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Introduction



Gréace a la technologie et les grands progrés scientifiques, les voyages dans le monde
entier sont rendus faciles. Le brassage entre les différentes populations du monde est devenu
un phénomeéne a la mode ; mais en méme temps il cause beaucoup de problémes de santé

publique. Ainsi, certaines maladies génétiques endémiques sont aujourd’hui cosmopolites.

De plus en plus de naissances comportent des anomalies génétiques dans le monde
d’aujourd’hui. Il est compté a une fréquence de 300 000 naissances par an(1). Sur le continent
africain 1/50 a 1/200 naissances sont porteurs de I’anomalie drépanocytaire. Tandis que pour
la B-thalassémie 1/100 a 1/1600 naissances en Asie et dans les pays méditerranéens ont cette
anomalie(2). Des formes de drépanocytoses constituent ce qu’on appelle le Syndrome
drépanocytaire majeure qui est maintenant entré dans la base de données des affections de
longue durée ALD en 2010(3).

Nombreuses sont les hémoglobinopathies invalidantes a part les deux citées ci-dessus,
qui nécessitent des dépistages a la naissance ou pour des couples porteurs de ces génes. Mais
surtout des consultations en conseil génétique doivent étre effectuées afin de calculer les

risques de certains mariages pour leur descendance.

L'objectif est de maitriser les moyens d’études de ces hémoglobinopathies, afin de
rendre des résultats fiables sur le plan phénotypique et génotypiques pour assurer une

meilleure qualité du conseil génétique.
Pour ce faire, notre étude présentera trois parties :

e la connaissance de I’hémoglobine normale sur le plan structural et fonctionnel ;

e la description physiopathologiques des hémoglobinopathies et leurs circonstances de
découvertes ; et

e I’exploration au laboratoire proprement dite de ces hémoglobinopathies, en tenant compte

de I’aspect réglementaire.

A la fin de ce travail, des cas de patients extraits d’une theése nous serviront de cas

pratique.



Partie I : les bases
moléculaires et génetiques

de I’lhémoglobine normale



I.  Les bases moléculaires et génétiques de I’hémoglobine normale

L’hémoglobine est une chromoprotéine porphyrine de coloration rouge renfermant du
Fer. Elle est présente a forte concentration dans les globules rouges ou hématies. Ces globules
rouges sont des cellules matures issues d’une lignée immature de cellules. Le phénomene en
question s’appelle I’érythropoiese, qui se fait dans la moelle osseuse des os long, mais se situe
également dans d’autres organes lors de la vie feetale. La biosyntheése de I’hémoglobine Hb
vient en parallele avec la maturation des globules rouges. Elle se fait dans le cytoplasme des
érythroblastes (cellules immatures) et des réticulocytes.

Les hématies se lient avec les molécules d’oxygenes via I’Hb dans les poumons et les
transportent vers les cellules. Elles transportent aussi le CO2 et le H+ des tissus vers le
poumon. La structure chimique et moléculaire des hémoglobines va a merveilles avec ses

réles physiologiques.
1. Structure de I’hémoglobine
L’hémoglobine est constituée par I’héme et la globine.
1.1. L’heme

Il résulte de I’association d’une porphyrine et d’un atome de fer divalent, définie comme
étant une ferroprotoporphyrine. La porphyrine est une protoprophyrine de type IX, substituée
par 4 radicaux méthyl, 2 radicaux vinyl et 2 radicaux propanoique au niveau du noyau

porphyrine.

Figure 1: Structure de I'Héme (4)



Ce noyau a une structure fermée ou cyclique, formée par I’association de 4 noyaux

pyrrole reliés par des ponts méthinyl.

L’atome de fer bivalent (Fe++), métal hexacoordinable, est lié par 4 liaisons aux atomes
d’azotes des noyaux pyrroles. Une cinquiéme liaison existe entre I’atome de fer et un radical
Histidine proximale de la chaine de la globine. La derniére liaison permet le transport d’une

molécule d’oxygeéne.

Lors de la fixation de I’oxygene, des réarrangements électroniques reéduisent le volume
de I’atome, ce qui permet son introduction dans la couronne de I’héme. En position
désoxygénée, la disposition de ses électrons empéche I’atome de fer de s’introduire dans le
plan formé par le noyau porphyrine. Le passage du fer de I’état divalent a I’état trivalent
(Fe+++).

L’atome de Fer sous forme réduite se retrouve dans I’hnémoglobine oxygénée (HbO,) et
la carboxyhémoglobine (HbCO) et aussi dans I’hémoglobine désoxygenée (désoxyHb).

La forme oxydée Fe+++ est impropre au transport de I’oxygene ; elle est caractéristique
de la méthémoglobine (metHb).



Figure 2: L'atome de Fer et les liaisons (5)

Dans I’HbO,, I’'atome de Fer a six liaisons de coordinence, tandis que dans la
désoxyHb, I’atome de fer, plus volumineux que dans I’HbO,, est pentacoordonné.

Le modeéle stéréochimique de Perutz (6) place ces modifications de taille de I’atome de
Fer a I’origine des différences de la structure protéique qui accompagnent la fixation de
I’oxygéne sur la molécule de I’hémoglobine.

Cette structure est génératrice de radicaux libres dangereux pour la membrane
érythrocytaire car partiellement responsables des complications hémolytiques observées chez
les patients porteurs d’hémoglobines instables ou thalassémiques.

1.2. La globine

La globine est un hétérotétramére constitué de deux types de sous-unités associés deux a
deux. Chaque sous-unité est formée par une chaine polypeptidique, c’est la différence de

séquence en acides aminés qui donne naissance a différentes sous-uniteés.

Les chaines les plus répandues sont :



e les chaines o ayant 141 acides aminés, la plus courte.

e les chaines B, v, et & comportent 146 acides aminés, les plus longues(7)

Il existe alors des analogies de structure entre ces différentes chaines. La séquence
d’acides aminés représente la structure primaire de la globine. Un enroulement sous forme
d’hélice alpha o pour 80% des chaines polypeptidiques forme ce qu’on appelle la structure
secondaire. 1l existe des zones non-hélicoidales qui forment ce qu’on appelle les plicatures.

La structure tertiaire est déterminée par la répartition dans I’espace des segments
hélicoidaux ou non-hélicoidaux. L’enroulement des chaines permettent la formation d’une

poche pour accueillir I’heme.

La structure quaternaire a été élucidée par diffraction du rayon X par les deux
chercheurs, John Kendrew et Max Perutz vers 1960. L’analyse des diagrammes par ce rayon

montre une conformation sensiblement globulaire de la globine, avec un diamétre de 55 A (8).

Figure 3 Structure de I'hémoglobine (9)

Donc I’hémoglobine est alors I’association de 4 sous unités identiques 2 a 2. Une sous
unité résulte d’un repliement d’une chaine polypeptidique appelée « globine », autour d’un
groupement prosthétique, I’héme, pris en « sandwich » dans ces repliements(10).



a. Nomenclature des hémoglobines

Avant, les hémoglobines trouvées sont appelées communément hémoglobine A pour les
Adultes et hémoglobine F pour les feetus. L’Hb A2 représente I’Hb mineure chez I’adulte
trouvée sur I’électrophorese sur gel d’amidon en 1955(11), elle a été nommée en 1957 lors de
la rencontre des experts de ISH ou International Society of Hematology(12).

Iy avait une autre Hb mineure nommée Hb A3 par I’ISH, ayant une bande vers I’anode
quand on fait I’électrophorese a pH alcalin(13).

Lors d’une analyse par chromatographie sur colonne échangeuse de cations, I’'Hb A sort
sous forme de 2 pics bien distincts. Selon leur élution, il y on a I’Hb Al et All(14). Peu de
temps apres, il était démontré que I’HB Al en elle donnait 5 petits pics qui correspondent a
I’Hb Al a, b, c, d et e, selon I’ordre de leur élution(15). Ensuite, I’HbAI a, b, ¢ sont des Hb
glyquees, elles sont en augmentation lors du diabete.

Les Hb normaux sont nommeées ainsi que les variants de I’Hb ont été découvertes dont
le nom est donné par une lettre de I’alphabet. L’Hb S responsable de la drépanocytose était
autrefois appelée Hb B. Par la suite, les lettres sont attribuées selon I’ordre alphabétique.
Sachant qu’il y a beaucoup de variants de I’Hb et que les lettres de I’alphabet ne suffisent pas
pour couvrir ces variants découvertes. Il est convenu d’adopter le nom de I’endroit ou la

variante était découverte.



Tableau 1: Nomenclature des Hémoglobines anormales fréquentes par ordre
alphabétique (16)

b. L’organisation des genes de I’hémoglobine et ses principales régions

régulatrices

Les genes des hémoglobines sont subdivisés en 2 familles :

Figure 4: Structure et organisation des deux familles de génes-globine. (10)
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e Les génes de la famille o

La famille o se situe sur le chromosome 16 surtout prés du télomére ou 16pterl3.3,
incluant le gene C et 2 a (al et a2), les pseudo-genes WE et Wal qui sont non-fonctionnels et
enfin le géne 61 dont la fonction n'est pas connue jusqu’a nos jours. En amont du gene existe
une zone régulatrice majeure, le LCR « Locus Control Region ». Les genes sont organisés de

5’ & 3’ selon leur ordre d’expression au cours du développement humain :

e { code pour la chaine embryonnaire.
e ol et a2 codent pour la chaine feetale et des adultes.

e Lesgeénes de la famille

La famille B localisée sur le chromosome 11 au niveau du bras court ou 11p15.5,
incluant le géne & 2 génes y (°y"y), un B, un & et enfin le pseudo-géne WP. En amont du locus
se trouve 5 sites hypersensibles a I’ADNAsel (HS1 a 5, numérotés de 3’ 4 5”) constituent une
zone régulatrice majeure "LCR B". Un autre site se trouve aussi en aval (3’HS1). Les genes

sont organisés de 5 a 3’ selon leur ordre d’expression au cours du développement humain.
c. Le processus de synthése des chaines de globines

Les génes des globines ont communément une lettre grecque qui désigne la chaine de
globine correspondante. Cependant, ces génes ont aussi un nom officiel selon «The Human

Genome Project ».

Tableau 2: Noms officiels des hémoglobines selon «The Human Genome Project » (17)

Commonly used name Globin chain Official name
Zeta Z HBZ

Alpha 2 a2 HBA?

Alpha 1 al HBA1
Epsilon € HBE1

G gamma Cy HBG?2

A gamma Py HBG1

Beta B HBB

Delta d HBD
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Le processus de synthese est complexe, il est représenté dans la figure suivante :

Figure 5: Processus de Synthése des chaines d'hémoglobine a I’échelle moléculaire(17)

Il se passe tout d’abord la transcription de I’ADN en ARN précurseur par les ARN
polymérases. Les introns et les exons subissent une premiére transcription, ensuite ils feront

I’objet d’autres traitements. Ces traitements sont I’enlévement des introns ou « splicing », et
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I’addition en amont d’un groupement de 7-méthyl guanosine c’est le « capping » et enfin
I’ajout de groupement Adényle a la queue du géne. Le 7-méthyl guanosine a un rdle lors de la
traduction tandis que I’adénylation (AAAA) est important pour la stabilité de I’ARN. La
succession de ces événements conduisent a la formation de I’ARNm. L’ARN m va ensuite
partir du noyau et passer dans le cytoplasme ou il va étre transcrit a I’aide des Ribosomes et

des ARNt mais aussi des Acides aminés.

La synthese des chaines polypeptidiques commence normalement par la Méthionine
Met (représenté par le codon ATG sur I’ARNmM) puis suit les autres acides aminés. La
traduction s’arréte quand les ribosomes rencontrent un codon STOP (AAA par exemple). Les
chaines de globines ainsi obtenues vont s’assembler de tels sorte qu’ on a 2 globines de la

famille a et 2 globines de la famille B pour former le tétramére ou bien I’hémoglobine(17).
d. Eléments du controle de I’expression des génes globine

Dans I’environnement immédiat de chaque gene globine, au niveau des promoteurs,
ainsi que dans les zones régulatrices distales de I’ensemble de chaque locus, comme le LCR
(Locus CONTROL Region), des séquences spécifiques ont été retrouvées sur lesquelles se
fixent les facteurs de transcription, spécifiques ou ubiquistes, qui en modulent I’expression.
De ces facteurs ou séquences de fixation, quelques-uns sont cités parmi tant d'autres :

eles facteurs TFIIX font partie de la machinerie de base de [Iinitiation de la
transcription.

e les séquences GATA sont présentes a la fois sur les promoteurs et le LCR. Elles sont
aussi retrouvées dans tous les genes d’expression érythroide et en sont spécifiques. Le facteur
GATA-1 est nécessaire aux étapes tardives de la maturation érythroide, le facteur GATA-2 est
impliqué dans les étapes précoces(18). lls sont les prototypes d’une grande famille de
protéines a doigts de zinc, a expression systémique dans d’autres organes. Leur fonction a été
finement analysée dans la lignée érythroide et dans la lignée mégacaryocytaire.

e les seéquences CACCC et apparentées sont présentes dans les promoteurs des différents
génes globine. Elles fixent les différents facteurs de la famille EKLF(famille Kruppel)(19). Le
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facteur EKLF lui-méme se fixe en 5’ du géne B-globine sur une séquence CCACACCCT et il
est impliqué dans la commutation feetale —adulte.

Au niveau du géne vy, par exemple, la séquence CTCCACCCA, légérement différente de
la B, fixe le facteur Sp1, facteur ubiquiste dont la spécificité varie au cours du développement.
C’est ainsi qu’on obtient des pseudo-genes, des séquences de I’ADN qui sont obtenus lors du
phénomeéne d’évolution, ils ressemblent au géne sur le plan structural mais ne conduit pas a la
synthése de protéines. Sa perte de fonction est due a des mutations qui ont désactivé ces genes
ou bien la perte des éléments critiques pour I’expression de ces genes. Ces pseudo-génes sont

transcrits mais pas traduits.

Au niveau du LCR se trouve une séquence de fixation du facteur NF-E2 (genes de la
famille AP-1), que caractérise un domaine de « fermeture éclair a leucine » (b-Zip) qui permet

sa dimérisation.

NF-E2 de spécificité érythroide est composé de deux sous-unités, p45 et pl8, qui
appartiennent chacune a des familles multiprotéiques(20). Enfin, les travaux récents sont
focalisés sur le role joué par la structure de la chromatine dans I’expression des génes en
général et des génes de globine en particulier. Les genes transcrits sont situés dans des zones
dites « ouvertes » de I’euchromatine, accessibles a I’ARN polymérase et aux facteurs de
transcription, par opposition a I’hétérochromatine compacte. L’importance majeure de
séquences dites « insulatrices » et des protéines impliquées dans le remodelage de la

chromatine émergent peu a peu.

Un équilibre steechiométrique parfait est nécessaire pour éviter une symptomatologie
thalassémique, alors que la chaine o est physiologiquement synthétisée en léger excés. Un
travail récent a montré que les chaines a en excés sont d’abord captées par une protéine
chaperon AHSP (a-haemoglobin stabilizing protein) puis libérées progressivement pour fixer
la molécule d’heme. Et former, de fagon équilibrée, le dimére of}, puis le tétramére d’Hb(21).

e. Les chaines de globines normales et les hémoglobines correspondantes

Des mutations changent les pseudo-genes cités ci-dessus en géne fonctionnel. Le géne

qui code pour la chaine 3 est considéré en voie de devenir un pseudo-gene. Des altérations de
13



son promoteur ont conduit & un faible taux de transcription d’ou la faible proportion de

I’THBAZ2 par rapport aux Hb totales.

Par des mécanismes semblables aux mutations citées ci-dessus, la synthése de
I’hémoglobine chez I’homme est caractérisée par deux changements majeurs dans la

composition de I’hémoglobine et non pas sa fonction. C’est la commutation ou « switch ».

Au niveau de la famille B, il est observé deux commutations. La premiére se rencontre a
la fin du stade embryonnaire et est caractérisée par I’extinction de I’expression du géne e,
remplacée par celle des genes feetaux y ; la seconde au stade périnatal pendant laquelle

I’expression des genes y est remplacée par celle du gene adulte .

Une seule commutation est observée pour la famille o , qui, a la fin du stade
embryonnaire voit I’extinction de I’expression du gene & , remplacée par celle des genes
adultes a(10).

Figure 6: Biosynthese des chaines de globines de la vie feetale jusqu'a I'age de 6 mois(22)
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Une coordination trés précise existe et aboutit a une synthése équivalente des genes de
la famille o et de la famille B afin d’avoir une synthése équilibrée des chaines de globines au
cours de la vie. Il est distingué alors plusieurs compositions des Hb au cours de notre

développement.

Figure 7: Composition des diverses hémoglobines identifiées au cours du

développement(23)

Pendant les trois premiers mois de la gestation, les globules rouges humains contiennent
des Hb embryonnaires (Gowerl et 2, Portland). Elles sont ensuite progressivement
remplacées par de I’'HbF (o).

Dés la 3°™ semaine d’aménorrhée, la synthése d’HbF décline au profit de I’HbA, si bien
qu’a la naissance, le pourcentage d’HbA est de 15 a 30%.

Le swicth est effectué a 90% a 6 mois et a 95% a un an. Il se termine vers I’age de 5-6
ans avec une concentration résiduelle d’HbF de 0,1 & 1%(24)

La composition normale définitive de I’hémoglobine est(25):

HbA (0282) :97%

HBA2 (0282) :2,243,2%

HbF (02y2) < 1%.
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Partie 1 : physiopathologie

des hémoglobinopathies et leurs

circonstances de déecouverte
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I. Définitions

Les hémoglobinopathies ou HBP constituent les anomalies génétiques les plus
répandues dans le monde (21,22). Elles correspondent aux anomalies héréditaires
autosomiques récessives qui touchent la partie protéique de I’Hb. Donc, deux porteurs
(hétérozygotes) genéralement sains peuvent avoir la forme la plus sévére et se manifestent
chez leurs enfants des deux sexes. Les HBP sont dues a des mutations des séquences
codantes, non-codantes ou régulatrices des génes de globines. Quand ces mutations bloquent

I’expression des genes de globine o ou B, c'est de la thalassémie.

La thalassémie est définie comme un ensemble trés hétérogéne d’affections dont le
caractere commun est le défaut de synthése, partiel ou total, d’une ou plusieurs chaines de
I’lhémoglobine(26) (HBP quantitative).

Quand ces mutations touchent la structure des genes de globine, la présence d’une Hb
de structure anormale entraine ou non des signes fonctionnels. Elles sont qualifiées d’Hb

anormales ou variants d’Hb (HBP qualitative).

Quelgues hémoglobines anormales de faibles fréquences méritent une mention spéciale
appelées les Hb instables. Des « crossing-over » entre génes B et 6 sont également connus, a
l'origine de génes de fusion codant les Hb Lepore, ou anti-Lepore(27). Enfin, des anomalies
moléculaires touchant les régions régulatrices d'expression des genes seront décrites, a
l'origine de B-thalassémies dites « silencieuses » (genes beta), ou de la persistance héréditaire
d'Hb feetale (PHHF) (génes gamma)(28,29).

La composition moléculaire normale ou anormale du gene s’appelle le génotype. Le
génotype peut étre associé a un état pathologique ou non pathologique appelé phénotype(30).
Les mutations ne se manifestent pas toujours, méme a I’état homozygote et toutes ne sont pas
strictement récessives. Ceci est d0 au rapport génotype/phénotype, qui rend la prédiction du
phénotype extrémement difficile(31).
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Il. Classification des HBP

On distingue quatre groupesselon la sévérité de la maladie et les symptdmes
cliniques(32):

e L’Hb S (sickle cell disease) ou la drépanocytose et les syndromes drépanocytaires
majeurs. Les génotypes fréquents sont Hb S/S, Hb S/C, et Hb S/B-thal, les génotypes les
moins communs sont Hb S/D™"®, Hb S/0*®, Hb S/Lepore.

e Le B thalassémie incluant le 5pB-thalassémie et Hb E/B-thalassémie.

e Les a-thalassémies.

e Les variants de I’Hb responsables des anémies hémolytiques, des polyglobulies et
rarement des cyanose.

Il.  Les hémoglobines anormales

A ce jour, prés de 700 Hb anormales (Hb) ont été décrites(33,34). Les Hb anormales ont
été les variants protéiques les mieux décrites depuis la mise en évidence en 1949 du premier
d’entre eux, I’HbBS, responsable de la drépanocytose(35). Actuellement, il existe plus de 1000
variantes d’une ou de I’autre des chaines o ou B de I’Hb, et la liste continue a s’en allonger,

consultable au site suivant http://globin.cse.psu.edu/hbvar(36).

Parmi ces variantes, les mieux connus sont I'Hb S a l'origine de la drépanocytose, I'Hb C
et I'Hb E, et ceci en raison des conséquences cliniques et/ou biologiques qu'ils sont
susceptibles d'engendrer. Toutefois, une majorité de variantes est asymptomatique et reste de
ce fait méconnue ou de découverte fortuite. Enfin, il existe dans certains cas une association

d'anomalies quantitatives et/ ou qualitatives de I'némoglobine.
A. Heémoglobines anormales fréquentes

Trois variants, les premiers décrits, ont diffusé avec une grande fréquence

épidémiologique, d’autres variants de fréquences assez élevés seront aussi cités.

Ce sont les hémoglobines S, C et E qui, toutes trois, sont des variants de surface. Leur
fréquence, élevée dans des populations définies, est sans doute liée a deux séries de facteurs.

Dans des régions anciennement impaludées, un processus de « polymorphisme équilibré » a
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entrainé une survie préférentielle sélective des hétérozygotes. Le deuxieme facteur est

I’endogamie, fréquente dans certaines des populations concernées(37).
1. HbS (p6Glu—Val) : Hb de la drépanocytose ou Hémoglobinose S

L’HbS est un mutant de la chaine B ou I’acide glutamique en position 6 est remplacé par
une Valine (6 Glu— Val).

Cette pathologie reste asymptomatique jusqu’au 5°™ et 6°™ mois. Ceci est di au taux
élevé de I’HbF contenu dans les hématies et qui, comme nous I’avons souligné en haut,
empéche la falciformation(38). L'apparition des premiéres complications cliniques aigués
s'observe vers I'age de 6 ans, lorsque le taux d'HbF tend a rejoindre celui de l'adulte (38).

1.1. Répartition géographique

La drépanocytose est srement I’hémoglobinopathie grave la plus fréquente. Son
épidémiologie est bien connue, chez les populations des régions suivantes: Afrique noire
(25% de la population dans certaines régions), Madagascar, Réunion, Antilles (10-12%),

Amérique centrale, bassin méditerranéen, Proche-Orient(39)

Dans les pays du bassin méditerranéen, la maladie drépanocytaire se rencontre a un
moindre degré en Afrique du nord, péninsule ibérique, Sicile, Italie du Sud, Grece, Turquie et
Proche-Orient(1).
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Figure 8: Distribution géographique de la drépanocytose(40)
1.2. Physiopathologie

Son mécanisme physiopathologique de base a été tres précisément décrit, centré sur la
polymérisation de I’HbS désoxygénée et les déformations cellulaires subséquentes observées

chez les homozygotes SS.

Au cours de la désoxygénation qui suit le passage dans la microcirculation, la molécule
d’HbS subit un changement de conformation. Celui-ci permet a la valine p6 d’établir des
liaisons hydrophobes avec la chaine B d’une autre molécule d’Hb, en particulier avec la
phénylalanine B85 et la leucine B88. Une seule des deux valines opére ce contact, de sorte que
I’interaction B—p entraine la formation d’un polymere qui peut étre représentée comme
I’enchainement de deux rangées de molécules(10). Les déformations cellulaires
caracteéristiques appelées falciformation(41) font suite au regroupement et a la rigidification

de ces fibres.

Le processus met toujours un certain temps a s’amorcer (delay time), et ce délai est

inversement proportionnel & une puissance élevee, a la concentration intracellulaire de I’Hb.

Le phénomene de base entraine une cascade d’autres anomalies qui participent au
mécanisme physiopathologique. 1l est évoqué la perte de potassium et une déshydratation
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cellulaire qui favorisent la polymérisation de la désoxy-HbS. (42)Il y a simultanément
dénaturation de I’Hb, dont les hémichromes s’agglomerent a la face interne de la membrane
avec les protéines du cytosquelette. Ce processus s’accompagne de la perte d’héme et de la
libération de Fe3+, qui favorise I’existence d’un microenvironnement oxydant. Il est aussi
observé une altération de I’asymétrie normale des phospholipides membranaires, avec

exposition a la surface cellulaire de phosphatidyl sérines anioniques.

Des immunoglobulines de type IgG s’accumulent en surface, favorisant
I’érythrophagocytose par les macrophages(43). Enfin, la déformation cellulaire s’accompagne
d’une microvésiculation, en fait une augmentation de [I'adhérence des hématies a
I'endothélium vasculaire provoque un ralentissement circulatoire et favorise la
vaso-occlusion(44,45); des anomalies du tonus vasculaire, notamment une vaso-constriction
de la microvascularisation, réduisant la perfusion tissulaire(46,47); une augmentation de la
viscosité du sang(48); une diminution de l'affinité de I'HbS pour I'oxygene; des phénoménes

d'activation de la coagulation(49,50). La croissance squelettique peut aussi étre affectée(51).

Figure 9: Adhérence des Globules Rouges a I'endothélium dans la drépanocytose(52)
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Comme conséquences biologiques, il est noté :

eune anémie causée essentiellement de [I'hémolyse, avec augmentation du
renouvellement cellulaire des hématies par le systeme réticulo-endothélial (durée de vie des
hématies réduite a 1/10 de leur espérance de vie normale), d'une érythroblastopénie due a une
susceptibilité accrue aux infections par le parvovirus B19 en raison de [lasplénie
fonctionnelle(53), de nécroses médullaires, d'une allo-immunisation par transfusions
répétées(49);

e Une augmentation de I'nématopoiese intra et extramédullaire, réactionnelle a I'anémie
chronique ;

eune susceptibilité aux infections bactériennes(100 fois supérieure & la population
générale) et en particulier aux germes encapsulés (Streptococcus pneumoniae, Streptococcus
de type B, Haemophilus influenzae de type b, Neisseria meningitides, klebsielles et
salmonelles) en raison de I'asplénie fonctionnelle due aux infarctus spléniques répétés(54);

eune altération de la voie alterne du complément avec diminution du pouvoir
opsonisant du sérum et donc de la phagocytose(55), une diminution du chimiotactisme des
polynucléaires neutrophiles(56).

Figure 10: Mécanisme physiopathologique de base de la drépanocytose(57)
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1.3. Les différentes formes de la maladie

a. Le trait drépanocytaire

La forme hétérozygote (HbA/HbS) est habituellement cliniquement muette,
I’lhémogramme est normal et seule I’étude de I’'Hb est capable de la mettre en évidence. Les
chaines a s’associant préférentiellement aux chaines p normales, le taux d’HbS chez un sujet
AJS se situe autour de 40%(35).

Une microcytose, en I’absence de carence martiale, doit faire suspecter I’association
avec une o-thalassémie. Des symptémes évocateurs de syndrome drépanocytaire (hémolyse,
douleurs) doivent faire rechercher un facteur aggravant associé (hétérozygotie A/S Antilles).
En effet, ’a-thalassémie est fréquente dans les populations africaines et se retrouve donc
souvent chez les porteurs du gene HbS. Dans ce cas, le taux d’HbS est inférieur a celui d’un
sujet A/S. En cas d’un seul géne o délété, le taux d’HbS se situe entre 30 et 35%; en cas de

deux genes o délétés, il tombe a 25-30%.

Chez un hétérozygote symptomatique, une étude complémentaire est parfois nécessaire
pour mettre en évidence une mutation supplémentaire sur les génes B ou a, en cis ou en trans.
L’HbS-Antilles, pour laquelle une seconde mutation (B 23 Val—lIle) sur le géne de I’'HbS
favorise la polymérisation. Les complications de I’anémie drépanocytaire décrites chez les
sujets porteurs du trait, n’ont été rapportées que chez les sujets atteints d’autres pathologies

sous-jacentes pouvant les expliquer(59).

Ainsi, I’incidence d’infections, de manifestations ostéo-articulaires est la méme que
dans la population générale. Cette population possede, en effet, suffisamment d’HbA pour

contrer la polymérisation dans I’état désoxygéné(58).

En revanche, certaines complications rares peuvent étre attribuées a I’hétérozygotie A/S
. la survenue d’infarctus spléniques, dont I’apparition est favorisée par un séjour en altitude et
celle d’épisodes d’hématurie par nécrose papillaire. Ces hématuries sont transitoires, semblent

probablement liées a une mauvaise perfusion des papilles rénales(58).
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Par ailleurs, certains auteurs (60) ont rapporté que: d’un risque accru de mort subite
chez le porteur du trait drépanocytaire, le risque de survenue d’une maladie
thromboembolique veineuse est plus élevé chez les porteurs du trait drépanocytaire,
comparativement a ceux qui n’ont pas d’HBP. Mais globalement, I’espérance de vie et la
morbidité chez les patients drépanocytaires hétérozygotes sont les mémes que dans le reste de

la population(60).

Il faut aussi préciser que dans toute situation pathologique s’accompagnant d’hypoxie,
d’acidose ou de risque thrombotique, le trait drépanocytaire pourrait étre un facteur
d’aggravation. (61)

b. Syndrome drépanocytaire majeur

Le terme de «syndrome drépanocytaire majeur »est utilisé pour désigner les formes
cliniques graves et peut correspondre a différentes formes génétiques : forme homozygote
(HbS/HDbS) ou hétérozygoties composites associant I’HbS a une p-thalassémie ou a une autre
Hb anormale (HbC le plus souvent en France, Hb-D-Punjab ou Hb-O-Arab). Chez ces
patients, I’HbS polymérise, lors de la désoxygénation, en longues fibres entrainant la
rigidification et la déformation de I’hématie a I’origine des deux manifestations principales
qui sont I’anémie hémolytique chronique et les accidents vaso-occlusifs. Ces patients doivent
bénéficier d’une prise en charge précoce dans des centres spécialisés. Le taux de mortalité

reste élevé en Afrique noire.

Le taux d’HbF est variable et doit étre déterminé avec précision, car il est admis que,
dés qu’il dépasse 10%, il suffit a inhiber partiellement la polymérisation et a retarder la

falciformation.

Les patients qui présentent une persistance héréditaire de I’HbF (PHHF) associée sont

généralement asymptomatiques.

L’existence d’une a-thalassémie associée doit également étre recherchée, car elle

semble associée a certaines complications. Elle peut étre suspectée sur des arguments
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indirects (constantes hématologiques, taux d’HbS, présence d’Hb Bart’s ou d’HbH) ou

recherchée spécifiqguement par des techniques de biologie moléculaire.

L’étude familiale et génotypique est parfois indispensable pour interpréter le phénotype

(par exemple pour différencier les patients S/S des patients S/B°-thalassémiques).

Les polymorphismes du locus B-globine définissent 5 types d’haplotypes majeurs
associés a I’HbS. 1ls sont liés a des variations des taux d’Hb et d’HbF et constitueraient une

valeur pronostique pour certains.

Tableau 3 : les caractéristiques biologiques des principaux syndromes drépanocytaires.
(62)

VGM : volume globulaire moyen ; N: normal.
*: valeur abaissée en cas d’a-thalassémie associée.

v: variable car le dosage de I’HbAZ2 est ininterprétable en raison d’une contamination
par de I’'HbS.
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2. HbC (p6Glu—Lys) ou Hémoglobinose C

L’HbC est un mutant de la chaine B ou I’acide glutamique en position 6 est remplacé

par une lysine (6 Glu— Lys).

On peut la trouvé a I’état hétérozygote(génotype A/C ou « trait » A/C), a I'état
homozygote (C/C ou hémoglobinose C) ou combinée a d’autres anomalies, formant ainsi des
hétérozygotes composites: génotype C/B thalassémique(B* ou B°), ou profil S/C, dont la
clinique est classiqguement moins séveére que celle de la drépanocytose(63).

2.1. Répartition géographique

L’hémoglobinose C, dont la substitution a été identifiée dés 1958(64) est considérée
comme ayant une origine unique sur le plateau voltaique, et s’étant de la propagée par
diffusion concentrique. L'hémoglobinose C, qui vient en seconde position en terme de
fréquence, est représentée chez les Africainsde I’ Afrique de 1I’Ouest(20%), mais aussi chez les
Noirs américains aux Antilles (3%).et les Maghrébins(65).Quelques cas autochtones sont

observes en Asie du Sud-Est.
2.2. Physiopathologie ou tableau clinique

La mutation affecte comme celle de I’HbS, la chaine B-globine mais ne provoque pas la
formation de polyméres. Les sujets hétérozygotes sont cliniquement asymptomatiques.

L’hémogramme est normal, parfois discretement microcytaire.

En revanche, il a été mis en évidence la formation de cristaux intra-érythrocytaires qui
sont responsables d’une augmentation de la densité, d’une déshydratation cellulaire et d’une
moindre déformabilité des hématies. Ce qui est sans doute suffisant pour expliquer une
présentation phénotypique extrémement modérée chez les sujets homozygotes CC. On cite
alors une anémie hémolytique chronique modérée, et des frottis sanguins qui montrent

nombreuses cellules cibles et parfois quelques microsphérocytes(61).

Cette déshydratation est responsable d’une CCMH élevée (environ 38 g/dl) et d’une
microcytose (VGM moyen de 72 fl(66).
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Un élément de sévérité tient au fait que sa zone de diffusion coincide avec celle de
I’HbS en Afrique de I’Ouest, d’ou la fréquence des hétérozygotes composites S/C qui, eux,
présentent un syndrome drépanocytaire classique, bien que tres atténué. Le role de I’'Hb C
dans la diffusion du géne BS a été évoqué: dans les pays du golfe du Bénin, la fréquence des
hétérozygotes composites SC est du méme ordre de grandeur que celui des homozygotes
SS(31).

C’est I’association HbS/HbC qui est grave, puisqu’elle conduit a un syndrome
drépanocytaire majeur (tableau 3). La présence d’HbC doit donc étre prise en compte dans le
conseil génétique de la drépanocytose. Les couples risquant d’avoir un enfant avec une HBP

S/C doivent étre informés du risque de syndrome drépanocytaire majeur.
3. HbE (p26Glu—Lys)

L’HbE est un mutant de la chaine & ou I’acide glutamique en position 26 est remplacé
par une lysine. L’HbE a des propriétés fonctionnelles peu différentes de I’'HbA. Elle se trouve
a I’état hétérozygote (trait A/E), homozygote (hémoglobinose E) ou forme des hétérozygotes
composites E/pthal, ou encore S/E(61).

3.1. Répartition géographique

Méme si quelques cas sporadiques ont été observés dans le monde, I’HbE n’est
fréquente qu’en Asie du Sud-Est, notamment khméres: Cambodge, Laos, Thailande et
Birmanie; elle semble plus rare au Viét-Nam(67). En Asie du Sud-Est, sud de la Chine et nord
du sous-continent indien(68).

3.2. Physiopathologie

Il s’agit, la aussi, d’une substitution de surface, mais la mutation faux sens du codon 26,
dans le 1* exon du gene B-globine, crée aussi un site alternatif d’épissage, partiellement
utilisé, qui dévie une partie de I’ARN messager vers une maturation anormale, aux dépens de
la production d’ARNm normal(69). La substitution d’acide aminé, en elle-méme, n’affecte
pas la fonction de I’Hb, mais la diminution de ’ARNm normal conduit a un défaut de

production. L’hémoglobinose E se présente donc comme une thalassémie discrete,
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responsable, a I’état homozygote, d’une anémie modérée en regle générale bien tolérée. Sa
gravité tient surtout au fait que, dans les mémes populations, le paludisme a sélectionné et
amplifié diverses formes d’a et de B thalassémies(68). Un spectre tres important de formes
composites et associées a été mis en évidence, dont les meilleures descriptions ont, pour des
raisons logistiques, été faites en Thailande, mais que I’on observe dans tous les pays de la
région. D’autres hémoglobines, Hb Knossos, Hb Malay qui sont des variants rares, ont été
décrites. Elles sont classées dans I’HbE, car elles comportent de fagon similaire un épissage
alternatif dans un exon, et un syndrome thalassémique. D’ou la raison de sa classification

avec les B-thalassémies en terme de sévérité.
3.3. Tableaux clinique et biologique

Cette anomalie est bien supportée dans sa forme hétérozygote. L’hémogramme est
normal, il peut montrer une microcytose ou une discréte anémie. Les taux d’HbE sont

d’environ 30%.

Chez I’lhomozygote, les effets sont mineurs, se limitant & une anémie microcytaire
hypochrome modérée. L’HbA est absente, le taux d’HbE varie entre 85 et 99%. Le taux

d’HbF est variable, généralement inférieur a 15%.

Néanmoins, de grandes variations peuvent étre observées, et il est indispensable
d’interpréter les résultats en fonction du contexte clinique et familial pour discuter
I’éventualité d’une association HbE/B°-thalassémie et un diagnostic moléculaire. L’attention

doit se porter sur les formes associées :

e I’association HbE/a-thalassémie se caractérise par des taux d’HbE anormalement bas
et doit faire rechercher une a-thalassémie dans le cadre du conseil génétique ;
e I’association HbE/B-thalassémie, fréquente en Thailande et dans tout le Sud-Est

asiatique, se présente généralement sous forme d’une thalassémie intermédiaire.

Elle est suggérée par un taux anormalement élevé d’HbE. En cas d’hétérozygotie
composite HbE/B-thalassémie, le taux d’HbE varie de 40 a 60% et le taux d’HbF est de
I’ordre de 30 a 60%.
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En cas d’hétérozygotie composite HbE/B+-thalassémie, on observe également environ
10% d’HbA.

4. HbDPunjab ($121Glu—GlIn) ou Hémoglobinose D

L’HbD-Punjab est un mutant de la chaine o ou I’acide glutamique en position 121 est
remplacé par une glutamine. Elle se retrouve sur divers haplotypes qui supposent une origine

multiple, probablement due a un point critique de mutation.(30)
4.1. Répartition géographique

Il s’agit du quatrieme mutant dans I’ordre de fréquence dans le monde, elle ubiquitaire,
on le retrouve avec une forte prévalence chez les Sikhs du Punjab et dans les populations du
nord-ouest des Indes. Comme I’HbE, elle s’est propagée vers les régions occidentales a cause

de I’héritage colonial, et le long de la Route de la Soie(65).
4.2. Physiopathologie

Les patients homozygotes pour cette mutation sont tres rares, ils présentent souvent une

anémie hémolytique légére et une discréte splénomégalie :

e Trait A/D : Les patients hétérozygotes n’ont pas de symptdmes cliniques ni
hématologiques.

e Hétérozygotes composites : Les patients hétérozygotes composites pour I’hémoglobine
D et I’hémoglobine S présentent une symptomatologie variable selon le variant D en

cause. Pour les patients hétérozygotes S/D™"%

, il s’agit d’un syndrome drépanocytaire
d’expression clinique identique a la drépanocytose (anémie hémolytique et crises
vaso-occlusives), alors que les hétérozygotes S/D-Iran ou S/D-Ibadan présentent plut6t

un trait drépanocytaire, c'est-a-dire qu'il est bénin.

Des patients D/p’-thalassémiques ont été trouvé également, chez qui I’anémie
hémolytique chronique est modérée. Son origine est multiple, probablement due a un point

critiqgue de mutation.
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Il est donc important d’en faire le diagnostic, tant dans le cadre du conseil génétique que

de la prise en charge précoce des malades.

Les premiers signes cliniques n’apparaissent qu’aprés I’age de six mois, période ou
I’lhémoglobine S remplace progressivement I’hémoglobine F.

5. HbOArab (p121Glu—Lys) ou Hémoglobinose 0

L’HbO-Arab est un mutant de la chaine B ol I’acide glutamique en position 121 est

remplacé par une lysine.
5.1. Répartition géographique

L’HbO-Arab se retrouve en Europe orientale, mais également en Afrique et dans le
Moyen-Orient. Elle se trouve principalement chez les Bulgares et des cas ont également été
signalés au Soudan, au Kenya, en Jamaique, aux Etats Unis, en Israél et en Egypte.

5.2. Tableaux clinique et biologique

Ce variant n’entraine aucune anomalie chez les hétérozygotes et les homozygotes. C’est
I’association HbO-Arab/HbS qui est grave, puisqu’elle conduit a un syndrome drépanocytaire
majeur avec anémie hémolytique et crises vaso-occlusives. Il est donc important d’en faire le
diagnostic, tant dans le cadre du conseil génétique que de la prise en charge précoce des
malades.

6. Hb Lepore

Hb Lepore ne touche pas que le géne B mais aussi celui du 8, on parle alors de I’hybride
d/Bla2(3P)2](70). Elle se retrouve spécialement dans les pays de I’Europe de I’Ouest.

La fusion des genes est provoquée par un crossing-over non- homologue entre les génes
d et B, l'extrémité 5’ du gene recombinant étant de type & et extrémité 3” de type B. Le
chromosome qui porte le gene recombinant, ne porte ni le géne 3, ni le géne B(71). En
fonction de la région ou s’est produit le crossing-over, plusieurs variétés d’Hb Lepore ont été
identifiées.
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Ce crossing-over peut causer une délétion de 7,4kb environ, ce qui conduit a un gene
hybride donc la production de la chaine hybride 5B-globine(26). Le produit du gene de fusion
d/B est une protéine hybride dont la synthése est quantitativement réduite, parce qu'elle est
placée sous la dépendance du promoteur faible 6, et qui s’exprime dans un syndrome -

thalassemique(72).

Figure 11: Représentation du mécanisme d'obtention de la fusion des génes de

I'hnémoglobine Lepore (10)
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Trois différents Hb Lepore ont été définis en fonction de leurs points darrét de

suppression, a savoir :

e Hb Lepore-Hollandia (622Ala /B50Thr),
e Hb Lepore-Baltimore (650Ser /p86Alaor668Leu/B84Throus59Lys/B86Ala)
e Hb Lepore-Washington-Boston (687GIn /BIVSII-80r387GIn /B116His)(73,74).

Le gene hybride qui produit un phénotype B-thalassémie, ayant comme symptéme une
faible anémie hypochrome microcytaire. L'homozygotie de Hb Lepore ou hétérozygotie
composite de B-thalassémie et Hb Lepore donne un phénotype de thalassémie majeure ou
intermédiaire. Avec cette variété d'alléles thalassémiques, les interactions complexes sont

fréquentes et donnent des résultats de syndromes thalassémiques(67,75).
B. Les thalassémies

Le terme thalassémie vient du grec : thalassa (mer) et hémie (sang). Les syndromes
thalassémiques constituent un groupe hétérogene de maladies génétiques, de transmission
autosomique récessive, caractérisées par l'insuffisance de production d’une chaine de globine,
c’est-a-dire la partie protéique. En fonction de la nature de la chaine touchée, on parlera d’
alpha (o-thalassémie) ou beta (B-thalassémie), de delta (8) ou de gamma (y) thalassémie(76).

Les thal sont parmi les maladies génétiques les plus fréquentes dans le monde. 1l est
estimé a 1,67% la prévalence des o- et B-thalassémies hétérozygotes(77). Il y a un rapport de
chaines de globine de type a/chaines de globine type B. Ce rapport étant physiologiquement
régulé tres finement pour étre égal a 1.Tout déficit qui a pour conséquence spécifique un
déséquilibre entre les chaines, avec exces des chaines non appariées ou libres qui sont
instables et précipitent dans les érythroblastes. Ceci s’observe surtout pour les chaines alpha
libres.(78)

Des conséquences au niveau de I’érythropoiese et de la destruction cellulaire
s’observent dans toutes les thalassémies ; elles sont cependant variables selon qu’il s’agit de
ou d’a-thalassémies. Les déficits suivants ont été cités :
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e le déficit de la chaine vy, par exemple, n'ayant ni conséquence clinique ni
hématologique.

e le déficit de la chaine & est une anomalie néonatale dont les conséquences
disparaissent spontanément en quelques mois, mais dont le diagnostic devrait étre
évoqué.

e les op-thalassémies, en revanche, sont des maladies fréquentes qui posent dans certains
pays des problémes de santé publique sévéres.

e les déficits des chaines a et B qui sont respectivement I’o-thal et la B-thal sont les
maladies les plus fréquentes. La différence d’expression clinique et d’évolution doit
étre référée a la différence de structure des genes, surtout I’emplacement de ces genes.
Dans le locus o, le géne a est dupliqué, mais il est exprimé dés la phase feetale
puisqu’il n’existe pas de genes feetaux et qu’il se produit une seule commutation
embryonnaire —ftetale/adulte. Ce qui n’est pas le cas pour le géne B qui subit deux
commutations.

1. Physiopathologie

Les syndromes thalassémiques sont la conséquence d’une insuffisance de la synthese
d’une ou plusieurs chaines de globine. Selon la chaine insuffisamment synthétisée, on
distingue les a-, -, 8-, 8p-, yop-thalassémies. De multiples défauts moléculaires sont en cause
et aboutissent a déséquilibrer le ratio entre les chaines o et B, normalement autour de 1,00 +
0,1 chez I’adulte.

En fait, ce sont les chaines célibataires, non-appariées, qui provoquent la
physiopathologie de la maladie, et la sévérité clinique des syndromes thalassémiques est
corrélée au degré du deséquilibre du ratio o/non a(79).

Ainsi, chez les patients atteints de forme sévére de p-thalassémie, ont été montrés des
agrégats de chaines a déposés sur la membrane squelettique érythrocytaire. Ces agrégats
induisent des anomalies de I’hydratation et de la déformabilité cellulaire, avec rigidification
des globules rouges. Leur plasticité n’étant plus suffisante pour circuler dans les

microvaisseaux et franchir les sinus du systeme réticuloendothélial, les globules rouges sont
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hémolysés. Les chaines de globine en exces alterent aussi la membrane érythrocytaire et
générent des radicaux libres de I’oxygene. Les membranes érythrocytaires expriment
anormalement la phosphatidyl sérine, ce qui favorise leur élimination par les macrophages.

En plus de I’hémolyse périphérique, I’anémie est aussi expliquée dans la B-thalassémie
par une érythropoiése inefficace, conséquence d’une apoptose accélérée (77,79). Le nombre
des précurseurs érythroides est multiplié par 5 ou 6 chez les patients thalassémiques, et le
nombre des cellules apoptiques par 15. L’augmentation de I’apoptose serait moins marquée

dans les a-thalassémies.

L’inflation érythroide dans les espaces médullaires est responsable des déformations

osseuses caractéristiques des syndromes thalassémiques(77,80).

L’importance des phénoménes est en fait variable selon le génotype. Les syndromes
thalassémiques sont ainsi caractérisés par des anémies hémolytiques de présentation clinique

trés variable.

Ce sont souvent les mémes défauts génétiques, qui sont a I’origine des a- et B-
thalassémies, avec une transmission autosomique récessive. Mais il faut citer cependant les
exceptionnelles formes de [B-thalassémies dominantes qui sont a la frontiéere des deux
catégories, puisqu’elles correspondent en fait a des Hb anormales hyperinstables. Les
persistances héréditaires d’HbF (PHHF) peuvent étre envisagées comme des formes limitent

de yB—thalassémies au cours desquelles la compensation est presque totale.
2. Syndromes a-thalassémiques.

Les a-thalassémies sont le plus souvent la conséquence de la délétion d’un ou plusieurs

génes a. il a est a noter que retrouve 90% des o —thal sont causées par des délétions.
2.1. Epidémiologie

Elles sont particulierement fréquentes en Asie du Sud-est et en Chine. Leur prévalence
est de 3 a 5% a Hong Kong et peut atteindre 30 a 40% en Thailande et au Laos(81,82). Elles
sont aussi fréquentes en Afrique, surtout au niveau de I’équateur, moins fréquentes en Afrique
du Nord et Australe (0,06 et 0,41)(83).
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2.2. Manifestations cliniques et biologiques

Il est résumé dans le tableau suivant I’inactivation d’un, deux, trois ou quatre genes
a(22). Les anomalies géniques impliquant a, sont plus séveres que celles impliquant a; car le

géne ay produit deux & trois fois plus d’ARNm a-globine que le gene a1(80):

Figure 12: Mécanismes génétiques a I'origine des alpha-thalassémies. En bleu on a le
géne alphanormal; en blanc le géne alpha thalassémique(22)
> Délétion d’un géne a

Les a-thalassémies les plus fréquentes n’altérent qu’un géne a et ne sont responsables
d’aucune manifestation clinique. Ce sont les o -thalassémies hétérozygotes (-o/ aa), dites a-
thal de type 2 ou silencieuses. Biologiquement, il existe a la période néonatale un taux tres
modérément augmenté (1 a 2%) d’Hb Bart’s constitué par 4 tétramére y4. L’hémogramme est

normal dans 50% des cas ; ou peut montrer une hypochromie et une microcytose modérées.
> Délétion de deux genes a

L’inactivation de deux génes a est responsable des différentes formes d’ a-thal de types

1. Il peut s’agir de deux génes a en CIS sur le méme chromosome (--/aa, o’-thalassémie
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hétérozygotes), ou en TRANS sur chaque chromosome (-a/-a, o thalassémie homozygote).
L’a"-thalassémie hétérozygote est fréquente chez les Asiatiques et les Méditerranéens et quasi
absente chez les sujets noirs Africains ou Antillais, qui ont fréquemment des formes a”. Il n’y
a pas de conséquences cliniques. Biologiquement, les nouveau-nés ont un taux plus élevé
d’Hb Bart’s (5 a 10%). A I’age adulte, I’lhémogramme révéle une microcytose (70+5 fL), une

hypochromie, un taux normal ou un peu bas d’HbA2 et un taux normal d’HbF.
> Délétion de trois génes a

La délétion de trois genes o sur le chromosome est responsable d’une hémoglobinose H
dite délétionnelle (--/-a). C’est la forme la plus fréquente d’hémoglobinose H. Les chaines
non- a en exces s’apparient, sous forme d’Hb Bart’s a la naissance et de tétramere 4 au fur et
a mesure que les chaines B se substituent aux chaines y. Cette affection atteint surtout les
patients orientaux ou méditerranéens, exceptionnellement les sujets noirs Africains ou
Antillais.

Plus rarement, I’hnémoglobinose H est causée par la délétion de deux génes de I’ a-
globine d’un chromosome 16, associée a une anomalie a” sur I’autre (mutation, insertion ou
petite délétion). Les formes non-délétionnelles sont habituellement caractérisées par des
symptdmes plus importants et par une anémie plus profonde, pouvant nécessiter des
transfusions. Par exemple, les sujets qui ont a la fois une a-thal de type 1 et une hétérozygotie
de type Constant Spring (mutation du géne o) sont atteints d’une forme grave
d’hémoglobinose H, en raison d’une rigidité particuliére de la membrane des globules rouges.

Des formes particuliéres d’hémoglobinose H ont été décrites chez des patients d’Europe
du Nord ayant un retard mental. Baptisés alpha-thalassémie retardation (ATR), ces syndromes
sont liés a une délétion télomérique étendue du bras court du chromosome 16 (ATR-16) ou
des mutations au locus q13.3 du crhomosome X (ATR-X)(84,85).

L’expression clinique de I’hémoglobinose H est trés variable en fonction du génotype
responsable(86). Certains patients sont quasiment asymptomatiques. D’autres expriment le
tableau d’anémie hémolytique modérée (paleur, ictére, hépatosplénomégalie, modifications

squelettiques modérées). Dans une minorité de cas, enfin, il existe une anémie plus sévere,
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responsable de modifications osseuses thalassémiques marquées et nécessite des transfusions
répétées.

Biologiquement, il existe une anomalie hémolytique microcytaire hypochrome
d’intensité variable (6 a 10 g/dl). Les GR incubées 1 heure a 37°C en présence de bleu de
Creésyl brillant & 1% prennent un aspect muriforme. Elles sont ponctuées de petits précipités
en motte, les corps de Heinz, qui sont formés de tétrameres B. L’électrophorése montre la
présence de 1 a 30% d’HbH et de 10 a 30% d’Hb Bart’s a la naissance.

Les patients atteints d’hémoglobinose H peuvent étre considérés comme des
« thalassémiques intermédiaires », car ils ont une production résiduelle spontanée
d’hémoglobine et des besoins transfusionnels faibles ou occasionnels. Une supplémentation
réguliere en Acide folique est nécessaire. Les lithiases biliaires sont fréquentes. Une
aggravation de I’anémie peut étre secondaire a une infection aigue ou a la prise de
médicaments oxydants (les mémes que ceux qui induisent une hémolyse en cas de déficit en
glucose-6-phosphate deshydrogénase). Une aggravation des besoins transfusionnels traduit
parfois un hypersplénisme, qu’une splénectomie peut réduire. La splénectomie augmente en

revanche, chez ces patients, le risque de complications thromboemboliques.
> Délétion de quatre génes

La délétion de quatre génes o (-- /--) est surtout rencontrée an Asie du Sud-est, ou
prévaut la mutation sud-est asiatique (--SEA), qui ampute la totalité des genes a. Elle peut
aussi étre secondaire a d’autres grandes délétions, présentes en Méditerranée(87). Elle est
inconnue en Afrique. Les foetus o’-thal homozygotes survivent au-dela du 5°™ mois de
grossesse grace a la présence en petites quantités d’Hb embryonnaires, mais meurent le plus
souvent avant le terme de la grossesse ou juste apres la naissance dans un tableau d’anasarque
feetoplacentaire (Bart’s hydrops foetalis)(27). Ce tableau peut rendre compte de 25% des
décés périnatals dans certaines régions comme I’Asie du Sud-est(88). Des observations
comportant des survies prolongées ont été rapportées apres diagnostic prénatal, lorsque les
enfants atteints ont pu bénéficier de transfusions in-utero, avant le développement d’une

souffrance neurologique(87).
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En pratique quotidienne, cette affection grave pose surtout le probléeme dans sa
prévention , qui repose sur la détection en routine des sujets hétérozygotes pour des mutations
impliquant la totalité du génome a, et sur le recours au diagnostic prénatal pour les couples a

risques(87).

Tableau 4: Principaux syndromes alpha-thalassémiques: relation entre le génotype et le

phénotype (80)

2.3. a-thalassémies acquises

Un certain nombre de cas d’hémoglobinose H avec déséquilibre de synthése o/p ont été
observés, en général chez des hommes agés, accompagnant un syndrome myélodysplasique

(syndrome ATMDS). Ces formes seraient dues a une anomalie clonale acquise(52).
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3. Syndrome B-thalassémiques

3.1. Epidéemiologie

Initialement décrite dans les populations du Bassin Méditerranéen ou elles sont
endémiques, la B-thal est aussi répandue dans tout le Moyen Orient, le sud et I’est de I’Asie,
I’Afrique de I’Ouest et les Antilles ou a sévi le paludisme, on cite aussi I’Amérique du Sud.
La B-thal est rare dans les populations originaires de Nord de I’Europe. La prévalence des
porteurs du genes est de 5% a 70% dans ces régions(89). L’ incidence annuelle dans le monde
est estimé a environ 1/100 000(90).

3.2. Physiopathologie

Figure 13 Base physiopathologique au cours d'une beta-thalassémie sévere. (10)

Les chaines a-globine en excés, non associées en tétrameres, précipitent des le stade des
précurseurs érythropoiétiques, entrainant la destruction intra-médullaire des cellules et une
érythropoiése inefficace. Les lésions cellulaires se présentent comme une conséquence directe
de cet exces de chaines a qui co-précipitent sur la membrane avec les protéines du squelette,
formant des hémichromes et libérant des especes réactives de I’oxygéne. L’anémie a donc
plusieurs composantes : une destruction intra-médullaire précoce, I’hnémolyse intra-vasculaire
des GR qui sont parvenus a maturité, enfin le pouvoir oxyphorique réduit de GR
hypochromes et microcytaires.
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La persistance de I’expression d’HbF, couramment observée, est en grande partie liée a
la survie sélective des cellules normalement riches en HbF, ou cellules F, dont la proportion
est génétiquement déterminée. Dans ces cellules, les chaines y s’associent aux chaines a, ce
qui réduit leur exces et allonge la durée de vie des GR. Dans certains cas, S’y ajoute
également une augmentation absolue de la production d’HbF et de cellules F. D’autres
mécanismes s’enchainent : une sécrétion d’érythropoiétine répond a I’hypoxie tissulaire, avec
expansion de la moelle, déformations osseuses, parfois méme érythropoiese extra-médullaire.
Il y a I’observation d’autres conséquence a part I’anémie, les anomalies du métabolisme du
fer, avec augmentation de I’absorption intestinale, que limite le traitement transfusionnel, et
accumulation de fer dans différents organes (surrénales, pancréas, myocarde, etc.). Une

susceptibilité accrue aux infections est classique, mais imparfaitement expliquée.

La premiére classification a été phénotypique, pB* ou p° selon que I’électrophorése
montrait ou non I’existence d’HbA chez les homozygotes atteints.

L’avénement de la biologie moléculaire a permis de raffiner la classification (24). La
grande majorité des B-thalassémies est due a des mutations ponctuelles ou a des micro-
délétions ou insertions de nucléotides. Ces mutations ont été observées sur toute I’étendue du
géne B : exons, introns, sites d’épissage et leurs séquences consensus, promoteurs, autres
régions non transcrites ou non traduites en 5’ et en 3’. Elles ont par ailleurs été identifiées a
toutes les étapes de la synthése protéique : transcription, maturation de I’ARNm, traduction, et
méme une étape post-traductionnelle. Les différentes formes moléculaires ont pu étre

rattachées a la classification initiale */p°. C’est ainsi que sont toujours p°:

e les mutations des sites d’épissage GT et AG eux-mémes ;
e les mutations non-sens qui entrainent un arrét de la traduction et celles qui, par un
décalage de phase de lecture, entrainent I’apparition d’un codon non-sens en aval

e mais aussi les mutations, moins fréquentes, du codon d’initiation.

A I’opposé, dans la catégorie des B+- thalassémies, se trouvent les mutations de la
région promotrice et en 3’ celles du site de polyadénylation, ainsi que les mutations des
séquences consensus entourant les sites d’épissage.
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Les mutations, exoniques ou introniques, qui créent des sites d’épissage alternatif sont
le plus souvent b+. Les patients expriment simultanément I’ARNm mature normal et I’ARNm
anormal, seul le premier étant traduit ; les taux relatifs des ARNm conditionnent la gravité de

la maladie. Plusieurs centaines de mutations ont maintenant été décrites.

3.3. Manifestations cliniques et biologiques

a. p-thalassémie hétérozygote

Les sujets porteurs d’une B-thalassémie hétérozygote sont bien portants. lls n’ont pas de
signes cliniques d’anémie, exceptionnellement, une splénomégalie discréte est constatée.
Biologiquement, le taux d’Hb est normal ou peu diminué (10 a 13 g/dl), le taux de
réticulocyte est normal ou peu élevé, le frottis sanguin montre une hypochromie, une

anisocytose et une poikilocytose. Les signes biologiques sont :

e |’augmentation de la masse globulaire (pseudoplyglobulie) ;
e la microcytose et I’hypochromie ; et

e I’élévation de I’'HbA2 (> 3,3%) sur I’électrophoreése.

L’HbF est normale ou discretement augmentée. Les mesures d’HbA2 requiérent une
analyse par HPLC. Il est classique de considérer que I’élévation d’HbA2 peut étre masqué par
une carence en Fer sévére et qu’une électrophorése de I’hémoglobine n’est interprétable que si

les stocks martiaux sont normaux.

Aucune précaution ou traitement particulier n’est a envisager chez les sujets porteurs
d’un traitement thalassémique. La seule démarche utile est I’enquéte familiale, afin
d’identifier les couples dont les deux membres seraient porteurs B-thal hétérozygote et de leur

proposer un conseil génétique.

Rarement, une anémie peut étre constatée chez certains sujets qui associent une B-thal
hétérozygote a une triplication des génes o, ou a une sphérocytose héréditaire.

Exceptionnellement, chez certaines femmes, I’anémie s’aggrave au cours de la grossesse.
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b. B-thalassémie homozygote

Les B-thal homozygotes sont classés selon que la synthése des chaines B est supprimé
(forme B°) ou seulement diminuée (B*). C’est la profondeur de I’anémie et I’importance des
besoins transfusionnels qui permettent de classer les thalassémies en formes majeurs (maladie
de Cooley) ou intermédiaires. Cette distinction ne peut étre faite qu’apres quelques mois de

vie, lorsque la synthese de I’HbF ne peut plus masquer I’anomalie de synthese de I’HbA.

c. Thalassémie majeure (maladie de Cooley)

= Signes cliniques en I’absence de traitement.

Les signes cliniques apparaissent chez le nourrisson : la paleur est constante, associée

rarement a un ictere conjonctival. L asthénie dépend du degré de I’anemie.(91)

Une hépatosplénomégalie s’installe progressivement dans les premiers mois de la vie,
elle peut s’accentuer avec le temps. Une hypertension portale peut étre observée chez des
patients plus agés. L hypersplénisme pourrait étre responsable d’une leucopénie et d’une
thrombopénie.

Les anomalies morphologiques dépendent du degré de I’anémie, parce ce qu’elles sont
la conséquence de I’inflation érythroide.

L hyperplasie des os plats de la face confére aux enfants, un aspect asiatique.
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Figure 14: Hyperplasie des os plats de la face chez un enfant thalassémique (76)

Des anomalies de I’implantation dentaire sont fréquentes, entrainant des troubles de

I’articulé dentaire.

Le retentissement psychologique de ces déformations peut étre important. Les fractures
pathologiques ne sont pas exceptionnelles, mais toutefois moins fréquentes que ne le laisserait
pas prévoir I’importance de I’ostéopénie.

Des arthralgies sont tres fréquentes chez les adolescents et les adultes. Les articulations
les plus touchées sont les chevilles, puis les genoux et les hanches. Chez I’adulte,
I’ostéoporose est responsable de douleurs osseuses atteignant spécifiquement le rachis(92,93).

= Signes hématologiques

L’hémogramme révele une anémie profonde, inférieure a 7 g/dl, microcytaire (VGM
entre 60 et 65 fL), hypochrome (TCMH < 26 pg). Le taux de réticulocyte est voisin de 100-
109/L, moins élevée que ne le voudrait le degré de I’anémie. L’examen du frottis sanguin
montre une anisocytose, une poikilocytose, des ponctuations basophiles fréquentes, une
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érythroblastose majeure. Le myélogramme n’étant pas nécessaire au diagnostic, il montrerait
la forte étyhtroblastose avec des érytroblastes d’aspect dysmorphique due au défaut de

synthése d’Hb. Les macrophages médullaires sont surchargés en Fer.

L’étude de I’'Hb permet le diagnostic, le pourcentage d’HbF lequel est constamment tres
augmenté en fonction de I’age (50 & 98%) : il persiste (B*) de I’HbA (5 & 45%), ou non (B°) ;
le pourcentage de I'HbA2 est souvent bas dans les formes p°, élevé dans les formes p*. La
bilirubine non-conjuguée est augmentée du fait de I’hémolyse chronique. Le contenu en fer de
I’organisme et le bilan de fer positif sont toujours en augmentation, méme en I’absence de

transfusion, du fait de I’hyberabsorption intestinale du fer secondaire a la dysérythropoiese.
= Evolution en I’'absence de traitement

L’anémie sévere se complique d’insuffisance cardiaque, I’hépatosplénomégalie se
majore, un retard de croissance s’installe, le déces survient avant I’adolescence(94).

d. B-thalassémie intermédiaire

= Signes cliniques et biologiques

Ces patients ont une production résiduelle d’Hb de I’ordre de 6-11 g/dl ne requérant pas
de transfusions mensuelles. Contrairement aux patients thalassémiques homozygotes majeurs,
la sévérité de I’expression clinique résulte de la conjonction d’au moins trois facteurs, la
mutation B-thalassémique en cause, le nombre de genes a, le taux de production de chaines y
capables de s’apparier avec les chaines a, éléments qui seront donc tous pris en compte pour
tenter de prédire la gravité clinique de I’affection(95). Cette prédiction doit rester toutefois
trés prudente, et seule I’observation des besoins transfusionnels permet de distinguer une thal

intermédiaire d’une forme majeure.

4. Hétérozygoties composites E/p-thalassémies (Cf Hb E)
4.1. Epidémiologie

Du fait de la fréquence des mutations B-thal en Asie du Sud-Est. L’hétérozygotie

composite E/p-thal, qui est tout a fait caractéristique de cette région du monde.
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4.2. PB-thalassémies intermédiaires de transmission dominante

Elles sont rares et responsables chez des sujets hétérozygotes d’un tableau clinique de
thalassémie intermédiaire. Elles résultent de mutations de structure qui produisent des
molécules de globine de type hypersinstable, dont la demi-vie est de quelques minutes a
quelques heures. Il peut s’agir de délétions, de petites insertions ou de mutations ponctuelles.

Certaines d’entre elles entrainent un décalage du cadre de lecture.

La physiopathologie de ces affections associe la présence d’une chaine de globine
instable, qui précipite dans les précurseurs érythroblastiques, et un excés de chaines o libres.

Le diagnostic repose sur le séquencage du gene B. 11 doit &tre évoqué en particulier s’il
existe un phénotype de thal intermédiaire chez un patient n’appartenant pas aux populations

endémiques.
5. dp-thalassémies et Persistances Héréditaires d’Hémoglobine Feetale (PHHF)

Ce terme descriptif recouvre un ensemble d’affections caractérisées par un défaut
d’expression touchant momentanément I’HbA et I’HbA, associé a une expression accrue de
I’HbF.

Les dp-thalassémies résultent de la délétion des deux genes & et B. Elles se rencontrent
chez différentes ethnies du Bassin méditerranéen.

Il s'agit de la thalassémie et de PHHF selon que I’expression de I’HbF est ou non
suffisante pour compenser le défaut de production d’HbA.(96) Un certain nombre de grandes
délétions ont été successivement identifiées, englobant les génes B et 8, parfois le géne “y. 11

en résulte une classification en :

> PHHF Sy*y(8p)°, subdivisées:
e PHHF délétionnelles (délétion larges des deux genes),
e PHHF non-délétionnelles, un groupe hétérogéne de Iésions stimulant la synthése
d’HbF.
e thalassémie ®y*y(5p)°

o thalassémie Sy(“yp)°.
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Figure 15: Beta-thalassémies B-thalassémies et de PHHF délétionnelles. Les formes
délétionnelles de B-thalassémies sont rares. Seuls des prototypes des délétions décrites
sont représentés ici. Certaines ne touchent que le géne B lui-méme ; d’autres sont plus

étendues et PHHF. (52)

Le taux variable d’HbF et ses conséquences sur la sévérité de la maladie ont deux

causes principales, non exclusives :

e la délétion peut ou non englober une zone régulatrice située entre les génes Ay et
3, impliquée dans la commutation feetale —adulte(97) ;
e la délétion a placé a proximité des genes ¢ des séquences activatrices de type «

enhancer »(98).

Quoique exceptionnelles, quelques thalassémies ont été observées a I’état hétérozygote
au cours desquelles aucun des génes du locus n’était exprimé (e®y*y8p)° (99,100). Dans
certains de ces cas, cependant, le gene B était présent et intact, mais non actif. C’est a la suite
de la premiere de ces descriptions qu’a été faite en 1987 par F. Grosveld la mise en évidence
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du LCR en 5’ du locus, ce qui a ultérieurement orienté la recherche et permis I’observation de

délétions de tailles variables, mais s’étendant toutes sur I’ensemble des sites du LCR.

A coté des formes délétionnelles, des investigations ultérieures ont mis en évidence des
PHHF non délétionnelles au cours desquelles le géne B est exprimé normalement. C’est le

PHHF non-delétionnelles.

Diverses mutations des régions promotrices de I’un ou l'autre des genes y ont été
trouvées. Malheureusement le géne porteur de la mutation est toujours sur exprimé. Et qu’il
semblerait de regle générale : la mutation modifie souvent le site de fixation d’un facteur

transcativateur.(101)
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IV. Les variants de I’'Hb responsable des anémies hémolytiques, des

polyglobulies et rarement des cyanose.(96)

Figure 16: Les régions fonctionnelles et les conséquences physiopathologiques des
variants selon la localisation de la mutation (52)

1. Mutations de la poche de I’héme

L’importance de la poche de I’héme fait que toute mutation de cette zone a une
traduction pathologique. Dans les hémoglobines M, le fer de I’héme est oxydé en Fe3+. 1l est
observé cliniguement une cyanose due a une modification brune des propriétés spectrales de

I’Hb. Les hémoglobines perdant leur héme sont instables, entrainant une anémie hémolytique.

Enfin, I’affinité pour I’oxygéne peut étre modifiée, ce que traduit une polyglobulie

(affinité augmentée) ou une cyanose (affinité diminuee).
2. Mutations des zones de contact

Des mutations peuvent toucher les zones de contact entre sous-unités. Les résidus du
contact alfB1 étant responsables de la stabilité de la molécule, leur mutation se traduira par
une Hb instable et une anémie hémolytique. Ceux du contact alp2 étant le siége de la
transition allostérique, une anomalie dans leur région produit une Hb a affinité modifiée pour
I’oxygeéne.
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3. Mutation de la cavité centrale

Quelgues mutations ont été décrites, touchant les résidus de la cavité centrale, extrémité
des chaines polypeptidiques impliquées dans les ponts salins qui stabilisent la forme
désoxygénée de la molécule, sites de fixation du 2,3-DPG. Chez ces variants, I’affinité pour

I’oxygene est le plus souvent augmentée.
4. Diagnostic différentiel

Ces Hb fonctionnellement anormales se présentent avec une symptomatologie clinique

et hématologique qui leur est propre.

L’anémie hémolytique qu’entraine une hémoglobine instable est typique. En revanche,
les tableaux de polyglobulie ou de cyanose induits par une Hb hyper-ou hypoaffine pour
I’oxygene sont exceptionnels et poseront des problémes de diagnostic différentiel. Dans le cas
d’une polyglobulie, particulierement chez le sujet jeune, et bien sOr aprés avoir éliminé une
maladie de Vaquez, il faudra aussi penser a une anomalie enzymatique, au 2,3-DPG, a
I’érythropoiétine et a son récepteur, etc. Le cas d’une cyanose peut faire penser a de
nombreux toxiques et bien sdr a une anomalie cardiaque ou pulmonaire, a toutes les causes

qui s’opposent a une oxygénation correcte de la molécule d’Hb.
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Partie 111 : étude au laboratoire
de biologie clinique

d’une anomalie de I’némoglobine

50



I.  Dans quel cas on cherche les anomalies de I’hémoglobine

A. Circonstances de diagnostic d’une hémoglobinopathie.
Toujours penser a une anomalie de I’hémoglobine devant les situations suivantes :

e Chez les femmes enceintes d’ethnie a risque.

e Motivation de la demande,

e Origine géographique du patient et de ses parents présumes,

e Antécédents familiaux connus d'hémoglobinopathies,

e Renseignements cliniques, comme des signes d’anémie, de polyglobulie

e Présence d’une hémoglobine anormale au cours du dosage de ’'HbA1C

e Pour compléter le diagnostic étiologique d’anomalies biologiques évocatrices d’une
anomalie de I’hémoglobine

e Recherche systématique chez les nouveau-nés de certaines maternités.

e Enquéte familiale, suite a la découverte d’une hémoglobinopathie.

B. Données anamnestiques

L'identification d'anomalies de I'némoglobine par analyse du phénotype suppose des

renseignements précis et complémentaires accompagnant la demande d'examens(102):

Motivation de la demande,

Origine géographique du patient et de ses parents présumés,

e Antécédents familiaux connus d'hémoglobinopathies,

e Renseignements cliniques (notion d'ictére...).

e Toute transfusion récente, datant de moins de trois mois, doit étre signalée, car elle
risque de rendre difficile, voire erronée, l'interprétation des résultats.
C. Données cliniques

e Signes d’anémie : paleur cutanéo-muqueuse, asthénie, souffle cardiaque...

e Signes d’hémolyse.
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D. Données biologiques de base

1. Numération de la formule sanguine

L’interprétation d’une analyse de I’Hb est pratiquement impossible sans les
informations hématologiques obtenues & partir de I’hémogramme ou la numération de la
formule sanguine (NFS) Ceci concerne surtout le diagnostic des thal. . La mutation structurale
des Hb conduisent a des variations du bilan hématologique qui est fonction de la mutation
specifique a chaque hémoglobinopathie. La clé hématologique d’une suspicion des thal est
une anémie microcytaire et hypochrome. C’est-a-dire que le VGM est inférieur a 80 fL a
condition d’avoir une bonne sensibilité. (103,104).

Tableau 5: Les valeurs normales des quelques parametres de I’némogramme (105)

Age Hb (g/dl) Hématies (T/I) VGM (fl) TCMH (pg)
6 mois-2 ans 12+0.9 4,66 +0.3 76.1 +£3.2 25.7+1.4
2-6 ans 12.2 +0.7 4.67+0.3 776 +£3.3 26.3+1.3
2-12 ans 12.7 £0.8 468 +£0.3 80.4+3.4 27.3+1.3
12- 16 ans 135+1.1 474+04 83.8+4 29.2+15
Adulte femme 11.5a15 4a5b 82 298 27 a 32
Adulte homme 13a17 45a55

En dépit, il faut disposer des résultats d'un hémogramme récent, accompagnés de

maniére idéale d'un décompte des réticulocytes. Le taux d'hémoglobine, le VGM et le nombre

d'hématies doivent étre interprétés en fonction de I'age du patient (27,106). Le nombre de GR

est a prendre en compte, RBC ou red cell blood count.

Ces parametres sont intégrés dans le Mentzer index (VGM / RBC). Le diagnostic de

I'anémie ferriprive peut étre accompagné par un indice de Mentzer (généralement supérieure a

~ 13) alors les porteurs de B-thal présentent généralement un indice inférieur (107).

L'examen du frottis sanguin doit permettre de reconnaitre d'éventuelles anomalies des

globules rouges : anisocytose, microcytose, polychromatophilie, présence de cellules cibles,

de drépanocytes, des ponctuations basophiles intra-érythrocytaires.
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2. Bilan martial

Est primordial pour l'interprétation de certains examens comme celle du dosage de I'Hb

A2c comprenant au moins :

e Fer sérique

Coefficient de saturation de la transferrine

Ferritine.

3. Bilan d’hémolyse

Bilirubine libre et conjuguée,

haptoglobine

Tableau 6: FICHE DE SUIVI / HEMOGLOBINOPATHIES POUR LE
PHENOTYPAGE utilisée au laboratoire de Biochimie et de Toxicologie de I’hépital
militaire d’instruction Mohammed V de RABAT
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Il.  Phase pré-analytique

Les conditions pré-analytiques doivent étre bien connues et maitrisées. Le prélevement
de choix pour I’étude phénotypique de I’hémoglobine est un échantillon sanguin recueilli sur
EDTA. Le prélevement doit étre frais ou peut, a défaut, étre conservé a +4°C pendant 1

semaine au maximum.

Le prélevement doit étre transporté rapidement au laboratoire, soit a température
ambiante si l'acheminement dure moins de 24 h, soit conservé a + 4 °C(108). Sinon,
I'apparition de bandes parasites sur les gels d'électrophorése, correspondant a des formes
dégradées de I'némoglobine, qui peut rendre I’interprétation difficile délicate (109).

L’interprétation des reésultats nécessite un certain nombre de renseignements
complémentaires : données hématologiques (résultat de la numération de la formule sanguine
NFS avec indices érythrocytaires voire analyse du frottis), bilan martial (au minimum la

ferritine), notion éventuelle de transfusion.

Tandis que pour la recherche d’hémoglobines instables (hyper affines, hypo affines), le

prélevement doit étre impérativement effectué sur du sang fraichement préleve.

Pour la recherche d'anomalies chez le nouveau-né ou chez le trés jeune enfant, le recueil
d'une goutte de sang sur papier buvard, support facile a acheminer, peut suffire. La
conservation du prélevement, a +4 °C dans un tube hermétiquement clos, ne doit pas excéder

cing jours (109).

Le matériel de base utilisé pour I’extraction d’ADN est le plus souvent du sang total
prélevé sur tube EDTA. Le consentement écrit du patient (ou des parents pour un mineur) ou
I’attestation de consultation de génétique rédigée par le médecin prescripteur (décret n° 2008-
321 du 4 avril 2008) est indispensable pour la réalisation de ces analyses par les laboratoires
de référence.(110)
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Tableau 7: Exemple de lettre de consentement pour une exploration génotypique d'une

hémoglobinopathie (110)
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I1l.  Exploration biologique et stratégie d’étude des anomalies de I’hémoglobine

A. Diagnostic phénotypique des anomalies de I’hémoglobine

Le diagnostic des principales hémoglobinopathies (HbS, HbC, HbC, HbE, béta-
thalassémie hétérozygote) est aisé pour les laboratoires de biologie clinique qui maitrise les
techniques d’électrophorese de I’Hb et ou de HPLC par échange de cations (30). En revanche,
le diagnostic des a-thalassémie ou de certains variants rares de I’Hb est beaucoup plus
complexe. Le retour a un laboratoire spécialisé dans les hémoglobinopathies est nécessaire
pour leur diagnostic(111).

Selon la NABM (nomenclature des actes de biologie médicale), « un bilan standard
pour la recherche d’une hémoglobine anormale » doit comporter une technique
d’électrophorese, et deux autres tests adaptés selon les besoins pour un résultat diagnostique
d’orientation. Un commentaire et une conclusion accompagnent le compte rendu. (Code
1120).

Les techniques utilisées sont :

e soit séparatives permettant de différencier les hémoglobines en fonction de leurs
caracteéristiques physico-chimiques (électrophorése et chromatographie),

e SOit non séparatives, mettant en évidence des propriétés spécifiques a I’lanomalie : test
Itano (ou test de précipitation de I’HbS), recherche de corps de Heinz, test de
précipitation a I’isopropanol, spectrophotométrie pour la méthémoglobine, courbe de
dissociation de I’oxygeéne.

L’objectif principal de ces 3 techniques étant de mettre en évidence les
hémoglobinopathies les plus fréquentes telles : les HbS, HbC et HbE et de permettre le

screening d’un variant rare de I’Hb non détecté par le test de premiere intention.

En pratique quotidienne, le variant de I’Hb a caractériser avec certitude, voire en
urgence, est I’HbS puisque c’est I’Hb anormale qui, a I’état homozygote ou en association
avec une autre Hb anormale (HbE, HbC, HbD Punjab, HbO Arab) ou avec une B-thalassémie,
est responsable d’un syndrome drépanocytaire majeur (SDM). Afin de répondre a cet
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impératif, quand un laboratoire n’est pas en mesure d’effectuer un panel de techniques
specifiqgues comme décrit précédemment, il devrait idéalement envoyer le prélevement, avec
toutes les données cliniques et biologiques disponibles, a un laboratoire équipé et ne pas

rendre de conclusion a partir d’un test unique.

Pour une suspicion d’un nouveau variant ou d’une thal, il est préférable d’envoyer le
prélevement ou adresser le patient a un laboratoire de référence pour une investigation plus

poussée qui est le diagnostic du génotype de I’anomalie.

1. HPLC sur une colonne échangeuse de cations
1.1. Principe du HPLC

La chromatographie liquide haute performance(HPLC) sépare les différentes fractions
d’hémoglobines en fonction de la force de leurs interactions ioniques sur une colonne
échangeuse de cations. Les molécules d’Hb chargées positivement dans le tampon utilisé
interagissent avec la colonne chargée négativement (résidu carboxyl greffé sur une résine).
Suite a I’injection d’un gradient de tampon de haute force ionique, les différentes fractions
d’Hb sont éluées au fur et a mesure que la force ionique du tampon devient supérieure a leur
interaction avec la colonne. Les différentes fractions d’Hb sont éluées a un temps donné qui
est caractéristique : c’est le temps de rétention ou « Tr »,

La détection est spectrophotométrique et s’effectue a 415 nm comme pour I’'EC. Les
différents pics obtenus sont donc reconnus en fonction du temps de rétention : les Hb
normalement présentes (HbA, HbA,, HbF), ainsi que les variants d’Hb les plus fréquents, sont
reconnus de facon présomptive, avec séparation des HbS, HbC, HbE, HbO-Arab, HbD-
Punjab et G-Philadelphia ; les variants dont le Tr n’est pas répertorié par le fournisseur sont
dits « unknown »(112,113).

1.2. Avantage et inconvénients

Cette technique a I’avantage d’étre automatisée, reproductible, et permet une
quantification et précise de I’hbA2 et de I’HbF qui sont le point de départ de la caractérisation

des hémoglobinopathies.
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A noter que dans la plupart des systémes, I’HbE et I’Hb Lepore ne sont pas séparées de
I’HbA..

Elle permet également [I’identification présomptive de certains variants, comme

I’lhémoglobine S ou I’hémoglobine C.

Par contre la HPLC nécessite toujours des techniques complémentaires pour la

caractérisation précise des variants suspectés.

2. L’électrophorese capillaire(EC)
2.1. Principe d’EC

L’électrophorese consiste en une séparation d’espéces chargées sous I’influence d’un
champ électrique, généralement sur base de leur rapport charge/masse. L’invention de
I’électrophorése capillaire remonte a la fin des années 1960, quand Hjertén puis Everaerts et
Keulemans montrerent que les probléemes de convection liés a I’effet Joule observés en
électrophorese sur le support solide pouvaient étre contr6lés en réalisant I’électrophorése dans
des tubes en Téflon (114).

Classiquement, I’électrophorese capillaire est pratiquée dans un tube de silice fondue
recouvert d’une couche de polyimide de 20 a 200 cm de longueur pour un diamétre interne de
20 & 200pm.
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Figure 17: Représentation schématique d’un appareillage d’électrophoreése (115)

Le capillaire, enfermé dans un systéeme de thermostatisation, est rempli de tampon et
plonge dans deux réservoirs contenant cette méme solution. Chaque réservoir est connecte a

une électrode reliée a un générateur de courant.

La caractéristique essentielle de I’EC vient de I’interface solide-liquide entre la paroi du
capillaire en silice et le tampon qui le remplit. En fonction du pH, les groupements silanols de
la silice s’ionisent, conférant a la paroi des charges négatives a I’origine du flux électro-
osmotique (EOF) orienté vers la cathode. L’EOF prend naissance au niveau des parois du
capillaire et génére un profil de migration élution plat (plug flow), contrairement a
I’écoulement laminaire observé en HPLC. D’ou un pouvoir de séparation supérieur a celui de
I’HPLC.

C’est une technique d’électrophorése liquide plus récemment développée pour I’étude
de I’hémoglobine(116). La migration se fait dans un capillaire de silice avec un tampon
alcalin soumis a un haut voltage. Suite a I’injection de I’hémolysat dans le systéeme et a
I’application du courant électrique, les différentes fractions d’hémoglobines se séparent en
fonction de leur mobilité électrophorétique (donc de leur charge) mais aussi en fonction du
courant d’électro-endosmose (donc de leur rapport charge/masse). Les hauts voltages
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appliqués permettent une séparation rapide et sensible des différentes fractions. L’ordre de

séparation est équivalent a celui observé pour I’électrophorese sur gel a pH alcalin.

La détection par spectrophotométrie UV-visible se fait a 415 nm (maximum
d’absorption de I’oxyhémoglobine). Un électrophorégramme est alors généré avec les
différents fractions d’hémoglobines « normales » (HbA, HbF, HbA;) et les fractions «
anormales » de mutants caractérisés de facon présomptive en fonction de leur position relative
dans des zones specifiques : HbS, HbC, HbE, HbO-Arab, HbD-Punjab... (117,118).Une
quantification relative des différentes fractions est réalisée.

2.2. Avantage et inconvénients

Cette technique présente I’avantage d’étre automatisée, rapide, reproductible et

quantitative, avec des tracés simples a interpréter.

Cette technique permet de confirmer I’identification des variants de I’hémoglobine
(notamment ceux suspectés en HPLC), elle permet entre autres de différencier I’hémoglobine

S de I’hémoglobine D, et I’hnémoglobine E de I’hémoglobine C.

3. L’isoélectrofocalisation (IEF)
3.1. Principe d’IEF

La migration est effectuée dans un gradient de pH ; chaque molécule migre jusqu'a
I'endroit ou le pH est égal a son pHi. Un gel de forte porosité est utilisé (polyacrylamide ou
agarose), pour que la taille n'influence pas la migration. Le gradient de pH est généré par des
ampholines, molécules amphotéres de synthése introduites dans le gel au moment de sa
fabrication : un mélange de telles molécules, possédant des pHi dans une certaine gamme
(gamme large, ex. 3-9, ou + étroite, ex. 4-5 ou 5-6,5) est utilisée. Ces molécules migrent
rapidement dans le gel jusqu'a atteindre une zone ou leur charge devient nulle. Elles ont alors
une distribution statistique telle qu'elles génerent un gradient de pH sensiblement linéaire le
long du gel. 1l existe de telles molécules de petit poids moléculaire et solubles (ampholines)
et il existe également des gels a base d'acrylamide modifiée contenant des groupements acides

et basiques fixés (gels d'immaobilines).
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Les différentes fractions d’hémoglobines soumises a un champ électrique migrent
jusqu’au niveau du pH correspondant a leur point isoélectrique (pHI), ou elles s’arréteront car
leur charge nette sera égale a 0.

Cette technique sensible et hautement résolutive permet de séparer un grand nombre de
fractions d’hémoglobines différentes en fonction de leur pHI dans un gradient de pH (119).

La focalisation isoélectrique permet, d'une part, la séparation rapide de la plupart des
hémoglobines, notamment les Hb C et E, ou S et D, et d'autre part, elle permet la mise en
évidence d'hémoglobines instables non identifiables par les techniques classiques
d'électrophorése a pH alcalin.

De plus, gréace a la bonne séparation de I'Hb F et de I'Hb A, la focalisation isoélectrique
ne requiert, de plus, qu’une faible quantité de préléevement, méthode de choix dans le
dépistage des hémoglobinopathies chez le nouveau-né. Si bien qu’elle est tres utilisée pour le

dépistage néonatal de la drépanocytose.

Cependant, cette technique codte relativement chére, n’est pas quantitative, et nécessite

une certaine expertise.
3.2. Avantage et inconvénients
Cette technique bénéficie d’un pouvoir de résolution exceptionnel.

La qualité de I’interprétation nécessite une certaine maitrise, ainsi que le fait que cette
méthode n’est pas adaptée a la quantification des variants mais seulement une méthode

qualitative.

4. Autres types d’électrophorese
4.1. L’électrophorése a pH alcalin
a. Principe de I’électrophorése a pH alcalin

L’électrophorese de zone a pH alcalin (pH = 8,6) sur support solide (acétate de cellulose
ou agarose) est encore une technique largement utilisée. A pH alcalin, les hémoglobines sont
chargées négativement et migrent vers I’anode (+). Si le variant de I’hémoglobine présente un
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acide aminé de surface ayant un résidu qui modifie sa charge, sous le champ électrique, il va
avoir un déplacement différent de celui de I’'HbA.

On parle de mutant « rapide » s’il est plus chargé négativement que I’HbA et donc
migre plus prés de I’anode que I’HbA, ou de mutant « lent » s’il est moins chargé
négativement et donc migre moins pres de I’anode que I’HbA.

Cette technique permet donc la séparation des principales hémoglobines : HbA, HbF,
HbS/D/G et HbC/E/O-Arab.

Elle est alors une méthode de choix pour le dépistage de ces Hb anormales.
b. Avantage et inconvenients
Des variants ayant la méme différence de charge migrent ensemble, comme :

e la position C est compatible avec HbC, HbE et HbO-Arab
e la position S est compatible avec HbD, HbG, Hb Lepore.

Chez le nouveau-né elle sépare mal le HbA des HbS.

Elle est facile a mettre en ceuvre, mais présente I’inconvénient d’étre peu résolutive et

de ne pas permettre une quantification fiable des fractions mineures Hb A, et HbF.

Qui constitue une quantification primordiale pour le diagnostic des formes mineures de

thalassémie.

4.2. L’électrophorése a pH acide
a. Principe

L’électrophorese a pH acide (pH = 6) sur support solide (citrate agar ou agarose) est une
technique de seconde intention. Son principal avantage est qu’en complément de
I’électrophorése a pH alcalin, elle peut séparer I’HbS des mutants « S-like », et HbC de
I’HbE.(120).

N.B : I’électrophorese capillaire et la HPLC ont remplacé ces deux techniques, qui

ne sont plus utilisées qu’occasionnellement.
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5. Les techniques biochimiques et hématologiques complémentaires.
5.1. Chromatographie
a. Chromatographie liquide en phase inverse

Elle sépare les différentes chaines de globine en fonction de leur hydrophobicité,
permettant la séparation de variant ayant la méme charge (121).Elle indique aussi la chaine de

globine qui est anormale. Cette technique est réservée a des laboratoires spécialisés.

Ainsi, elle contribue a la séparation et I’identification des variants rares comme HbS

Antilles, la caractérisation des HbF comme le PHHF.

b. Chromatographies des chaines de globines

Cette électrophorese est réalisée en gel de polyacrylamide en milieu acide dissociant.
Cette méthode met en évidence toute substitution d’acide aminé impliquant une différence
d’hydrophobicité de la chaine latérale de I’acide aminé concerné.

5.2.  Test de solubilité de I’'HbS ou test d’Itano

Le test Itano est essentiel pour confirmer la présence d’HbS et repose sur le principe que
seule I’HbS désoxygénée précipite en milieu réduit (122). L’utilisation de I’hydrosulfite de
sodium en milieu salin concentré est courante pour ce test. C’est une technique manuelle
facile a mettre en ceuvre et rapide (< 10 minutes) mais qui utilise des réactives « maisons ».

Son interprétation est facile a condition de prendre les précautions suivantes :

De travailler toujours par comparaison avec un échantillon témoin négatif (AA) et un
échantillon témoin positif (AS) dans chaque série ; laver soigneusement le culot globulaire en
sérum physiologique, afin d’éliminer tous les stromas cellulaires (risque de faux positifs) ;
savoir qu’un taux d’HbS trop faible (< 20 %) peut donner un résultat faussement négatif (24).

Sans oublier que la qualité du test dépend des réactifs utilisés.
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5.3.  Test de falciformation d” Emmel (108)

Ce test est une alternative au test Itano, en ajoutant le métabisulfite de sodium, le
processus de falciformation est accéléré. C’est également une technique manuelle qui met en
évidence les drépanocytes sur lame lorsque le frottis est mis en condition hypoxique. Elle
nécessite plus de temps (45 minutes) et présente les mémes risques de faux négatifs que le test
Itano quand le taux d’HbS est trop faible. Il n’est pas spécifique pour la drépanocytose et peu
sensible.

5.4.  Recherche d’inclusions d’HbH et recherche de corps de Heinz

L’hémoglobine H (HbH) (association de 4 chaines PB), retrouvée chez les patients
atteints d’a-thalassémie avec plusieurs génes non fonctionnels (2 et surtout 3), peut étre mise
en évidence apres coloration supra-vitale par des colorants basophiles (bleu de crésyl brillant).
De multiples granules ronds apparaissent colorés en gris-bleu et correspondent a la
précipitation d’HbH, donnant un aspect de « balle de golf ». Les corps de Heinz (précipités
d’hémoglobine dénaturée), qui apparaissent souvent « accrochés » au niveau de la membrane
du globule rouge, sont mis en évidence avec cette méme coloration et sont notamment

présents en cas d’hémoglobine instable et dans les déficits en G6PD.
5.5. Tests de stabilité de I’'Hb : Le test & I’isopropanol

Le test a I'isopropanol est le test de référence (123). Il doit étre pratiqué sur un
prélevement frais (<6 heures) et toujours en présence d’un témoin prélevé dans les mémes

conditions. Ce test peut s’averer faussement négatif dans le cas d’hémoglobine hyper-instable.

Il mesure I"affinité de I’lhémoglobine pour I’'oxygene : étude fonctionnelle réservée a des
laboratoires spécialisés dans un contexte d’hémoglobine ayant une affinité modifiée pour

I’oxygeéne.
Analyse spectrophotométrique : mise en évidence des méthémoglobines et des HbM.
5.6. Laspectrophotométrie de masse

L'application de la spectrométrie de masse ou MS pour I'analyse de I'hémoglobine a été

rapporté pour la premiere fois en 1981(124).
64



Cette technique permet la séparation de différents fragments protéiques de masses
différentes. La révélation d’une chaine de globine avec une masse « anormale » et le calcul de
la différence de masse permet d’en déduire I’acide aminé impliqué. Depuis la masse
spectrométrie techniques d'instrumentation et d'ionisation ont créé une occasion pour les
applications cliniques dans la détection des hémoglobinopathies et des thalassémies (125).
Cependant, étant donné que beaucoup variantes de la chaine de globine B commune différent
de type sauvage béta-globine que de 1 Da. Les MS, méme en haute définition ne peuvent pas
différencier ces variants du type sauvage intacte de Hb C, D ou E. La MS qui détecte les
chaines de globines intactes aura du mal a différencier les chaines de globine dans le méme
échantillon qui difféerent de la masse de moins de 6 Da, et ne peut pas conférer emplacement
d'une mutation d'acide aminé donné(126).

Par exemple, le remplacement de 6 valine pour 6 I'acide glutamique (Hb S) se traduira
par une différence de masse de 30 Da. Mais la méme différence de masse peut se produire
pour une substitution de l'arginine en tryptophane, thréonine a la méthionine, la sérine a la
glycine, l'alanine ou de la thréonine, en ne importe quelle position de la chaine de
globine(127).

En outre, une élucidation de la structure est possible en fragmentant la chaine de globine
intact par spectrométrie de masse tandem, ou par clivage de la chaine de globine avec une
enzyme protéolytique telle que la trypsine(128,129). Cette technique peut étre couplée a des
digestions enzymatiques préalables, qui permettent une précision plus importante (130).

La MS peut avoir le potentiel d'améliorer la sensibilité de I'analyse Hb comme une
méthode complémentaire de HPLC et IEF. Il est également possible que les méthodes de MS
en tandem pour le dépistage néonatal offriront plusieurs avantages par rapport aux méthodes
actuellement utilisées, y compris l'utilisation rentable de I'expertise et de l'instrumentation
déja utilisé dans les laboratoires de dépistage néonatal et l'analyse plus automatisé. Un
échantillon de sang qui n’est pas frais peut étre également analysé par MS, qui peut offrir des

avantages logistiques pour les tests.

65



Toutefois, ces applications sont relativement nouvelles, l'augmentation des
comparaisons inter-laboratoires doit étre effectuée et des améliorations a I'imprécision dosage

devraient étre étudiées.
B. Diagnostic genotypique des anomalies de I’hémoglobine

La transmission des hémoglobinopathies se fait principalement selon un mode

autosomique recessif. La caractérisation moléculaire est utile voire nécessaire pour :

e Le conseil génétique de couples a risque
e Pour affirmer ou simplement préciser le phénotype des cas index, de facon sporadique,

pour caractériser des mutants (131).

Les techniques utilisées pour la caractérisation moléculaire des anomalies de I’Hb sont
les mémes que pour I’étude d’un gene a faire (132). Les mutations ponctuelles (les insertions
et les délétions courtes) sont responsables de la majorité des variants de I’Hb et des B-
thalassémies. Les B-thalassémies ayant un pourcentage de 90 % de mutations ponctuelles.
Tandis que 90% des a-thal sont constituées par des délétions.

En premier, il est indispensable de distinguer sur quel cluster on va travailler : cluster o
ou le cluster . Ces mutations sont classiquement mises en évidence par séquencage des génes

a ou B-globine.

ePour les genes a, qui sont dupliqués et donc trés homologues, le séquencage
différentiel des genes al, a2ou d’un génea-hybride (02/a.1) est délicat et nécessite I’utilisation
d’amorces tres spécifiques (133). La recherche d’une mutation connue peut étre réalisée, en
alternative au séquencage, par une PCR-RFLP, par PCR en temps réel avec révélation par
sondes fluorescentes spécifiques (134,135) ou encore par la technique de reverse dot-blot
(136). L’étude du profil de dénaturation d’un amplicon par HRM (high resolution melting)
permet aussi le génotypage de mutations ponctuelles (137).

. Les délétions larges représentent la majorité des a-thalassémies (138)et quelques cas de
B-thalassémies (139).
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. Les délétions a-thalassémiques les plus fréquentes (-3,7kb ;-4,2kb ; — SEA ; — Med ; -
FIL ) ont des points de cassure bien caractérisés et peuvent donc étre facilement
identifiées par gap-PCR (140,141) ou reverse dot-blot au moyen de kits commerciaux.

. D’autres techniques comme la QMPSF (quantitative multiplex PCR of short fragments)
(142,143), la PCR semi-quantitative (144,145) et la MLPA (multiplex ligation probe
amplification) sont actuellement de plus en plus utilisées pour le criblage des délétions
rares ou non encore décrites. Des kits commerciaux de MLPA (comme ceux de MRC
Holland), ciblant sélectivement les familles de génes o et B-globine, sont ainsi

disponibles sur le marché (146).
1. Le PCR (polymerase chain reaction)

Presque toutes les méthodes d'analyse de I'ADN des hémoglobinopathies utilisés
aujourd'hui sont basées sur la réaction en chaine par polymérase (PCR)(147). Par conséquent,
pour détecter une mutation et ou une délétion, un réarrangement ou une mutation ponctuelle.
Les tests effectués sont similaires en utilisant des amorces de variabilité et la spécificité
différentes.

Les techniques basées sur la PCR utilisées dans le diagnostic d'Hb comprennent :

I’ASO (Allele specific Oligonucléotide) hybridation ou par dot-blot,
e le dot-blot reverse,

e I’ARMS ou allele-specific priming or amplification refractory mutation system,

I'amorcage ou lI'amplification de mutation réfractaire systeme spécifique a un alléle.
e |'analyse par enzyme de restriction,
e I’amplification crée par analyse de restriction

e |le PCR et de le gap-PCR.
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1.1. Principe de la PCR

Est basé sur une succession de réactions de réplication d'une matrice double brin
d'’ADN.

Chaque réaction met en ceuvre deux amorces sous forme d’oligonucléotidiques dont les

extrémités 3’ pointent I'une vers l'autre, une ADN polymérase et des désoxyribonucléotides.

Les amorces ou «primers» en anglais définissent alors, en la bornant, la séquence a
amplifier. Les amorces sont orientées dans le sens 5” vers 3’ a I’aide des deésoxynucléotides,
qui constitue I’étape de I’élongation.

Chaque produit de chaque étape de synthese sert de matrices pour les étapes suivantes.

Au lieu d'étre lineaire, I'amplification obtenue est exponentielle.

Le PCR permet alors de faire apparaitre sur I’électrophorése en gel d’agarose ou de
polyacrylamide, des produits d’amplification de tailles différentes selon la présence ou

I”absence d’une mutation ou d’une délétion.

Imaginée par K. Mullis en 1985 (Prix Nobel de Chimie dés 1993), la technique connait
un essor considérable a partir de la commercialisation vers 1988, d'une ADN polymérase
résistante aux températures élevées (la Taq polymérase), qui permet une automatisation de la
technique en supportant les sauts de température.
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Figure 18: Les étapes d'une PCR Polymerase chain reaction (148)
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1.2. Allele-specific priming — ARMS-PCR ou amorce d’amplification
spéficique

a. Principe de ’ARMS
L’AMRS est basée sur le principe selon lequel une amorce parfaitement adaptée est
beaucoup plus efficace a I’hybridation et de diriger I’élongation de I’amorce a une autre
amorce de mésaparriement. La méthode la plus largement utilisée est les bras dans lequel
I'amplification spécifique d'allele s’ appuie sur la spécificité de la 3’ terminal des
nucléotides(149). Pour améliorer la spécificité de lallele, il est de pratique courante
d'incorporer délibérément une seconde mésappariement a la position 2 ou 3 a partir de la fin
de 3’. L'ADN cible est amplifié dans deux réactions séparées en utilisant une amorce de sens
commun et l'une des deux amorces spécifiques d'alleles inverse, une complémentaire de la
séquence mutante, l'autre a la séquence d'ADN normal. La présence de l'allele mutant va
générer un produit de PCR dans le tube contenant lI'amorce spécifique de la mutation, et vice
versa. Pour surveiller les résultats faussement négatifs en raison de I'échec de la réaction
d'amplification lui-méme, un contrdle interne PCR qui amplifie une autre région du génome

doit étre inclus dans la réaction
b. Avantage et inconvénients

il est théoriquement possible de détecter une mutation connue (149). Récemment, la
méthodologie a été améliorée par le développement d'un tube a essai unique (150), ou les
deux : le mutant et les alléles de type sauvage sont détectés simultanément dans la méme
réaction avec un contréle positif interne, dénommé tétra ARMS amorces -PCR.

Plus d'une mutation peut également étre détectée pour en méme temps dans une seule
réaction en utilisant des amorces ARMS couplés avec une amorce commune (151). ARMS
Multiplex nécessite une optimisation rigoureuse des conditions amorce de recuit et les

concentrations d'amorces.
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1.3. Allele-specific oligonucleotide (ASO) et la dot-blot inverse

La méthode est basée sur le principe de I'hybridation spécifique de deux sondes
oligonucléotidiques, une complémentaires de la séquence mutante et l'autre a la séquence
normale(152,153).

Dans cette méthode, 'ADN amplifié du patient qui comprend la région d'intérét est
place sur des membranes de nylon. Chaque échantillon de patient est repéré comme un point
séparé sur deux membranes, une membrane pour chaque ultérieure sonder. Deux sondes ASO
sont utilisées pour chaque mutation, une complémentaire a la séquence d'ADN mutant et
l'autre a la séquence de type sauvage. Ces ASO marquées sont hybridées a I'ADN lié et
amplifié. Un signal détecté pour un point spécifique sur la membrane indique I'nybridation de
la sonde et I'amplicon, signalant que I'alléle spécifié (de type sauvage ou mutant) est présent ;
les patients hétérozygotes présenteraient un signal pour des points correspondant a la fois le

type sauvage et le mutant sondes.

Dans le dot-blot inverse, ce sont les sondes spécifiques d'alleles (non marquées dans ce
cas) qui sont fixées sur une bande de membrane de nylon sous la forme de points. L’ADN
génomique du patient est amplifié, marqué et hybride au filtre. Ces techniques sont peu
colteuses et utiles pour un nombre limité de mutations connues ; par conséquent, elles ont été
utilisée dans de nombreux laboratoires dans le monde pour le diagnostic ainsi que prénatale
dépistage(154,155).

Les techniques sont fiables et ont été utilisées avec grand succes en particulier dans les
populations ou il y a une ou deux mutations prédominants(156). Cependant, le procédé est
limité lorsque le dépistage des mutations multiples du fait des étapes d'hybridation et de
lavage répétés. Pour surmonter ce probléme, un procédé de dot-blot inverse a été développée
dans laquelle des paires de froid mutant et de type sauvage ASO sont fixés sous forme de

points ou de fentes aux bandelettes de membrane de nylon (157).
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Des kits commerciaux basés sur le dot-blot inverse pour certains des mutations
courantes sont disponibles. Ces Kkits utilisent une bande de nylon avec des ASO pour les
mutations B-thalassémie méditerranéens communs (Vienne Lab, Vienne, Autriche), tandis que
d'autre utilise ASO immobilisé sur les murs d'une microplaque développé par BioRad
(Hercules, CA, USA). Les deux ont des applications limitées que le panneau détecte un
nombre limité de mutations, les Kits sont chers et démontrent une variation d’un lot a un autre.
Ainsi, I’ASO et dot-blot inverse ont été largement remplacée par d'autres techniques basées
sur la PCR tels que ’ARMS, PCR et séquencage direct.

1.4. Denaturing gradient gel electrophoresis and single-stranded

conformation polymorphism (DGGE et SSCP)

L’Electrophorése dénaturante sur gel en gradient et la conformation simple brin
polymorphisme (SSCP) (158) sont deux techniques qui ont été utilisées pour explorer les
mutations inconnues issues d’une PCR. Ces deux techniques reposent sur la séquence
mutante, modifiant la mobilité du produit issu du PCR sur un gel par rapport au type sauvage,
et nécessitent une analyse plus approfondie pour résoudre la mutation causale, habituellement
séquencée. Des substitutions de bases individuelles peuvent étre détectées par les deux
méthodes, mais I'efficacité de détection est comprise entre 70 et 90%, avec le SSCP qui exige
des différentes conditions de gel pour atteindre cette gamme plus élevée. Ces approches de
détection de mutation ont une application pour les genes ayant de nombreux exons répartis sur
de grandes régions génomiques avec une répartition uniforme des mutations parce que la

méthode permet I’amplification et de 3a 5 du PCR peut étre exécuté en une seule fois.

DGGE est utile dans certains laboratoires pour le dépistage a grande échelle des
mutations B-thalassémie (159). La technique se base sur I'électrophorése de fragments d'ADN
double brin par un gradient de dénaturant augmentation linéaire jusqu'a ce que le meilleur
domaine de température de fusion du fragment dénature la formation d'un heteroduplex qui s’
immobilise dans la matrice de gel. Le géne de la B-globine est amplifié en utilisant des
segments de cing a sept paires d'amorces, une séquence riche en GC est ajoutée a une de

chaque paire afin de créer un domaine de fusion élevé ce qui augmente la mobilité
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différentielle du fragment. Des indices sur la nature et la localisation des mutations sont
fournis par des motifs caractéristiques des hétéroduplexes. Ces techniques de dépistage sont
tout simplement une mise en évidence de la présence d'une mutation qui doit étre
définitivement identifiée par une autre technique basée sur la PCR, ou l'analyse de séquence

directe.

La réalisation de ces techniques nécessite une optimisation, et l'interprétation des

modeles hétéroduplex peut étre difficile sans expérience.

2. Séquencage direct des clusters B et a
2.1. Principe du séquencage direct

Il s’agit de copier le brin a séquencer de telle sorte que les copies soient radioactives (ou

repérables par un autre marquage : fluorescence).

Il faut choisir une amorce complémentaire d’un bout de séquence connue. La DNA
polymérase réplique 5 —>3' a partir 3'OH libre de I’amorce en présence d'un 2, 3
didéoxynucléotide. La réplication est stoppée. Statistiquement on observera des fragments
d'’ADN de tailles différentes en fonction de I'incorporation du 2, 3 didéoxynucléotide pendant

la réplication du brin & séquencer.

Figure 19: Principe du sequencage (134)
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Le séquencage est un procédé a plusieurs étapes nécessitant une amplification par PCR,
séquencage en cycle et la précipitation avant que la séquence peut étre déterminée. Apres
cela, la séquence doit étre analysé et vérifié et tout changement noté. Bien que le logiciel
d'analyse de séquence est disponible, il n’est pas efficace a 100% pour détecter les
hétérozygotes. Ceci a une conséquence importante pour les hémoglobinopathies : la plupart
des cas nécessite le séquencage d’un porteur, donc un séquencage nécessite souvent la
vérification a I'eeil nu. Il existe deux méthodes de séquencage différentes disponibles basés sur
méthode de Sanger (160,161), « dye primer and dye terminator » ou coloration des amorces et
coloration des terminateurs, elles different I'une de l'autre dans la maniére dont le marqueur

fluorescent est incorporé pendant les cycles.

Pour le géne B-globine, qui est relativement faible (couvrant 1,6 kb d’ADN génomique,
y compris 5’ et 3’ région non traduite), la majorité des mutations peut étre détecté dans deux

séquences.

Pour le cluster a, chaque gene (o ou o) peut étre séquencé aprés une amplification

spécifique en une seule lecture.
2.2. Avantages et inconvénients

Le séquencage de Sanger peut étre utilisé pour détecter des mutations ponctuelles pour
la caractérisation des hémoglobinopathies et des B-thalassémies(160,162). Les génes de
globine P et o sont relativement petits, 1,2 kb et 1,8 kb, respectivement, et facilement préte a
un séquencage. L'amplification par PCR suivie d'un séquencage bidirectionnel est effectuée.
Le séquengage peut étre avantageux car il ne nécessite pas de ciblage séparé de chaque
mutation (a la différence des méthodes ciblées) et il identifie également la mutation exacte (a
la différence des méthodes de balayage. Le séquencgage direct est alors une technique utilisée
pour détecter les points de mutations, les petites délétions et les insertions qui causent les thal,

aussi bien pour confirmer que pour caractériser un variant rare ou un nouveau variant.

En tout, le processus d'acquisition d'une séquence de sang total et de l'analyse peut
prendre 4-5 jours, avec confirmation en utilisant un autre test basé sur le PCR. ). Le

séquencage n’est pas bien adapté a la détection de grandes délétions / duplications.
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3. Le Gap-PCR

Les délétions plus courantes peuvent étre détectées par gap-PCR. Une fois que les
points de rupture de délétion ont été définis et des amorces spécifiques des délétions sont
congues. Les délétions mises en évidence par cette méthode de PCR nécessitent des amorces
choisies pour étre trés éloignées I'une de I'autre. Lorsqu’il n’existe pas de délétion, ces
amorces ne permettront pas une amplification .En cas de délétion, les amorces sont

rapprochées et I’ADN amplifié signe alors une délétion. (163)

Cette méthode est tres utilisée et plusieurs laboratoires en sont déja équipés. Comme
elle est rapide et a moindre co(t. La recherche des 7 délétions les plus courantes de I’a-thal est
de routine. Contrairement aux B-thalassémies, les délétions sont une cause fréquente d'une a-
thalassémie. Les délétions et les réarrangements des thalassémies courantes peuvent étre
détectés en utilisant régulierement gap-PCR(140,164,165).

Ce principe a été utilisé dans la technique de le gap-PCR pour la HPFF commun et 8-
thalassémies (166). Le Gap-PCR est également couramment utilisé pour détecter I'Hb Lepore,
un variant créé par déletion de 7 kb et donne un produit fonctionnel delta/béta globine hybride
(26).

4. La MLPA (multiplex ligation-dependent probe amplification =

amplification multiplex de sondes dépendant d'une ligation)

C’est une variante de la PCR multiplexe qui utilise une sonde séparée en deux,
nécessitant la ligation des deux parties pour que lI'amplification ait lieu. Deux oligonucléotides

sont utilisés :

. Le premier contient a la suite une région correspondant a une premiére amorce de PCR

et la premiere moitié de la sonde complémentaire de la région a détecter,

. Le second contient la deuxiéeme moitié de la sonde suivie d'une région correspondant a

la deuxiéme amorce de PCR.
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Le résultat d'une analyse par MLPA donne des carrées. Chaque carré correspond a une
sonde. Les carrés se trouvent entre les deux lignes horizontales correspondent & une région

présente en un nombre normal d'exemplaire.

Au cours de l'analyse, ces deux oligonucléotides se fixent sur I'ADN a analyser, au
niveau de la région correspondant a la sonde. Comme les deux moitiés de la sonde se trouvent
l'une a cbté de l'autre, il est possible de les assembler par ligation. Il est alors obtenu une
sonde complete liée & 'ADN étudié, avec de chaque coté une région non-liee sur laquelle il
est possible de fixer une amorce. Cette sonde est détachée de I'ADN et I'on procede a une
amplification par PCR avec les amorces choisies au début. Seuls les oligonucléotides ayant
subi une ligation, c'est-a-dire ceux qui se sont liés au brin d'ADN, sont susceptibles d'étre
amplifiés. Ainsi, il est a éviter d'amplifier les oligonucléotides qui ne se sont pas liés a I'ADN
cible. L'amplicon est détecté grace a un marqueur fluorescent attaché aux amorces avant

amplification.

Le principe de la sonde de ligature dépendant multiplex amplification est basé sur la
détection des délétions ou duplications par amplification quantitative de la sonde multiple des
paires hybridées dans le gene de I'a et B-globine clusters et régions voisines. La diminution ou
augmenter dans le signal par rapport a la normale est un contréle indicatif, respectivement, les

délétions ou les duplications a travers le locus sont analysés

Cette méthode est une alternative intéressante ou une méthode complémentaire a Gap-

PCR. Lors de I'étude des réarrangements connus et inconnus.
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Tableau 8 Les techniques de biologie moléculaire pour I'identification des

hémoglobinopathies (32)

Type d’anomalies Type de Mutation Techniques disponibles
B-thalassémie Mutation ponctuelle ARMS-PCR
ASO
Séquencage direct
Délétion Gap-PCR
a- thalassémie Délétion Gap-PCR
Southern blot
Non-délétionelle Amplification al ou a2
ARMS-PCR
ASO
Séquencage direct
variant Hb S Mutation ponctuelle ARMS-PCR
Séquencage direct
variant Hb C Mutation ponctuelle ARMS-PCR
Séquencage direct
variant Hb E Mutation ponctuelle ARMS-PCR
Séquencage direct
variant Hb D™ Mutation ponctuelle ARMS-PCR
Séquencage direct
variant Hb Lepore Délétion Gap-PCR
PHHEF et 5p-thalassémie Délétion Gap-PCR
dp-thalassémie Délétion Southern blot
gydp-thalassémie Délétion Southern blot

7




IV.  Phase post-analytique : Interprétation des résultats

Un bilan standard pour la recherche d’une hémoglobine anormale » doit comporter 3
tests phénotypiques différents, dont au moins une technique électrophorétique avec

interprétation.

Pour un diagnostic phénotypique précis, il est indispensable d’avoir en main :

Les données épidémiologiques

Les renseignements cliniques

Les données hématologiques

Les données biochimiques.

Tout ceci est regroupé sur la fiche de suivi pour les hémoglobinopathies. Si des données

manquent, le résultat sera rendu sous réserve de la fiche de suivi.

Pour Pinterprétation, il faut se référer aux valeurs de référence établies par le

laboratoire. A titre indicatif, quelques valeurs de référence sont les suivantes :
> Le profil d’étude de I’hémoglobine d’un nouveau-né a terme contient:

HbF = 70 a 85%

HbA= 15 a 30%

HbA2 non quantifiable.

> Le profil d’étude de I’hémoglobine d’un adulte contient :

HbA majoritaire (80 a 97%)

HbA2 = 2,0 a 3,4% (valeur indicative, a déterminer en fonction de chaque technique)

HbF < 1 %.

NB : Il est a noter que I'on considére qu’a I’age de 1 an, le profil d’étude de
I’hémoglobine de I’enfant est équivalent a celui de I’adulte (en dehors de I’HbF, qui peut
persister a des taux < 5 % jusqu’a 2-3 ans).
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A. Arbres décisionnels pour I’interprétation des cas simples des anomalies de
I’'Hb
Le biologiste peut donc se référer aux tableaux suivants pour ses démarches.$

Tableau 9: Etude de I'némoglobine: réalisation et interprétation des cas simples(167)

B. Diagnostic biologique des béta-thalassémies
1. Les formes classiques de béta-thalassémie

Comme nous I’avons vu plus haut, chacune des trois grandes entités cliniques de -
thalassémie est associée a un tableau hématologique et hémoglobinique assez caractéristique
qui rend le diagnostic clinique facile a poser (ou tout du moins a suspecter)
phénotypiquement. Une B-thalassémie majeure se caractérise par une anémie trés profonde
avec absence d’HbA et des HbA2 et F élevées (>80 % pour I’HbF) ; une B-thalassémie
intermédiaire se caractérise par une anémie modérée avec HbA diminuée ou absente et des

HbA2 et HbF élevées ; enfin, un trait béta thalassémique se caractérise par un taux d’HbA2
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>4,5-5% avec des indices érythrocytaires (VGM, TCMH) diminués. La condition sine qua
none est cependant de disposer d’une technique de quantification fiable de I’'HbAzet de I’'HbF.
De nombreuses enquétes de contrdle de qualité externes ont clairement démontré a cet égard
la supériorité des techniques de HPLC et de I’'EC sur les techniques d’électrophorése sur gel
avec intégration des différentes fractions qui ne donnent des résultats fiables que pour des

fractions supérieures a 15-20 % de I’hémoglobine totale (111).

L’interprétation d’un taux élevé d’HbA2 comporte quelques pieges qu’il est capital de

garder a I’esprit pour éviter de poser un diagnostic erroné (168)

Les exemples les plus courants sont I’HbE et les différentes Hb Lepore qui ont un temps

de rétention similaire & I’HbA, en HPLC (sur résine échangeuse de cations) ;

En électrophorese capillaire (EC), c’est I’'HbC qui pourrait éventuellement préter a
confusion car les pics d’HbC et d’HbA, sont trés proches ce qui conduit & une surestimation
de la quantification de la fraction A2. Si une béta-thalassémie est réellement associée a un
variant de la chaine béta-globine, c’est un taux inhabituellement élevé (si la mutation béta
thal. est en trans) ou inhabituellement bas (si la mutation béta-thal. est en cis) de ce variant qui
indiquera la présence d’une béta-thalassémie et non le taux d’"HbA..

2. Les béta-thalassémies sans augmentation d’HbA2

Certaines B-thalassémies hétérozygotes peuvent étre trés difficiles a diagnostiquer car
elles ne s’accompagnent pas d’une augmentation du taux d’HbA;. Le seul moyen de les
suspecter est donc de constater une microcytose et une hypochromie chronique plus ou moins
marquées, sans étiologie apparente, et de caractére héréditaire dans certains cas. On distingue
trois mécanismes moléculaires dont la confirmation nécessite impérativement un examen
génétique :

e une mutation pB-thalassémique silencieuse (B++-thal.) a I’état hétérozygote

e I’association avec un variant delta ou une d-thalassémie (169).

e Enrevanche, en cas de B-thalassémie vraie associée a une 5-thalassémie, le taux d’HbA2

sera normal sans fraction surnuméraire pour attirer I’attention;
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o les délétions (5B)°-thalassémiques et les délétions emportant le LCR du cluster B-globine
n’entrainent, de fagcon fort logique, pas d’augmentation réactionnelle d’HbA, puisque le
géne HBD est lui aussi délété ou inactivé.

En revanche, dans le cas de la délétion (8B)°-thal., le taux d’HbF est souvent compris
entre 10 et 20 %, ce qui, associé a I’hypochromie et a la microcytose, suffit a faire suspecter le
diagnostic de (3p) 0-thalassémie. En revanche, les délétions emportant la région HS3 du LCR
et qui inactivent donc tout le cluster B-globine du chromosome 11 touché n’ont aucune

traduction sur le bilan phénotypique de I’hémoglobine (170)
3. Des tests phénotypiques complémentaires parfois nécessaires

Un bilan phénotypique de I’Hb normal permet d’éliminer de facon certaine lesp-
thalassémies (hormis les trois situations évoquées ci-dessus) mais ne permet pas d’éliminer
les alpha-thalassémies délétionnelles simples (1 ou 2 genes alpha délétés) qui s’accompagnent
de taux d’HbA; et d’HbF normaux. Il est donc de la responsabilité du biologiste d’évoquer
ces hypothéses devant un bilan de I’Hb normal chez un patient sans carence martiale et
présentant une hypochromie et une microcytose chroniques plus ou moins importantes. Pour
ce faire, il faut disposer des résultats d’un hémogramme et d’un bilan martial récents au
moment de I’interprétation de I’examen. C’est le cas la plupart du temps pour I’hémogramme
mais beaucoup moins souvent pour le bilan martial. En outre, un dosage de ferritine normal
ou augmenté peut étre observé méme dans un contexte de carence martiale si un syndrome

inflammatoire est associé.

Au final, le biologiste est donc souvent confronté au probléme de I’interprétation d’une
microcytose-hypochromie associée a un bilan de I’Hb normal : I’origine est-elle une carence
en fer (cas le plus fréquent) ou un syndrome thalassémique ?

Deux tests phénotypiques complémentaires permettent, chacun a leur maniere, d’aider a

répondre a cette question.
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a. Mesure des chaines alpha libres en excés dans les réticulocytes

Un test in vitro de mesure de I’excés en chaines a-globine libres dans les érythrocytes et
utilisant la propriété de I’AHSP (une protéine chaperonne de la chaine alphaglobine) a fixer
les chaines a-globine non appariées a été mis au point il y a quelques années par I’équipe de
Véronique Baudin-Creuza au Kremlin-Bicétre (171).

Pour un patient normal, les valeurs obtenues sont environ de 93 +/- 21 ppm vs 1194 1
800 ppm environ pour les Patients B-thalassémiques avec une trés bonne corrélation avec le
génotype et la gravité clinique. Cette mesure permettrait donc de distinguer les B -
thalassémies avec taux d’HbA2 normales des autres causes de microcytose et d’hypochromie.

Mais d’autres applications sont également possibles dans le domaine des B -thalassémies :

(i) évaluation de la gravite relative d’une B -thalassémie intermédiaire,

(i) suivi de I’efficacité d’un traitement a I’EPO ou a I’hydroxyurée dans la 8 -
thalassémie intermédiaire,

(iii) programme de dépistage de masse du trait B -thalassémique dans des
populations ou les B -thalassémies sans augmentation d’HbA2 sont fréquentes,

(iv) diagnostic phénotypique d’une B -thalassémie intermédiaire ou majeure des la
naissance avant I’apparition des premiers signes cliniques. Ce test est en cours de
développement, les études préliminaires ayant donné de tres bons résultats.

b. Ratio protoporphyrine/héme (PPZ/H)

Le ratio PPZ/H a déja été utilisé avec succes par plusieurs auteurs dans le cadre du
diagnostic différentiel microcytose thalassémique/microcytose par carence martiale (172).
Schématiquement, la derniére étape de la biosynthése de I’héme dans les érythrocytes consiste
en I’addition d’un ion Fe** par la ferrochélatase. En cas de carence martiale, la ferrochélatase
incorporera a la place un ion Zn** pour former de la PPZ. Par conséquent, toute augmentation
dans les érythrocytes du ratio PPZ / H sera le reflet d’une carence en fer durant
I’érythropoiese, qu’elle qu’en soit I’étiologie (anémie inflammatoire, carence vraie en fer,

etc.).
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La mesure se fait sur des globules rouges lavés a partir d’un prélevement de sang

EDTA, soit exactement le prélevement sur lequel se font les bilans de I’hémoglobine.
c. Diagnostic du trait béta-thalassémique via le dosage de I’'HbA1c

Dans les pays ou le dépistage systématique n’est pas organisé au niveau national, le trait
béta-thalassémique est souvent évoqué devant une microcytose persistante mais il reste hélas
souvent non diagnostiqué. Un dépistage fortuit au décours d’un dosage d’HbAlc, examen
prescrit beaucoup plus fréquemment que le bilan complet de I’Hb, pourrait donc s’avérer trés
intéressant. Ceci est possible avec le kit Dual programme long sur Variant Il (Biorad) et avec
le kit HbAlc du Capillarys 2 ®Flex Piercing (Sebia) qui permettent la mesure simultanée des
taux d’HbAlc et d’HbA2. Dans le cas du kit HbAlc Capillarys, on observe un biais négatif
d’environ 0,6 % par rapport au kit Hémoglobine de référence pour la mesure du taux
d’HbA2et le seuil a retenir pour le diagnostic présomptif de trait B-thalassémique est
d’environ 2,8 % (poster lors du congrés du Club du globule rouge et du fer — Novembre 2013)
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C. Arbres décisionnels pour Iinterprétation des anomalies quantitatives de
I’HbA2

Tableau 10 : Arbre décisionnel pour les anomalies quantitatives (167)

Avant tout examen, il est a noter qu’en dehors des HBP, les fractions de I’hémoglobine
peuvent varier dans certaines situations rendant I’interprétation de I’Electrophorése de I'Hb

délicate.
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Tableau 11 : Les autres pathologies ayant une augmentation ou diminution de I'HbA2 et

de I'HbFII est essentiel d’écarter ces causes avant de continuer les études

phénotypiques.(173)
Carence en Fer Diminution
Carences en Vitamine B12 et B9 Augmentation
Hyperthyroidie Augmentation
Syndrome hémolytique, dysmyélopoiese Augmentation
Hydroxy urée
Acide valproique
antiviraux Augmentation
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D. Arbres décisionnels pour I’interprétation des anomalies complexes de I’'Hb

Tableau 12: Arbre décisionnel pour les anomalies qualitatives des cas complexes de I’'Hb
(167)

Le compte rendu doit alors contenir :
e Les techniques utilisées
e Lesvaleurs usuelles
e Une conclusion

A partir de la conclusion, on aura 3 cas: un profil normal, une anomalie
qualitative et/ou quantitative de I’hémoglobine. Certaines de ces anomalies requiérent

une investigation plus poussée ou une confirmation a I’aide des techniques génotypiques.
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Partie pratique extraite de la these
présentée par marie Schmidt épouse

hautecoeur s
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Dans cette partie on rapporte les cas extraits de la thése dirigée par Marie SCHMIDT
épouse HAUTECOEUR illustrant a I’aide d’exemples la complémentarité des techniques
d’étude de I’hnémoglobine, rendant leur association indispensable. Il a été remarqué que pour
chacun des patients un minimum de 3 techniques : I’électrophorése capillaire, en premier lieu,
c’est d’ailleurs ce tracé qui sera rendu au prescripteur car la lecture et I’interprétation en sont
généralement plus aisées, puis I’HPLC et enfin I’IEF, réalisée en dernier pour des raisons
d’organisation (groupement de séries de 24 échantillons).

I.  Patient VAL(174)

Ce premier patient est un homme de 58 ans, dont nous ne connaissons ni l’origine

géographique, ni les raisons ayant motivé une étude de I’hémoglobine.

En électrophorése capillaire, on ne retrouve aucune anomalie particuliere (Figure 20).
Le pic d’Hb A est noté « A+X » car nous verrons par la suite que cette technique passe en fait
a coté d’un variant d’hémoglobine anormale, coélué avec I’Hb A.(174)

Figure 20 : Electrophorése capillaire sur le patient VAL(174)
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On réalise ensuite I’'HPLC (Figure 21), qui montre en effet la présence d’un variant
d’hémoglobine plus rapide que I’hémoglobine A (pic « P3 », figuré en bleu), dépisté
également en IEF (Figure 22), ou I’on retrouve en vert le controle AFSC et en rouge le patient
(chacun étant passé 2 fois).

Figure 21: HPLC chez le patient VAL(174)

Figure 22: IEF chez le patient VAL(174)
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En conclusion, on dépiste chez ce patient un variant d’Hb en IEF et en HPLC, que I’on
quantifie a 27,9% par I’HPLC. L’EC, d’une grande utilité dans d’autres cas, ne permet pas de
dépister ce variant et nous fait ainsi défaut. Cependant, aucune de ces 3 techniques ne permet
I’identification précise du variant pathologique, qui nécessite donc une étude par biologie
moléculaire. Le séquencage du géne o2 montrera que Monsieur VAL est porteur hétérozygote
d’un variant 02 nommé « Hémoglobine Le Lamentin » (codon 20 His — Gln). La mutation
n’entraine pas de modification de comportement du variant anormal en électrophorése
capillaire par rapport a I’Hb A, il y a donc coélution de I’'Hb Le Lamentin (a’2 B2) et de ’'Hb
A (a2 B2) en zone Z9. C’est ce qu’on appelle un variant neutre. De la méme maniere, il y a
coélution du variant ’ (a’2 62) et de I’'Hb A2 (a’2 82) en zone Z3.

Le fait que ce soit bien un variant qui ait été identifié est en accord avec son taux
d’expression en HPLC qui est de 27,9%. En effet, un variant o a I’état hétérozygote a souvent
un taux d’expression voisin de 25%, tandis qu’un variant sera exprimé davantage (taux

d’expression plus proche de 50%).Une étude familiale sera bien sGr conseillée.

Il.  Patient AYA et patient AIT(174)
1. Patient AYA(174)

Ce patient est en réalité une petite fille agée de 6 ans, dont le pere est d’origine

marocaine. On réalise chez cette enfant le bilan sanguin suivant (Tableau 13).

Cette patiente nous est envoyée car elle présentait en période néonatale un profil FC (Hb
feetale et Hb anormale C), ce qui nécessite toujours un contréle a distance.

On retrouve chez cette enfant une microcytose prononcée sans anémie. Le bilan martial

est sensiblement normal, tout comme le bilan d’hémolyse.

Pour ce qui est de I’étude des enzymes du métabolisme glucidique, on retrouve une
activité glucose-6-phosphate déshydrogénase normale pour I’age de I’enfant, et une activité
pyruvate kinase a la limite supérieure de la normale. Ces résultats permettent d’éliminer un
déficit enzymatique en I’'un de ces 2 enzymes, connus pour étre responsables d’anémies

hémolytiques.

90



Tableau 13: Bilan sanguin du patient AYA(174)
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L’étude de I’hémoglobine réalisée chez cette patiente nous montre, en électrophorése
capillaire (Figure 23), la présence d’hémoglobine C, mais le pic d’Hb C et celui d’Hb A2 sont
intégrés ensemble, ce qui empéche de les quantifier correctement. 1l y a également présence
d’hémoglobine feetale et d’Hb C dégradée ; a noter I’absence d’Hb A.(174)

Figure 23 : Electrophorése capillaire chez le patient AYA(174)

En HPLC, on note de méme la présence d’un variant migrant dans la zone de
I’lhémoglobine C (Figure 24) et I’absence d’hémoglobine A.

Figure 24 : HPLC chez le patient AYA(174)
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En IEF, on observe également une bande franche au niveau de la zone de migration de

I’lhémoglobine C (Figure 25).

Figure 25: IEF chez le patient AYA(174)

En conclusion, nous confirmons chez cette patiente une hémoglobinose C homozygote,
avec expression d’Hb C a 94,2% (HPLC), et présence d’Hb F a un taux <1% et d’Hb A2,
quantifiée elle aussi par ’'HPLC a 3,7%.

Cet exemple pointe du doigt I’inconvénient que présente ici I’électrophorése capillaire
qui intégre ici ensemble les pics d’Hb A2 et d’Hb C chez le patient homozygote, cette
technique est donc dans ce cas précis inférieure aux deux autres, ce qui illustre la nécessité

d’en utiliser plusieurs. (174)
2. Patient AIT (174)

Ce patient est encore une patiente, cette fois agée de 30 ans. On réalise chez elle le bilan
sanguin suivant (Tableau 14).

Tableau 14: Bilan sanguin du patient AIT(174)
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Cette dame présente donc une anémie microcytaire modérée, motivant la réalisation

d’une étude de I’'hémoglobine.

L’électrophorese capillaire réalisée sur le Capillarys 2 (Figure 26), met en évidence la
présence d’hémoglobine C, cette fois parfaitement différenciée de I’Hb A2, a la différence du
patient précédent. (174)

Figure 26 : Electrophorése capillaire chez le patient AIT(174)
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La figure 27 nous montre bien la présence d’une hémoglobine anormale migrant au
niveau de I’Hb C en HPLC. En IEF (Figure 28), I’'Hb C est également mise en évidence
(patient en rouge, contréle AFSC en vert). (174)

On note cette fois chez la patiente la présence d’Hb A, et ce dans les 3 techniques.

Figure 27: HPLC chez le patient AIT 90(174)

Figure 28 : IEF chez le patient AIT(174)
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En conclusion, cette patiente présente une hémoglobine C hétérozygote, mise en
évidence par nos 3 techniques. Elle est quantifiée a 29,8%. Ces résultats sont bien sir a
interpréter en fonction du bilan martial, sachant que la microcytose peut étre expliquée par
une carence martiale évidemment, mais également par la seule présence d’Hb C, qui peut
aussi étre a I’origine d’une microcytose chez certains patients. On suppose, par comparaison
avec I’exemple précédent, qu’un taux trop important d’Hb C entraine des difficultés de
séparation avec I’Hb A2 en électrophorese capillaire. Car ce probléme est résolu lorsque I’Hb

C est retrouvée a un taux inférieur comme c’est le cas ici. (174)
I1l.  Patient NOU(174)

Ce patient est un petit garcon de 10 ans, dont nous ne connaissons ni les signes cliniques
ni le bilan biologique initial ayant motivé la demande d’une étude de I’hémoglobine.

Nous réalisons I’électrophorése capillaire, qui met en évidence un variant anormal,
probablement d’Hb A2 (a2 6°2) (Figure 29). (174)

Figure 29 : Electrophorése capillaire chez le patient NOU(174)
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En revanche, de facon surprenante, la HPLC ne révele rien d’anormal (Figures 30).
(A74)

Figure 30: HPLC chez le patient NOU (174)

L’IEF, quant a elle, est corrélée a I’EC, et laisse supposer la présence d’un variant
pathologique (Figure 31). Sur cette figure, j’ai pris la liberté de reproduire ce qui était visible
sur le gel d’IEF mais qui n’est pas passé sur la copie, a savoir les 2 bandes en pointillés bleus,
I’une correspondant & I’Hb A2 et I’autre au variant anormal. (174)
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Figure 31: IEF chez le patient NOU (174)
En conclusion, le patient présente probablement un variant d’Hb A2 (a2 6°2).

Ce résultat est a interpréter en fonction de la clinique et de la biologie. Nous observons
ici I'utilité du Capillarys 2® qui a permis de détecter la présence de ce variant, présence
confirmée par I'lEF. (174)

IV. Patient BOU(174)

On présente ici le cas d’un homme de 29 ans. L’étude de I’hémoglobine est demandée
par le meédecin suite & la découverte fortuite d’un variant d’Hb anormal lors du suivi de son

diabeéte.

Cette étude nous montre tout d’abord, en électrophorése capillaire, la présence d’un
variant d’Hb « X », migrant dans la zone Z6, zone ou migre (entre autres) I’lhémoglobine D.
L’Hb A est absente (Figure 32). (174)

Figure 32: Electrophorese capillaire chez le patient BOU (174)
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En poursuivant I’analyse avec I’'HPLC, on retrouve également une fraction majeure (Hb
homozygote) migrant dans la zone de migration de I’'Hb S (Figure 33). La présence d’une
hémoglobine migrant au niveau de I’'Hb S est de méme démontrée par IEF, ainsi que
I’absence d’Hb A (Figure 34). (174)

Figure 33: HPLC chez le patient BOU(174)

Figure 34: IEF chez le patient BOU(174)

L’hypothése d’une Hb D, connue pour migrer au méme niveau que I’Hb S dans les 2
techniques précédentes, est confortée par la réalisation d’un test de solubilité ou test d’Itano

qui se révele négatif et écarte ainsi la possibilité d’une Hb S.
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On conclut donc a un variant d’Hb D homozygote probable (n’oublions pas qu’il en

existe plusieurs), en conseillant bien sir une étude familiale.
La confirmation de ce résultat par biologie moléculaire reste souhaitable.

On réalise, par cet exemple, que parfois 4 techniques peuvent étre nécessaires, ici avec
une supériorité de I’électrophorése capillaire, appuyée par le test d’ltano. Malgré tout, le

recours a la biologie moléculaire est souvent utile. (174)
V. Patient COR(174)

Ce sixieéme patient est un homme de 72 ans. Une étude de I’hémoglobine a été réalisée
chez ce monsieur en raison de la découverte fortuite d’un variant anormal lors de la mesure de

son taux d’HbA1c pour le suivi de son diabéte.
Les 3 techniques usuelles sont alors entreprises.

Tout d’abord, I’électrophorese capillaire met en évidence un pic anormal en zone Z12,
zone correspondant a I’Hb J (Figure 35). (174)

Figure 35 : Electrophorése capillaire chez le patient COR(174)
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En HPLC, on observe un pic migrant devant I’Hb Ay : les pics sont en réalité décalés,
sur le schéma « Ag» correspond au variant anormal et « Unknown 4 » correspond a I’Hb Ay.
En effet, nous avons la démonstration ici qu’il faut un ceil exercé pour apprendre a lire les
tracés de HPLC, et toujours Vérifier les temps de rétention des pics pré-identifiés par
I’automate (pour I’Hb Ay, tR aux alentours de 2,44 — 2,48 min.) (Figure 36). (174)

Figure 36 : HPLC chez le patient COR(174)
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Enfin, on peut observer en IEF la présence d’une bande migrant plus rapidement que
I’Hb A (Figure37). (174)

Figure 37 : IEF chez le patient COR(174)

Ce patient présente donc un variant d’Hb migrant comme une hémoglobine J, détecté
par les 3 techniques, méme si I’EC est plus précise car elle permet une identification

présomptive du variant en question.

Une fois de plus, la biologie moléculaire reste indiquée pour identifier ce variant. Les
hémoglobines J sont un groupe d’hémoglobines anormales caractérisées pas des
caractéristiques électrophorétiques similaires. Leur migration est plus rapide que I’'Hb A et la
mutation qui en est a I’origine peut porter soit sur la chaine de I’ a-globine, soit sur celle de la
B-globine. Elles peuvent entrainer ou non des anomalies de I’hnémogramme chez les patients

qui en sont porteurs.

Chez ce patient, nous nous orientons plut6t vers un variant J béta en raison du taux

d’expression proche de 50%, et de I’absence de pic mineur a’2 62. (174)
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VI.  Patient KOF(174)
Cette patiente est une jeune femme de 27 ans dont le dossier est un peu complexe.

Elle est hospitalisée en pneumologie pour suspicion de tuberculose, traitée par

rifampicine, isoniazide, pyrazinamide et éthambutol.
On réalise chez elle le bilan suivant (Tableau 15). (174)

Tableau 15 : Bilan sanguin de la patiente KOF (174)
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Devant I’anémie microcytaire, et malgré la discrete carence martiale et I’inflammation,
le médecin demande une étude de I’hémoglobine chez cette patiente, étude justifiée également
par le pays d’origine des parents de la patiente, le Libéria.

L’électrophorese capillaire révele 2 pics anormaux, un pic que I’on nommera « Hb X »
qui sort avant I’'Hb A et un pic « Hb X’ » qui sort juste avant I'Hb A2 (Figure 38). (174)

Figure 38 : Electrophorése capillaire chez la patiente KOF(174)

En HPLC, seul un pic « P3 » anormal est détecté, son temps de rétention est plus court
que celui de I'Hb Ao (Figure 39). (174)

Figure 39 : HPLC chez la patiente KOF(174)
104



Enfin, I'lEF nous montre également chez cette patiente la présence d’un seul variant

anormal, plus rapide que I’Hb A (Figure 40). (174)

Figure 40 : IEF chez la patiente KOF(174)

Ces 3 techniques nous font suspecter la présence probable d’un variant d’Hb J alpha
(Hb X : 0’2 B2et Hb X’ : 0’2 62 en EC), a confirmer par biologie moléculaire. Au regard du

bilan sanguin, une a-thalassémie associée ne peut étre exclue. (174)

L’étude moléculaire du locus a-globine, réalisée a I’Hépital Henri Mondor de Créteil,

nous indique que la patiente est porteuse hétérozygote composite :
- d’une délétion au locus a-globine de type o’
- et d’un variant d’un géne o 2 globine de type Hémoglobine J-Paris.

A ce jour, aucune anomalie de fonction n’a été mise en évidence avec ce variant, les
discretes anomalies érythrocytaires présentes sur la numération formule sanguine seraient

donc liées au trait

o>". En effet, cette délétion de 3,7 kb est trés fréqguemment retrouvée dans les o'
thalassémies, et notamment au Libéria, pays d’origine de la patiente.

Les 3 techniques que nous utilisons en routine nous ont donc orientés sur la bonne piste,
mais c’est la biologie moléculaire qui nous a permis d’identifier le variant incriminé avec
précision et de découvrir un trait -thalassémique associé, de toute évidence responsable des
anomalies de I’hémogramme. (174)
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VII.  Famille RED(174)

Ce dossier constitue une étude familiale composée de 3 dossiers, un petit garcon de 7
ans (RED F), ainsi que son pere (RED D) et sa mére (ALI), tous deux agés de 32 ans. Cette

famille est d’origine roumaine.

Nous ne connaissons malheureusement pas les raisons ayant motivé cette étude
familiale de I’hémoglobine, ni les bilans sanguins initiaux de ces 3 patients. Nous savons
seulement que la demande avait été faite au départ pour I’enfant. C’est en observant les profils
de migration des fractions d’Hb obtenus chez I’enfant qu’il a été demandé par la suite une
étude familiale.

Nous exposons donc dans un premier temps I’électrophorése capillaire et ’'HPLC chez
le fils RED F (Figures 41 et 42). (174)

Figure 41 : Electrophorése capillaire chez le fils RED F(174)
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Figure 42 : HPLC chez le fils RED F(174)

L’électrophorese capillaire met en évidence un pic d’Hb A2 a 33,3%. En HPLC, le
résultat différe et fait plut6t suspecter la présence d’un variant migrant dans la zone de I’Hb C.
Le bon sens ainsi que le graphe obtenu par HPLC nous laissent supposer que le variant
anormal migre au méme niveau que I’'Hb A2 sur le Capillarys 2®, soit en zone Z3. Le seul
variant connu dans la banque de données migrant dans cette zone est I’'Hb O-Arab. Nous
restons donc sur cette hypothese de la présence d’une hémoglobine O-Arab, quantifiée par
HPLC a 32,7%.

Nous procédons a présent a la méme étude chez la mere (patiente ALI) tout d’abord
puis chez le pére (RED D) pour déterminer I’origine de cette mutation chez cet enfant.
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Examinons le cas de la meére ALI, [I’électrophorése capillaire et I’'HPLC sont

représentées figures 43 et 44. (174)

Figure 43 : Electrophoreése capillaire (174)

Figure 44 : HPLC chez la patiente ALI chez la patiente ALI. (174)

108



Chez cette patiente, nous ne retrouvons aucune anomalie dans ces deux techniques. Le

variant retrouvé chez I’enfant ne proviendrait donc pas de sa mere.

Nous suspectons évidemment que I’anomalie provient du pére (RED D).
L’électrophorese capillaire ainsi que I’'HPLC abondent également dans ce sens puisque les
deux tracés (Figures 45 et 46) sont similaires a ceux du fils. L’hémoglobine O-Arab est ici
quantifiée a 41,8% par HPLC. (174)

Figure 45 : Electrophoreése capillaire (174)
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Figure 46 : HPLC chez le patient RED D chez le patient RED D(174)

On réalise enfin I’lEF qui donne les résultats suivants (Figure 47) (174):

Figure 47 : 1EF chez la famille RED(174)
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On retrouve ainsi chez le pere et le fils 2 bandes : I’'une correspondant a I’Hb A et
I’autre migrant dans une zone ou co-migrent plusieurs variants d’hémoglobine comme I’Hb
A2, I’Hb E, I’'Hb C-Harlem ou I’Hb O-Arab, cette zone se trouvant trés proche de celle ou
migre I’'Hb C.

Chez la mére, cette deuxieme bande n’est pas retrouvée. (174)

Une étude du géne B-globine, utile mais non indispensable dans ce cas, a été réalisée
chez ces trois patients et confirme notre hypothese : le séquencage du gene B-globine réveéle
I’existence d’un variant d’hémoglobine O-Arab a I’état hétérozygote (codon 121 Glu —Lys :
GAA— AAA).

Chez le fils et le pére. La recherche de mutation sur le géne B-globine s’est révélée

négative chez la mere. (174)

Dans cet exemple, le variant anormal a été détecté dans les 3 techniques mais n’a pu
étre identifié que par électrophorese capillaire. En effet, celui-ci migre dans la zone de I’'Hb C
en HPLC et co-migre avec plusieurs variants en IEF. Le recours a la biologie moléculaire a
donc permis de confirmer ce résultat mais n’était pas indispensable. Il faut néanmoins
relativiser, la technique d’électrophorése capillaire est encore récente et I’on peut se poser une
question légitime : est-il possible que d’autres variants que I’Hb O-Arab (et I’'Hb A2) migrent
également en zone Z3 et ne soient pas encore répertoriés ? Pour obtenir la réponse a cette
question, il faudra attendre que la bibliothéque de variants du Capillarys 2® s’étoffe encore,
bien qu’elle soit déja bien fournie. De plus, la HPLC est ici indispensable si I’on souhaite
quantifier I’'Hb A2, coéluée avec I’Hb O-Arab en électrophorése capillaire. Il y a donc une
vraie nécessité de combiner ces techniques pour obtenir un diagnostic fiable chez cette
famille. (174)
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A noter : L’hémoglobine O-Arab est un variant d’hémoglobine rare, di & une mutation
sur le gene de la B-globine (B121 Glu —Lys). Il est retrouvé principalement chez les
personnes originaires des Balkans (Bosnie, Bulgarie, Croatie, Greéce, Serbie.) et
occasionnellement chez les patients d’origine arabe, égyptienne ou africaine. Il ne donne

aucune symptomatologie clinique a I’état hétérozygote mais est responsable d’une anémie

modérée chez I’homozygote.

En revanche, elle entraine un syndrome drépanocytaire majeur chez le patient
hétérozygote composite S/O-Arab. (174)

112



Conclusion
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Les hémoglobinopathies endémiques de certaines régions sont devenues ubiquitaires de
nos jours. Malgré les fortes fréquences de certaines hémoglobinopathies dans certaines
régions comme I’Hb S, C et E. Les praticiens sont confrontés de plus en plus souvent a de
nouveaux variants mais aussi des combinaisons entre les variants de 1’hémoglobine avec les

anomalies quantitatives.

L’utilisation de trois techniques dont au moins un est électrophorétique doit étre la régle
d’or pour le diagnostic phénotypique des hémoglobinopathies. L’électrophorese capillaire et
I’HPLC sont largement utilisées. L HPLC est actuellement considérée par de nombreux
laboratoires comme la méthode de choix pour le dépistage et la quantification des
hémoglobines anormales que normales. Bien qu’elle est tres performante, elle est trés
insuffisante utilisée seule et devrait étre abandonnée si elle ne s’accompagne pas d’une ou
plusieurs techniques complémentaires. Avec ces 3 techniques phénotypiques, le diagnostic
des cas simples est aisé.

Cependant, d’autres cas nécessitent des techniques spécialisées telles, I’analyse
génotypique dans le cas d’un phénotype complexe ou dans le cadre d’un conseil génétique en
vue du diagnostic prénatal de drépanocytose et de thalassémie B ou o.Sans aussi oublier la

recherche d’un nouveau variant, dont le nombre ne cesse d’augmenter de jours en jours.

On cite alors, la Gap-PCR pour la recherche simultanée des délétions courantes, le
MLPA pour les délétions et les duplications des génes de globines. L’ARMS-PC, I’ASO, le
DGGE et le SSCP qui servent pour la détection des points de mutation, des insertions et des
délétions responsable des anomalies de I’hémoglobine. Le séquencage direct des clusters pour

I’identification des variants rares et nouveaux variants.

Des arbres décisionnels sont mis en place a tout patient ayant atteint une érythropoiese
adulte (&ge supérieur a 2 ans). Leur utilisation et leur interprétation correcte doit venir en aide
aux cliniciens et biologistes et les sensibiliser aux faits que : les paramétres cliniques,
biologiques, ethniques et hématologiques sont indispensables pour une interprétation correcte

des résultats.
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Le laboratoire effectuant le diagnostic des hémoglobinopathies doit savoir reconnaitre
les principaux mutants d’intérét clinique (Hb S,HbC ,HbE).Et faire le diagnostic de béta-

thalassémie et d’alpha-thalassémie.

Les difficultés tiennent, d’une part, au nombre de mutants et a la nécessaire
confrontation de diverses techniques (3 minimum) et, d’autre part, a I’enchevétrement
possible des anomalies. Au final, le diagnostic des hémoglobinopathies nécessite
impérativement la confrontation de plusieurs techniques, des données cytologiques et des
données cliniques pour une interprétation correcte des résultats. A la moindre incertitude de

diagnostic, I’avis d’un laboratoire de référence doit étre sollicité.

Ce qui était illustré par des cas pratiques extraits d’une thése sous le titre de
« Complémentarité des techniques d’électrophorése capillaire et de CHLP dans le diagnostic

des hémoglobinopathies ».
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RESUME

Titre : Actualités sur les moyens biologiques d’études phénotypiques et génotypiques
des hémoglobinopathies.

Auteur : Ambinintsoa Yattussia MAFILAZA

Mots clés : hémoglobinopathies - moyens biologiques — phénotypes — génotypes.

Les hémoglobinopathies sont les maladies héréditaires les plus répandues dans le
monde. Elles posent des problemes de santé publique dans certaines régions ou une variante
est a haute fréquence. Selon le niveau de synthése de I’hémoglobine atteint, il y a les variants
de I’lhémoglobine qui sont des anomalies qualitatives. Et les thalassémies qui constituent un
grand groupe d’anomalies quantitatives. Les hémoglobinoses les plus fréquentes sont HbS,
HbC, HbE et Hb D. Tandis que I’a et la B-thalassémie sous des génotypes différents sont les
thalassémies les rencontrées.

La détection et la caractérisation de ces hémoglobinopathies repose principalement sur
la clinique, I’enquéte familiale et les méthodes d’exploration au laboratoire.

Des multiples batteries de tests biochimiques, hématologiques et génétiques sont
disponibles pour fournir le phénotype et/ou le génotype d’une anomalie. Pendant de
nombreuses années, I’électrophorese sur gel classique et I’'HPLC sont de techniques
séparatives couramment utilisées en laboratoire d’analyses. Ces techniques sont
complémentaires aux tests non-séparatifs comme le test ’EMMEL et le test de solubilité de
I’HbS...Pour rendre une analyse phénotypique, il est impératif d’utiliser 3 techniques dont au
moins un est électrophorétique.

Cependant, d’autres méthodes se sont ajoutées a cet arsenal pour améliorer la qualité du
diagnostic et I’interprétation des résultats. L’électrophorese capillaire en zone et les
techniques moléculaires comme le séquencage, dot-blot, gap-PCR, le MLPA sont
régulierement recommandées. Et plus récemment, la spectrométrie de masse est utilisée.

L’interprétation des résultats obtenus est, en général compliqué en raison de la
participation de plusieurs genes dans I’expression des hémoglobines. Des arbres décisionnels
sont a la disposition des biologistes pour les aider dans leurs démarches.



ABSTRACT

Title: NEWS analytical tools for the phenotypic and genotypic diagnosis for the
Hemoglobinopathies.

Author: Ambinintsoa Yattussia MAFILAZA
Keywords: hemoglobinopathies - biological mean -phenotypic and genotypic.

Haemoglobin disorders are the most common hereditary diseases in the world. They
cause public health problems in some areas where a variation is high frequency. Depending
on the level of hemoglobin synthesis reached, there are the variants of hemoglobin which are
qualitative abnormalities. And thallassemia which constitute a large group of quantitative
abnormalities. The most common hemoglobinopathies are HbS, HbC, Hb E and Hb D. While
the a-thallassemia and B-thallassemia from different genotypes are thallassemia encountered.

Detection and characterization of these hemoglobinopathies mainly based on clinical,
family survey and exploration methods in the laboratory.

Multiple battery of biochemical, haematological and genetic tests are available to
provide the phenotype and / or genotype of an anomaly. For many years the conventional gel
electrophoresis and HPLC separation techniques are commonly used in laboratory analyzes.
These techniques are complementary to noun-separative tests such as EMMEL test and the
solubility test of HBS... To make phenotypic analysis, it is imperative to use three techniques
that at least one is electrophoretic.

However, other methods have been added to the arsenal to improve the quality of
diagnosis and interpretation of results. Capillary electrophoresis zone and molecular
techniques such as sequencing, dot blot, gap-PCR, MLPA are regularly recommended. And
most recently, mass spectrometry has is used.

The interpretation of the results obtained by these techniques is usually complicated by
the involvement of several genes in the expression of hemoglobin. Decision trees are
available to biologists to help them in their approaches.
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