cellule et pouvant entrainer la disparition d'un caractere

préexistant ou I'apparition d'un caractére nouveau.

Mutation ponctuelle

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.

Nosologie Partie de la médecine qui études les critéres qui servent a
définir les maladies afin d’établir une classification.

Ontogénie Développement de I'individu, depuis I'ceuf fécondé jusqu’a
I’état adulte.

Pathogénie Etude du ou des mécanismes responsable du

déclenchement et du développement d’'une maladie.

Syndrome anémique

Ensemble des symptémes cliniques d'une anémie (péleur,
asthénie, signes cardio-vasculaires, manifestations

neurologiques [lipothymies, vertiges, céphalées] et fievre).

Splénomeégalie

Augmentation du volume de la rate.

Substitution

Mutation résultant du remplacement d'un (ou plusieurs)
nucléotides par un autre (ou plusieurs autres) nucléotide

comportant une base azotée différente.

Variant

Hémoglobine structuralement anormale/ pathologique.
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Les hémoglobinopathies sont des maladies génétiques liées a un trouble quantitatif
ou qualitatif de I'némoglobine avec un remplacement des sous-unités protéiques
composant I'hémoglobine par des protéines mutées [1]. Affections héréditaires, ce sont
les maladies mono-géniques les plus répandues dans le monde voire endémique dans
certaines populations. On estime a 7% le nombre de sujet porteurs de la pathologie dans
la population mondiale. Les hémoglobinopathies sont divisées en deux groupes: le
groupe des hémoglobinoses ou anomalies structurales des chaines de globine [2] et le

groupe des thalassémies ou anomalies de synthese [3,4].

Les thalassémies (en grec Thalassa : mer / hémia : sang) désignent une anémie
chronique isolée primitivement chez les sujets originaires du pourtour méditerranéen et
caractérisées par une fragilité excessive des érythrocytes. C'est en 1925 que Cooley [5]
découvrit ses manifestations moins spectaculaires et ce n’est qu’en 1940 que Wintrobe,
Dameshek, Chini, Caminopetros, Silvestroni [6] délimitérent exactement les caractéres
de cette maladie. Bien qu’historiquement [I'affection ait été décrite chez des
méditerranéens, elle touche aussi bien d’autres populations[7-10]. En raison des
différents flux migratoires, elle devient avec les autres hémoglobinopathies un véritable
probléme de santé publique dans la plupart des pays concernés. Les thalassémies, alpha

et béta, sont des maladies génétiques autosomiques de transmission récessive [11].

La béta-thalassémie, maladie génétique la plus fréquente dans le bassin
méditerranéen et au Maghreb en particulier, résulte le plus souvent de mutations
localisées et est caractérisée par une érythropoiése inefficace et une expansion
médullaire érythroide. Les sujets hétérozygotes sont généralement asymptomatiques,
tandis que les sujets homozygotes ou hétérozygotes composites sont exposés a des
complications trés séveres. Les manifestations tres diverses de la béta-thalassémie font
gu’elle est considérée comme des maladies distinctes [11]. Si le probléme que pose cette
maladie du point de vue nosologique ou pathomorphologique semble éclairci dans ses
grandes lignes, sa physiopathologie et sa pathogénie n’ont cependant pas été clairement
et totalement élucidés [6].

L’identification précise de la béta-thalassémie permet, non seulement une prise en
charge optimale des patients, mais également I'évaluation du risque de transmission de

cette maladie et d’'une survie prolongée.
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Dans ce présent travail, nous rapportons des cas de patients atteints de béta-
thalassémie colligés au Laboratoire de Biochimie et de Toxicologie de I'Hopital Militaire
d’Instruction Mohamed V (HMIMV) de Rabat sur une période de 12 années. Nous allons
dans un premier temps, aprés une breve présentation des patients inclus, nous
intéresser a I'étude de I'hémoglobine, ses méthodes de dosage, la démarche
diagnostique adoptée au laboratoire. Dans un deuxiéme temps nous présenterons les
résultats de I'étude réalisée a partir de la cohorte des cas colligés. Et enfin nous
discuterons les tableaux cliniques et biologiques de la béta-thalassémie, le traitement et
les complications s’y associant et analyserons nos résultats au regard des données de la
littérature. Notre objectif serait de contribuer a une meilleure compréhension de
I’expression clinique de la béta-thalassémie et d’établir les grandeurs permettant son
diagnostic. Par ailleurs, la présente cohorte servirait sans doute d’outil épidémiologique
qui apportera de nombreuses informations sur lesquelles la collectivité locale marocaine
pourrait s'appuyer pour €laborer a I'avenir proche, nous I'espérons, un registre national
et pouvoir prendre des décisions dans le champ de la santé publique tel I'instauration

d’'un programme de dépistage prénuptial.
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I. MATERIELS
Il s'agit d’'une étude rétrospective descriptive, portant sur un ensemble de soixante
treize (73) cas de béta-thalassémie colligés au laboratoire de Biochimie et de
Toxicologie de 'HMIMV de Rabat sur une période d’environ douze (12) années allant de

2003 a 2014 et pour lesquels un dossier médical est exploitable.

I.1. Patientsinclus

Le registre de l'unité « Electrophorése/Immunotypage » du laboratoire de
Biochimie et de Toxicologie de 'HMIMV, a été utilisé pour identifier les cas de béta-
thalassémie.

Les patients constituant cette cohorte, ont été adressés au laboratoire, par divers
services de 'HMIMV ou encore par des services externes hospitaliers ou privés, dans le
cadre de leur suivi médical systématique, pour étude de I’hémoglobine. Ces patients ont
été pris en charge a l'occasion d’'une consultation ou d’'une hospitalisation. Seuls les
dossiers médicaux archivés et les fiches d'exploitation diment renseignées ont été
exploités.

Dans la majorité des cas, d’autres examens biochimiques complémentaires ont
été réalisés : électrophorése de I'Hb a pH acide, dosage de la ferritine associé ou non a
celui de la CRP, une analyse en chromatographie liquide haute performance (CLHP) pour
la quantification des fractions de I’'Hb voire, des examens génotypiques ont été pratiqués

en extra-muros dans les laboratoires amis.

I.2. Caractéristiques de la population étudiée
Les données disponibles dans cette étude ont été collectées a I'aide d’une fiche
(Annexe 1), stockées et organisées dans I'Excel. Pour chaque patient, elle renseigne les
points suivants :
v’ Les caractéristiques épidémiologiques (nom, prénom, sexe, origine
géographique)
v’ Les antécédents médicaux (antécédent familiaux, pathologies associées,
circonstance de diagnostic, notion de transfusion)
v" L’examen clinique (motifs de consultations)
v’ Les examens biologiques (examens biochimiques, les données de I’'hémogramme

et le résultat apreés frottis sanguin).
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Il. METHODES UTILISEES
L’exploration adéquate des hémoglobinopathies requiert une étude phénotypique,
faisant appel a un ensemble de techniques pour le typage et la quantification des
hémoglobines. Elle se trouve trés souvent associée a une analyse génotypique en vue de
confirmer le diagnostic. Dans, les paragraphes qui suivront, nous décrirons
succinctement les différentes techniques auxquelles nous avons eu recours dans la

présente étude.

I1.1. Circonstances de I'étude de ’lhémoglobine au laboratoire
Les situations amenant a rechercher une hémoglobinopathie sont multiples [12-15]:
#& Devant des signes clinico-biologiques
Une péleur, un ictére, une hépato-splénomégalie, une asthénie, un
essoufflement des céphalées, des acouphénes, des vertiges;
Une anomalie de I'hémogramme, le plus souvent une anémie, une
microcytose. Plus rarement une cyanose ou une pseudopolyglobulie.

# Découverte fortuite lors du dosage de I'Hb Alc dans le cadre du suivi du diabéte.

L3

Pour confirmation du résultat d’un dépistage néonatal.

"

Au cours d’une enquéte familiale [16] (suivi d’'une hémoglobinopathie connue).

#® Lors d'un dépistage systématique chez une personne appartenant a une ethnie
dite « a risque » (Afrique sub-saharienne, Afrique du Nord, Bassin méditerranéen,
Antilles, Asie, Moyen-Orient et Proche-Orient). En effet, ’THMIMV regoit trés
fréguemment des patients venus de nombreux pays dont la majorité est

étiquetée a risque pour ce type de pathologie.

[1.2. Etape du processus de I'étude de I'hémoglobine

Au sein du laboratoire de Biochimie de 'HMIMV, il n’a jamais été question de se
baser sur une seule technique pour procéder a I'’étude de I'hémoglobine. Au contraire, la
stratégie a toujours fait appel a une complémentarité d’examens et d’outils. De méme, la
nomenclature précise que la Brecherche d'une anomalie de 'hémoglobine” doit étre
effectuée « par au moins une technique d’électrophorése et deux autres tests adaptés
selon les besoins » [16]. Par ailleurs, un bilan hématologique réalisé au laboratoire
d’hématologie de I'HMIMV était automatiquement inclus en complémentarité des

analyses biochimiques.
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I1.2.1. Phase pré-analytique
11.2.1.1. Fiche de I'étude des hémoglobinopathies
L'identification d'anomalies de I'némoglobine par analyse du phénotype suppose
des renseignements précis accompagnant la demande d'examens [15]. Cela justifie la
décision, prise au niveau du service de Biochimie, d'instaurer le modele de la fiche
d’exploitation (cf. Annexe 1). Pour chaque patient, elle permet d’identifier:
» Les données démographiques : age, sexe, origine géographique.
= Les renseignements cliniqueset traitements : motifs d’hospitalisation,
antécédents pathologiques, antécédents familiaux, notion de transfusion.
» Lesrésultats des analyses biologiques réalisées, notamment :

> L’électrophorése de I’hémoglobine a pH alcalin et/ou a pH acide.

»La CLHP (chromatographie liquide haute performance) lorsque cet
examen était pratique.

> Le bilan hématologique : 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 ?). Le résultat
du frottis sanguin, pour noter les anomalies morphologiques des
érythrocytes (anisopoikilocytose, cellules en cibles, globule rouge en
faucille).

» Le bilan biochimique complémentaire : bilan martial (ferritine complété
par CRP) pour éliminer une carence en fer, les paramétres biochimiques
de I'némolyse (Haptoglobine, bilirubine, LDH), lorsqu’ils étaient
disponibles.

» Lerésultat apres interprétation : il sagit du diagnostic étiologique.

11.2.1.2. Prelevements des spécimens biologiques
Les conditions pré-analytiques doivent étre bien connues et maitrisées [14].
Pour chacun des patients inclus dans I'étude la recherche de I’'hémoglobinopathie est
effectuée sur un échantillon de sang total. On dénombre au total trois (3) tubes pour
étude de I'hnémoglobine sur lesquels sont mentionnées la date de prélévement, I'identité

du patient et sa date de naissance.
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4+ Deux tubes prélevés sur EDTA (tube bouchon violet) : I'un adressé au service
d’hématologie pour hémogramme et étude du frottis sanguin ; I'autre recu au
laboratoire de Biochimie pour exploration biochimique et étude de I’hémoglobine
(électrophorese aux pH alcalin et acide, analyse chromatographique,....).

+ Un tube sec (bouchon rouge) pour la réalisation des examens complémentaires :
bilan martial, CRP, LDH, bilirubine, Haptoglobine.

Au niveau du laboratoire de Biochimie, les préléevements acheminés sont analysés
ou conservés au maximum sept jours au réfrigérateur entre 2 a 8°C, un mois a — 20°C et
quelques mois a — 80°C. Cependant, I'idéal est de travailler sur du sang frais (moins de
quatre jours) afin de minimiser les difficultés d’interprétation liées a I'apparition de
fractions hémoglobiniques dénaturées ou a l'augmentation possible de la
meéthémoglobine dans les prélévements vieillis [17].

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 [14].

I1.2.2. Phase analytique
Les explorations biologiques ont, dans le présent travail, inclus une NFS, un frottis
sanguin, I'estimation quantitative et qualitative des fractions d’hémoglobine ainsi que le

dosage de certains parametres biochimiques.

I1.2.2.1. Techniques de diagnostic phénotypique
11.2.2.1.1. Bilan hématologique

L'Hémogramme ou Numération Formule Sanguine (NFS) est un examen essentiel
mettant en évidence un éventuel dysfonctionnement de la moelle osseuse ou des
perturbations dites "périphériques”. La NFS est le premier examen donnant des
renseignements utiles permettant de suspecter une anomalie hémoglobinique [18]. Il
s'effectue a distance de toute transfusion [19].

Les paramétres hématologiques (Annexe 2) sont mesurés de facon électronique
par un compteur de globules rouges donnant: la numération érythrocytaire,
I’hématocrite, le taux d’hémoglobine, les indices érythrocytaires (VGM, TCMH, CCMH).
Le compteur automatique utilisé au Laboratoire d’Hématologie est de type Beckman®
de la société Coulter (Figure 1). La numération des réticulocytes, moyen le plus simple

d’apprécier I'activité erythropoiétique de la moelle osseuse est parfois accompagné de la
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NFS. Par ailleurs, le frottis sanguin, précieux outil de diagnostic cytologique a permis de
déceler les anomalies morphologique (taille, forme, coloration, inclusions) des

hématies.

Figure 1: Automate Beckman® de la société Coulter

(Laboratoire d’Hématologie, HMIMV)

11.2.2.1.2. Explorations biochimiques [20,21]

Le Laboratoire de Biochimie de ’'HMIMV a connu une évolution qui a concerné non
seulement le volet technologique, mais également organisationnel se concrétisant par la
mise en place et la diffusion récente d’'une culture et d’'un esprit Qualité auxquels
concourt I'ensemble de I'équipe du service. Dans ce cadre, pour une identification
présomptive des hémoglobines anormales ou quantification des hémoglobines les
techniques analytiques basées sur la séparation des particules sont employées au sein

du laboratoire.
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11.2.2.1.2.1. Electrophorése de I'hémoglobine
Le principe des méthodes électrophorétiques repose sur la migration, dans un
champ électrique, d'un hémolysat d'hématies lavées. Les Hb, chromoprotéines
amphoteres, se déplacent alors en fonction de leur charge, leur taille, leur composition

en aminoacides, de la force ionique, du pH du tampon et de la nature du support.

® Ectrophorése de I'Hb a pH alcalin (pH= 8,6) sur Hydrasys® de Sebia

L’HYDRAGEL 7 & 15 HEMOGLOBIN(E) sont des gels d’agarose permettant la
separation des Hb normales (A, Az et F) et la détection des principales Hb anormales : S
ou D et C ou E [22] par électrophorése dans le systeme semi-automatique Hydrasys
(Figure 2).

Figure 2: Automate Hydrasys® de Sebia
(Laboratoire de biochimie, HMIMV)
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L’Hydrasys, acquis depuis 2001 au Laboratoire de Biochimie, assure le traitement
des HYDRAGEL selon les étapes suivantes : application des échantillons, migration
électrophorétique (Hb chargées négativement, migrent vers I'anode), séchage, coloration
(avec une solution d’amidoschwarz), décoloration, séchage final et lecture a 570 nm par
densitométrie permet de définir les concentrations relatives (pourcentages) de chaque

fraction de I'hémoglobine.

Electrophorégse de I"hémoglobines

Sur gl dAdCfaSsgeEa oS e

e -

96,5
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Figure 3: Profil normal de I'électrophorése de I’'Hb sur gel d’agarose a pH alcalin.
(Laboratoire de Biochimie, HMIMV)

Le profil de migration des fractions normales et pathologiques de I'Hb a ce pH est

illustré par (Figure 4):

- A 4A) B A +A) |
F
Migration des 5.0 Migration des hémoglobines
hémoglobines normales — anormales majeures
| — aﬂh}’dr&s@ = anhydrase N

<«—— point d'application ——»

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

Figure 4: Profil de migration des fractions de I’'Hb sur gel d’agarose a pH alcalin
(Hydrasys®) [22]
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Cette technique est facile a mettre en ceuvre, présente l'inconvénient de ne pas
permettre une quantification fiable des fractions mineures et d’étre peu résolutive [14].

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].

®» Electrophorése capillaire ou électrophorése de I'Hb a pH alcalin sur
Capillarys® de Sébia [16,23,24]

C'est une technique de séparation électrocinétique effectuée dans un tube de
diameétre interne < a 100 um, rempli d’un tampon composé d’électrolytes. Elle s’est
développée car elle offre I'avantage d’une automatisation compléte de I'analyse, permet
une séparation rapide des échantillons et posséde une bonne résolution. Cette technique
est parfaitement adaptée a la quantification des Hb F, Hb Az [16].

Le systeme Capillarys® de Sébia utilise le principe de I'électrophorése capillaire en
solution libre. Il permet la séparation de molécules chargées en 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. Les échantillons (hémolysat de
globules rouges sédimentés, centrifugés et lavés sans étre préalablement dilués dans
une solution hémolysante) sont injectés dans les capillaires au niveau de I'anode par
aspiration. Une différence de potentiel de plusieurs milliers de volts vont entrainés la
séparation des hémoglobines (normale et anormale), qui seront détectées directement
au niveau d’'une cellule par spectrophotométrie d’absorbance a 415 nm. Les profils
peuvent étre interprétés visuellement pour détecter les anomalies quantitative et
qualitative [16].

A noter que le laboratoire de Biochimie s’est doté de cet équipement depuis Juin
2008 (Figure 5).
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dredie s aBPFIT

Figure 5: Automate Capillarys® de Sébia
(Laboratoire de Biochimie, HMIMV)

Electrapioresse des HErmogioiinres
Elactrophorese capilizire
[HE_ A
o [
]
Hix & ¢ 95, 2 - 97 .8 2%
Hk F : = 0,5 %%
Hib &AZ : 2,2 - 3,2 %%

Figure 6: Profil normal de I'électrophorése capillaire de I'Hb a pH alcalin.
(Laboratoire de Biochimie, HMIMV)

Les valeurs normales pour les différentes fractions d'hémoglobine ont été établies
a partir d'une population saine de 113 adultes (hommes et femmes) présentant des

valeurs normales en CLHP [23].
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® |’électrophorése de I'némoglobine a pH acide (pH= 6,0) sur citrate-agar
L’électrophorese sur gel citrate-agar a pH acide est une technique complémentaire
a I'électrophorése a pH alcalin. Elle est utilisée pour confirmer I'identification de variant
de I'hémoglobine de migration anormale sur électrophorese en tampon alcalin [16]. Elle
est réalisée dans les mémes conditions opératoires que I'électrophorese a pH alcalin a

I’'exception du tampon de migration dont le pH est acide (pH= 6,0).

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

A pH acide, I'némoglobine se lie de fagcon réversible a I'agaropectine, le complexe
formé migre ensuite vers I'anode et un courant d'électro-endosmose provoque une
diffusion continue vers la cathode [25]. Ces deux mouvements de directions opposées

separent les hémoglobines en fonction de leur affinité pour I'agaropectine (Figure 7).

HBAl
HbA2
HbD
HbC HbS HbE HbF

oyt

Electrophorégramme sur agar, pl

Origine

Figure 7: Position normale et anormale des hémoglobines en électrophorese a pH

acide [25]
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11.2.2.1.2.2. Technique chromatographique :

L'utilisation d’'une méthode chromatographique permet l'identification et la
quantification précise des hémoglobines [26]. En effet, il est recommandé d'utiliser
comme premier test I'électrophorese capillaire automatisée ou la CLHP par échange de
cations [27]. Beaucoup d’études ont montré que les deux méthodes conviennent mieux
pour le dépistage des hémoglobinopathies [28]. Par ailleurs, I'’étude de I’'hémoglobine
par chromatographie liquide haute performance (CLHP) doit étre pratiquée avant toute

transfusion.

®» CLHP sur Variant I1® de Bio-Rad [24,27,29]

Le Variant 1I1® de Bio-Rad est un appareil doté d’'un systéme automatisé simple de
quantification précise des fractions d'hémoglobines fonctionnant avec une technique
chromatographique, la CLHP. Ce systéme intégre une colonne avec résine échangeuse
de cation (150 x 4 mm) placée dans une enceinte thermostatée maintenue a 34 °C et
montée en paralléle a la colonne destinée au dosage de I'Hb Alc. Les échantillons des
tubes d'EDTA sont mélangés puis dilué avec le tampon spécifique d’hémolyse / lavage
par la station d'échantillonnage Variant II® et ensuite injectées dans une cartouche. Un
gradient de tampon programmé de force ionique croissante a la cartouche permet la
separation des fractions d’Hb en fonction de la force de leurs interactions ioniques.

Les fractions d'hémoglobines séparées en fonction de leur temps de rétention
passent a travers une cellule d'écoulement, ou I'absorbance est mesurée a 415 nm. Le
bruit de fond est réduit par I'utilisation d'une longueur d'onde secondaire (690 nm). Un
microprocesseur integre les données et rend un profil avec des pics correspondant au
taux des Hb.

Elle a été pratiquée au niveau des laboratoires privés avec lesquels le Laboratoire

de Biochimie et de Toxicologie de 'HMIMV entretient de nombreuses collaborations.

UNIVERSITE MOHAMMED V FACULTE DE MEDECINE ET DE PHARMACIE —-RABAT- 15



LA BETA-THALASSEMIE : ETUDE D’UNE COHORTE DE CAS COLLIGES AU LABORATOIRE DE BIOCHIMIE
ET DE TOXCICOLOGIE DE L’'HOPITAL MILITAIRE D’'INSTRUCTION MOHAMED V (HMIMV)-RABAT

45.0

F Concentration = 0.3 %
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Les valeurs de référence chez I'adulte (> 6 mois) :

Hb A: 96-98%

Hb Az : 2-3.2%

HbF< 1%

Manufacturer assigned windows for Bio-Rad

Peak name
P1 window
F window
P2 window
P3 window
AL window
AL window
D window
S window
C window

YVariant Il HPLC system

Retention time, min
0.63-0.85
0.98-1.20
1.24-1.40
1.40-1.90
1.90-3.10
3.20-3.90
3.90-4_320
4.30-4.70
4_90-5.30
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® CLHP sur I'analyseur G7 de Tosoh® [31-33]

L’analyseur G7 utilise la chromatographie échangeuse d'ions liquide a haute
performance. La séparation est obtenue grace aux interactions ioniques entre le groupe
échangeurs de cations a la surface de la résine de la colonne et les hémoglobines
composants I'échantillon. Les fractions d'hémoglobine sont ensuite retirées de la
colonne par exécution d'une élution faite par les tampons. Les hémoglobines séparées
passent a travers la cellule d'écoulement du photométre LED (light-emitting diode) ou
I'analyseur mesure les changements de I'absorbance a 415 nm. L'analyseur integre et
réduit les données brutes, puis calcule les pourcentages relatifs de chaque fraction

d'hémoglobine et affiche les résultats.
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Figure 10: Profil normal de I'analyse de I'Hb par HPLC sur le G7 (TOSOH®)

(Poste EP-IT, Laboratoire de Biochimie-HMIMV)
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11.2.2.1.2.3. Autres examens biochimiques
> Ferritine + CRP (parametres du bilan martial)
» La bilirubine totale +/- bilirubine conjuguée ; 'ASAT ; la LDH; I'haptoglobine (Bilan
d’hémolyse)
Ces examens biochimiques complémentaires n’ont malheureusement pas été
explorés chez tous nos patients, rendant ainsi I'exploitation des résultats de ces

parametres, statistiquement non significative.

11.2.2.2. Techniques de diagnostic génotypique

La caractérisation correcte de génotypes dans des supports permet de confirmer la
présence d'une béta-thalassémie. L'étude des mutations affectant les génes passe par
des méthodes sophistiquées qui analysent ’ADN (Annexe 3). 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 [27]. Les mutations Elponctuelles” responsables de
la majorité des variants de I'Hb et de la béta-thalassémie sont classiquement mises en
évidence par séquencage du géne [-globine [34]. Le matériel de base utilisé pour
I’extraction d’ADN est du sang total prélevé sur tube EDTA.

D’autres méthodes en alternative au séquencage, sont aussi employées pour la
recherche d’une mutation connue notamment la PCR-RFLP (Polymorphisme de
Longueur des Fragments de Restriction), la PCR en temps réel avec révélation par sondes
fluorescentes spécifiques ou encore la technique Reverse dot-blot (RDB) [35].

L’HRM (High Resolution Melting), présentée comme une méthode rapide, colteuse
mais efficace d'étude du profil de dénaturation d’'un amplicon, DGGE (Denaturing
gradient gel electrophoresis, dHPLC (denaturing high performance liquid
chromatography) et SSCP (single-strand conformation polymorphism) sont parfois
utilisée pour le génotypage des mutations ponctuelles [35,36].

Les délétions béta-thalassémiques les plus fréquentes sont identifiées par gap-PCR
ou Reverse dot-blot au moyen de trousses commerciales [29] ou par des techniques
comme la QMPSF (quantitative multiplex PCR of short fragments), la PCR semi-
quantitative et la MLPA (multiplex ligation probe amplification) qui sont actuellement
de plus en plus utilisées pour le criblage des délétions rares ou non encore décrites [34].
Les kits commerciaux de MLPA (comme ceux de MRC Holland), ciblent sélectivement les

familles de genes a et B-globine [17,29].
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Les techniques ont été pratiquées au niveau des laboratoires privés avec lesquels
le Laboratoire de Biochimie et de Toxicologie de 'HMIMV entretient de nombreuses
collaborations. Toutefois, la réalisation de ces analyses dans les laboratoires de
référence requiert le consentement écrit du patient (Annexe 4) (couples porteurs
/parents pour un mineur) ou l'attestation de consultation génétique rédigée par le

médecin prescripteur [37,38].

I1.2.3. Phase post-analytique
11.2.3.1. Démarche diagnostique au laboratoire [11,13,20,21,39]

Le diagnostic des thalassémies ou de certains variants rares de I'Hb (Hb D) est plus
complexe et peut étre facilement méconnu. Cependant, afin d’effectuer un diagnostic de
qualité, fiable et complet le laboratoire de biochimie s’est toujours basé sur un faisceau
d’arguments cliniques (age, origine ethnique, antécédents pathologiques, signes
cliniques, notion de transfusion récente, etc.), hématologiques (NFS, frottis) et
biochimiques (résultats de I'électrophorése de I'Hb aux pH acide et alcalin, de la CLHP,
du bilan martial, du bilan d’hémolyse, etc.) qui rendent facile le diagnostic, dans la
majorité des cas.

Toutefois, devant des profils ambigus, comme cela a déja été précisé, le recours a
I’étude moléculaire permet de typer I’'hémoglobinopathie, comme le recommande la
nomenclature des analyses biologiques médicale (NABM). Ainsi, les figures ci-dessous
(11, 12, 13 et 14) illustrent les différents arbres décisionnels appliqués a

I'interprétation des résultats de I'étude phénotypique de I'hémoglobine.
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Bilan standard : N.A.B.M. 1120 (B120) par 3 techniques minimum :
1/ CLHP par échange de cations ou dlectrophorése de I'Hb (EH) capillaire
2/ Focalisation Isoélectrique ou EH & pH alcalin ou EM 4 pH acide
3/ Test d'ltanc (HbS, HoC) / CLHP des chaines de globine
AESeanameants IngISoensSaoias o o Lo LIE |
NS standard : Hb, Indices érythrocytaires (VGM, TCMH, RDW) ; réticulocytes (sl anémie)
Ferritinémia
Origine géographique (sl possible)
Profil normal Anomalie gualitative simple ; HBS, HbC ou MBE avec présence majoritaire
20%<HbA, <34%  oHahfen labsence de translusion) '
HBF « 1,0 %
TCMH > 27 pg l l
Taux d'expression normal Taux d'expression diminué
du variant X : du variant X
HbS : 35 4 40 %
HbC : 354 40 % lmamdbm
HbE : 25 & 30 % = i
¥ .1, + probable a-thalassémie associée
Profil de I'Hb Présence ou varant X | | puc i o oo oxoe s
normal i I'état hétérozygote

Figure 11: Etude de I’'hémoaglobine : réalisation et interprétation des cas simples [34]
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TCMH < 27 pg TCMH = 27 pg
Eliminar autres
couses d'anémie l l
HbA <34%  HbA,>34%;+/-HbF”  HbA >34% HbA,<2,0 %
l # Eliminer causes acquises
: d'HbAZ augmentée :
Génotypes possibles :
Génotypes possibles - i Hb > 10 g/dL o/ HEF < § % - Hyperthyroidie ki
- i-thalassémis [i-thalassémie hitemzygate - Carence vit. B12, folates
- Efi-thalassérmie
- ranes cas de [-thabkassémis - 8i Hb < 10 g/dL o/~ HbF » 6 % fi-thalassémie
- association o-thal/f-thal ihalassimia homozygole silencieuse ¥
- asspciation f-thaliB-thal ou friplication alpha sssociés tha o
Consell génétique Variant § de I'Hb
Labos de référence
Lidentification moléculaire précise des anomalies en cause est
- Conseil génétique pour un diagnostic prénatal d'hémoglobinopathie
- Phénotype hématologlque de thalassémie majeure ou intermédiaire

Figure 12: Anomalies quantitatives de I'Hb A, (sans carence martiale) [34]
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1 HbF « 5 % BaHbF <35 % HEF = 35 %
HbA, normale, TEMH = 27 pg HbA, | etfou TCMH > 2T pg TCMH < 27 pg
Eliminer les causes acquises o
: Phénotype hémoglobinique des parents
R S Hbangrasune ot nfioes feyrocytaine
_— Cotertecre
L i Rappart *yy de type foetal < 1)
- chimiothérapie
= dysérythropoiése )
: Orientation vers : .
E » Syndrome [-thalassémique
; = fifi-thal héténozygote : majeur ou intermediaire ;
Persistance T
héreditaire de (Hb HTﬁE;;i:E FR R B
fotale (PHHF)
moderée
- PHHF hétérozygote : = Syndrome &f-thalassémique
HbF de 15 4 35 % homozygate ou compasite :
Protocoles de TCHH namal PHHF / §-theal. 8-theal / 86-thal
recherche clinigue i
. Littérature Consell génétique
Labos de référence
Etude génétiques :
- des cis-acting factors Diagnostic différentiel par biologie moléculaire :
: m:m_mé.gm Importance ++ car phénotype at axprassion
fchromosomes 2, €, 8 et ) clinigue différents

Figure 13: Anomalies quantitatives de I'Hb F (&ge supérieur a 2 ans) [34]
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- 55 ; 5/0-Arab ; 5/0-Punjab ; [8/C); (5E)
- S/’ thal ; (S/F-thal)

Impliquant des variants f fréquents : Cas des variants f| rares et des variants o ;-
- Présence d'HbS, C ou E avec sheence o' Hod Detection lors du bilan standand de 'hémagiobine
- HbS, HbG ou HbE + HbA (5, C.E = A) avec ohbention da prafils atypiques
sans frarsfusion récente ) .

- HES/HEX - HbC/HAY : HREMEN Etude phénotypique parentale si possible
Récupérer ls mazimum de données
cliniques ot biologiques

Genotypes possibles © Hémaglobinopathies rares e nécessitant

- Homozygotie 5, C ou E une caractérisation moléculaire et une interprétation

- X ; clinique [Base de données informatique HbVar :
- Hébérozygobe composite aves e mutation hitp:/iglobin.cse. jwhbvar/menm himi
de type f-thal ou " thal g iy Inbowisbolrs i ribliesicn
= Héddérorygolie compomsite avec une pemistance
héréditaire de I'Hb F [PHHF) de type délétionnal
- Hétémzypotie compasite SIC, S/, 57

Erésence d'HbH (f Jou Bart (y )
Rechenche de corps de Heinz au bleu de crisyl brillant
Etude phénotypique parentale
etfou analyse moléculaire dans un labo
de référence l Données clinico-biologigues

Riagnastic de Syndrome Dregancoytair Recherche d'une association d'slpha-thalassémies

Bfaimur (E0A) & faire imoérativement ; deletionnelles st/ou mutationnelles pour

confimation du diagnostic d'hémoglobinose H
par un laboratoire de rélérence

Figure 14: Anomalies qualitatives combinées ou rares de I'Hb [34]

11.2.3.2. 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. lls
sont reportés dans des tableaux, ou représentés sous forme d’histogrammes et de

secteurs.
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I. ASPECTS EPIDEMIOLOGIQUE ET CLINIQUE DE LA B-THALASSEMIE
I.1. Répartition de la béta-thalassémie
I.1.1. Selon le service prescripteur

Le Tableau I et la Figure 15 reflétent le résultat de cette répartition.

Tableau I: Répartition des cas de B-thalassémie selon le service prescripteur

Hématologie Clinique 27 37
Pédiatrie 12 16,5
Médecine interne 10 15
Néphrologie 1 1
Neurologie 1 1
Cardiologie 1 1
Autres (GOB, ENDO, CRF, VIP) 4 5
Externe 17 235

Le tableau ci-dessus montre que la majorité des cas colligés sont issus des
différents services cliniques de I'h6pital (76,5%). Les cas de béta-thalassémie recrutés a
titre externe sont minoritaires (23,5%). Le service d’Hématologie clinique enregistre
le taux de recrutement le plus important (37%o) suivi des services de pédiatrie (16,5%)

et de médecine interne (15%).
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40,00%
30,00%

20,00%

10,00%

0,00%

Figure 15: Répartition des cas de B-thalassémie selon le service prescripteur

Les résultats de cette répartition sont illustrés dans le Tableau Il et la Figure 16.

37%

16,5% 159,

1%

I.1.2. Selon I'origine géographique

1%

Rabat-Salé-Zemmour-Zaér 17 23
Tanger-Tétouane 4 55
Fes-Boulemane 3 4
Meknes-Tafilalet 3 4
Gharb-Chrarda-Béni Hssen > MAROC 3 4
Taza-Al Hoceima-Taounate 2 3
Tadla-Azila 1 15
Grand Casablanca ) 1 15
Non reportée 38 52
Afrique Centrale 1 15

ﬁ
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La provenance de la majorité des patients inclus dans I'étude était inconnue ou
du moins non reportée sur la fiche d’exploitation (52%). Cependant, une
prédominance de la B-thalassémie est notée au niveau de la région de Rabat-Salé-
Zemmour-Zaér (23%), suivie selon un ordre décroissant de Tanger-Tétouane
(5,5%), Fes-Boulemane/Meknes-Tafilalet et Gharb-Chrarda-Béni Hssen (4%) puis
Taza-Al Hoceima-Taounate (3%), Tadla-Azila et Grand Casablanca (1,5 % chacune).
La cohorte comprenait également un patient originaire d’Afrique centrale (République

Démocratique du Congo), soit 1,5% des cas étudiés.

® Rabat-Salé-Zemmour-Zaér

® Tanger-Tétouane

B Feés-Boulemane

®m Meknes-Tafilalet

® Gharb-Chrarda-Béni Hssen

B Taza-AlHoceima-Taounate

38 © Tadla-Azila

Grand Casablanca
Nonreportée

= Afrique Centrale

Figure 16: Répartition géographique des cas de B-thalassémie
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1.1.3. Selon le sexe
Les cas colligés ont été repartis selon le sexe et les résultats sont illustrés par le

Tableau Ill et laFigure 17.

Tableau I11: Répartition des cas de B-thalassémie selon le sexe

® Féminin

® Masculin

Figure 17: Répartition de la population selon le sexe

Dans la série étudiée, on note une prédominance féminine avec un sex-ratio H/F
de 0,92.
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I.1.4. Selon l'age
Les résultats de la répartition des cas étudiés par tranches d’age sont illustrés par

le Tableau IV et la Figure 18.

Tableau IV: Répartition de la population étudiée selon la tranche d’age

205% 11% @ 15% @ 15% 11% 11% @ 9,5% 7% 100%

La béta-thalassémie semble plus toucher la population dgée de [1-10 ans], soit
20,5 % des cas répertoriés. Notons qu’au moment du diagnostic, I'age variait entre 3 a

87 ans, avec une moyenne de 33,4 + 22 ans.

I10/
2170

22%
20%
18%
16%
14%
12%
10%
8%
6%
4%
2%
0%

[0-10ans] [11-20 [21-30 [31-40 [41-50 [51-60 [ 60ans] [Inconnue]
ans] ans] ans] ans] ans]

Figure 18: Répartition de la population selon I'age.
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1.1.5. Selon le motif de prescription de I'étude de I'Hb
Sont regroupés dans le Tableau V et la Figure 19 les motifs de prescription de
I’6tude de I'Hb. Les motifs insuffisamment précis, ne rejoignant aucune des catégories

citées ci-dessous, ont été classés dans la catégorie « Autres ».

Tableau V: Motifs de prescription de I'étude de I'Hb

Anomalies biologiques 30 41

Splénomégalie 10 14

Fracture spiroide de la jambe 1 1

Autres : Exploration d’autres 2 3

pathologies (Diabéte, Hépatites....)

Total 73 100

Les anomalies biologiques (anémie, polyglobulie, microcytose + hypochromie en
I’'absence d’'un syndrome inflammatoire, anomalies morphologiques des GR telles des
cellules en cible) et les syndromes anémiques sont de loin les plus révélateurs de la
maladie. lls constituent des motifs de prescription de I'étude de I'Hb dans
respectivement 41% et 21% des cas. La splénomégalie occupe la troisieme place et

représente un motif de découverte de la maladie dans 14% des cas.
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Anomalies biologiques
Syndrome anémique
Splénomégalie

Retard staturo pondéral
Fracture spiroide de lajambe
Infarctus du myocarde

Autres

Non mentionné

Figure 19: Motifs de prescription de I'étude de I’'hnémoglobine de la présente série
II. TABLEAUX BIOLOGIQUES DE LA BETA-THALASSEMIE
La population étudiée comporte différents groupes étiologiques (Tableau VI et Figure
20).

Tableau VI: Classification des cas de B-thalassémie selon le groupe étiologique

Groupe étiologique

Le groupe étiologique, B-thalassémie hétérozygote, semble de loin le plus

prédominant (82% des cas).
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o, 3%
4% 4/0 :

7%

B (3-thal hétérozygote
B C/B-thalassémie

@ -thal homozygote
B D/p-thalassémie

B S/B-thalassémie

Figure 20: Répartition des cas de B-thalassémie selon le groupe étiologique

Le Tableau VII propose une répartition des signes clinico-biologiques dans les groupes

étiologiques de béta-thalassémie de la série étudiée.

Tableau VII : Profil Clinico-Biologique des cas de 8-thalassémie dans les différents
groupes étiologiques de la série étudiée

Groupe étiologique Anomalies Splénomeégalie | Syndrome Autres
biologiques anémique (Asthme,
IDM, AVCI)

Groupe hétérozygote 19% 3% 6% 7%

Groupe homozygote 33% 33% 33% -
Groupe C/B-thalassémie 12% 40% 12% 20%
Groupe S/B-thalassémie 10% - 50% -
Groupe D/B-thalassémie - - 33% -
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Chez les patients homozygotes et hétérozygotes, tous les signes (anomalies
biologiques, splénomégalie, syndrome anémique,..) sont présents. Le groupe
hétérozygote composite C/B-thalassémie quant a lui, est marqué par la splénomégalie
touchant 40%  des sujets. Cependant, dans les autres formes hétérozygotes
composites (S/B-thalassémie, D/B-thalassémie) nous notons principalement voire
uniquement la présence du syndrome anémique avec respectivement 50% et 33% des

sujets atteints.

I1.1. Forme hétérozygote
Il s’agit des hétérozygotes «porteurs sains». Les parametres biologiques
(hématologiques et biochimiques) concernant ce groupe sont présentés dans le Tableau
VIII.
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Tableau VIII: Résultats des parameétres hématologigues et biochimigues des cas de

B-thalassémie hétérozygote

Groupe étiologique

B-thalassémie hétérozygote (n=60) Valeurs de référence
GR (108/pl) 55 +1 4-52
Hb (g/dl) 11+£2 12-16
VGM (f1) 63+9 82-98
TCHM (pg) 21,6+7 27-33
RET (G/L) NR* 120

Anisocytose
FROTTIS SANGUIN Isopoikilocytose

Hématies en cibles

Paramétres hématologiques

Hypochromie
Microcytose

Pseudopolyglobulie

Taux moyen des différents paramétres biologiques

Hb A (%) 915+9 96,8-97,8
é g Hb Az (%) 5+1 2,2-32
g E |HbF(%) 2+05 <0.5
E; E Ferritine (ng/ml) 85+5.2 8-252
CRP (mg/l) 85+14 1,0-7,5

*: Non Réalisé

Ces résultats révelent :
#® Des anomalies morphologiques (hématies en cible, Anisocytose,

isopoikilocytose, hypochromie souvent associée a une microcytose) a
I’étude du frottis sanguin.

# Une augmentation du nombre des GR contrastant avec un taux d’'Hb normal voire
diminué ainsi que des chiffres de VGM et de TCMH diminués en I'absence

d’'inflammation.
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Sur le plan biochimique, on note:
= Untauxde I'Hb A compris entre 80 et 95% ;
= Untaux d’Hb A élevé (5%), de méme que I'Hb F (2%).

Les Figures 21 et 22 montrent des exemples de profil électrophorétique de I'Hb et la

Figure 23 montres les photos-lames dans le groupe étiologique B-thalassémie

hétérozygote.
Electrophorése des Hémoglobines
Electrophorése capillaire
[HE A
HE A
_ Hb F| ‘
Fraction ey Mormales %o MNormales g /[l
Hb A 91.8 = 96,8 - 9F.8
Hb F 0,4 == 0,5
Hb A2 7.8 = 2,2 - 3.2

hétérozygote
(Poste EP-IT/Laboratoire de Biochimie-Toxicologie, HMIMV)
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Figure 22: Profil d’'une B*-thalassémie hétérozygote en HPLC sur le G7 (TOSOH®)
(Poste EP-IT/Laboratoire de Biochimie-Toxicologie, HMIMV)
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microcytose (A")
(Frottis sanguins/Laboratoire d’Hématologie de I'HMIMV)
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I1.2. Forme homozygote

Les résultats des explorations hématologiques et biochimiques concernant ce

groupe sont présentés dans le Tableau IX et la Figure 24.

Tableau IX: Résultats des parametres hématologigues et biochimigues des cas de g-

thalassémie homozygote

Les résultats présentés en haut montrent :

Groupe étiologique
B-thalassémie homozygote (n=3) Valeurs de
référence
GR (108/u) 2,54+ 0 4-52
o »
5 o 3 b (g/dl +2 2
rGEJ g T Hb (g/dl) 5,15+£2,05 12-16
o 2 S| VGM (fl) 748 +4,24 82-98
g |E 3
2 ] g TCHM (p9g) 26,10 27-33
c Jla 5
g 3 < | RET (G/L) NR 120
£ 8 FROTTIS SANGUIN
n 2
5 ° Hb A (%) 62,5+27,5 96.8-97.8
c n
2 @ 2| Hb Az (%) 3,66+ 1,67 2.2-3.2
o = k=
€ | @ E[HbF (%) 30,7325 <0.5
S S
S EU 8| Ferritine (ng/ml) 111+0 8-252
o}
CRP (mg/l) 1,0-7,5

# Une anémie profonde hypochrome, microcytaire. Le caractéere régénératif ou non

de I'anémie ne peut étre défini en I'absence de la détermination du taux des

réticulocytes.

Dans cette forme de béta-thalassémie nous notons :

Une forte diminution de I’'Hb A.

Une augmentation du taux d’'Hb A2 comprise entre 3-7%.

Un taux d’Hb F tres élevé.
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La Figure 24 montre un type de profil électrophorétique des Hb dans le groupe

homozygote.
Electrophoreése des Hémoglobines
Electrophorése capillaire
‘ . Hb F
Hb A2
Fraction %% Normales %o Normales g/l
Hb A 31,2 < 96,8 - 97,8
Hb F 66,1 - =< 0,5
Hb A2 2,7 2,2 - 3,2

Figure 24: Profil électrophorétique de I'Hb a pH alcalin chez un sujet
B*-thalassémique homozygote

(Poste EP-IT/Laboratoire de Biochimie-Toxicologie, HMIMV)

I1.3. Formes hétérozygotes composites
Dans la cohorte étudiée, I'association avec d’autre variant de I'hnémoglobine ont été
observée. Les formes hétérozygotes composites rencontrées sont les formes S/p*-
thalassémie, C/B*-thalassémie et D/B%-thalassémie.
Les résultats des explorations hématologiques et biochimiques concernant ces

groupes sont présentés dans le Tableau X et les Figures 25, 26, 27 28 et 29.
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Tableau X: Résultats des parameéetres hématologigues et biochimigues des cas de g-

thalassémie hétérozygote composite

Groupes étiologiques

UNIVERSITE MOHAMMED V

S/B+*-thal C/p*-thal D/B°-thal Valeurs
(n=2) (n=5) (n=3) de
référence
GR (108/ul) | 3,72+0,11 45+05 6,71+0,42 4-52
4
& | Hb (g/dI) 8,5+0,42 95+1 12,1+2 12-16
§ ign VGM (fl) 71,75+9,12 66 + 2 59,6 +2 82-98
2 | € | TCHM (pg) 22,9+1,83 21+1 188+ 1 27-33
§ % RET (G/L) NR NR NR 120
g % FROTTIS Drépanocytes | Nombreuses | Hématies
'g % SANGUIN cellules en cibles
g a8 cibles
% Hb A (%) 12,4+ 2,96 16,5+10 0,73+0,15 | 96,8-97,8
.SE’ @ Hb A2 (%) 545+ 0,63 45+15 6,33+0,15 2,2-3,2
© >
§ g Hb F (%) 12,35+ 3,18 4+6 1+0 <0.5
S < Hb S (%) 69,8 +0,42
é § Hb C (%) 76,5495
§ % Hb D (%) 92,6 +0,7
= | € [Ferritine 51+0 108+9022 | 9+1126 | 8-252
c‘t“ (ng/ml)
CRP (mg/l) 7810 342+3331| 1,0-75
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Ces résultats révelent :
# Un taux d’Hb normal chez les sujets D/B°-thalassémie et tres diminué chez les
sujets S/B*-thalassémie et C/B*-thalassémie.
% Un VGM et une TCMH diminués dans les différents groupes, particulierement
celui de D/B°.
# Des anomalies morphologiques, a I'étude du frottis sanguin, dans les trois
groupes :
» Hématies en cible dans le groupe C/B*-thalassémie, D/B%-thalassémie ;
» Dreépanocytes dans S/B*-thalassémie.

#* Une pseudopolyglobulie trés marquée dans le groupe D/B0-thalassémie.

Les explorations biochimiques soulignent :
= L’absence de I'Hb A dans le groupe D/B°-thalassémie et sa diminution dans
les autres groupes.
» Un taux d’'Hb A; augmenté dans les différents groupes.
» Un taux d’Hb F, nettement augmenté dans le groupe S/B*-thalassémie et
Iégérement augmenté dans les deux autres groupes.
Les Figures 25, 26, 28, 29 et 30 montrent les profils électrophorétiques des Hb
respectivement dans les groupes étiologiques S/B+thalassémie, C/B*thalassémie et
D/B%thalassémie.
La Figure 27 montre les drépanocytes et la Figure 31, les hématies en cibles a I'étude

des frottis sanguins.
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Electrophorése des Hémoglobines
Electrophorése capillaire

3

Fracton T Mormales %5 MNMormales g /i
it Ay 1 10,3 _ -
Hk F 2 14,6
by S 3 Fo, L _-
s J'q-z < 5.0
(B)
HYDRAGEL 7 ACIDY{E) =
HEMOGLOBIN(E)
Contrale
AFSC
Hb S/pB-thal
. Témoin

groupe étiologique S/B*-thalassémie
(Poste EP-IT, Laboratoire de Biochimie-HMIMV)
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Figure 26: Profil S/B*-thalassémie en HPLC sur le G7 (TOSOH®)

(Poste EP-IT, Laboratoire de Biochimie-HMIMV)

©)

©)

Figure 27: Photo-lame objectivant les drépanocytes dans le groupe S/B*-
thalassémie (C) et les drépanocytes apreés le Test d’Emmel (C’)

(Frottis sanguins/Laboratoire d’Hématologie de I'HMIMV)
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Figure 28: Profil électrophorétique de I'Hb a pH alcalin dans le groupe étiologique

C/B*-thalassémie
(Poste EP-IT, Laboratoire de Biochimie-HMIMV)
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Figure 29: Profil €/B*-thalassémie de I'analyse de I'Hb par HPLC sur le G7 (TOSOH®)

(Poste EP-IT, Laboratoire de Biochimie-HMIMV)
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Figure 30: Profil électrophorétique de I'Hb aux pH alcalin (D) et acide (D’) dans le

groupe étiologique D-Punjab/B°-thalassémie

(Poste EP-IT, Laboratoire de Biochimie-HMIMV)

Figure 31: Photo-lame montrant des hématies en cible

(Frottis sanguin/Laboratoire d’Hématologie de 'HMIMV)
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. RAPPELS
I.1. Hémoglobine normale
I.1.1. Définition
L’hémoglobine (Hb), assemblage particulier de molécules, est une protéine
présente dans les globules rouges[40]. Ce terme a été introduit en 1862 par le
physiologiste allemand Hoppe-Seyler [41,42]. Cette molécule est retrouvée
pratiguement chez tous les vertébrés et dans de multiples formes du monde vivant :
mollusques, insectes, certaines levures et végétaux. Grace aux progres réalisés ces

dernieres années, I'Hb humaine est actuellement I'une des protéines les mieux connues.

I.1.2. Structure

L’hémoglobine est un tétramere de poids moléculaire 64 500 D[41] faite de I'union
d’'une portion protéique, la globine et d'un pigment porphyrique contenant du fer,
I’héme [3]. La globine comporte quatre chaines polypeptidiques identiques deux a deux
[14]: deux chaines a avec 141 acides aminés et deux chaines non a (B, 8, y) avec 146
acides aminés. Chacune est reliée a un groupement héminique par un atome de fer. La
molécule compléte d’hémoglobine comporte donc quatre chaines globiniques et quatre
groupements hemes avec quatre noyaux de fer et peut fixer quatre molécules d’'oxygene
(Figure 32).

Chaines de globine p

Groupement

Chaines de globine «

Figure 32: Structure de la molécule de I’'hémoglobine [43
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1.1.3. Fonction

La fonction principale de I’hémoglobine est de transporter I'oxygéne des poumons
vers les tissus [44]. L'Hb est encore impliquée dans le transport du gaz carbonique
(CO>) des tissus aux poumons et dans le maintien de I'’équilibre acido-basique [45]. Mais
contrairement a I'0O2 seulement une partie du CO> est transportée sous cette forme. En
effet en cas de compétition I'affinité est en faveur de I'02[42]. Récemment, il été proposé
gu’en plus de ses fonctions physiologiques de transporteur d’Oz et de CO2, I'hnémoglobine

pourrait avoir un role dans le stockage et le transport du NO [42].

I.1.4. Synthese

L’hémoglobine est une molécule dont la production est dépendante de deux génes
autosomiques. En effet, comme chez tous les eucaryotes, la synthése des chaines débute
par celle des transcrits primaires d’ARN, leur maturation nucléaire et leur transport vers
le cytoplasme ou se fera la traduction de ’ARNm. Toutefois sa structure fait ressortir
une partie prosthétique, I'heme, dont la production (dépendante de la disponibilité de
certains substrats (fer, pyridoxine ou vitamine B6, vitamine Bi», acide ascorbique ou
vitamine C, acide folique, cuivre) s'effectue a partir de la glycine et de I'acide succinique
[46]. L'assemblage s’effectue dans les différents compartiments du GR. Ainsi, environ

300 millions de molécules d’hémoglobines sont synthétisées de fagon journaliere [40].

I.1.5. Evolution ontogénique des hémoglobines humaines

L’assemblage des chaines de globines est a l'origine de différentes types
d’hémoglobines [40]. Deux chaines a ({ ou a) s’apparient systématiquement a deux
chaines non a (g, v, 6, ou B) et permettent la production successive de diverses

hémoglobines présentes a chaque stade de vie (Figure 33).
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Figure 33: Sites d’érythropoiése et expression des chaines de globine du stade

embryonnaire au stade adulte [30]

De méme, la proportion relative des hémoglobines évolue en fonction du changement

de lieu de I'érythropoiése dans les étapes successives de la vie.

v Chez I'embryon
L’érythropoiése a lieu dans le sac vitellin et les GR contiennent totalement des Hb

embryonnaires. Deux types de chaines alpha (C puis a) et de 2 chaines de type 3 (¢ et y)
coexistent [7]. Ces diverses sous-unités permettent de réaliser les trois hémoglobines de
I’embryon [40]:

e Gower 1 (¢2¢€2),

o Gower 2 (a2¢e2)

e Portland (32y2).

v Chez le feetus
L’érythropoiéese se déroule au niveau du foie et de la rate. Cette période foetale
débute a partir de la 6¢ semaine et on observe une synthese d’hémoglobine feetale ou Hb

F (a2y2). A ce stade le taux de I'Hb F est faible puis entre la 8¢ et 10¢ semaine son taux
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s'éléve jusqu'a 90% [7,42]. C'est aussi a partir de ce moment que commence la synthése
d’hémoglobine adulte A (a2 B2) et de I'hnémoglobine Az (a2 §2) avec des taux faibles.

A noter que durant les périodes de vie intra-utérine, le cluster a-globine subit une
seule commutation ou Switch pendant le développement (T — a), alors que le cluster (8
en subit deux (¢ = y) pendant la vie embryonnaire puis de y » f [30,42] qui s’achéve

vers I'age de 6 a 12 mois [47].

v' Alanaissance et chez I'adulte
La synthése des hémoglobines se poursuit dans la moelle osseuse.
Chez le nouveau-né, on retrouve principalement I'Hb feetale avec un taux
avoisinant les 85% [47], de I'Hb A et de I'Hb A2 avoisinant 0,3 4 0,7% [16].
Chez I'adulte (au-dela de 2 ans), il ne subsiste plus d’Hb F (<1 %) et sa production
reste limitée a une population restreinte «les cellules F». Les GR sont constitués
essentiellement de I'Hb A avec un taux voisin de 97%, associée aux hémoglobines dites

minoritaires notamment I’hémoglobine Az et I'Hb F.

Tableau XI: HEmoglobines humaines normales en fonction du stade de développement

Stade de développement Hémoglobine physiologique

Stade embryonnaire Hémoglobine Gower 1
Hémoglobine Gower 2

Hémoglobine Portland

Stade foetal Hémoglobine F (80-95%)
Hémoglobine A (5-20%)

Stade « adulte » Hémoglobine A (97%)
(au-dela de 2 ans) Hémoglobine A2 (2,2 - 3,2%)
Hémoglobine F (<1%0)
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I.1.6. Les génes de globine
1.1.6.1. Structure des genes de globine
Les génes de globine a et B sont relativement petits, respectivement de 1,8 kb et
1,2 kb [29] et leur structure est pratiguement identique (trois exons séparés par deux
introns) [7,47]. Cependant le second intron étant plus long que le premier dans la famille

des génes B globine.

1.1.6.2. Localisation et organisation des génes de globine

Les genes de globine sont situés respectivement sur le bras court des
chromosomes autosomiques 16 (16p13.3) et 11 (11pl15.4) [30] (Figure 34). lls sont
répartis en 2 clusters, I'un codant pour les chaines a-globines et I'autre codant pour les
chaines non-alpha [48](Figure 35). Les deux clusters possédent une région régulatrice
en amont du locus indispensable a I'expression des génes [7,48]. Ainsi, chaque région
transcrite est précédée des séquences spécifiques sur lesquelles se fixent les facteurs de
transcription notamment:

@ Les séquences conservées du promoteur (TATA box, CAAT box ou motifs
CACCC) ;

@ Les zones régulatrices distales: LCR (Locus control region) pour le locus B
et HS 40 pour le locus a [4,18].

Par ailleurs, au niveau des deux clusters, les genes de globine sont disposés suivant
I'ordre dans lequel ils s’expriment au cours du développement ontogénique et leur
expression est coordonnée précisément pour aboutir a une synthese équivalente des
globines de la famille a et de la famille B. Le ou les mécanisme(s) moléculaire(s) a
I'origine de cette coordination d’expression de genes situés dans deux chromosomes
différents n'a (ont) pas été encore élucidé(s). L'organisation des familles des genes de

globine est illustrée par les Figures 35 et 36.
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I.2. Les hémoglobinopathies

Les notions fondamentales de la structure, la synthése et le fonctionnement de la
molécule d’Hb permettent de comprendre la physiopathologie des hémoglobinopathies.
En effet, des défauts génétiques au niveau des genes gouvernant la synthese des chaines
de globines aboutissent aux anomalies de I’'hémoglobine. Ainsi, les hémoglobinopathies
se définissent par la présence d'anomalies qualitatives ou quantitatives affectant les

chaines de globine [50].

I.2.1. Les hémoglobinopathies qualitatives
Les anomalies qualitatives conduisent a la production d'une structure anormale de
I'némoglobine [50]. Les variants les plus connus sont :

L L’hémoglobine S responsable de la drépanocytose. Elle est due au
remplacement d’'un acide glutamique par une valine en position 6 de la
chaine -globine provoquant une cascade modification structurale[16,51].

5 L’hémoglobine C formée suite a une mutation ponctuelle au niveau du
codon 6 : il s'agit d’'une substitution de la guanine par I'adénine qui a pour
conséquence le remplacement de I'acide glutamique par une lysine [52].

L L’hémoglobine E (remplacement d'une lysine en 26 par un acide
glutamique)[52].

Ces variants ont des conséquences pathologiques et/ou épidémiologiques
pouvant représenter un probléme de santé publiqgue. Néanmoins, il existe d’autres
hémoglobines anormales (variants de surface) qui sont phénotypiquement « silencieux »
tel que:

= L’Hémoglobine D (remplacement de la lysine par I'asparagine) [44].
Ces derniéres ne se retrouvent que dans certaines populations et

constituent donc des marqueurs génétiques.

1.2.2. Les hémoglobinopathies quantitatives ou thalassémies

Le terme « thalassémie », introduit par WHIPPLE et BRAD-FORD en 1932 [9,53]
désigne une anémie donnant un tableau clinique résultant d’'une diminution quantitative
de la synthése d’une chaine de globine [30]. En effet, les chaines de type a et § sont
synthétisées a tout moment en quantité stoechiométrique dans les GR normaux. Ainsi, le

défaut de synthese partiel ou total d'une des chaines de globine normales entraine un

UNIVERSITE MOHAMMED V FACULTE DE MEDECINE ET DE PHARMACIE -RABAT- 54



LA BETA-THALASSEMIE : ETUDE D’UNE COHORTE DE CAS COLLIGES AU LABORATOIRE DE BIOCHIMIE
ET DE TOXCICOLOGIE DE L’'HOPITAL MILITAIRE D’'INSTRUCTION MOHAMED V (HMIMV)-RABAT

déséquilibre du rapport «chaine de globine de type a /chaine de globine de type B »
dans les cellules de la lignée érythrocytaire. Des conséquences au niveau de
I’érythropoiese et de la destruction cellulaire s’observent dans toutes les thalassémies
étroitement dépendantes du type et du nombre de chaines de globine mutées ou
déficientes. Les thalassémies peuvent aller de I'affection inapparente a des formes tres

séveres, posant dans certains pays de sérieux problémes de santé publique.
Cependant, il semble gu’'un mécanisme compensateur apparait, tendant a pallier la
synthése insuffisante par une élaboration accrue des autres chaines polypeptidiques [2].
@ Quand la diminution de la synthese affecte les chaines B, le mécanisme
compensateur est représenté par une élaboration accrue des chaines gamma et

delta, d’ou 'augmentation des hémoglobines F et As.

& Quand la perturbation affecte les chaines a, la compensation ne peut se faire que
par I'apparition de tétrameéres a un seul type de chaines : hémoglobine H de
structure béta 4 et hémoglobine Bart’s de structure gamma 4, hémoglobines qui

n'existent pas chez le sujet normal.

Ces anomalies de synthése des chaines de globines étant fréquentes, il existe de
nombreux hétérozygotes composites (thalassémie/Hb anormale), avec ou sans
expression clinique. Ainsi, selon la nature de la chaine déficiente, on distingue alors: les

a-thalassémies, les B-thalassémies, les §3-thalassémies et les § et y-thalassémies.

1.2.3. Bases moléculaires de la béta-thalassémie [48]

A l'inverse des anomalies qualitatives ou la mutation causale est unique, la B-
thalassémie est due a un nombre élevé de défauts moléculaires spécifiques a chaque
population (groupe ethnique). La premiére classification de la B-thalassémie a été
phénotypique : 8* ou ° selon que I'électrophorése montrait ou non I'existence d’Hb A
chez les homozygotes atteints. L'avénement de la biologie moléculaire a permis
d’identifier toutes les étapes de la synthése protéique (transcription, maturation de
I’ARNm, traduction, étape post-traductionnelle); mettant en évidence la grande
hétérogénéité des défauts [30]. Ainsi, plus de 200 mutations [36,54] affectant
I'expression des genes de B-globine ont été rapportées a ce jour [45,48].

Par contre, ces différentes formes moléculaires sont toujours rattachées a la
classification initiale B* ou B°. Les formes qualifiées de «+» ou la protéine est

synthétisée mais en quantité limitée et les formes désignées comme « 0 », ou le géne
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atteint ne permet aucune synthése. Parfois on parle aussi de B** quand la diminution de
synthése est vraiment trés faible [30].
# (’est ainsi que sont toujours 3°:

= Les mutations qui touchent les sites consensus d’épissage GT et AG ;

= Les mutations non-sens qui entrainent un arrét de la traduction ;

» Les mutations par insertion ou délétion d’'un ou deux nucléotide (s)
qui entrainent un décalage du cadre de lecture avec apparition d’'un
codon non-sens en aval ;

» Les mutations du codon d’initiation.

# Al'opposé, dans la catégorie B*les mutations touchent :
= Lesite promoteur ;
= Les séquences consensus entourant le site d’épissage ;

= Larégion 5'UTR, les mutations créant des sites cryptiques d’épissage.

p*-thalassémies

Mutations dépissage | | Signal de polyadénylation

/ Ve \\

\\ AATAAA |
|ntrc|r| 1 irtron 2

Exon | =xan F

- Foweatielle
ATG . - [i-thal. dominamte
\Xf
s
o, 2
' Coclon Mutation non-sens, Mutations
clinitiation décakge du cade de lecture dépissage

p%thalassémies

Figure 37: Les différents types de mutations béta-thalassémiques [30]
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II. DISCUSSION DE LA PRESENTE ETUDE
I1.1. Définition, pathogénie et distribution de la B-thalassémie
I1.1.1. Définition

La béta-thalassémie est une anomalie de synthése de la chaine B-globine due a une
inactivation totale ou partielle d'un ou des 2 génesf avec pour conséguence une
diminution de I'élaboration de I'hémoglobine adulte [55,56]. Elle résulte en majorité des
mutations ponctuelles (Annexe 5). Toutefois, des formes de délétion ont été décrites et
concernent surtout la B°-thalassémie [47].

Ainsi, selon la nature du génotype hérité, la béta-thalassémie présente différents
aspects cliniques. Lorsqu’elle s’associe a d’autres anomalies, elle forme des
hétérozygotes composites (Hb variant/ 8 (© ouH)-thalassémie) dont les manifestations
cliniques peuvent étre atténuées ou majeures. En effet, le fait que le génotype puisse
étre corrélé ala gravité clinique de la maladie (le phénotype), cela aboutit a des tableaux

de sévérité différente (Tableau XII).

Tableau XII: Classification de la B-thalassémie [11.40.54

Statut génétique Seveérité Tableau clinique

B-thalassémie hétérozygote Asymptomatique

(Mineure) = conseil génétique
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I1.1.2. Pathogénie

Chaque individu posséde un chromosome en double, I'un provenant du pere,
I'autre de la mére. Sur chaque chromosome 11, il existe un géne B commandant la
production des chaines B de I'hémoglobine. Un défaut génétique sur I'un ou les deux
génes B entrainera une diminution ou une absence de synthése d’'Hb A. Ainsi, la
présence de deux alléles mutés du géne est nécessaire pour que la maladie se manifeste
(Figure 38).

Chramosome 11

Chromosame 11 ——
maternel paternel
Gine 8 Gine I:I Gane I fenctionne

E Gene B non fonctionnel

B. .

—— —— v—

Pas de symptimes Pas de symptimes EBiEta-thalassémie majeure

.
.,

Figure 38: L’individu A est sain, puisque ses 2 génes béta fonctionnent normalement. Les

individus B et C n’ont gu’un géne défectueux sur les 2. ce gui n'a, en réale générale, pas de

conséquence sur leur santé. L’individu D, en revanche, n’a aucun géne béta fonctionnel il

est le plus souvent atteint d’'une forme majeure de la maladie [55

La béta-thalassémie est donc une maladie mono-génique de transmission récessive
[40]. C'est-a-dire que le géne a lorigine de la maladie est porté par un
autosome (chromosome non sexuel). Il y aurait autant de filles que de garcons atteints.
Toutefois, dans la cohorte étudiée, on note une prédominance féminine (53% contre
47%, en faveur du sexe féminin, Figure 17). Ce résultat, concordant avec d’autres
travaux [37,57] pourrait se justifier par la petitesse de I'échantillon mais également par
le mode de recrutement.

Par ailleurs, dans le présent travail, la majorité de la population étudiée (82%) est

hétérozygote, tandis que les sujets appartenant au groupe homozygote sont rares (4%).
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En effet, un couple hétérozygote peut donner naissance a une forme majeure grave avec
un risque de 25%, une forme mineure dont le risque avoisine les 50% ou des enfants

sains avec une probabilité de 25% [58] (Figure 39).

‘ \.‘ ‘
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Figure 39: Transmission génétigue parent-descendant (1/4 des enfants atteints)

[59]

Ainsi, de génération en génération I'hétérozygotie sera la forme prédominante
comme on le constate dans la cohorte étudiée. Le profil de nos sujets correspond a ceux
d’une autre étude effectuée en Iran [60] qui montre également que les porteurs du trait
B-thalassémique prédominent par rapport au sujets avec B-thalassémie majeure. La
contribution des deux parents est donc essentielle pour la transmission de ces
anomalies.

Les formes hétérozygotes composites ne manquent pas dans la présente étude,
elles sont en outre tres diverses (S/B*thalassémie (3%), D/BO0-thalassémie (4%) et
C/B*-thalassémie (7%)). Leur présence peut s’expliquer par I'union de sujets ignorant
leur génotype hémoglobinique et s'étant mariés sans avoir bénéficié d'un conseil
génétique. Ainsi, la prévention demeure I'axe le plus important car le dépistage permet

de diminuer le risque d’avoir des enfants atteints de formes cliniques graves.
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Par ailleurs, la répartition des sujets de la cohorte étudiée montre que la
population la plus touchée se retrouve dans la tranche d’age de [1-10 ans] avec une
proportion de 20,5%. Cela pourrait s’expliquer par le recrutement au niveau du service
de Pédiatrie qui représente le deuxieme service (16,5%) préconisant I'étude de

I’hnémoglobine apreés le service d’hématologie clinique (37%).

I1.1.3. Distribution et incidence

Initialement décrite dans les populations du bassin méditerranéen (Corse, Italie,
Sardaigne, Sicile, Grece, Afrique du Nord) [61], la béta-thalassémie est aussi répandue
dans les Antilles, le Moyen-Orient, le Sud et I'Est de I'Asie (Chine, Inde, Viét-Nam,
Thailande) et dans certaines régions d’Afrique [2,55]. De ces foyers d’origine, elle s’est
propagée dans la plus grande partie du monde [11,47].

Les prévalences les plus importantes sont observées a Chypre et en Sardaigne avec
respectivement 14% et 12% de porteurs hétérozygotes dans la population [30]. Selon
I'OMS, sur 330000 naissances annuelles d’individus atteints d’hémoglobinopathies
majeures environ 17% d’entre eux sont atteints de B-thalassémie [45]. Actuellement
plusieurs pays disposent d’un registre pour la thalassémie, notamment la France (550
cas répertoriés en 2013 [62]), la République islamique d'Iran, I'Oman [8]. Le Maroc,
comme d’autres pays, ne dispose pas d'un tel registre. La premiere étude sur la
prévalence des hémoglobines anormales réalisée en 2007 par Agouti et al [63] précise
que le spectre de mutations du gene B-thalassémique, non étudié dans ce travail, se
situe entre 1,5 a 3 % [50]. La B-thalassémie n’est donc pas une maladie rare au Maroc.
Drailleurs, un programme de dépistage systématique doit donc étre instauré dans
I’ensemble du territoire pour une meilleure prise en charge de cette pathologie dont la
présence est le reflet en particulier des unions intrafamiliales tres habituelles comme
dans de nombreux pays arabes [50,64]. La consanguinité, quel que soit son degré,
augmente le risque de transmission des maladies génétiques.

Nous soulignons également, d’apres la présente étude, que les sujets atteints de
béta-thalassémie sont principalement originaires du Nord du pays, notamment « Rabat-
Salé-Zemmour-Zaér » (23%), « Tanger-Tétouane» (5,5%), « Fés-Boulemane » (4%),
« Meknes-Tafilalet » (4%) « Gharb-Chrarda-Béni Hssen » (4%)...
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Le manque d’informations

I'instauration tardive de la fiche

sur la majorité des cas colligés (52%) due a

d’exploitation (2012) laisse supposer que la béta-

thalassémie puisse étre présente partout dans le royaume.

Des études ont montré que les hémoglobinopathies, en général, sont corrélées a

une densité parasitaire trés faible chez les patients infectés et protegent de ce fait contre

les formes graves de paludisme [65]. Cela explique I'emplacement du Maroc dans les

zones non endémiques pour le paludisme (Figure 40,41).
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Figure 40: Carte avec prévalence

des hémoglobinopathies dans 22 pays arabes [64]
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Figure 41: Répartition géographiqgue du paludisme [66]

I1.2. Mécanisme physiopathologique de la béta-thalassémie [4,40,42]

Le déficit de synthese des chaines B s'accompagne d'une augmentation des chaines
a non associées en tétrameres. Cet exces de chaines a s’oxyde et précipite dans le
cytoplasme des érythroblastes, induisant ainsi leur apoptose excessive [40]. A cela
s'ajoutent les lésions cellulaires qui sont dues a cet excés de chaines a qui co-précipitent
sur la membrane avec les protéines formant des hémi chromes et libérant des especes
réactives de Il'oxygéne. L'érythropoiese inefficace qui en résulte est le principal
mécanisme de I'anémie dans la béta-thalassémie. Cependant, certains érythroblastes,
notamment ceux qui synthétisent de I'Hb F, parviennent a donner naissance a un
réticulocyte, puis a un globule rouge mature qui passe dans le sang périphérique.
L'hématie circulante, hypochrome, microcytaire, et déformée (poikilocytose), a une
demi-vie raccourcie et rend compte du deuxieme mécanisme de I'anémie:
I'nyperhémolyse. La splénomégalie se développe progressivement. Elle résulte de
I’élimination accrue des GR contenant les amas de chaines a, mais également d’'une
érythropoiese extra-médullaire [56]. En effet, la rate peut essayer de compenser par

elle-méme I'anémie, en fabriquant aussi des globules rouges.
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Par ailleurs, I'hypoxie tissulaire entraine une augmentation de la sécrétion
d'érythropoiétine. Il résulte de cette stimulation hormonale une inflation importante du
secteur érytbroblastique médullaire: la moelle devient hyperactive et multiplie sa
surface, afin de produire plus de GR. L'expansion de la moelle osseuse déforme le crane,
I'implantation des dents de la machoire supérieure, les cotes, les vertebres [40,54]. C'est
ainsi que les os s'amincissent, se fragilisent et crée un risque de fractures [67]. Toutefois,
I'hyperplasie érythroide provoque, par un mécanisme encore assez mal connu, une
baisse trés importante de la synthese d’hepcidine, principale hormone hypo-
sidérémiante de I'organisme qui régule, entre autres, I'absorption de fer au niveau
intestinal. En absorbant plus de fer, les patients s’exposent a une surcharge en fer. Ce fer
non utilisé tend a s'accumuler dans différentes organes (surrénales, pancréas,
myocarde, etc) d’ou la tendance a I’'hnémochromatose accentuée par les transfusions

itératives (Figure 42).
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Figure 42: Mécanisme physiopatholoqgique des troubles observés au cours d’'une -

thalassémie [4]

UNIVERSITE MOHAMMED V FACULTE DE MEDECINE ET DE PHARMACIE -RABAT- 63



LA BETA-THALASSEMIE : ETUDE D’UNE COHORTE DE CAS COLLIGES AU LABORATOIRE DE BIOCHIMIE
ET DE TOXCICOLOGIE DE L’'HOPITAL MILITAIRE D’'INSTRUCTION MOHAMED V (HMIMV)-RABAT

I1.3. Tableaux clinique et biologique de la béta-thalassémie

11.3.1. Aspect clinique

Les signes révélateurs de la béta-thalassémie dans la présente étude sont dominés
par les anomalies biologiques (41%) constants dans toutes les formes, le syndrome
anémique (21%) et la splénomégalie (14%). Cette symptomatologie se justifie, tout

naturellement par le mécanisme physiopathologique précédemment décrit.

11.3.1.1. Béta-thalassémie hétérozygote
B Béta-thalassémie hétérozygote A/B(ou+) [4,14,30,34]

Les sujets atteints d’'une B-thalassémie hétérozygote (environ 82% de la présente
étude) sont bien portants. En effet, le gene B non muté est capable de compenser
I’'anomalie en fabriquant suffisamment de chaines {3 pour produire un taux d’'Hb normal
ou proche de la normale. C'est ainsi que, les individus atteints de ce type de pathologie
ne présentent souvent pas de signe d’anémie. Exceptionnellement, une splénomégalie
peut étre palpée comme le souligne les résultats de la présente étude (Tableaux VIII).

®» Béta-thalassémie hétérozygote composite S/f+[14,52,68]

Les syndromes drépanocytaires majeurs (SDM), sont responsables d’un tableau
clinique tres hétérogene. La S/B*-thalassémie, troisieme SDM de point de vue fréquence,
est tres souvent marquée par I'existence d’'une splénomégalie et des CVO (crise vaso-
occlusives) de moindre fréquence[69]. Celles-ci résultent de I’hyper-hémolyse et d’une
ischémie tissulaire par falciformation des hématies in vivo engendrant stase et vaso-
occlusion. Elles surviennent le plus souvent dans les os (os longs, bassin, rachis,
sternum, cotes....) et engendrent une douleur intense [70].

La S/B* se caractérise aussi par un risque élevé d'atteinte rétinienne, la survenue
des STA (syndrome thoracique aigu), des ulcéres cutanés et du priapisme par rapport a
la forme homozygote S/S [71].

= Béta-thalassémie hétérozygote composite C/B* [14,52]

L’association de I'Hb C avec la B-thalassémie, en particulier la B*-thalassémie,
donne un tableau clinique comparable a I'nomozygotie C/C [72]. Ceci est également
souligné dans le présent travail.

La forme Hb C/BC°-thalassémie (non rapportée dans cette étude) est plus sévere et

peut s’apparenter a une B-thalassémie intermédiaire [72].
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®» Béta-thalassémie hétérozygote composite D/B° [2,14,52]
Sur le plan clinique, la D/B0-thalassémie présente une symptomatologie proche de
la D-Punjab homozygote a savoir des signes d’hémolyse comme cela a été souligné dans

la présente étude (Tableaux VII).

11.3.1.2. Béta-thalassémie homozygote [2,14,30,40,55]

La B-Thalassémie a I'état homozygote est incontestablement la plus grave des
anémies hémolytiques congénitales puisque, laissée a son évolution naturelle, elle
conduit au déces dans 90% des cas.

@ Sous sa forme majeure ($°/B°) anciennement appelée maladie de Cooley, la béta-
thalassémie majeure (TM) présente une anémie sévére. Les signes cliniques
apparaissent chez I'enfant entre | et 5 ans. La péaleur est constante, associée
fréguemment a un ictere conjonctival di a I'némolyse chronique. Une hépato
splénomégalie s'installe progressivement (33% des cas de la présente étude).
Elle peut atteindre un volume considérable et déformer I'abdomen, du fait de
I’érythropoiese ectopique. La volumineuse splénomégalie a plusieurs
conséquences néfastes, notamment une géne abdominale, une infiltration
plasmatique et une destruction exagérée des GR aggravant I'anémie, comme cela a
été précisé en haut. L’hyperplasie des os plats de la face confére aux enfants un
aspect asiatique (malaires élargis, base du nez aplatie, protrusion du maxillaire
supérieur). Cela a été constaté chez les cas colligés. Au niveau du crane, on peut
observer un aspect en « Tour », avec des bosses dans les régions frontales et
occipitales. On observe également un retard staturo-pondéral comme nous lI'avons
remarqué dans le présent travail (4% des cas).

Des arthralgies sont fréquentes chez les adolescents et les adultes. Les
articulations les plus touchées sont les chevilles, les genoux puis les hanches. Chez
I'adulte I'ostéoporose est responsable de douleurs osseuses atteignant électivement le
rachis. Les enfants, et dans une moindre mesure les adultes, atteints de B-thalassémie
sévere sont tres sensibles aux infections surtout en cas de splénectomie. Cela concernait

un des patients de la présente cohorte qui a été splénectomisé.
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@ Sous sa forme intermédiaire (TI) (B°/B* ou B*/B*), le tableau clinique est
relativement hétérogéne. L’anémie est modérée, le plus souvent avec aggravation
possible au décours d’une infection ou d'une grossesse, on la découvre plus
tardivement que la B-thalassémie majeure. Les mémes signes cliniques
(complications osseuses, splénomégalie, ictére...) sont retrouvés mais la croissance

staturo-pondérale s’effectue ici normalement.

11.3.2. Aspect biologique

Normalement, le diagnostic d’'une hémoglobinopathie repose sur I'étude a la fois
phénotypique et génotypique. Néanmoins, dans la majorité des cas, il peut étre porté sur
I’'analyse du phénotype.

L’étude phénotypique de I'Hb utilise essentiellement des méthodes séparatives
(techniques électro phorétiques et/ou chromatographiques). Ainsi, la biochimie occupe,
une place incontournable dans la démarche diagnostique des hémoglobinopathies
(quantitatives et/ou qualitatives). Toutefois, I'interprétation adéquate des résultats
requiert des examens complémentaires. Cela peut concerner :

» Les paramétres hématimetriques ou encore la morphologie des hématies,
données fournies par la réalisation de la NFS, I'étude du frottis sanguin, ou
d’autres examens comme le test de falciformation ou d’Emmel.

» Lesautres paramétres biologiques, notamment :

= Le bilan d’hémolyse (haptoglobine, bilirubine, LDH), qui permet de
confirmer le caractere hémolytique de I'anémie,

= Le bilan martial (ferritine +/- CRP) requis pour exclure une carence en fer
responsable de la microcytose et/ou de I’hypochromie et s’orienter vers un
éventuel syndrome thalassémique,

= Des analyses génotypiques pour la caractérisation de ou des anomalie(s)
moléculaire(s) en cause.

Seront particulierement discutés, ci-dessous, selon le diagnostic étiologique et
génotypique, les caractéristiques hématologiques et les différents profils
électrophorétiques obtenus dans le présent travail dont les résultats sont concordants

avec les données de la littérature.
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11.3.2.1. La forme hétérozygote [2,14,29,30,55]

Dans leur forme hétérozygote (A/B* ou A/B9), comme chez les patients que nous
avons colligés, 'hémogramme montre un taux d’hémoglobine normal ou discretement
diminué. Ceci explique I'absence de symptomatologie chez ce groupe étiologique et
justifie ainsi l'appellation de porteurs sains. En revanche, des anomalies
morphologiques, a I'étude de frottis sanguin, sont révélées: aniso-poikilocytose,
hypochromie avec microcytose. Celles-ci s’expliquent par le nombre des mitoses qui
augmente, afin de poursuivre une certaine maturation de I'érythroblaste. Le nombre de
globule rouge augmenté traduit une pseudopolyglobulie microcytaire qui ne correspond
pas a une vraie polyglobulie. Il s'agit d’'une anomalie asymptomatique, dans laquelle la
masse globulaire totale est normale mais ou I'on trouve une augmentation du nombre de
globules rouges. Décrite dans les syndromes thalassémiques hétérozygotes, comme dans
les cas rapportés, elle se justifie par la microcytose en I'absence de carence martiale. En
effet, I'augmentation du nombre des hématies compense la microcytose pour obtenir un
hématocrite et un taux d'hémoglobine sanguine normaux ou légerement diminués
(Figure 43).
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Figure 43 : La pseupolyqglobulie microcytaire dans les thalassémies hétérozyqotes

[73]
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L’électrophorese de I'hémoglobine oriente le diagnostic de trait-thalassémique.
Elle révéle une augmentation du taux d’'Hb A> généralement de I'ordre de 4 a 5 %. Il
s'agit d’'une augmentation relative et non pas absolue. Des taux plus élevés (toujours < 8
%) peuvent étre observés. Dans 30 a 50% des cas, il existe une augmentation d'Hb F
associée, généralement comprise entre 2 et 7 %. Cela concorde avec les résultats
obtenus dans la présente étude.

Cependant, il faut rappeler que l'interprétation du taux d’'Hb A> peut comporter
plusieurs pieges qu’il est capital de garder a I'esprit pour éviter de poser un diagnostic
erroné [30]. En effet,

» Une augmentation d’'Hb Az, en I'absence de microcytose, est observée en cas de
trouble thyroidien, de carence en folates et/ou en vitamine B1> [30,34], ou en cas
de traitement anti-rétroviraux. Si I'enquéte étiologique est négative et que I'Hb
Az reste augmentée, un trait béta-thalassémique pourra étre évoqué et confirmé
par analyse moléculaire.

* Une diminution de I'Hb A2 est observée au cours :

¥ De la carence martiale, qui ne doit pas exclure une B-thalassémie et
requiert de renouveler I'étude de I'Hb si la microcytose persiste apres
I'avoir corrigée [14,34] ;

= De la grossesse, état ou il est recommandé de faire une étude de I'Hb chez
le conjoint ;

#= Du vieillissement du prélevement (diminution artéfactuelle de I'Hb A>).

11.3.2.2. La forme homozygote [2,11,14,30,40,55,58]

La béta-thalassémie homozygote est découverte a un age (plus ou moins précoce)
devant la survenue des signes cliniques de I'anémie hémolytique. L'dge moyen de
découverte de cette forme dans cette étude est de 5 ans.

L'hémogramme révéele une anémie (Hb inférieure a 7 g/dl d'hémoglobine dans la
présente étude) a caractere régénératif (nombre de réticulocytes >120 G/L), traduisant
I'origine périphérique de I'anémie. Les hémoglobinopathies font partie en effet, des
étiologies congénitales des anémies hémolytiques d’origine corpusculaire. L'examen du
frottis sanguin révele de nombreuses anomalies morphologiques (anisocytose,
poikilocytose,......), conséquence de I'’hyperactivité érythroide et dépendant du degré de

I'anémie.
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L’électrophorese de I’'némoglobine permet le diagnostic en mettant en évidence la
présence constante d’un pourcentage élevé d’hémoglobine F et I'absence (°thal) ou la
présence (B*thal :100% des cas colligés) d’hémoglobine A. Le taux d’Hb Az est normal

ou parfois élevé.

11.3.2.3. Formes hétéerozygotes composites [14,30]

Le diagnostic phénotypique de ce groupe de béta-thalassémie repose sur une
élévation du taux d’Hb A.. Toutefois, ce taux d’'Hb Az ne doit plus étre utilisé pour
diagnostiquer une béta-thalassémie dés lors qu’un variant B de I'Hb est présent, car la
présence du variant peut conduire a une surestimation de la fraction A>[14,30].

A titre d’exemple, la présence du variant S de I’'Hb produit souvent une fraction
HbA2 > 4 % en CLHP, car des produits de dégradation de I'Hb S et/ou I'Hb S glyquée
migrent au niveau de la fraction d’Hb Az et majore ce taux de facon artefactuelle. En
électrophorese capillaire, c’est I'Hb C qui pourrait éventuellement préter a confusion car
les pics d’'Hb C et d’'Hb A2 sont trés proches ce qui conduit a une surestimation de la
quantification de la fraction Ax.

Si une béta-thalassémie est réellement associée a un variant de la chaine béta-
globine, c’est le taux inhabituellement (élevé ou bas) de ce variant qui indiquera la

présence d’'une béta-thalassémie et non le taux d’Hb Ax.

® Ladouble hétérozygotie S/B*

L’anémie est souvent associée a une microcytose avec hypochromie (Hb entre 9 a
12 g/dL dans la présente étude). Le frottis sanguin révéle la présence de nombreux
drépanocytes (50% des cas de la présente étude).

L’électrophorese de I'hémoglobine a pH alcalin révéle un taux d’'Hb S entre 55 et
90% (100% des cas colligés), une Hb A diminuée (1-25%), une Hb A; et une Hb F
augmentées. Ce profil est a distingué d’'un patient atteint de SDM (homozygote S/S ou
hétérozygote composite S/BC-thalassémie) transfusé ou I'Hb A risque de fausser
I'interprétation des résultats. L’hémoglobine A du donneur disparait du tracé électro
phorétique dans les quatre mois suivants la transfusion. Aussi est-il recommandé de

réaliser I'étude de I'Hb & distance (au moins 3 mois apres) un épisode transfusionnel.
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® Ladouble hétérozygotie C/B*

Les sujets C/B*-thalassémie présentent une anémie hémolytique chronique.
L’étude du frottis sanguin révele de nombreuses cellules cibles (60% des cas colligés).
C'est la cristallisation de I'Hb C qui est a I'origine d’'une déshydratation cellulaire et d’une
moindre déformabilité des hématies. Cette déshydratation est responsable d’une
hypochromie et d’'une microcytose (TCMH environ 20,6 a 21,9 pg, VGM moyen de 66 fl
dans la présenté étude). Le taux de réticulocytes (non déterminé dans la présente étude
chez les patients de ce groupe) [49], traduit le caractére régénératif de I'anémie [74]. Les
cristaux d’Hb C sont parfois présents [49,74].

A I'électrophorése a pH alcalin, I’'hémoglobine majeure est I'Hb C (67,5 a 87,7%
dans cette étude) accompagnée de I'Hb F & un taux souvent supérieur a 0,5%. L'Hb A
peut étre totalement absente (association a la B°-thalassémie) ou comprise entre 20-

30% (100% des cas colligés) dans le cas de I'association a la B*-thalassémie.

® Ladouble hétérozygotie D/B°
Les patients ont principalement I'Hb D (100% des patients D/B° de cette étude)
et un petit pourcentage de I'némoglobine A en fonction du type de mutation B-
thalassémique. L'Hb A peut étre normale ou augmentée, tandis que I'Hb F est
habituellement normale, bien que légérement augmentée dans quelques cas. Ces

données sont concordantes avec les résultats du présent travail.

I1.5. Traitement et pronostic de la béta-thalassémie
11.5.1. Béta-thalassémie majeure [11,30,56,75]

L’évolution naturelle chez les sujets non pris en charge pendant la petite
enfance est marquée par une hépato-splénomégalie. Non traitée, la maladie évolue
spontanément vers le déces dans un tableau d’anémie parfois aggravé par des infections
intercurrentes [76]. Ainsi, le principal objectif du traitement de formes majeures est de
corriger I'anémie et de freiner I'érythropoiese inefficace par un régime transfusionnel
adapté, pour assurer a la fois une croissance staturo-pondérale et une vie normale.

Toutefois, les transfusions réguliéres entrainent une allo-immunisation
érythrocytaires [77] et aggravent la surcharge en fer (hémochromatose) qui peut
entrainer de multiples complications : affections cardiaques, hépatiques et endocriniens

(hypogonadisme, hypothyroidie, hypoparathyroidie, diabete...) [11,54,56,62,78]. La
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prise en charge de I'hémochromatose est donc I'élément clé dans le pronostic [61]. Trois
médicaments sont utilisés dans le traitement de la surcharge en fer post-
transfusionnelle. Le Desferal® (DFO), longtemps le seul chélateur du fer disponible, a
permis une amélioration de la survie et de la fréquence des complications de la
surcharge en fer dans la TM [79]. Les chélateurs actifs par voie orale avec la défériprone
(DFP) prescrite depuis 20 ans et plus récemment le déférasirox (DFX) [79].

Cependant, malgré la médication chélatrice du fer, les affections cardiaques sont a
I'origine des décés chez ces sujets (Tableau XlII). Des études [80,81] ont également
indiqué que I'emploi de la Déferoxamine associée a la Défériprone (thérapie combinée)
pouvait réduire la charge de fer intracardiaque et améliorer ainsi la fonction cardiaque.
Par ailleurs, chez certains patients (enfants, adolescents) sont envisagées :

= Une greffe de moelle osseuse,

= ['utilisation des inducteurs d’hémoglobine feetale ou réactivateurs de la
synthese d'Hb F (I'Hydroxyurée, I'EPO),

= Les « piéges a ligands » du récepteur de I'activine (Sotatercept®)

= Les agonistes de I'hepcidine.

A I'heure actuelle, le seul processus curatif de la maladie de Cooley est I'allogreffe
de cellules souches hématopoiétiques. Toutefois, dans I'avenir on pourrait procéder a
une autogreffe. En effet des essais cliniques dans le domaine de la thérapie génique
consistant a prélever des cellules de la moelle osseuse du patient pour leur transférer ex
vivo un géene fonctionnel de la béta-globine au moyen d’un vecteur viral (rétrovirus
inactivé) sont en cours [82]. Selon I'équipe dirigée par le Pr Philippe Leboulch [82], elle
permettra de guérir 80 % de sujets porteurs de béta-thalassémie et n’ayant pas acces a

une greffe osseuse.
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Tableau XIlI: Causes des décés en France des patients atteints de B-thalassémie
majeure, adossée au registre national aprés un projet de mise en place d'une
cohorte prospective réalisé en 2012 [83]

~ AgeduDG | Date du DG Cause du Déces Chélation

2006 Cour/trdurytme  DFX_
“3TM  19ans 2006 Cwur  DFO |
“sTM  ams o007 GreflovH |

T7TM sans 2009 GrefleftodciteoV |
"M sans 2010 infectionSPT  DFX |
CULT a2ans 2011 Hépatocarcimome  DFX |

11.5.2. Béta-thalassémie intermeédiaire [40,55]

Les principaux facteurs qui guident a la décision de transfuser sont généralement
I'apparition des signes et symptémes de I'anémie. Les transfusions entrainent de méme
que pour la béta-thalassémie majeure des complications liées a la surcharge en fer,
notamment l'ulcere de jambe, les complications rénales, I'hnématopoiése extra-
médullaire, l'ostéoporose, les thromboses, I'hypertension artérielle pulmonaire,
I’hypogonadisme [30,56]. Des cas de compression médullaire ont aussi été décrits [54].
Le risque d’allo-immunisation est plus important dans les (T1) que dans les (TM) [54].
Le taux global d’allo-immunisation chez les patients thalassémiques est de 5 a 30% dans
le monde [84].

En dehors des transfusions, les thérapeutiques visant a améliorer la dys-
érythropoiese ont également le potentiel d’'améliorer la surcharge en fer secondaire qui
en est la conséquence directe des Tl [54]. Ainsi, l'identification tres récente de
I’érythroferrone ouvre la voie de cibler cette hormone pour prévenir la surcharge en fer

occasionnée par I'érythropoiése au cours des Tl [61].

11.5.3. Béta-thalassémie mineure [55]
Les transfusions systématiques sont absentes ou occasionnelles et le pronostic est

généralement bon.
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I1.6. Prise en charge et conseil génétique

Dans la présente étude, 82% des patients sont porteurs d’un trait B-thalassémique,
4% atteints d’'une forme majeure et 14% sont hétérozygotes composites. Apres
identification des sujets porteurs, par les techniques précédemment détaillées, il faut
pouvoir leur proposer un conseil génétique qui précisera les risques en fonction de
I’'anomalie dépistée. En effet, comme nous I'avons détaillé plus haut, la thalassémie
majeure est une maladie mortelle en I'absence d'une prise en charge qui est trés souvent
coQteuse: transfusion sanguine mensuelle; médication chélatrice de fer; bilans
biologique et radiologique de surveillance périodique et assistance psycho-sociale.

Dans la mesure ou la notion de dépistage néonatal n’est pas encore appliquée au
Maroc, on comprend les raisons de la prise en charge tardive des patients. Ainsi, pour
une meilleure prévention et une prise en charge avec succes de la maladie, le dépistage

devrait étre intégreé a tous les échelons de soins de santé.
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CONCLUSION

\> )
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La présente étude sur la béta-thalassémie, effectuée au niveau de I'HOpital militaire
d’instruction Mohamed V de Rabat, a fait ressortir les points suivants:
= |'existence de la thalassémie dans les régions du Nord: « Rabat-Salé-
Zemmour-Zaér»  (23%), «Tanger-Tétouane» (55%), «Fés-
Boulemane » (4%), « Meknes-Tafilalet » (4%) et « Gharb-Chrarda-Béni
Hssen » (4%).
= Le sexe Féminin étant le plus touché et la majorité des patients est agé de
[1-10 an].
= Les malades présentent des complications avec des degrés divers de gravité
selon le type (homo- ou hétérozygote) : syndrome anémique sévere,
splénomégalie, troubles cardio-vasculaires, dysmorphie osseuse, ictére...
Dans la majorité des cas, les paramétres de I’hémogramme ont été d’'une aide
précieuse dans l'orientation diagnostique. Les techniques électrophorétique et
chromatographique, avec le génotypage lorsqu’il est réalisé, constituent la base de
I’'exploration biologique dans un but de diagnostic. L'association d’arguments cliniques,
biologiques et radiologiques ainsi que les données de I'enquéte familiale lorsqu’elles
sont disponibles, concourent a l'identification de plusieurs phénotypes de béta-
thalassémie dont prédomine la forme hétérozygote, qui représente prés de 82% selon le
présent travail. Cela concorde avec les données de la littérature. Néanmoins, il demeure
toujours un déficit important en matiére de disponibilité des données épidémiologiques
relatives a la thalassémie mais également aux hémoglobinopathies d’'une maniere
générale. Il est ainsi nécessaire de développer un programme de prévention reposant
sur I'éducation sanitaire, la diminution des mariages consanguins, le dépistage des
hétérozygotes, le conseil génétique, le dépistage anténatal de la maladie et la création de
centres spécialisés. C'est ainsi qu’il semble essentiel de disposer de systeme de registre
national permettant le report des cas diagnostiqués dans les différents centres de
biologie ou mieux encore dans des centre de référence dédiés a I'étude de I’hémoglobine
et disposant d’équipements et de moyens répondant aux exigences et recommandations
des sociétés savantes élaborées dans ce contexte.
L’intégration du dépistage des porteurs d’hémoglobinopathies dans une stratégie
nationale pourrait ainsi se faire en adéquation avec les données épidémiologiques, les
conditions socio-culturelles et économiques. Certains pays comme I'lran ont déja adopté

le programme de prévention de la béta-thalassémie en raison de sa fréquence élevee. La
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législation du pays a été modifiée pour rendre le dépistage prénuptial obligatoire et
permettre l'interruption volontaire de grossesse en cas de diagnostic anténatal positif
[45]. L'impact et la prévention de cette maladie est donc reconnu a I'’échelon mondial.

A travers les résultats de la présente étude, la béta-thalassémie semble une
hémoglobinopathie assez fréquente au Maroc et rarement diagnostiquée. Il a déja été
proposé, le dépistage prénuptial par électrophorése de I’'hnémoglobine dans certaines
régions a risque comme le Gharb [45]. Toutefois, en tenant compte de nos résultats, le
Maroc doit encore songer a instaurer dans les prochaines années cette stratégie
préventive a I'ensemble du territoire et doit continuer a investir dans la recherche sur
les maladies héréditaires en vue de réduire I'incidence de la morbidité et la mortalité

associées a ces pathologies.
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ANNEXE 1

——— LABORATOIRE DE BIOKCHIME ET DE TOXICOLOGIE
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ANNEXE 2

Tableau XIV: Valeurs normales des paramétres de la Numération globulaire et des

parameétres érythrocytaires

Laboratoire d’Hématologie/HMIMV

NFS

Valeurs normales

Valeurs critiques

Numeération globulaire

Homme adulte

Femme adulte

Leucocytes WBC (10°3/mm3) | 4,0-10,0 4,0-10,0 <3,0->15,0
Hématies RBC (10°6/mm3) | 4,5-6,5 3,8-58

Hémoglobine HGB (g/dl) 13-17 11,5-16 <8
Hématocrite HCT (%) 40-50 37-47

Volume Globulaire | VGM (fl) 80-100 80-100 <65->110
Moyen

TCMH MCH (pg) 27-32 27-32 »38

CCMH MCHC (g/dI) 32-36 32-36 »36

Index de RDW (%) <16,0 <16 »20
Distribution

cellulaire

Plaguettes PLAQ (10°3/mm3) | 150-500 150-500 <12,0->700
Réticulocytes RET (10°3/mm3) | 20-80 20-80

Formule Leucocytaire

P. neutrophiles NE (10°3/mm3) 2,0-75 2,0-75 <1,7-9,0
Lymphocytes LY (10°3/mm3 1,0-4,0 1,0-40

Monocytes MO (10°3/mm3) 0,2-1,2 0,2-1,2 2

P. éosinophiles EO (10°3/mm3) 0,0-0,7 0,0-0,7

P. basophiles BA (10°3/mm3) 0,0-0,2 0,0-0,2
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Tableau XV: Caractéristiques des méthodes moléculaires d’étude de 'Hb [13.14,29]

TECHNIQUES DE BIOLOGIE MOLECULAIRE

Principe Intérét Limites Remarques
Reverse Amplification Permet de Trousses
dot-blot par PCR et rechercher commerciales

marquage d’'un plusieurs destinées a
fragment cible | mutations en I'identification des
d'ADN une seule mutations (3-
étape thalassémies les
-> hybridation | d'hybridation plus fréquentes dans
sur un support les principales
portant des régions du monde
sondes
specifiques des ->diagnostic
principales anténatal
mutations
recherchées
GAP-PCR | Lessondes sont Mise en Disposer d'une Trousses
construites de évidence des | batterie d'amorces | commerciales pour
facon a étre délétions spécifiques des le diagnostic
complémentaire | plus ou moins | délétions que I'on anténatal des a-
des frontieres de étendues cherche a thalassémies
la délétion et des génes a et caractériser -Permet le
d'amplifier ainsi B. diagnostic de
un fragment -Pour détecter la certaines
specifique a la Plusieurs présence de la SB-thalassémies, des
délétion et qui la délétions région normale Hb Lepore, anti-
recouvre. peuvent chez un sujet Lepore et des PHHF
étre hétérozygote, il est délétionnelles
Dans le cas de recherchées parfois nécessaire
délétions simultané- d'amplifier en
étendues, la ment parallele une
distance entre dans une séquence comprise
les deux sondes méme PCR al'intérieur
est trop (PCR des limites de la
importante pour multiplex) délétion
permettre - Le diagnostic des
I'amplification délétions dont

de I'ADN normal.

on ne connait pas
précisément les
limites doit étre
effectué par
Southern blot
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Tableau XV: Caractéristiques des méthodes moléculaires de I'’étude de I'Hb (suite)

[13.14.29]
Séquencage | Amplification | ldentificationdes | Pasadaptéeala | Lesrésultats
des génes sélective des variants détection des doivent
genes rares délétions toujours étre
B, al ou a2 importantes compareés a
puis - Ne met pas en ceux du
séquencage évidence les phénotype
modifications
post-
traductionnelles
(rares cas de
mutations suivies
d’oxydation, de
désamidation de
création de ponts
disulfure)

MLPA Technique Criblage des Des kits
(Multiplex robuste de délétions rares ou commerciau
Ligation- quantification | non encore x de MLPA

dependent | génique, basée | décrites. (distribués
Probe sur l'utilisation T , par la
Amplificati | dunesonde | - Utilisationd'une société MRC-
on) divisée en seule paire Holland™),
deux. La d'amorces. On ciblant
ligation des evite ainsi les sélectiveme
deux parties est | Problemes causes nt les
nécessaire pour | Par lapresence familles de
que d'une grande génes a et B-
I'amplification | duantite etun globine, sont
des oligo- grand nombre disponibles
nucléotides ait (d'amorces sur le
lieu. Cette differentes. La marché.
méthode est ML UL
utilisée pour amplifier jusqu'a
dénombrer les 40 sondes
copies d'une _ dlffergntes
méme simultanément, ce
séquence dans | guienfaitune
un ADN. méthode rapide,
peu colteuse et
facile a réaliser.
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LABORATOIRE DE BIOCHIME
Hopital Militaire d’Instruction Mohammed V

CONSENTEMENT POUR LA REALISATION D’EXAMENS DES CARACTERISTIQUES
GENETIQUES D’'UNE PERSONNE

Je SoUSSIGNE(E) M.....ccvvvie e, néle. ...,
DEMEBUIANT A .ottt sttt st et 1ttt bttt ettt
Reconnais avoir regu par le Dr.........ccccoveveireiiinnn, les informations sur les examens des caractéristiques

génétiques qui seront réalisés afin :

= de confirmer ou d'infirmer le diagnostic d’une maladie génétique en relation avec mes symptdémes

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

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

= d'évaluer ma susceptibilité génétique a une maladie ou a un traitement médicamenteux.

Pour cela, je consens :
= au prélevement qui sera effectué chez moi
= au prélevement qui sera effectué chez mon enfant mineur ou une personne majeure sous tutelle
= au prélevement qui sera effectué chez mon feetus mort
Si une partie du préléevement reste inutilisée aprées analyse,
= je consens a ce qu’elle puisse étre intégrée, le cas échéant, a des fins de recherche scientifique. Dans
ce cas, l'ensemble des données médicales me concernant seront protégées grace a une

anonymisation totale. En conséquence, je suis conscient que ces études scientifiques effectuées ne
seront sans aucun bénéfice ni préjudice pour moi.

Faita,le.....coooviviiiiin,
Signature du patient adulte

Ou du représentant légal de I'enfant mineur
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Tableau XVI: Anomalies moléculaires les plus fréquentes dans le géne g [48]

Posifon Homenclawre officielle  Type -Tholossémis MED =
=101 c.-151C>T + ®

-B7 .- 137C =G + x

-3 c-BlA=G +

-30 .- B0T = A4 i =

-39 c.-FPA= +

-28 c-TBA=G +

cap+1 .- 508 C + =
Irifictann cd . 2T>=G 0

od 5 c. 17_1BdaiCT 0 ® ®
cd & . 20d el 0 ®

CdB .25 2bdalip 0 = =
Cd B/9 <. 27_28BimG 0 ® ®
Cdl5s cATG=A 0 ®

Cd 15 cABG=A 0 =
Cdlé c51delC 0 x
Cd7 c.52A>T [+]

Cd 22 c.68_7 4delbAGGTG o =
Cd 24 HBE . FPGE=A

Cd27 cB2G=>T + x

Cd27/28 c.B4_BS5insC [+]

Cd 30 c.P2G=C 0

VS 1.1 c.PIG=A 0 =

Vs 1.1 c P24 1G=T 0 x
Ivs 1.5 c 9 4+5G=C + ® W
W5 1.6 c.92+6T=C +

VS 1.110 c.93-21G=A i

V5 1.25 c.91-21_4édal 0 x
Cd 36/37 .1 12dalT 0 ®
Cd 39 c.118C>T 0 x

Ce 41/42 . 124_126deTTCT O

Cd 43 <. 130G>T o

Cd 44 c.135dalC 0 ® x
W5 2.1 315+ 1G=A 0 x =
W5 2.654 €. 316-146T =G +

WS 2.745 c.316-106C>G + ® =
WS 2.848 €.316-3C>A + x

Cd 121 c.384G =T 0 x

H M N M

MED : population Méditerranéenne,
MO : population du Moyen Orient,
SEA : population du Sud Est Asiatique
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Tableau XVII : Caractéristigues cliniques et biologigues de la béta-thalassémie

[2.13,14,2542,49,52,55.85.86]

Diagnostic Biologique
Numération Formule Etude de I'hémoglobine
Statut Tableau Sanguine
génétique clinique Hb VGM | TCM RET Frottis HbA HbF HbA: HbS HbC HbD
(g/dl) () H (G/1) sanguin (%) (%) (%) (%) (%) (%)
(pg)
B-thalassémie | Asymptomati Nou <70 «27 N ou peud Cellules en 80-95 2-7 4-5¥** -- --
hétérozygote que un cibles (+)
Discréte peuf Microcytose
splénomégalie Hypochromi
e
<7 60-65 | <26 Cellules en 35-68 | 30-60 | 2-5%** - -
B+ Péleur cibles
thalassémie Hépato- Peu Microcytose
homozygote splénomégalie (****) Hypochrome
Anomalie Erytroblaste
cranio-faciale s
typiques Anisopoikilo
(Bosses des os cytose
du créne, <7 60-65 Microcytose 0 98 3-7*** - - -
0- Facies Hypochromie
thalassémie mongoloide) Erythroblaste
homozygote S
Anisopoikiloc
ytose
9-12 200 - | Drépanocytes 1-25 5-15 >4 55-90 = =
HbS/B*- (65- 300 (rares)
thalassémie Syndromes 95) Hématies en
drépanocytair cibles
es majeurs Anisopoikiloc
(prise en ytose
charge dans Microcytose
les centres ()
HbS/B0- spécialises) 7-11 Cellules 0 5-15 >4 80-90 - =
thalassémie (60- cibles
80) Hypochromie
Anisopoikiloc
ytose
Microcytose
(++)
HbC/B*- Anémie modér -- Cellules en 20-30 2-10 > Jrx* -- 60- --
thalassémie Hémolytique ée cibles (++) 80
chronique Microcytose
modérée
HbC/Bo- Thalassémie 7-10 -- Cellules en 0 2-10 > Jrx* -- >90 | --
thalassémie intermédiaire cibles (++)
Microcytose
HbD/[0- Splénomégali Cellules en 0 >10 >10 -- -- --
thalassémie e cibles
Anémie Anisocytose
hémolytique Hypochromie
chronique
modérée
; Diminue 4 Augmente

*** - Hb A, Augmentée en dehors d’une carence martiale (ferritine +/- CRP normale).

**x% . Réticulocytose moins élevée que ne voudrait le degré de I'anémie.
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Introduction

Hémoglobinopathie héréditaire, la béta-thalassémie est une maladie monogénique
avec une répartition mondiale trés hétérogene.

L’objectif de ce travail est de rapporter les cas de béta-thalassémie colligés au cours
de ces douze (12) derniéres années au Laboratoire de Biochimie et de Toxicologie de
I’THMIMV et de discuter leur profil clinique et biologique comparativement aux données de
la littérature.

Matériels et méthodes

C’est une étude rétrospective descriptive, portant sur 73 cas de béta-thalassémie.
Une fiche d’exploitation est renseignée (données démographiques, renseignements
cliniques, résultats des explorations biologiques). L'étude de I'Hémoglobine a inclus des
explorations phénotypiques (électrophorése de I'Hb aux pH acide et alcalin, CLHP, bilan
martial, hémogramme) et génotypiques quand cela était possible.

Résultats

Le sex-ratio est de 0,92. L’age des patients au moment du diagnostic varie entre 3 et
87 ans, 'd&ge moyen est de 33,4 + 22 ans. Les régions de « Rabat-Salé-Zemmour-Zaér » et
du Nord du Maroc semblent les plus touchées.

Les anomalies biologiques, le syndrome anémique et la splénomégalie sont
fréquents.

L’étude du frottis sanguin révéle une anisopoikilocytose, des hématies en cible, une
hypochromie, une pseudo-polyglobulie. Sur les 73 sujets inclus dans I'étude, nous avons
identifié des hétérozygotes (82%), des homozygotes (4%), des hétérozygotes composites
(14%) dont 3% étaient S/B-thalassémie, 7% C/B-thalassémie et 4% D/ B-thalassémie.

Discussion et Conclusion

Les résultats de la présente étude concordent, dans la majorité des cas, avec les
données de la littérature. Des mesures collectives, notamment l'identification des
porteurs sains, le conseil génétique et le diagnostic prénatal sont nécessaires pour
prévenir ce groupe de pathologies héréditaires.
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Introduction

Beta-thalassemia, a hereditary hemoglobinopathy, is a monogenic disease with a
highly heterogeneous global distribution.

The objective of this study is to report cases of beta-thalassemia collected during the
last twelve (12) years at the Laboratory of Biochemistry and Toxicology HMIMV and
discuss their clinical and biological profile comparatively to data literature.

Materials and methods

This is a descriptive retrospective study of 73 cases of beta-thalassemia. An
exploratory form contains (demographic data, clinical information, results of biological
explorations). The study of hemoglobin included phenotypic investigations (Hb
electrophoresis at acidic and alkaline pH, HPLC, iron status, complete blood count) and
genotypic when possible.

Results

The sex ratio is 0,92. Patient age at diagnosis varies between 3 and 87 years, the
average age is 33,4 + 22 years. "Rabat-Salé-Zemmour-Zaér" and the North of Morocco
seem to be most affected regions.

Biological abnormalities, anemia and splenomegaly are frequent.

The study of blood film /peripheral blood smear reveals anisopoikilocytosis,
codocytes /target cells, hypochromia, pseudopolycythaemia. Of the 73 subjects included
in the study, we identified heterozygous (82%), homozygous (4%), compound
heterozygotes (14%) of which 3% were S/B-thalassemia, 7% C/f3- thalassemia and 4%
D/f-thalassemia.

Discussion and Conclusion

The results of this study are consistent, in most cases with literature data. Collective
actions, including the identification of asymptomatic carriers, genetic counseling and
prenatal diagnosis are needed to prevent this group of hereditary diseases.
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