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

DOYENS HONORAIRES :

1962 — 1969 : ProfesseAbdelmalek FARAJ

1969 — 1974 : Professeur Abdellatif BERBICH

1974 — 1981 : Professeur Bachir LAZRAK

1981 — 1989 : Professeur Taieb CHKILI

1989 — 1997 : Professeur Mohamed Tahar ALAOUI
1997 — 2003 : Professeur Abdelmajid BELMAHI
2003 — 2013 : Professeur Najia HAJJAJ - HASSOUNI

ADMINISTRATION :
Doyen : Professeur Mohamed ADNAQUI
Vice Doyen chargé des Affaires Académiques et estiotihes
Professeur Mohammed AHALLAT
Vice Doyen chargé de la Recherche et de la Coopénat
Professeur Taoufig DAKKA
Vice Doyen chargé des Affaires Spécifiques a la Rhacie
Professeur Jamal TAOUFIK
Secrétaire Général Mr. El Hassane AHALLAT

1- ENSEIGNANTS-CHERCHEURS MEDECINS

ET PHARMACIENS

PROFESSEURS :

Mai et Octobre 1981

Pr. MAAZOUZI Ahmed Wajih Chirurgie Cardio-Vasciuia
Pr. TAOBANE Hamid* Chirurgie Thoracique

Mai et Novembre 1982

Pr. BENOSMAN Abdellatif Chirurgie Thoracique
Novembre 1983

Pr. HAJJAJ Najia ép. HASSOUNI Rhumatologie
Décembre 1984

Pr. MAAOUNI Abdelaziz Médecine InterneGlinique Royale
Pr. MAAZOUZI Ahmed Wajdi Anesthésie -Réanimation
Pr. SETTAF Abdellatif pathologie Chirurgicale
Novembre et Décembre 1985

Pr. BENJELLOUN Halima Cardiologie

Pr. BENSAID Younes Pathologie Chirurgicale

Pr. EL ALAOUI Faris Moulay El Mostafa Neurologie



Janvier, Février et Décembre 1987
Pr. AJANA Ali

Pr. CHAHED OUAZZANI Houria
Pr. EL YAACOUBI Moradh

Pr. ESSAID EL FEYDI Abdellah
Pr. LACHKAR Hassan

Pr. YAHYAOUI Mohamed

Décembre 1988

Pr. BENHAMAMOUCH Mohamed Najib
Pr. DAFIRI Rachida

Pr. HERMAS Mohamed

Décembre 1989

Pr. ADNAOUI Mohamed

Pr. BOUKILI MAKHOUKHI Abdelali*
Pr. CHAD Bouziane

Pr. OUAZZANI Taibi Mohamed Réda

Janvier et Novembre 1990
Pr. CHKOFF Rachid

Pr. HACHIM Mohammed*
Pr. KHARBACH Aicha
Pr. MANSOURI Fatima
Pr. TAZI Saoud Anas

Février Avril Juillet et Décembre 1991
Pr. AL HAMANY Zaitounia

Pr. AZZOUZI Abderrahim

Pr. BAYAHIA Rabéa

Pr. BELKOUCHI Abdelkader

Pr. BENCHEKROUN Belabbes Abdellatif
Pr. BENSOUDA Yahia

Pr. BERRAHO Amina

Pr. BEZZAD Rachid

Pr. CHABRAOQUI Layachi

Pr. CHERRAH Yahia

Pr. CHOKAIRI Omar

Pr. KHATTAB Mohamed

Pr. SOULAYMANI Rachida

Pr. TAOUFIK Jamal

Décembre 1992

Pr. AHALLAT Mohamed

Pr. BENSOUDA Adil

Pr. BOUJIDA Mohamed Najib

Radiologie
Gastro-Entérologie
Traumatologie Orthopédie
Gastro-Entérologie
Médecine Interne
Neurologie

Chirurgie Pédiatuig)
Radiologie
Traumatologie Orthopédie

Médecine Intern®eyen de la FMPR
Cardiologie
Pathologie Chirurgicale
Neurologie

Pathologie Chirurgicale
Médecine-Interne
Gynécologie -Obstétrique
Anatomie-Pathologique
Anesthésie Réanimation

Anatomie-Pathologique

Anesthésie Réanimati®@oyen de la FMPO

Néphrologie

Chirurgie Générale
Chirurgie Géalé

Pharmacie galénique
Ophtalmologie
Gynécologie Obstétrique
Biochimie et Chimie
Pharmacologie
Histologie Embryologie
Pédiatrie

Pharmacologie Bir. du Centre National PV

Chimie thérapeutique

Chirurgie Générale
Anesthésie Réanimation
Radiologie



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

CHAHED OUAZZANI Laaziza

CHRAIBI Chafiqg
DAOUDI Rajae
DEHAYNI Mohamed*

EL OUAHABI Abdessamad

FELLAT Rokaya
GHAFIR Driss*
JIDDANE Mohamed
TAGHY Ahmed
ZOUHDI Mimoun

Mars 1994

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

BENJAAFAR Noureddine
BEN RAIS Nozha

CAOUI Malika

CHRAIBI Abdelmijid

EL AMRANI Sabah

EL AOUAD Rajae

EL BARDOUNI Ahmed
EL HASSANI My Rachid
ERROUGANI Abdelkader
ESSAKALI Malika
ETTAYEBI Fouad

HADRI Larbi*

HASSAM Badredine
IFRINE Lahssan

JELTHI Ahmed
MAHFOUD Mustapha
MOUDENE Ahmed*
RHRAB Brahim
SENOUCI Karima

Mars 1994

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

ABBAR Mohamed*
ABDELHAK M’barek
BELAIDI Halima

BRAHMI Rida Slimane
BENTAHILA Abdelali
BENYAHIA Mohammed Al

BERRADA Mohamed Saleh

CHAMI Ilham
CHERKAOUI Lalla Ouafae
EL ABBADI Najia

HANINE Ahmed*

JALIL Abdelouahed

Gastro-Entérologie

Gynécologie Obstétrique
Ophtalmologie

Gynécologie Obstétrique
Neurochirurgie
Cardiologie

Médecine Interne
Anatomie

Chirurgie Générale

Microbiologie

Radiothérapie

Biophysique

Biophysique

Endocrinologie et Maladi®détaboliques
Gynécologie Obstétrique
Immunologie
Traumato-Orthopédie

Radiologie

Chirurgie Générdlerecteur CHIS
Immunologie

Chirurgie Pédiatrique
Médecine Interne

Dermatologie

Chirurgie Générale

Anatomie Pathologique
Traumatologie — Orthopédie
Traumatologie- Orthopédie
Gynécologie —Obstétrique
Dermatologie

Urologie
Chirurgie Pédiatrique
Neurologie
Gynécologie Obstétrique
Pédiatrie
Gynécologie Obstétrgu
Traumatologie — Ortluipé
Radiologie
Ophtalmologie
Neurochirurgie
Radiologie
Chirurgie Générale



Pr.
Pr.

LAKHDAR Amina
MOUANE Nezha

Mars 1995

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

ABOUQUAL Redouane
AMRAOUI Mohamed
BAIDADA Abdelaziz
BARGACH Samir

CHAARI Jilali*

DIMOU M’barek*

DRISSI KAMILI Med Nordine*
EL MESNAOUI Abbes
ESSAKALI HOUSSYNI Leila
HDA Abdelhamid*

IBEN ATTYA ANDALOUSSI Ahmed
OUAZZANI CHAHDI Bahia
SEFIANI Abdelaziz
ZEGGWAGH Amine Ali

Décembre 1996

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

AMIL Touriya*

BELKACEM Rachid
BOULANOUAR Abdelkrim

EL ALAMI EL FARICHA EL Hassan
GAOUZI Ahmed

MAHFOUDI M’barek*
MOHAMMADI Mohamed
OUADGHIRI Mohamed
OUZEDDOUN Naima

ZBIR EL Mehdi*

Novembre 1997

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

ALAMI Mohamed Hassan
BEN SLIMANE Lounis
BIROUK Nazha
CHAOUIR Souad*
ERREIMI Naima
FELLAT Nadia
HAIMEUR Charki*
KADDOURI Noureddine
KOUTANI Abdellatif
LAHLOU Mohamed Khalid
MAHRAOUI CHAFIQ
OUAHABI Hamid*
TAOUFIQ Jallal

Gynécologie Obstétrique
Pédiatrie

Réanimation Médicale
Chirurgie Générale
Gynécologie Obstétrique
Gynécologie Obstétrique
Médecine Interne
Anesthésie Réanimation
Anesthésie Reéanitiwen
Chirurgie Générale
Oto-Rhino-Laryngoliey
CardiologieBir. HMIMV
Urologie
Ophtalmologie
Génétique
Réanimation Médicale

Radiologie

Chirurgie Pédiatrie
Ophtalmologie

Chirurgie Gérsde

Pédiatrie

Radiologie

Médecine Interne
Traumatologie-Orthopédie
Néphrologie

Cardiologie

Gynécologie-Obstétrique
Urologie

Neurologie

Radiologie

Pédiatrie

Cardiologie
Anesthésie Réanimation
Chirurgie Pédiatrique
Urologie

Chirurgie Générale
Pédiatrie
Neurologie

Psychiatrie



Pr.

YOUSFI MALKI Mounia

Novembre 1998

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

AFIFI RAJAA
BENOMAR ALI
BOUGTAB Abdesslam
ER RIHANI Hassan
EZZAITOUNI Fatima
LAZRAK Khalid *
BENKIRANE Majid*
KHATOURI ALI*
LABRAIMI Ahmed*

Janvier 2000

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

ABID Ahmed*

AIT OUMAR Hassan

BENJELLOUN Dakhama Badr.Sououd
BOURKADI Jamal-Eddine

CHARIF CHEFCHAOUNI Al Montacer
ECHARRAB El Mahjoub

EL FTOUH Mustapha

EL MOSTARCHID Brahim*

ISMAILI Hassane*

MAHMOUDI Abdelkrim*
TACHINANTE Rajae

TAZI MEZALEK Zoubida

Novembre 2000

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

AIDI Saadia

AlIT OURHROUI Mohamed
AJANA Fatima Zohra
BENAMR Said

CHERTI Mohammed
ECH-CHERIF EL KETTANI Selma
EL HASSANI Amine

EL KHADER Khalid

EL MAGHRAOQUI Abdellah*
GHARBI Mohamed El Hassan
HSSAIDA Rachid*

LAHLOU Abdou

MAFTAH Mohamed*
MAHASSINI Najat

MDAGHRI ALAOUI Asmae
NASSIH Mohamed*

ROUIMI Abdelhadi*

Gynécologie Obstétrique

Gastro-Entérologie

Neurologie -Boyen Abulcassis
Chirurgie Générale
Oncologie Médicale
Néphrologie

Traumatologie Orthopédie

Hématologie

Cardiologie

Anatomie Pathologique

Pneumophtisiologie
Pédiatrie
Pédiatrie
Pneumo-phtisiologie
Chirurgie Géaé
Chirurgie Générale
Pneumo-phtisiologie
Neurochirurgie
Traumatologie Orthopédie
Anesthésie-Réanimatiamspecteur SS
Anesthésie-Réanimation
Médecine Interne

Neurologie

Dermatologie

Gastro-Entérologie

Chirurgie Générale

Cardiologie

Anesthésie-Réartiom

Pédiatrie

Urologie
Rhumatologie

Endocrinologie etddees Métaboliques

Anesthésie-Réanimation
Traumatologie Orthopédie
Neurochirurgie
Anatomie Pathologique

Pédiatrie

Stomatologie Et Chirurgiexla-Faciale
Neurologie



Décembre 2000

Pr

. ZOHAIR ABDELAH*

Décembre 2001

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

ABABOU Adil

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

DAALI Mustapha*
DRISSI Sidi Mourad*

EL HIJRI Ahmed

EL MAAQILI Moulay Rachid
EL MADHI Tarik

EL OUNANI Mohamed
ETTAIR Said

GAZZAZ Miloudi*
HRORA Abdelmalek
KABBAJ Saad

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

NOUINI Yassine
SABBAH Farid

SEFIANI Yasser
TAOUFIQ BENCHEKROUN Soumia

Décembre 2002

Pr
Pr
Pr
Pr
Pr
Pr

. AL BOUZIDI Abderrahmane*
. AMEUR Ahmed *

. AMRI Rachida

. AOURARH Aziz*

. BAMOU Youssef *

. BELMEJDOUB Ghizlene*

ORL

Anesthésie-Réanimation
Anesthésie-Réanimation
Neurologie
Néphrologie
Pneumo-phtisiologie
Gastro-Entérologie
Cardiologie
Pédiatrie
Rhumatologie
Anatomie
Radiologie
Radiologie
Chirurgie Générale
Radiologie
Anesthésie-Réanimation
Neuro-Chirurgie
Chirurgie-Pédiatrique
Chirurgie Générale
Pédiatrie
Neuro-Chirurgie
Chirurgie Générale
Anesthésie-Réanimation
Chirurgie Thoracique
Traumatologie Orthopédie
Chirurgie Vasculaire Périplugie
Médecine Interne
Chirurgie Générale
Hématologie Clinique
Chirurgie Générale
Urologie
Chirurgie Générale
Chirurgie Vasculaire Pérndnge
Pédiatrie

Anatomie Pathologegu

Urologie

Cardiologie
Gastro-Entérologie

Biochimie-Chimie

Endocrinologie et Malkesl Métaboliques



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

BENZEKRI Laila
BENZZOUBEIR Nadia
BERNOUSSI Zakiya
BICHRA Mohamed Zakariya*
CHOHO Abdelkrim *
CHKIRATE Bouchra

EL ALAMI EL FELLOUS Sidi Zouhair

EL HAOURI Mohamed *

EL MANSARI Omar*

FILALI ADIB Abdelhai

HAJJI Zakia

IKEN Ali

JAAFAR Abdeloihab*
KRIOUILE Yamina
LAGHMARI Mina

MABROUK Hfid*
MOUSSAOUI RAHALI Driss*
MOUSTAGHFIR Abdelhamid*
NAITLHO Abdelhamid*
OUJILAL Abdelilah

RACHID Khalid *

RAISS Mohamed

RGUIBI IDRISSI Sidi Mustapha*
RHOU Hakima

SIAH Samir *

THIMOU Amal

ZENTAR Aziz*

Janvier 2004

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

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

EL FENNI Jamal*

EL HANCHI ZAKI

EL KHORASSANI Mohamed
EL YOUNASSI Badreddine*
HACHI Hafid

JABOUIRIK Fatima
KHABOUZE Samira

Dermatologie
Gastro-Entérologie
Anatomie Pathologique
Psychiatrie
Chirurgie Générale
Pédiatrie
Chirurgie Pedrique
Dermatologie
Chirurgie Générale
Gynécologie Obstétrique
Ophtalmologie
Urologie
Traumatologie Orthopédie
Pédiatrie
Ophtalmologie
Traumatologie Orthopédie
Gynécologie Obstétug
Cardiologie
Médecine Interne
Oto-Rhino-Laryngologie
Traumatologie Orthopédie
Chirurgie Générale
Pneumophtisigi®
Néphrologie
Anesthésie Réanimation
Pédiatrie
Chirurgie Générale

Ophtalmologie
Anatomie Pathologique
Oto-Rhino-Laryngatog
Gastro-Entérologie
Anesthésie Réanimation

Stomatologie et ChirurgieaMillo-faciale

Neurologie

Traumatologie Orthopédie
Anatomie Pathologique
Radiologie

Gynécologie Obstétrique
Pédiatrie
Cardiologie

Chirurgie Générale
Pédiatrie

Gynécologie Obstétrique



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

KHARMAZ Mohamed
LEZREK Mohammed*
MOUGHIL Said
OUBAAZ Abdelbarre*
TARIB Abdelilah*
TIJAMI Fouad
ZARZUR Jamila

Janvier 2005

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

ABBASSI Abdellah

AL KANDRY Sif Eddine*
ALAOUI Ahmed Essaid
ALLALI Fadoua
AMAZOUZI Abdellah
AZI1Z Noureddine*
BAHIRI Rachid
BARKAT Amina
BENHALIMA Hanane
BENYASS Aatif
BERNOUSSI Abdelghani
CHARIF CHEFCHAOUNI Mohamed
DOUDOUH Abderrahim*
EL HAMZAOQOUI Sakina*
HAJJI Leila
HESSISSEN Leila
JIDAL Mohamed*
LAAROUSSI Mohamed
LYAGOUBI Mohammed
NIAMANE Radouane*
RAGALA Abdelhak
SBIHI Souad

ZERAIDI Najia

Décembre 2005

Pr.

CHANI Mohamed

Avril 2006

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

ACHEMLAL Lahsen*

AKJOUJ Said*

BELMEKKI Abdelkader*
BENCHEIKH Razika

BIYI Abdelhamid*

BOUHAFS Mohamed El Amine
BOULAHYA Abdellatif*
CHENGUETI ANSARI Anas
DOGHMI Nawal

Traumatologie Orthopédie
Urologie

Chirurgie Cardio-Vasculaire
Ophtalmologie

Pharmacie Clinique
Chirurgie Générale
Cardiologie

Chirurgie Réparatrice eaflique

Chirurgie Générale
Microbiologie

Rhumatologie

Ophtalmologie

Radiologie

Rhumatologie

Pédiatrie

Stomatologie et Chirurgieklllo Faciale

Cardiologie
Ophtalmologie
Ophtalmologie
Biophysique
Microbiologie
Cardiologie (mise en disponibilite)
Pédiatrie
Radiologie
Chirurgie Cardio-vascudair
Parasitologie
Rhumatologie
Gynécologie Obstétrique
Histo-Embryologie Cytogénétique
Gynécologie Obstétrique

Anesthésie Réanimation

Rhumatologie

Radiologie

Hématologie

O.R.L

Biophysique

Chirurgie - Pédige

Chirurgie Cardio — Vasttaire

Gynécologie Obstétrique
Cardiologie



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

ESSAMRI Wafaa
FELLAT Ibtissam
FAROUDY Mamoun

GHADOUANE Mohammed*

HARMOUCHE Hicham
HANAFI Sidi Mohamed*
IDRISS LAHLOU Amine*
JROUNDI Laila
KARMOUNI Tariq

KILI Amina

KISRA Hassan

KISRA Mounir
LAATIRIS Abdelkader*
LMIMOUNI Badreddine*
MANSOURI Hamid*
OUANASS Abderrazzak
SAFI Soumaya*
SEKKAT Fatima Zahra
SOUALHI Mouna
TELLAL Saida*
ZAHRAOUI Rachida

Octobre 2007

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

ABIDI Khalid

ACHACHI Leila
ACHOUR Abdessamad*
AIT HOUSSA Mahdi*
AMHAJJI Larbi*
AMMAR Haddou*
AOUFI Sarra

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

EL MOUSSAOUI Rachid
EL OMARI Fatima
GANA Rachid

GHARIB Noureddine
HADADI Khalid*

ICHOU Mohamed*
ISMAILI Nadia
KEBDANI Tayeb

Gastro-entérologie
Cardiologie
Anesthésie Réanimation
Urologie
Médecine Interne
Anesthésie Réanimation
Microbiologie
Radiologie
Urologie
Pédiatrie
Psychiatrie
Chirurgie — Pédiatrique
Pharmacie Galénique
Parasitologie
Radiothérapie
Psychiatrie
Endocrinologie
Psychiatrie
Pneumo — Phtisiologie
Biochimie
Pneumo — Phtisiologie

Réanimation médicale
Pneumo phtisiologie

Chirurgie générale
Chirurgie cardio vascukair
Traumatologie orthopédie
ORL

Parasitologie

Anesthésie réanimatilirecteur ERSSM
Biochimie-chimie
Pharmacie clinique
Ophtalmologie
Pharmacie galénique
Chirurgie générale

Chirurgie générale

Anesthésie réanimation
Psychiatrie

Neuro chirurgie

Chirurgie plastique etadgirice
Radiothérapie

Oncologie médicale
Dermatologie
Radiothérapie



Pr. LALAOUI SALIM Jaafar*
Pr. LOUZI Lhoussain*

Pr. MADANI Naoufel

Pr. MAHI Mohamed*

Pr. MARC Karima

Pr. MASRAR Azlarab

Pr. MOUTAJ Redouane *
Pr. MRABET Mustapha*

Pr. MRANI Saad*

Pr. OUZZIF Ez zohra*

Pr. RABHI Monsef*

Pr. RADOUANE Bouchaib*
Pr. SEFFAR Myriame

Pr. SEKHSOKH Yessine*
Pr. SIFAT Hassan*

Pr. TABERKANET Mustafa*
Pr. TACHFOUTI Samira

Pr. TAJDINE Mohammed Tarig*
Pr. TANANE Mansour*

Pr. TLIGUI Houssain

Pr. TOUATI Zakia

Décembre 2007

Pr. DOUHAL ABDERRAHMAN
Décembre 2008

Pr ZOUBIR Mohamed*
Pr TAHIRI My EI Hassan*

Mars 2009

Pr. ABOUZAHIR Ali*

Pr. AGDR Aomar*

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

Pr. ALLALI Nazik

Pr. AMAHZOUNE Brahim*
Pr. AMINE Bouchra

Pr. ARKHA Yassir

Pr. AZENDOUR Hicham*
Pr. BELYAMANI Lahcen*
Pr. BJIJOU Younes

Pr. BOUHSAIN Sanae*

Pr. BOUI Mohammed*

Pr. BOUNAIM Ahmed*

Anesthésie réanimation
Microbiologie

Réanimation médicale
Radiologie

Pneumo phtisiologie
Hématologie biologique
Parasitologie

Médecine préventive santé publique et hygiéne

Virologie
Biochimie-chimie
Médecine interne
Radiologie
Microbiologie
Microbiologie
Radiothérapie

Chirurgie vasculaire gghérique

Ophtalmologie

Chirurgie générale
Traumatologie orthopédie
Parasitologie
Cardiologie

Ophtalmologie

Anesthésie Réanimation
Chirurgie Générale

Médecine interne
Pédiatre

Chirurgie Générale
Neurologie

Neuro-chirurgie

Radiologie

Chirurgie Cardio-vasculair
Rhumatologie
Neuro-chirurgie
Anesthésie Réanimation
Anesthésie Réanimation
Anatomie
Biochimie-chimie
Dermatologie

Chirurgie Générale



Pr. BOUSSOUGA Mostapha*
Pr. CHAKOUR Mohammed *
Pr. CHTATA Hassan Toufik*
Pr. DOGHMI Kamal*

Pr. EL MALKI Hadj Omar

Pr. EL OUENNASS Mostapha*
Pr. ENNIBI Khalid*

Pr. FATHI Khalid

Pr. HASSIKOU Hasna *

Pr. KABBAJ Nawal

Pr. KABIRI Meryem

Pr. KARBOUBI Lamya

Pr. L'KASSIMI Hachemi*

Pr. LAMSAOURI Jamal*

Pr. MARMADE Lahcen

Pr. MESKINI Toufik

Pr. MESSAOUDI Nezha *

Pr. MSSROURI Rahal

Pr. NASSAR Ittimade
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INTRODUCTION




Les hémoglobinopathies correspondent aux anomaliesouchent la partie protéique
de I'hémoglobine (Hb) [1]. Affections héréditairedvec plus de 300 000 naissances
d'individus affectés par an, les anomalies qual#at et quantitatives de I'hnémoglobine
figurent parmi les anomalies génétiques les pléguentes dans le monde. Historiquement
limitées a certaines régions du globe (Afrique etieAprincipalement), elles se sont
rapidement étendues aux pays occidentaux, en yaticlans les grands centres urbains, en
raison des différents flux migratoires observésdmraiéres décennies[2].

Il faut distinguer deux grands groupes d’anomale$Hb :

Les anomalies de structure des chaines protéicuetotine, comme les Hb S,C et E, parmi
les plus fréquentes ; plus de 900 variants de ldglabine sont actuellement répertoriés.

Les anomalies de synthése des chaines de glol@eppnisables des thalassémies et des
persistances héréditaires de 'hémoglobine foeRHHE) [3].

Un diagnostic précoce de certaines de ces anompdigaet une prise en charge
précoce et une amélioration considérable de laitqude vie des patients. Différentes
techniques d'étude de I'Hb ont été développées ldapasse, telles que I'électrophorése sur
aceétate de cellulose a pH alcalin et I'électropt®en gel d'agarose a pH acide. Cependant, en
raison du manque de sensibilité de ces derniétastrels techniques ont été mises au point
pour le diagnostic des anomalies de I'Hb. Ainsi,claomatographie liquide de haute
performance a contribué a l'identification plusidapd'un grand nombre de variants de I'Hb et
a une quantification plus précise de I'hémoglolf2e(HbA2) et de I'hémoglobine F (HbF).
Une quantification précise de ces deux fractionssgntes en faible concentration, est en effet
nécessaire pour établir une orientation diagnosfiju
Les objectifs recherchés a travers ce travail sot@amment de :

Réaliser une revue des connaissances du domaineHlblesumaines normales, et les
caractéristiques principales des hémoglobinopategeplus courantes.

Définir les différentes techniques d’étude de I'ptiur le diagnostic et la prise en charge des
hémoglobinopathies décrites dans la littératurergique.



LES HEMOGLOBINES NORMALES

ET HEMOGLOBINOPATHIES




|. LES HEMOGLOBINES

Pour comprendre les maladies de I'Hb, ou hémogtgdathies, quatre notions de base
restent majeures :

» La structure tétramérique de la molécule d’'HBBR) ;

» Ses relations avec la fonction oxyphorique et ladare coopératif de celle-ci ;

» L’expression des différentes Hb au cours du déysopent ontogénique ;

» L’organisation des genes de I'Hb et de ses priteggegions régulatrices.

1. Structure de I'hémoglobine

Les Hb humaines sont des tétrameres d’environ 6& Kénstitués de 4 sous unités : les
globines, identiques deux a deux (2 chaines de dygte2 chaines de type na); de nature
protéigue. Dans chacune de ces chaines de globiniegve un groupement prosthétique
appelé heme, logeant dans une poche hydrophobee @rées 4 sous unités, une molécule

d’Hb peut fixer 4 molécules d’oxygertgure 1)[5].

Chaine By Frm R Chaine oo

Heme -

Héme

Chaine o4 Chaine g;

Les 4 chaines (globines) formant la molecule
d’hémoglobine

Figurel: Structure tridimensionnelle de la molécule d’hémbdgie adulte [5].
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Le contact entre les chaines de globine, au nidkala cavité centrale, est établi par
'intermédiaire d'une molécule de 2,3-diphosphoghate (2,3-DPG) qui stabilise la
configuration désoxygénee (figure 2).

Globine
N
a -

— -==£-E_"_—-—\
7 XK pr e XX )=

—ﬁrﬁ q‘ii-"

1)
Liaison afa

Figure 2 : Schéma de la molécule d’hémoglobine adulte A [5].

2.'héme

C’est une protoporphyrine ayant en son centre omatde fer, c’'est le site de
fixation de I'oxygéne. En effet, dans la forme o&gée de I'Hb, le fer a I'état Fe2+présente
six liaisons de coordinance : quatre intervienrdgans la structure de I'héme, la cinquieme
amarre ’'héme a la globine au niveau de I'histidi@e(histidine proximale) et la sixieme fixe
la molécule d’oxygéne entre l'histidine E7 (ditestidine distale) et la valineE1l. La forme
oxydée Fe3+ est impropre au transport de I'oxygemda sixieme position de coordinance de
I'ion ferriqgue est occupée de facon stable par mmdécule d’eau & pH acide, ou par un
radical hydroxyle a pH plus alcalin. Cette formeac#érise la méthémoglobine[5].
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Figure 3 : Structure de I'hneme (Diakité, 2005)

3. La globine
La globine constitue la partie protéique de I'Hbest un ensemble de quatre chaines
polypeptidiques, identiques deux a deux.

L’Hb présente une structure primaire définie pasdquence en acides aminés des chaines
de globine, une structure secondaire (alternanisélides alpha et non-alpha), une structure
tertiaire définie par I'arrangement tridimensionmel monomere de globine qui permet de
délimiter une poche a héme, et une structure quaterdéfinie par les interactions entres les
monomeres au sein du tétramere. Les chainesp sont assemblées entre elles par des
liaisons fortes (liaisom1B1l eta2B2) et par des liaisons faibles (liaison32 eta2pl), les
premieres jouant un rble essentiel dans la stakilé la molécule et les secondes dans le
processus de transition allostérique. En foncteihedr localisation, des mutations concernant
des acides aminés impliqués dans les liaisons amr@meres sont responsables d’Hb dites

instables et/ ou ayant une affinité modifiée péaxygene(figure 4) [6].



Contacts 11 = Hb instable

Conmtacts alfi2

— Hb affinite
madifiée

Cavité centrale :
fixation du 2,3-DPG

Figure 4 . Représentation de la structure tridimensionnell@deolécule d’hémoglobine
adulte (HbA) et de ses principales régions fonctedles. En rouge, sont indiquées les
conséquences physiopathologiques de différentantar[6].

4. Fonction de 'hémoglobine

La fonction principale de I'hnémoglobine est de $sporter 'oxygéne des poumons

vers les tissus et de faciliter I'élimination du £0

4.1. Transport d’O2

La structure de I'Hb se modifie au cours de latfian et de la libération de
I'oxygene. L'efficacité du transport de I'oxygeneyt étre mesurée par la courbe d’affinité de
I’'hnémoglobine pour I'oxygéne : cette courbe a ullara sigmoide en raison du caractére
allostérique de I'Hb et de la coopérativité desbgiles dans la cinétique de fixation de
molécules additionnellégure 5). Selon le modele allostérique de Monod, Wyman et
Changeux, I'Hb existe sous deux formes en équilidiene relachée ou forme aRforte

affinité pour I'oxygéne, l'autre contrainte ou foemT, a affinité plus faible. La fixation



d’oxygéne sur une des sous-unités de la molécutaiea la transition concertée des autres
sous-unités du tétramere vers la forme R [7].

La poche centrale située entre les quatre soudsujatie un role important, car c’est
a ce niveau que vient se fixer a I'état désoxydéng3-DPG. L’affinité pour I'O2 est ainsi
réglée, avec une libération du 2,3-DPG et contacte la poche centrale au cours de la
fixation de I'O2 sur les quatre molécules de 'héme

Tout se passe comme s'il existait une compétitiomigeau de I'Hb entre 'O2 et le
2,3-DPG.

Un déficit en DPG ou une mutation (entrainant unenaalie de I'Hb au niveau du
site de fixation du DPG dans la poche centralefaiiraussi a une affinité anormale de I'Hb
pour I'O2 qui est mal libéré dans les tissus.

Le pH est aussi un facteur influant sur I'affindé 'O2 car, sa baisse modifie les
liaisons ioniques a l'intérieur de la molécule d’ldbdiminue I'affinité de I'Hb pour I'0O2.
Théoriguement ceci conduit & une meilleure oxygénatissulaire et l'inverse est vrai de

I'élévation du pHI8].
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Figure 5 : Courbe de saturation de 'hémoglobine.[5]

4.2. Transport du CO2
L’'Hb fixe le CO2, non sur le fer comme 'O2, maitugdt sur des groupes aminés
latéraux de la globine pour constituer la carbatmémeoglobine (carbHb). Une partie du CO2
(environ 40%) est transportée sous cette forme.
Le CO2 libéré par les tissus est peu soluble. Csttabilité augmente lorsqu’il se
combine a I'eau pour former l'ion bicarbonate dax@iant un proton.
CO2+H20—HCOS3- + H+
En outre, I'Hb désoxygénée fixe environ 10% du Cgpace a la carbamination De
I'extrémité N des chaines de I'Hb [9].
Hb-NH2+CO2— Hb-NH-CO2 + H+

4.3.Effet Bohr
L’oxygénation des chaines libére des ions H + tlgda rupture de leurs ponts salins, et

en fixe lors de la reconstitution de ces pontsnsatjuand I'O2 est libéré. L'Hb réduite est

9



donc un meilleur tampon des ions H+ que HbO2, @préquement un environnement acide a
tendance a consolider I'Hb aux dépens de la forin@2de la molécule. Pour chaque mmol
d’'O2 libérée, 2,4mEq de H+ peuvent ainsi étre fixéeffet étant maximal a des pH situés

entre 6,9 et 7,4. En soustrayant des protons aaumdcal, la réaction favorise la formation

de HCO3- aux dépends deH2CO3. Cette coopératinité ébération d’'O2 et tamponnement

d'une partie de la charge acide provenant du mésabe des cellules est appelée effet
Bohr[9].

5. Génétique, biosynthese et ontogénie
5.1.Génes de I'hnémoglobine
Les chaines de typecorrespondent a des chaines polypeptidiques de€sidus dont
la synthese est sous le contrdle de genes situds shromosome 16. Les chaines de tppe
(auxquelles se rattachent les chaipes ets) comportent 146 résidus et dépendent de géenes
situés sur le chromosome 11 [1].
L’organisation des familles des gene®t p-globine est présentée schématiquement dans la

figure 6.

Famille des

genes ] N R

Famille des 5 l 3
o B EE (1 ®
Chr.11

Figure 6 : Structure et organisation des deux familles de géiraglobine [8]
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5.1.1. Groupe des genes de type

Les genes de typa sont regroupés sur le chromosome 16, au niveawa deittie
terminale du bras court.

La famille a comporte 3 genes fonctionnels : le gehecode pour la chaine
embryonnairé, et précede les deux genes des chainesl eto?2.

Les genesy(, yal et ya2 sont, quant a eux, des pseudogenes non fonckonne
(figure7). Les genesl eta2 codent tous deux pour la méme chaine de glahiret ce de
maniére équivalente : en effet, TARNm du gex® transcrit en plus grande quantité du fait

de la meilleure efficacité de son promoteur, coriagance la traduction plus active de

’TARNmM du génenl [10].

Chromosome 16 : Groupe de type alpha

B

t Fi Fol wl

Figure7 : Les génes embryonnaires sont représentés enldsgegenes adultes en jaune et les
pseudogéenes en rouge : on trouve de gauche a troigenes en bleuy etyalen rouge et
a2 puisal en jaune [10].

5.1.2. Groupes de genes de typg
Les génes de tygese trouvent a I'extrémité distale du bras courtlktomosome 11
(Figure8).
La famille p compte 5 génes fonctionnels : le gene de la chaf@yonnaire, qui est
suivi par les deux genes des chaines foefal@y et Ay), puis par les deux genes des chaines

adultesd et [10].
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Chromosome 11 : Groupe de tvpe béta
g Gy By =) & B

Figure 8: Les genes embryonnaires sont représentés en édegehes foetaux en vert, les
géenes adultes en jaune et les pseudogénes en:rongeuve de gauche a droite les genes
en bleu, G et Ay en vert,yp en rouged etp en jaune [10].

5.2. Activation ontogénique et biosynthése
Pendant I'ontogénie, deux commutations (Switchgrinennent(figure 9). Elles

correspondent a des changements de stade de déemlept du foetus et de lieux
d’érythropoiése. La premiére commutation survierst du passage de la vie embryonnaire a
la vie foetale et la seconde pour la transitionadgié foetale a la vie adulte, c'est-a-dire au
moment de la naissance [11].

Chez I'embryon, il existe simultanément trois Hixla&ines zéta, alpha, epsilon et
gamma : 'Hb Gower 1{@e2), I'Hb Gower 2 ¢2¢2) et I'Hb Portland 132(12). Les chaines
et { sont spécifiques de la vie embryonnaire et larehaprésente une structure trés proche
de celle de la chaine A la fin du stade embryonnaire, I'expression @ner est remplacée
par celle des génes foetaet I'expression du gerteest remplacée par celle des genes

L’HbF est alors détectable a partir de la cinqueesamaine de vie intra-utérine et elle
constituera la protéine hémoglobinique principagela vie foetale. Entre la huitieme et la
dixieme semaine, son taux atteint 90 % pour engggErement diminuer jusqu’a la naissance
ou elle représente environ 80 % de I'Hb totaleskaonde commutation, qui a lieu a la fin de
la vie foetale, conduit alors au remplacement datnels’ | par les chaine$. La synthese des
chaineg commence en effet trés lentement des le dermmeestre de gestation.

Ainsi, durant la vie foetale, 'HbA représente 5 @ % de I'Hb totale. Apres la
naissance, la synthese des chaifieaugmente rapidement et 'HbA prend une place
prépondérante. A I'age de 2 ans, le profil hémogigbe de I'adulte est atteint et 'HbA

représente alors plus de 95 % de la totalité dedlidkiste également un constituant mineur :
12



I'HbA2, dont le taux est environ de 2,5 % et qui détectable des le troisieme mois de
naissance. Chez I'adulte sain, il est égalemenrdiplesde détecter des traces d’HbF (< 1 %).
Cette faible fraction d’'HbF présente a I'age ad@st liée a une synthese limitée dans un
nombre restreint d’hématies appelées cellulesE[R].

8 12 1 24 3 3% F & 0 % oM N ¥ &

vie foetale (semaines) : dge (samaines)
naissance

Figure 9: Evolution de la synthese des différentes chaieeglabine au cours du
développement humain [8].

Une mutation de I'un des genes codant pour lesxebale globine peut aboutir a une
hémoglobinopathie, correspondant soit a une anemahlitative soit a une anomalie
gquantitative de I'Hb [13].
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5.3.Hémoglobines normales exprimés au cours de la vigableau )
La proportion des différentes Hb évolue en fonctidm changement de lieu de

I'érythropoiése dans les étapes successives de la v

a) Chez I'embryon
L’érythropoiése a lieu dans le sac vitellin. Il g@existence de 2 chaines de
type : dans l'ordre d’apparition la chaitpuis la chaine retrouvée a I'adge adulte, et
de 2 chaines de tyffe les chaines ety.

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

v L'Hb Gower 1 :(2c2
v' L'Hb Gower 2 :02¢2
v' L'Hb Portland :(2y2

b) Chez le fcetus

Chez le feetus, c’est au niveau du foie et de Eagae se déroule I'érythropoiese.

A partir du 37éme jour apparait 'HbF ou foetal®y2, dont les proportions vont
atteindre 90% entre la 8éme et la 10éme semaigeodeesse puis rester constantes jusqu’a la
naissance.

La synthése de 'hémoglobine adulte Ha&{2) débute mais a taux faible.

c) Chez I'adulte
Ici la synthése des Hb se déroule dans la moetieuss.

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

v" L’HbA, qui représente plus de 97 % de I'Hb. L’'HbeAt en réalité constituée
de I'Hb AO (constituant majeur) et de 'Hb Al, foenobtenue par glycation.

v L'HbA2 : 0252, qui représente 2,2 a 3,2 % de I'Hb, sa syntdébete dans
la période néonatale.

v" L'HbF qui demeure a I'état de traces (<1%) [12].
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Tableau | : hémoglobines normales exprimées au coside la vie [12].

Types Proportion des
Age d’hémoglobines différentes Chaines de globine
rencontrees hémoglobines
Hb A 97 % ofBa
Adulte Hb A, 22-32% i
Hb F <1% —
b F 80— 95 % v
Kortiss Hb A S$-20% s
Hb Gower 1 (=5
Embryon Hb Gower 2 e
Hb Portland Cora

II. LES HEMOGLOBINOPATHIES

Les hémoglobinopathies peuvent étre classées isrgtandes catégories :

* Anomalies quantitatives de synthése de I'Hb : patidn structurellement normale
mais diminué de chaines de globine (syndrome dagbémie).

e Trouble (qualitative) dans la structure de I'Hbroguction de chaines de globine
structurellement anormales telles que I'Hb S, CoOE. le syndrome drépanocytaire
est I'exemple le plus courant d’'une telle maladie.

« Défaut de transformer la chaine de globine syrgBétiapres la naissance, par
exemple, persistance héréditaire de I'Hb F, quuestaffection relativement bénigne.
Il peut coexister avec la thalassémie ou la drépgnee et entrainera une diminution
de gravité de ces maladies (effet protecteur) [14].
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Figure 10: Répartition géographique des principales hémogtgisthies (d’apres Sébia :
Electrophorese des hémoglobines) [14].

Les hémoglobinopathies sont transmises dans un raatsomique récessif. Par
conséquent, les transporteurs qui ont un chromosdfeeté et un chromosome normale sont
généralement en bonne santé ou légérement anémigusque les deux parents sont
porteurs, leurs enfants ont 25% de chance d’émmale, une chance d'étre affecté de 25 %
par la maladie, et un risque d’étre porteur de 5086 hémoglobinopathies sont causées par
une mutation des génes codant pour la synthesédme Les mutations peuvent perturber
I'expression du géne, causant moins de productochdine de globine ou - (thalassémie)
ou mutation ponctuelle du géne dans la région dedéxons), ce qui peut entrainer la
production de globine défectueux qui conduit eolarfation de I'Hb anormale (les variants de
I'Hb) [14].
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A. Définition et classification

1. Anomalies structurales de la protéine

Les Hb anormales sont la conséquence d’'une matgépéralement ponctuelle dans

I'un des genes codant une chaine spécifique. RI@)A variants ont été répertoriés a I'heure

actuelle. Seuls un tiers d’entre eux ont des résions cliniques, la mutation intervenant

dans une zone critique pour le fonctionnement asedBécule [15].

Trois Hb anormales occupent une place prépondédmigar leur fréquence et leur
caractére pathogene : HbS, HbE, et HbC.

Les Hb anormales peuvent étre classés en 4 groupes

Les mutants qui sont a I'origine de problemes deéspublique majeurs. Il s'agit
surtout des HbS dans la population africaine etHi&s dans les populations du
Sud-Est asiatique ;

Les variants plus rares, mais présents dans leslggmms ou I'HbS a une forte
prévalence. C’est le cas des HbC, O-Arab et D-Rymjai par elles-mémes n’ont
gu'un effet pathogéne minime, mais qui, associéd$ildS, conduisent a des
syndromes drépanocytaires majeurs ;

Les variants rares, a l'origine des désordres hdlogitjues variés : Hb instables
(qui sont la cause d'anémie hémolytiques chroniguésb hyperaffines
(responsables de polyglobulies), Hb hypoaffinespoasables d’anémies avec

cyanose), HbM (cause de méthémoglobinémies) ;

Les polymorphismes ou les mutations privees, halbéonent totalement

silencieux sur le plan clinique. lls ont été décarty lors d’études systématiques
de population ou parce qu’ils interferent avec tsate de I'Hb glyquée. Ces
mutants doivent étre caractérisés et rapportés asnbanques de donnés pour
éviter qu’ils ne soient confondus avec des mutants conséquences cliniques

séveres [16].
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2. Anomalies de synthese des chaines de globine :tleglassémies

Les thalassémies (anémie méditerranéenne) sont ndalsdies génétiques de
transmission autosomique récessive dues a des desmaantitatives de production d’Hb
par défaut de génes codant pour la chaioey de I'Hb [17].

Les thalassémies sont nommées en fonction de el globine affectée :of
thalassémie met en jeu la chaindéandis que I@§-thalassémie met enjeu la chafhgl8]. Les
a- et B-thalassémies étant les plus frequemment déci@eies-ci sont particulierement
fréquentes dans les pays infestés par le paludiEmeffet, les personnes présentant un trait
thalassémique sembleraient protégées contre leefograves de paludisme.

2.1.Lesa-thalassémies
Elles sont le plus souvent la conséquence d’'ur&idelou d’'une mutation d’un ou de
plusieurs génes (Figure 11).
Le sujet normal a deux génesur chaque chromosome 16, donc quatre gef@sctionnels.
La plupart desu-thalassémies sont expliquées par des délétions alude deux genas
L’inactivation d’un, deux, trois ou quatre geneva se traduire par des tableaux cliniques
différents[19].

érythrocytaires @ OU_-:
et | (R ~—

< srctosctmions — B o
Trait thalassémique m_ 5
u

(L-thalassémie
Hémoglobinose H

Mort feetale ou périnatale

Figure 11: Les différents génotypes associés au lodz®].
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Il existe principalement deux types d’anomalieséj@uies :
* L’ o-thalassémie-1, causée par I'absence de deux gesuede chromosome
16;
e L’ o-thalassémie-2, causée par la délétion d'un sead @8ur le chromosome
16 ;

Suivant les cas de gravité, I'on pourrait avoirtggialasses :

Tableau Il : classification génotypique et phénotymue desa-thalassémies [21]:

Classe Pheénotypes Génotypes | Génes Signes Eépartition
inactivés

1 o-T-2 hétérozvgote (- oo o) 1 Microcvtose | Afrique

2 o-T-2 homozvgote (- o~ a) 2 Microcvtose | Afrique
o-T-1 hétérozvgote (- -/ ) Asie

3 Hemoglobinose H (-a--) 3 severe Asie

4 A-T-1 homozvgote (--/~-) 4 Létale Asie
Hvdrops foetalis

o-T-1 : o-thalassémie-1
o-T-2 - a-thalassémie-2
2.2.Lesp-thalassémies
La B-thalassémie est provoquée par des mutations affielets génef-globines sur le
chromosome 11. Ces mutations peuvent se traduitmerchute@+) ou en une absencgd|
de production d@-globine. En présence d’uethalassémie, les chaingsle la globine sont
structurellement normales, ce n’est que leur qteagtii est réduite (tout comme les chaines

de la globine dans le cas de-thalassémie)[18].

19



B. Bases moléculaires

1. Les anomalies structurales de la protéine

Les mécanismes génétiques des hémoglobinopatioies raultiples. La simple
mutation d‘une base de I'ADN codant pour la chafileela globine par une autre est le
phénomene le plus fréquent. Dans la plupart descedi® mutation aboutit a la substitution
d‘'un acide aminé par un autre dans la chaine pumésynthétisée. Cela conduit soit a des
variants de surfaceou a desHb anormales en rapport avec une mutation affectant des
résidus a l'intérieur de la moléculiggre 12).

Certaines Hb anormales sont la conséquence de meatations affectant le méme
géene (cas de I'Hb C Harlem, pour laquelle les dmubstitutions concernent les acides aminée
en position 6 et 73).

Dans de rares cas, I'hémoglobinopathie est seaendaune fusion de genes par

crossing-over (cas de I'Hb Lepore), par insertiardélétion d‘un ou plusieurs nucléotides.

En ce qui concerne les mutations affectant lesluésinternes de la molécule, elles
peuvent avoir des localisations différentes et sespponsables de désordres en rapport avec la
fonction oxyphorique et la transition conformatiefiea qui l'accompagne. Il s’agit
notamment :

* Des Mutations de la poche de I'hem&est le cas par exemple des hémoglobines M,
ou le fer de I'neéme est oxydé en Fe3+. Il en résule cyanose due a une modification

des propriétés spectrales de I'Hb.

» Des Mutations des zones de contactlfil, responsables d’'une Hb instableod$2

produisant une Hb a affinité modifiée pour I'oxygen

» Des Mutations de la cavité centraleElles peuvent toucher les résidus de la cavité
centrale, I'extrémité des chaines polypeptidiquegliqguées dans les ponts salins qui
stabilisent la forme désoxygénée de la moléculermare les sites de fixation du 2,3-

DPG. Chez ces variants, l'affinité pour 'oxygéestle plus souvent augmentée.
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D’autres variants sont caractérisés par un alloege de la chaine
polypeptidique du fait d’'une mutation du codon dertinaison ou entrainant un décalage de

la phase de lecture peu avant celui-ci [22, 23].

Mrstks Hitd
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powr 0 P pour 0
.TI---___'",
> ".\hﬂ-__ Ei“lq !
Dixydabdlivg Inslabllibd  AMinltd snormale
{Hb M) pour O

Pas de ponséquances
fonciionnalies
saul Hb §

Figure 12: Topographie des mutations sur le tétramére de rggdio].

Avant de débuter la description des principalesdfbrmales, il est important d’en
avoir une vision globale et d’en connaitre la nochemre par ordre alphabétique, dont
I'origine vient de leur profil de migration en étemphorése a pH alcalif &bleau 111).
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Tableau Il : Nomenclature des principales hémoglomes anormales par ordre
alphabétique [24].

Nom de I"hémoglobine Mutation décrite ou caractéristiques
Hb A Hb adultes (Ag, A1, Ale, A2
HbC |56 Glu—sLys
HbD Mutations [} do groupe +1
Hb E [}26 Glu—Lys
Hb F Hb foetale
Hb G Mutatiens o« du groupe +1
Hb H Tétramere [i
HbI Mutations o du groupe -2
Hb1] WVanants o et [} du groupe -1
HbK Vanants o et [} rapides entre -1 et -2
Hb M Wariants responsables de meéthémoglobinémies
Hb N Wanants rapides [} du groupe -2
Hb O O-Arab 1121 Glu—Lys
Hb P P-Milotic Géne-fusion
HbQ Varants o du groupe +1
HbS [36 Glu—Val
Hb T T-Cambodia

Les Hb sont nommées par une lettre ou par un nemplus souvent correspondant au
lieu ou la premiére Hb de ce nom a été décritetedettre peut correspondre a un variant bien
précis, comme I'Hb S ou I'Hb C, mais elle peut awmsglober une famille de variants,
caractérisée par le fait que la mutation porte laufamille de génes ou f, et par une
migration particuliere en électrophorése a pH aical

A présent, nous allons décrire les Hb anormauxqus ont semblés les plus pertinents.

2. Anomalies de synthese des chaines de globine :tleassémies
2.1.Lesa-thalassémies
Le mécanisme moléculaire le plus souvent incringsgla délétion des génesDes
mutations ponctuelles affectant la transcriptionladraduction de la chaineont été aussi

décrites.
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« Délétion des genes :

Il existe entre les génesil etal des zones d’homologie appelées X, Y et Z. Calies-
comportent a leur proximité plusieurs courtes sageg répétitives dites Alu, connues comme
« points chauds » de recombinaisons géniques.

Les séquences Alu favorisent des mécanismes d’'gehde matériel génétique entre
chromosome lors de la méiose. Elles facilitent dessing over non homologues, qui se
traduisent par la perte d’'un ou deux génes surhmonwosome et par leur intégration sur
l'autre.

On distingue cing variétés de délétion, qui peuvaritainer une-T-2,dont les deux
principales sont les suivantes:

v La délétion 3,7 Kb, majoritaire en Afrique et ddm8assin méditerranéen.
Elle emporte la majorité du gené.

v' La délétion 4,2 Kb, retrouvée dans le Sud-est igsiat surtout. Elle
emporte la totalité du géne.

v' L'ampleur du déficit en chaines alpha est fonctéhn géne absent. En
effet, TARNmM du genex2 est 2,5 fois plus abondant que celui du géhe
[25].

e Mutation des genes :

L’a-T peut aussi étre due a une mutation ponctuelles @Gwtations altérent la
maturation de I’ARNm, I'efficacité de la traductioia stabilité de la chaineou la formation
de I'Hb.

Parmi ces mutations on peut citer :

v/ Les mutations qui entrainent la production de awininstables comme
I'Hb Constant Spring trés fréquentes en Asie. Laimbo qui en résulte est
allongée de28 ou de 31 acides aminés supplémentaire

v' Certaines mutations, qui diminuent la synthése lddnes de globine des
géenesu.
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v' les mutations de zones régulatrices des chaindm alpraient la cause

d’une forme d’ hémoglobinose H[25].

2.2. Lesp-thalassémies

La grande majorité de-thalassémies est due & des mutations ponctuellés des
microdélétions ou insertions de nucléotides. Cedatimms ont été observées sur toute
'étendue du gene : exons, introns, sites d'épissage et leurs sdmpserconsensus,
promoteurs, autres régions non transcrites ou ramluites en 5’ et en 3F(g. 13. Elles ont
par ailleurs été identifices a toutes les étapedadsynthese protéique : transcription,
maturation de '’ARNm, traduction, et méme étape-p@siuctionnelle.
Les différentes formes moléculaires ont pu étréachées a la classification initiafet/
B0.C’est ainsi que sont toujouss :

v' Les mutations des sites d’épissage GT et AG eux@aém

v' les mutations non-sens qui entrainent un arrétadeabuction et celles qui, par un

décalage de phase de lecture, entrainent 'appadtun codon non-sens en aval ;

v/ mais aussi les mutations, moins fréquentes, durcddoitiation.

A I'opposé, on trouve dans la catégorie flesT les mutations de la région promotrice et
en 3’ celles du site de polyadénylation, ainsi dgge mutations des séquences consensus
entourant les sites d’épissage.

Les mutations, exoniques ou introniques, qui créestsites d’épissage alternatif sont le plus

souvenp+[26].
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B*-thalassémies

Promoteur Mutations d'épissage | Signal de polyadénylation

CCACACCC \
CCTCACCC [A_TA—AA’ @
intron 1 intron 2
v // -
7/
-106 -91 -76 -31
\ \
Codon Mutation non-sens, Mutations
d'initiation décalage du cadre de lecture d'épissage

Figure 13: Mutations responsables flehalassémies [26].
C. Physiopathologie
1. Les hémoglobines anormales
1.1.L’hémoglobine S

La drépanocytose est liée a lI'inversion d’une pdedase (A=~ T=A). Le sixiéme
codon de la chaing de la globine [GAA] devient [GTA]. En conséquent®sixieme acide
aminé(acide glutamique, chargé négativement) esplecé par une valine, hydrophobe. Un
site hydrophobe est donc présent sur I'extérieutadehainel de I'HbS. Celui-ci contracte
une liaison hydrophobe avec la phénylalanine eitipns85 et la leucine en position 88, qui
s’externalisent dans la désoxyhémoglobine [27]édlcrée donc un polymére d’HbS, qui
polymérise en longues fibres entrainant une rigiglifion et une déformation de ’hématie en

forme de faucille Figure 14). Les hématies, ayant perdu leur élasticité, abstr les
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capillaires des organes, provoquant une ischénmienpaque d’apport d’'oxygéne et donc des
crises vaso-occlusives (CVO) douloureuses.[28]

A cette conception classique, se sont ajoutésdkes du monoxyde d’'azote et du
tonus vasculaire, de 'augmentation de I'adhérate® globules rouges a I'endothélium, des
lésions du globule rouge induites par I'HbS : déshtation, sénescence, formation de
microvésicules. Si ces progres dans la connaisséamda physiopathologie n’ont pas encore
eu d’application clinique, celles-ci vont arriver jour. Il est donc particulierement important
de poursuivre la structuration du réseau de drépaose dans I'optique de mettre en place

des essais multicentriques le jour venu [27].

Figure 14 : Hématies falciformes (ou drépanocytes) au maps électronique a balayage (a
gauche) et au microscope optique sur frottis sam@udroite)[23][28].

En 1956, Vernon Ingram identifie 'anomalie danséquence en acides aminés de la
chainep-globine ¢6Glu» Val). Un premier schéma physiopathologiqaati autour de la
polymérisation de I'HbS émerge des les années 6Qi78xplique la mécanistique des
évenements de vaso-occlusion caractéristigues dealadie, au premier rang desquels, la
classique CVO douloureuse. Il rend compte ausdadeagilisation des globules rouges et
donc de 'anémie hémolytique [29].

Les données plus récentes indiquent une partioipatirecte de I'endothélium

vasculaire, d’interactions cellulaires multiples dé processus d’activation cellulaire,
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impliquant des mécanismes inflammatoires, dangtifition et la propagation de la vaso-
occlusion.

Ont été notamment mis en évidence l'existence d'ipe adhérence accrue des
globules rouges drépanocytaires aux cellules egtalbs vasculaires,2) d’un environnement
vasculaire pro-inflammatoire dont témoignent detulgs endothéliales circulantes activées
et une activation exacerbée des polynucléairegayphites[27], 3) de voies de signalisation
dans le globule rouge susceptibles d’étre modupEesle stress, I'hypoxie et la réponse
inflammatoire et d’influencer I'état d’activationed récepteurs d’adhérence [30] et des
transporteurs ioniques impliqués dans la déshytitsatalu globule rouge drépanocytaire et
enfin, 4) d'un syndrome de dysfonctionnement enél@h complexe impliquant des
anomalies du métabolisme du monoxyde d’azote (I8D)) [

» Mécanisme de base : polymérisation de 'hémogloBire altérations

erythrocytaires :

Au cours de la désoxygénation qui suit le passags th microcirculation la molécule
d’HbS subit un changement de conformation. Le recghent de I'acide glutamiq(3é
hydrophile par une valine hydrophobe fait que ce¢imiere établit des liaisons hydrophobes
avec d’autres résidus hydrophobes sur la chfaitiiene autre molécule de désoxy-HbS
(figure 15). Un polymere se forme et s’allonge en fibresduétiales qui se regroupent, se
rigidifient, et provoquent la falciformation, défoation cellulaire caractéristique des globules
rouges classiquement en forme de faucille [29]ptceessus prend un certain temps a
s’amorcer (Delaytime), qui est inversement proparriel a la concentration intracellulaire de
I'Hb.
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HbS
a2ps2 désoxy-HbS polymeére

Figure 15: Mécanisme physiopathologique de base de dréptossf29].

La formation de ces grandes fibres de polyméresaimat une cascade d’autres
anomalies cellulaires qui participent au mécanighgsiopathologiquefigure 16). Une
dérégulation de 'homéostasie des cations, avégasicin des canaux ioniques, cotransport K-
Cl et canal potassique dépendant du calcium (dcaemedos), entraine notamment la perte de
potassium et une déshydratation cellulaire qguawymentant la concentration intra cellulaire
en Hb, favorise la polymérisation de la désoxy-H[g2]. L'Hb se dénature et des
hémichromes s’agglomerent a la face interne de &mlmane avec les protéines du
cytosquelette, en particulier la protéine bande 3.

Ce processus s’accompagne de la perte d’hemelatlitdération de Fe3+ qui favorise
I'existence d'un microenvironnement oxydant. L’'agrme normale des phospholipides
membranaires est perturbée avec exposition a facsucellulaire de phosphatidylsérines
anioniques. Des IgG anti-bande 3 s’accumulent efas® au niveau des agglomérats de
protéine bande 3, exacerbant I'érythrophagocytaselegs macrophages. Enfin, toutes ces
altérations membranaires s’accompagnent de lzaalilo@rde microparticules.

Rigidification et fragilisation des globules rougssnt a la base de la vaso-occlusion

d’'une part et de I'anémie hémolytique d’autre p@dpendant, le mécanisme décrit plus haut,
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s'il constitue bien la base physiopathologique aeliépanocytose, ne rend pas compte du
déclenchement des CVO. En effet, en conditionsleésske Delay time, nécessaire pour la

polymérisation de la désoxy-HbS est supérieur mpsede passage du globule rouge dans la
microcirculation. Les données récentes ont fouras @léments sur divers meécanismes

adjuvants, susceptibles, en ralentissant le flcouGtoire, de précipiter les CVO [29].

lgG - o]

hémichromes

Ca*? protéine

bande 3

K*Cl

Déshvdratation

Figure 16: Altération membranaires des globules rouges a@pdaires [29].

1.2.L’hémoglobine C

Découverte en 1951 par Itano et Neel [33], I'hérabgle C est un variant de I'Hb,
formé suite a une mutation ponctuelle au niveacation 6 (GAG AAG) dans le gene béta
globine. Cette mutation concerne le premier nuadéotde ce codon : il s'agit de la
substitution de la guanine par 'adénine

Cela a pour conséquence le remplacement de I'atid@mique (sixieme acide aminé
de la chaine) par une lysine @22 = 6GluLys en méme position que la mutation
drépanocytaire (Hb S).
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La lysine est un monoacide diaminé. Sa présence tharchaine polypeptidique
entraine le remplacement de deux charges négapaesdeux charges positives. Ainsi,
I’'hnémoglobine C migre moins vite que I'Hb S.

On peut la trouver a I'état hétérozygote (genotf@ ou trait C), a I'état homozygote
(C/IC) ou combinée a d’autres anomalies, formansiaites hétérozygotes composites :
génotype C/thalassémique (+ ou 0), ou profil S/@htda clinique est classiquement moins
sévere que celle de la drépanocytose [34, 35].

Les érythrocytes contenant de 'hémoglobine C qamtiellement déshydratés (avec
perte d’eau et efflux de K+), de petite taille maiec une charge en hémoglobine normale.
Lorsque la concentration en hémoglobine augmeht&em suit une formation de cristaux
intra-érythrocytaires rhomboédriques et une pedfioh des échanges ioniques
transmembranaires.

La forte concentration hémoglobiniqgue dans I'hérabglose C rend compte de la
sévérité de la forme hétérozygote composite S/C.

En outre, les GR contenant I'hnémoglobine C sons ghagiles et semblent porter
beaucoup plus d’'lIgG a leur surface favorisant dewsi élimination de la circulation sanguine
par le systéme réticulo-phagocytaire de la ratenéémble de ces phénomenes explique en
grande partie la physiopathologie de la splénonegal cours de I'hnémoglobinose C [36,
37].

1.3. L’hémoglobine E
L’HbE est un variant d’Hb avec une mutation dangéee de la chaing provoquant
la substitution de l'acide glutamique par la lysanéa position 26 de la chaifiede globine.
L'HbE peut étre présente a I'état hétérozygotetatdhomozygote et des variétés d’états
hétérozygotes composites telles que I'HbtBalassémie, HbS/HDE.
La chaine de I'HbE est synthétisée a une vitesse réduitegpgort a celle de I'HbA.
Cela est di par une mutation qui crée un site s&&gje alternatif dans un exon aboutissant a

la synthése en quantité insuffisante de la chflinet par conséquent les hétérozygotes,
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hétérozygotes composites et homozygotes préserteriaines caractéristigues dés
thalassémies [38].

La séquence nucléotidique proche du site normalissage est modifiee suite a la
mutation responsable de la formation de I'Hb E.i@éwoile un site d’épissage cryptique qui
décale alors le cadre de lecture, d'ou un signdaedainaison précoce. La chaipienutée est
ainsi synthétisée a taux faible par rapport au taukHb A.

Ce déficit de synthése de la chaipede la globine explique pourquoi 'Hb E

s’apparente plutét aux syndromes thalassémiques/aau clinique [35].

1.4.Les hémoglobines instables

Les hémoglobines instables constituent un groupgcpker d’Hb anormales rares
présentant une anomalie génétique de I'Hb, resptesad’anémies hémolytiqgues et
caractérisées par la formation de précipités indetudans les globules rouges, appelés corps
de Heinz [39].

Les Hb instables constituent un groupe particuidib anormales responsables
d'anémies hémolytiques caractérisées par la préskncorps de Heinz. La physiopathologie
des Hb instables est déduite de la connaissant¢® steucture globulaire de cette molécule
[40].

En général, il s’agit d'une mutation ponctuelle raimant une modification de la
structure primaire de la globine et donc une irnktadbde la globine concernée ou du
tétramere. Plusieurs mécanismes a l'origine d’uagilfsation des interactions héme-globine,
ou interférant avec la structure secondaire, iegt@u quaternaire de I’'Hb sont incriminés.

L'Hb instable s’auto-oxyde en méthémoglobine andenaormant alors des
hémichromes (ou dérivés de méthémoglobine instattlabord réversibles puis irréversibles
qui finissent par précipiter en corps de Heinz arérythrocytaires. Les globules rouges
perdent alors de leur élasticité, ce qui entradoe tlestruction par la rate et une hémolyse. Il
faut noter qu’il est possible, si la mutation emsE& touche une région située proche de la
poche de 'héme, que I'Hb instable présente urerailon de sa fonction oxyphorique, soit

une augmentation ou une diminution de l'affinitéldechaine mutée pour I'oxygene. C’est
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pour cette raison qu'il est souvent réalisé, emlfide du test d’instabilité, une détermination
de la P50 et un dosage du 2,3-BPG [41].

2. Les thalassémies

2.1.Lesa-thalassémies
Le mécanisme physiopathologique de-T associe plusieurs facteurs. Suivant les
classes ci-dessus citées on a :

v' dans toutes les classes : la diminution quantdatie la synthése des chaines alpha a
pour conséquence une diminution de [I'élaboration I'tt€moglobine, d'ou la
microcytose [21].

v' Dans les classes 3 et 4 : Les chaines libres dudésgquilibre entre les chaines alpha
et les chaines non alpha, précipitent dans les tigsn®n a alors une hémolyse qui
raccourcit la durée de vie des érythrocytes. Reauas, le fer non utilisé du fait de la
diminution de la synthése globinique tend a s’aademdans la zone mitochondriale.
Ceci entraine une altération des mitochondriesrit@nt a écourter la vie des
hématies.

v' Cette précipitation des chaines libres et du fetilisé ne se fait pas seulement dans
les globules rouges circulants mais aussi danenghroblastes médullaires. Il en
résulte un processus d’hémolyse intramedullaireapartement d’'un certain nombre
d’érythroblastes [42].
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Figure 17 : Physiopathologie hématologique de-thalassémie (classe 3 et 4) [42].

2.2.Lesp-thalassémies
Lesp-thalassémies sont définies par un déficit totapariiel en synthése de chaifies
de I'Hb. On distingue leB0-thalassémies (absence de synthese) gtriisalasseémies

(Présence d’'une synthese diminuée).
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En raison de I'absence ou de la diminution de ®s#hdes chainds le tétramere
hémoglobinique normal est peu ou pas formé ethagneso non appariées, moins solubles,
précipitent et alterent I'érythroblaste provoquaatdestruction. Les troubles sont davantage
liés a la dysérythropoiese qu’'a I’'hémolyse. La ipigation des chaines libres s’effectue des
les étapes précoces de I'érythrogenése. Il s’é@nusi@ érythropoiése inefficace ainsi gu’une
prolifération du tissu érythroide [43].

Cependant dans les hématies du sang périphéraypegdipitation des chainedibres
conduit a des altérations membranaires et a uneligsen

La chained n’étant synthétisée qu’en faible quantité, la samdmpensation possible
est une production accrue des sous-unitésli constituent, associées aux sous-unifésib
F.

L’'Hb F circulante, quantitativement insuffisante agant une affinité élevée pour
I'oxygéne, ne peut corriger le défaut d’oxygénatites tissus. L'anoxie tissulaire, a l'origine
d'une stimulation de la synthése de [I'érythropoigti accroit encore le processus

erythropoiétique [43].

D. Epidémiologie

Il a été estimé qu’environ 5% de la population diale sont porteurs des anomalies
de I'Hb. En outre, les hémoglobinopathies affectemtiron 370 000 nouveau-nés chaque
année. Les variant de I'Hb de signification cliregmajeur sont Hb S, C et E. En Afrique de
I'ouest, environ 25% des individus sont hétérozggqiour le géne de I'Hb S, qui est liée a la
drépanocytose. En outre, les fréequences élevéedlldies de genes de I'Hb S sont également
présents chez les gens qui vivent dans les caradbesud de I'Afrique centrale, la région
méditerranée, la péninsule arabique, et I'est ideld. HB C se trouve surtout chez les gens
qui vivent ou proviennent d’Afrique de I'Ouest. Hbest largement distribué entre I'Est de
I'Inde et Asie du Sud, avec la plus forte prévateecs Thailande, au Laos, et au Cambodge;
cependant, il peut étre observé de facon sporadigus les régions de la Chine et de
I'lndonésie [44].
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Figure 18: Répartition géographique des naissances présamtaribrme grave
d’hémoglobinopathie (pour 1000 naissances) (soupcganisation Mondiale de la Santé
2008).

1. Les hémoglobines anormales
1.1.L’hémoglobine S
La maladie drépanocytaire, qui regroupe la drépgose, le double hétérozygotisme SC
et lap thalasso-drépanocytogethal), [et exceptionnellement le double hétérotiggoe SO
Arab, SD Punjab, SE] est un probleme de santé quibliians le monde [45].
Selon 'OMS, 300 000 enfants naissent avec cetladieadans le monde chaque année
[46].

La drépanocytose est une maladie de la race nadedeux foyers majeurs d'origine :
I'Afrigue subsaharienne d'une part et un arc arablien d'autre part. La maladie est connue
en Afrique noire, en Amérique (Etats-Unis, Brésal)x Antilles, a Madagascar, dans les pays
du Maghreb, dans tout le Moyen-Orient jusqu'en Ar&aoudite, dans le sous-continent
indien, dans le Bassin méditerranéen (figure).Cirgirobléme majeur de santé publique en

Afrique noire ou la prévalence du trait drépanoicgtast tres élevee : 15 a 25% en Afrique
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centrale et de l'ouest. Elle est de 10 a 12% d=nBOM d'Amérique, de 1 a 15% dans les
régions méditerranéennes.

C’est une maladie de I'enfant, I'espérance de @jgethdant de la prise en charge : elle
est d'autant plus élevée que le pays est dévelefipéest de 40-50 ans pour les malades SS,
de 65 ans pour les SC aux USA).

La drépanocytose se répand dans le monde du fe#udgnentation des flux
migratoires et de la diffusion géographique deatestgenes pathologiques : le nombre de
migrants dans le monde qui était de 92,6 million4 @60 était de 165,2 millions en 2000 (+
79%), le nombre de migrants porteurs de I'allel&SHist passé de 1,6 million en 1960 a 3,6
millions en 2000 (+125%) [45].

Figure 19: Répartition géographique de la drépanocytosk [28

1.2.L’hémoglobine C
On retrouve I'hémoglobine C principalement en Afiegde I'Ouest, notamment au
Ghana, en Cobte d’lvoire, au Burkina Faso, au Togaie Bénin, mais aussi chez les
populations noires d’origine africaine vivant autats Unis ou dans les Caraibes. L'Afrique
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du Nord (Maroc, Algérie) et le sud de I'Europe, amament [l'ltalie et la Turquie, sont

également concernés [35].

1.3.L’hémoglobine D

L'incidence de I'hémoglobine D-Punjab augmente aldMEditerranée orientale a la
partie Ouest du sous-continent indien, et en pdigic en Iran, le Punjab, et la moitié
occidentale de I'Inde.

La répartition géographique actuelle de ce varientHb peut étre expliquée par les
migrations de population divisées en deux phasagremiere phase porterait sur la période
de l'apparition de la mutation et de sa distributians le nord de I'inde, I'lran et la Turquie et
peut refléter le rythme des migrations qui ontieu tlans cette région.

La seconde phase porterait sur la propagation deitation dans I'Europe occidentale
a cause des mariages mixtes entre les Europédas kidiens au cours des deux ou trois

derniers siecles [47].

1.4.L’hémoglobine E
Elle concerne essentiellement les populations di+Eai asiatique, ou sa prévalence
peut s’élever jusqu’a 60 % dans certaines régi@msraison d’'une forte immigration des
populations du Sud-Est asiatique vers les payglentaux, on I'observe aujourd’hui partout

dans le monde [35].

1.5.Les hémoglobines instables

Les Hb instables sont, le plus souvent, des affestihéréditaires a transmission
autosomiques dominante dont la majorité des patmonit hétérozygotes [48].

D'apres le serveur de la base de données de \ardet!’'Hb humaine et de
thalassémie (« http/www.globin gene server »), d&iants d’Hb instables ont été enregistrés
en I'année 2001, le chiffre monte a 134 au courBat@ée 2006, et actuellement plus de 200
variants de I'Hb instable avec des mutations, e glouvent « privées », c’est-a-dire rares et
qui ne concernent qu’un petit nombre de maladeétintdécrites [49].
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2. Les thalassémies
2.1.Lesa-thalassémies
Elles ont une fréquence encore plus importantdegfethalassémies en Afrique
(équatoriale surtout), en Asie et autour de la Mgdinée, ainsi qu’en Chine. La délétion des
guatre genes concerne particulierement les populations du SsidaKiatique (Laos,
Thailande), figure 20)

Figure 20: distribution globale des-thalassémies [50].

2.2.Lesp-thalassémies
La béta-thalassémie atteint surtout les personngisaires du pourtour méditerranéen
(Corse, ltalie, Sardaigne, Sicile, Gréce, AfriqueNbrd), du Moyen-Orient, d’Asie (Chine,
Inde, Viét-Nam, Thailande) et d’Afrique noire [51].
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Figure 21: Distribution globale des mutations fighalassémie [50].

E. Symptomatologie clinique
1. Les hémoglobines anormales
1.1.L’hémoglobine S
1.1.1. Forme homozygote
Les signes cliniques de la maladie font leur apiparidans les premiers mois ou les
premiéres années de vie, quand I'Hb drépanocysapgressivement remplacé I'Hb feetale
(Hb F). Des révélations cliniques plus tardivesgapl-5 ans, ne sont pas exceptionnelles.
La symptomatologie clinique de la drépanocytose dmygote comporte trois types de
situations :
* Les phases stationnaires ;
» Les complications aigués dont la fréquence dimaner I'age sans pour
autant disparaitre chez I'adolescent et I'adulte ;

* Les complications chroniques [40].
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Phases stationnaires :

L’anémie est constante (muqueuses et téguments)pdalectere conjonctivale est
variable dans le temps et d’un cas a l'autre plaromégalie est constatées dés les premiers
mois de vie en méme temps que s’installent 'ané@nléctére. Cette splénomégalie quelques
années pour disparaitre spontanément (autospléni&jtosauf dans quelques cas ou elle
persiste.

La croissance saturopondérale des enfants drépairesy homozygotes parait
sensiblement différente dans les zones tempéréekaret les zones tropicales. En zone
tempérée, la croissance saturale est généralenmemtale. La croissance pondérale est
souvent en dessous de la moyenne sans étre patjugdog partir de 12-14 ans. En zone
tropicale, le développement saturopondérale peetidtntique a ce qui vient d’étre décrit.

Le développement pubertaire se fait généralemefaga satisfaisante, bien qu'avec
un certain retard de la maturation osseuse et butdie la puberté par rapport a la population
non drépanocytaire du méme age. Ainsi les retaedsrdissance de la phase prépubertaire

sont généralement compensés pendant I'adolescédke |

Complications aigués :

Les principales complications aigués observées dbgzpatients drépanocytaires
homozygotes sont les crises douloureuses drépai@syt les infections, I'aggravation de
I'anémie chronique, les accidents vaso-occlusiégyes et I’hyperbilirubinémie.

Les infections ont une forte incidence dans lesnpFes années de vie et diminuent,
sans disparaitre, avec I'age. Elles sont respoesabiline part importante de la morbidité et
de la mortalité de la drépanocytose. Ce sont desingiées, des septicémies, des
pneumopathies, des ostéomyelites.

Des épisodes d’aggravation de I'anémie chronique/grd résulter d’'une situation
fébrile, de crises de séquestration spléniqueiodieires au petit enfant), d’une infection par

le parvovirus B19.
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Les accidents vaso-occlusifs graves sont des c¢oatiphs aigués qui comportent des
manifestations neurologiques, pulmonaires, desrthoses (thrombose de I'artére centrale de
la rétine, priapisme...) et des hématuries microspogs [52].

Complications chroniques :

Les complications chroniques sont plus volontidsseovées chez les adolescents et
les adultes que chez I'enfant. Il s’agit des ulsate jambes, des nécroses osseuses (hanches,
épaules), des rétinopathies, de lithiases biliagted’altérations progressives organiques et
fonctionnelles des poumons, du cceur, des reins.

Il a été trouvé des corrélations entre I'évolutadimique et le taux d’hémoglobine F.
Les sujets ayant le plus d’hémoglobine F (supéei€u20 %) ont une forme moins sévere
[52].

1.1.2. Forme hétérozygote
C’est en général un état asymptomatique. Des synmgs#déevocateurs de syndrome
drépanocytaire (hémolyse, douleurs) doivent faiechercher un facteur aggravant
associé(hétérozygotie A/S Antilles).Le trait drépeytaire expose toutefois a une atteinte
rénale (hématuries, défaut du pouvoir de conceéotrales urines...), certaines manifestations
vaso-occlusives comme l'infarctus splénique, dags abnditions d’hypoxémie profonde par

exemple [45].

1.1.3. Autres syndromes drépanocytaires
La coexistence d’'une ou deux mutations caractguet de la drépanocytose et d’'une
autre anomalie génétique peut étre a l'origineyhali®mes drépanocytaires majeurs dont la
séverité est variable [45].
Les syndromes drépanocytaires majeurs regroupefdrmae homozygote S/S et les
formes hétérozygotes composites S/C &t 8u P thalassémie. La forme homozygote SS a
une évolution plus sévere, mais la plupart des tioatpns y compris les plus graves

peuvent étre observées au cours des formes hégétesycomposites [53].
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1.2.L’hémoglobine C
* Heémoglobinose C :
Les patients homozygotes pour cette mutation ptésermgénéralement une anémie
légere a modérée, associée a une fréquente splgalié.e risque de lithiase biliaire et de
déficit en folates est augmenté en raison de lanitité de 'hémolyse. De rares cas de

rétinopathies ont été rapportés [34].

 Trait A/IC:
Le profil hétérozygote A/C ou trait hémoglobine & ®talement asymptomatique.

e Hétérozygote composite :

Les hétérozygotes compositesp@ialassémiques présentent une symptomatologie
assez proche de celle des homozygotes C/C, a saweimanémie modérée a sévere ainsi
qu’une splénomeégalie. Si l'alléle de fahalassémie est de ty3@ ; les signes peuvent étre
plus graves. L'association de I'hémoglobine C &itoglobine Lepore, a [&thalassémie ou
encore a I’hémoglobine E conduisent a une clinmpraparable.

Les hétérozygotes composites S/C souffrent de $ymgr comparables a ceux de la
drépanocytose, mais cependant légerement attéanésnie hémolytique chronique modérée,
avec des crises vaso-occlusives moins fréquentee absentes, et risque de syndrome
thoracique aigu diminué. Les complications demeuiautefois les mémes et sont méme plus
frequentes que chez les patients drépanocytairas @& des cas : nécrose des tétes
fémorales, rétinopathies, infarctus spléniques téspé&isque d’accident vasculaire cérébral
(AVC), perte d’audition.

A noter chez ces patients une augmentation desleosité sanguine, entrainant des
complications, notamment chez la femme enceintec am risque accru de CVO, de

syndrome thoracique aigu et de toxémie gravidi@4é. [
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1.3.L’hémoglobine E [35]
* Forme homozygote :
Les effets sont mineurs, se limitant a une anénieatytaire hypochrome modérée.
* Trait A/E:
Les hétérozygotes A/E sont asymptomatiques.

» Hétérozygotes composites Eff-thalassémie :

On retrouve aussi bien des patients hétérozygatepasites B0 thalassémiques que
des hétérozygotes composite$-Ethalassémiques. En général, ces patients prégamnte
forme de p-thalassémie intermédiaire de sévérité variables tas les plus graves sont
dépendants des transfusions sanguifigbdlassémie majeure), présentent une hépatomegalie
ainsi qu’une splénomégalie, un ictére intermitteim, retard de croissance ainsi qu’une
extension de la cavité de la moelle osseuse comutués des déformations faciales et a une
implantation dentaire défectueuse. Dans ces casni,splénectomie s'avere généralement

efficace pour modérer la dépendance aux transfsision

» Hétérozygote S/E :

Le tableau clinique est similaire a celui des lo#ggotes composites [B/
thalassémiques : anémie hémolytique chronique rdedé&vec crises vaso-occlusives rares

mais dont la fréquence augmente durant la gros§@ske

1.4.L’hémoglobine D
L'Hb D-Punjab, est une variante structurelle dehainep qui prévaut dans le Punjab
de I'Inde d‘ou son nom Hb D-Punjab [54].
Sa structure biochimique a été caractérisée pdiddagen 1961, qui a montré que 5
Hb D d‘origines ethniques différentes avaient teutee substitution de I‘acide glutamique
habituel en position 121 de la chajhpar une molécule de glutamirfl21Glu» GIn)[55].
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« La forme homozygote :

La forme homozygote est peu fréquente. Les patiemtsozygotes pour cette mutation
présentent souvent une anémie hémolytique Ilégéreunet discréte splénomégalie,
contrairement a l'atteinte extrémement sévere liEmoglobinose S homozygote ou, en tout

cas, marquée des hémoglobinoses C et E homoz\§6ies

e Trait AID:

Les patients hétérozygotes n’ont pas de symptolmegues ni hématologiques

e Hétérozygotes composites :

Les patients hétérozygotes composites pour I'héomagé D et I'hnémoglobine S
présentent une symptomatologie variable selon kamaD en cause. Pour les patients
hétérozygotes S/D-Punjab, il s’agit d’'un syndrontépdnocytaire d’expression clinique
identique a la drépanocytose, alors que les hétgodes S/D-Iran ou S/D-Ibadan présentent
plutét un trait drépanocytaire, alors bénin.

On trouve également des patientg@thalassémiques, chez qui 'anémie hémolytique

chronique est modérée [56].

1.5.Les hémoglobines instables
Le tableau clinique d’'une Hb instable est d’intédhsiariable, fonction de la nature de

la mutation. L’anémie hémolytique est le signeiglie majeur, frequemment accompagnée
d’hépatosplénomégalie et d’ictere. L’émission dgnpénts dans les urines dus a des
composés dipyrrolés, produits de catabolisme degscae Heinz, est inconstante et
indépendante du degré d’hémolyse.

Des crises d’hémolyse peuvent survenir suite ainfeetion virale ou bactérienne ou
suite a la consommation d’oxydants chimiques.

Les Hb instables sont rares, et restent souvenitéls & une seule famille. La
transmission est le plus souvent de type autosardgminant [57].
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2. Les thalassémies
2.1.Lesa-thalassémies
Les a-thalassémies s’expriment selon quatre formesques, en fonction du nombre
de genes défectueux ou absents. En pratique, dettsification doit étre nuancée par la

différence d’expression des genes eta 2.

e Hydrops foetalis de Bart’s :
L’ Hydrops foetalis de Bart's ou anasarque foet@gtdaire est le tableau clinique
associé a I’'homozygotie pour la délétion des 2 génen cis. La synthése des chainesst
totalement absente, on parle donaOdthalassémie homozygote. Cette anomalie est

caractérisée par une grave anémie intra-utérimaieant une mort intra-utérine [58]

* Hémoglobinose H :

L’hémoglobinose H « délétionnelle » est la plusgfrénte, elle correspond
génotypiqguement a la délétion de 3 gemesLes chaines de globine non- en exces
s’apparient entre elles pour former I'hémoglobinart® (4) a la naissance, puis
I’'hnémoglobine H f4) au fur et a mesure que la production de chdiressubstitue a celle de
chainesgy I'hémoglobine H ou tétramepd est de nature relativement instable.

Les patients atteints, essentiellement orientaurmeéditerranées, présentent des signes
d’anémie hémolytique chronique, souvent bien te@érét dont le degré de sévérité est entre

autres corrélé au génotype responsable [59].

* o-thalassémie 1 ow-thalassémie mineur :
Elle correspond a I'inactivation de deux génes daylobine, il peut s’agir de :
v' deux genesu en cis sur le méme chromosome, on parle alorsdT
hétérozygote. Chez ces patients, on retrouve uredps polyglobulie

microcytaire hypochrome.
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v' deux génes en trans, situés chacun sur un chromosome. lira’atprs d’a+-
thalassémie homozygote. Elle est cliniguement asymptomatique [60].
* a-thalassémie 2 ow-thalassémie silencieuse :

L’ a-thalassémie silencieuse ou bierr-thalassémie hétérozygote, est due a une
altération d’'un seul des 4 génegle la globine. C’est d-thalassémie la plus fréquemment
rencontrée dans la population. Elle est pratiquémgymptomatique.

Elle peut cependant étre suspectée quand ellssstiGe a une hémoglobine anormale,
par exemple : hémoglobine S, C ou E, ou en cai-ttlalassémie de sévérité intermédiaire

chez un homozygotgd-thalassémique [60].

2.2.Lesp-thalassémies

Selon les manifestations phénotypiques, en l'oetwe la profondeur de I'anémie et
les besoins transfusionnels, plusieurs formespdlalassémies peuvent étre distinguées
(Tableau IV). Cette distinction ne peut étre réalisée qu’apuedques mois de vie, lorsque la
synthese de 'hémoglobine F n’est plus capable asgorer 'anomalie de synthése de I'HbA.

Tout d’abord, lap-thalassémie majeure aussiappelée anémie de Cooleyse
caractérise par I'absence totale de chanesrrespondant au génotyp¥dp°. Elle est révélée
deés I'enfance par une anémie hémolytique trés séassociée a une hépatosplénomégalie et a
des anomalies morphologiques résultant de I'hypseipl des os plats secondaire a
I'hyperactivité érythroide. L’hémogramme révéele urmmémie inférieure a 7 g/dL,
microcytaire (volume globulaire moyen entre 60 &tf6), hypochrome (teneur moyenne en
hémoglobine inférieure a 26 pg). Le frottis sangmiet en évidence une anisopoikilocytose,
des ponctuations basophiles fréquentes ainsi quéwytaroblastose majeure.

L’étude de I'Hb permet le diagnostic, elle montire pourcentage élevé d’HbF, allant
de 50 & 98 % selon la synthése résiduelle de Imelfla Le taux d’hémoglobine A2 est
variable [60].

Les B-thalassémies intermédiairesconstituent une autre forme fle¢halassémie et
sont caractérisées par une anémie dont le tauxndgbine se maintient entre 6 et 10 g/dL,

ne requérant pas de transfusion mensuelle. Lewtygém est de typ@°/B+ ou B+p+. Seule
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I'observation des besoins transfusionnels permetistenguer une thalassémie intermédiaire
d’une thalassémie majeure. Ljgdhalassémies intermédiaires se manifestent le gpusent
par une anémie hémolytique modérée avec paleur épatbsplénomeégalie, pouvant
eventuellement s’accompagner des complicationsusssede I'hyperplasie érythroblastique
médullaire [60].

Les B-thalassémies mineuresou silencieusessont quant a elles définies par un
génotype hétérozygote de typp°/p et se manifestent biologiquement par une
pseudopolyglobulie associée a une microcytose e kypochromie. Le pourcentage
d’hémoglobine A2 est élevé (supérieur a 3,5%) wmglie celui de I'hémoglobine F est
normal ou discretement augmenté. Cliniquementpédents sont bien portants et dénués de
signes d’anémie. Exceptionnellement toutefois, udiscréte splénomégalie peut étre
observée.

Enfin, les p-thalassémies silencieuses, de génotgpe f, sont asymptomatiques
cliniguement et hématologiquement [60].
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Tableau IV : Caractéristiques clinico-biologiques @sp-thalassémies [60].

Evolution fatale en I'absence de transfusions
sanguines

Phénotype Génotype Tableau clinique Diagnostic biologique
Hémogramme Etude de I'Hb
[-thalassémie stlenciense p+/p Asymptomatique Normal Normals
-thalassémue mineure P/ Asymptomatique Psendopolyglobulie HbA2 1 (445%)
(parfoss discrete microcytose) microcytaire hypochrome HbF normale ou f (227 %)
ou mierocytose solée
f-thalassénne mtermédiare | f/f~ | Anémue hémolytique moderée avee Anéme microcytaire HbA2{
pt/p+ | hépatosplénomégake (Hb:6-10 g/dL) HbF 1
Hb A absente ou |
Transfusions sanguines exceptionnelles
[-thalassémie majeure porpe Anémie apparaissant au cours des premiers mots | Anémie microcytaire HbE 11(504 98 %)
dela vie hypochrome Hb A? normale ou |
Hépatosplénonégalie et anomalies (Hb<7gdL) Hb A absente ou || selon les
morphologiques types d"anomalies
moléculares en cause

F. Autres anomalies

1. Anomalies de synthese des chaines de globine
1.15p-thalassémie et les persistances héréditairehédmbglobine feetale (PHHF)
Les 6p-thalassémies et les persistances héréditairehémdglobine faetale (PHHF)
sont des troubles hétérogénes caractérisés pardsstance d'un taux élevé d’'Hb F a l'age
adulte, et par un défaut d’expression des hémaghsbiA et A2. La distinction de ces
pathologies est assez subtile, et repose sur desesrcliniques et hématologiques, comme le

taux d’'Hb F par exemple.
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Chez les patients hétérozygotes pour la PHHF,Ur tBHb F peut atteindre 30 %,
alors que les patients hétérozygod@shalassémiques présentent un taux d’Hb F plus bas,
généralement retrouveé entre 5 et 20% [50]. Leseptihomozygotes pour la PHHF peuvent
quant a eux atteindre un taux de 100% d'Hb F. Qeéffres sont donnés a titre indicatif,

d’autant plus que le taux d’expression de I'Hb Fégmlement variable selon les ethnies [6].

1.2.L’hémoglobine Lepore
Les Hb Lepore s’apparentent awg-thalassémies ; il s’agit d’une forme avec
expression d’'une Hb structuralement anormale
Les Hb Lepore sont caractérisées par un géne denfofs qui résulte d’un crossing-
over entre genasetp de deux chromosomes, di a un mauvais alignemsrgedees au cours
de la méiose. Les différentes localisations dustngsover définissent plusieurs Hb Lepore ;
la plus fréquente est I'Hb Boston.
Par ailleurs, il existe également des Hb anormabeelées anti-Lepore dont la chaine mutée
commence par la séquerftet se termine par la séquerice
Ces lésions sont responsables d’'un syndrome téatégse car la chaine Lepore est
exprimée cing fois moins que le gghaormal.
Les formes hétérozygote et homozygote des hémagsblLepore se comportent

comme desp-thalassémies hétérozygote ou homozygote, respentint [35].

2. Anomalies structurales de la protéine
2.1.Polyglobulie par « maladie de I'affinité» de hémoglobine pour 'oxygéne
Ce groupe rassemble 3 entités distinctes : les ntautayperaffines de I'Hb pour
I'oxygéne, les déficits en2-3 DPG et les méthémbigiémies. Le déterminant commun entre
ces maladies est I'existence d'une difficulté pditb & se libérer de son oxygene
(hyperaffinité). Cette difficulté de libération d@xygene est dépistée par la courbe de
dissociation de I'oxyhémoglobindigure 22). Cette courbe est établie aisément par des

appareils automatiques, qui déterminent par spaluttométrie, le pourcentage relatif
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d’'oxygéne et de désoxyhémoglobine en fonction derdssion partielle en oxygene (PaO2)
[61].

oxyhémoglobine (%)

T T T T
— _— — —» >
[ To] (=] r— Lo}

PaO2 (m mHg)

Figure 22 courbe de dissociation de 'oxyhémoglobine [61].

2.2.Les mutants hyperaffines de 'hnémoglobine poutoxygéne

D’'un point de vue physiopathologique, I'hyperaffénis’explique par une anomalie
structurale localisée de facon spécifique a certaimones de la molécule d’Hb. Cette
anomalie intéresse souvent le contadt2 ou se situe l'essentiel du mouvement qui
accompagne la transition de la forme R vers la @0imQuelques mutations interferent avec
la liaison entre le 2-3 DPG et I'Hb. D’'autres capendent a un changement d’un acide aminé
dans la portion C terminale d’'une des chaines dbimg qui interfere avec la liaison avec
I'héme.

Dans les cas les plus séveres, I'affinité de I'Hitém est identique a celle d’une chaine

de globine isolée et toute la coopérativité ente molécules est abolie. Il en résulte
habituellement une polyglobulie grave.
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L’existence de signes cliniques est directementétée a I'existence d’'une polyglobulie
et a son importance. Ces signes cliniqgues sonletoént aspécifiques et sont a mettre en
rapport avec le syndrome d’hyperviscosité (érythifasiale et muqueuse, céphalées, vertiges,
acouphénes, érythromélalgie...).

D’un point de vue biologique, outre la polyglobulieexiste fréquemment une carence
martiale associée, s’expliquant par l'augmentatides besoins en fer, induits par
'augmentation de I'érythropoiese. L’associationrE carence martiale et d’'une polyglobulie

inexpliquée est également évocatrice du diagnfgtic

2.3.Polyglobulie par déficit en 2-3 DPG

En pathologie, un déficit congénital en DiphosPHge€ro-Mutase, enzyme qui
contrdle la production du 2-3 DPG, entrainant uarerce de ce dernier, ce qui conduit a une
augmentation de l'affinité de I'Hb pour I'oxygéneé donc a une moindre libération de
I'oxygéne aux tissus périphériques.

Tout comme pour les mutants hyperaffines de I'hdologe, en dépit d'une PaO2
normale, le capteur rénal percoit une hypoxie,@tda production d’érythropoiétine (EPO)
ce qui conduit a la polyglobulie. Les polyglobulgar déficit en 2-3 DPG sont encore plus
rares que les polyglobulies liées aux mutants faffiees de I'Hb [61].

2.4.Méthémoglobinémies
La méthémoglobine est un produit d’oxydation debl'ttans lequel le fer, qui est passé
de I'état ferreux a I'état ferrique, a perdu somngmr de fixer 'oxygéne. A I'état normal, le
sang renferme moins de 2 % de méthémoglobine. @a ga méthémoglobinémie en cas de
présence de méthémoglobine dans le sang en quambitdhalement élevée.
C’est grace a un systeme enzymatique intraérythmoeydont fait partie I'enzyme
cytochrome b5 réductase (encore appelée méthénioglaigductase) que le taux de

méthémoglobinémie est maintenu en permanence sowede 2 %.
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Les méthémoglobinémies congénitales sont excepllmm Il en existe 3 types, chacun
pouvant étre associé a une polyglobulie modérég@mioglobine M, déficit en nicotinamide-
adeénine dinucléotide (NADH)-cytochrome b5réducttsaéficit en cytochrome b5 [61].

Quel gue soit le variant d’HbM, la mutation ente@ime oxydation de I'atome de fer de
I’'hnéme de la chaine mutée, formant ainsi un déshvénolate ou carboxylate trés résistant a la
réduction enzymatique cellulaire [7]. L'HbM corres a un tétramere hybride ou un type
de chaine est a I'état Fe3+, et 'autre a I'étatmad Fe2+, entravant la fixation et le transport
de I'O2. Les chaines normales restent capablesadsporter I'oxygéne. La mutation peut
toucher la chaine de globirecomme la chain@, certaines mutations touchent méme la
chainey, entrainant alors une cyanose néonatale, qui seutréspontanément avec le
remplacement progressif de 'Hb F par de I'Hb A.

Cliniguement on observe une cyanose isolée cutanégpeuse, présente des la
naissance quand la mutation touche la chaifjerésente dans I'Hb F), et d’apparition plus
intense et a partir de I'age de 3 mois pour lesatians touchant la chairie progressant au

fur et a mesure du remplacement de I'Hb F par IAHI62].

52



TECHNIQUES D’ETUDE DE

L’HEMOGLOBINE
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. QUAND RECHERCHER UNE ANOMALIE DE
L'’HEMOGLOBINE ?

A. Circonstances du diagnostic
Plusieurs situations peuvent conduire a la recleeddlme anomalie de I'Hb, dont :

» Le diagnostic étiologique d’anomalies biologiques :

v Anomalie de I'hémogramme (anémie, microcytose, gspalyglobulie)
et/ou du frottis sanguin (hématies cibles, drépgiuse, poikilocytose,
ponctuations basophiles, corps de Jolly)

v' Signes d’hémolyse (bilirubine libre augmentée, bglatbine effondrée)

v' Découverte d'une fraction hémoglobinigue anormale aurs d’'une
exploration électrophorétique ou chromatographighez des patients
explorés pour des raisons hématologiques, génétigue métaboliques
(Hémoglobine A glyquée « HbAlc »,...).

» Le diagnostic étiologique d’anomalies cliniques :

v' Anémie hémolytique

v" Polyglobulie

v' Cyanose

v' Signes d'anémie (péaleur cutanéo-muqueuse, asthdgsmnée, souffle
cardiaque)

» Les consultations prénatales chez la femme encdigtienie « a risque » (Afrique,
bassin méditerranéen, Asie, Antilles) avec étudehégenoglobine également chez
le conjoint si nécessaire

e Le dépistage systématique chez un nouveau-né iBetlite « a risque », avec
confirmation de ce dépistage périnatal par étuaepbete de ’lhémoglobine a 1 mois
chez les enfants F/S

* L’enquéte familiale suite a la découverte d'une bglobinopathie chez un
proche[13, 63, 64].
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B. Les signes d’appel
Le caractere familial du signe d’appel, souventoai®s a un contexte ethnique
particulier, est un élément important d’orientatidh n’est, cependant pas absolument

constant

1.L’anémie

L’anémie est le signe le plus fréquent. Elle es$ trariable dans son intensité ; tous les
intermédiaires existent entre les porteurs sainge®tformes extrémes des thalassémies
majeures. Dans le cas d’un mutant de I'Hb, 'anéesienormocytaire et une microcytose doit
faire rechercher une thalassémie associée ou ueecesen fer.

Dans les thalassémies, la microcytose est coestargc une TCMH abaissée et une
CCMH normale. Le fer sérique est normal ou parénigmenté. Les signes d’hémolyse sont
variables. Le taux de réticulocytes est égalemanible. La splénomégalie est fréquente,

parfois associées a une hépatomégalie [65].

2. Microcytose isolée
La microcytose isolée, sans anémie ni diminutiotadgdérémie, est fréequente dans les

thalassémies hétérozygotes.

3. Polyglobulie
Une pseudoglobulie microcytaire est en faveur d’giikalassémie hétérozygote. Une
polyglobulie vraie, démontrée par une élévationadenasse globulaire, doit faire évoquer,
surtout chez un sujet jeune, une augmentationadiénité de I'Hb pour 'oxygene, due a une

Hb anormale ou a un défaut de synthése du 2,3 BB[G |

4. Cyanose
Une cyanose est observeée chez les porteurs d'und etbexceptionnellement dans les

cas de diminution de l'affinité des globules rougesr I'oxygene. Il est important d’explorer
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I'Hb dans ce cas avant d’envisager des investigatiavasives telles gu'une cathétérisation

cardiaque.

5. Autres signes
Parmi les signes évocateurs d’'une maladie de [fifjoirent également les lithiases
vésiculaires et les urines épisodiqguement foncéas gertaines Hb instables.
Enfin, 'Hydrops foetalis est la présentation clgae desu-T homozygotes observées

exclusivement dans les populations asiatiques [65].

C. Enquéte biologique
Avant toute recherche d’anomalie de I'Hb, un bilznlogique relativement complet

doit étre realisé, il comprend les parameétres siisva

1. HémogrammeéTableau V)
Il reprend les parametres de base qui sont :
v la numération des globules rouges en T/L
v" I'hémoglobine en g/dL
v" le VGM ou volume globulaire moyen en Fl
v la CCMH ou concentration corpusculaire moyenne émdylobine en
g/dL
v" la TCMH ou teneur corpusculaire moyenne en hémagtoén pg
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Tableau V : Valeurs de référence de la numération globulairetales parameétres
érythrocytaires en fonction de I'age et sexe [66].
Paramétres lere 8 jours | 3 mois 6 als Adulte
. i 3 a hans
(unites) semaine | a3 mois | a3 ans ans ITomme | Femme
Hematics
5.0 3.6
(I/L) 3,8a4.8 41a53 |40a54| 45a58 | 38454
a 6.0 a 5.2
1. encocyres 10.0 6.0 6.0 5.0 5.0
4.0a 10,0
(G/L) 4300 a 18,0 415.0 413.0 411.0
Plagquettes 150 150 150 150 150
150 a 400
(G/L) a 400 a 400 a <00 a 400 a 400
ITemoglobine 14.5 11 11 a 12 13.5 12,5 a
11a16
(g/dL) 4225 a 13,5 13.5 a 11,5 al7.5 15.5
Hematocrite
44 4 58 3JBad4 | 30a44 | 36a44 37T a4s 40 a 50 37 447
(%n)
VGM (1) 1004120 | 85a96 | 70a86 | 73489 T7Ta9l 82a98
TCMH (pg) 34338 24a34 | 23a31 | 24a30 24 a 30 =ou=27
CCMH
32436 2a36 2a36 | 32a36 32436 32a36
(z/dL)

Ces valeurs vont nous permettre de déterminey gliine anémie et de caractériser sa

nature.

Enfin on portera une attention particuliere auwepttlles anomalies morphologiques

des érythrocytes (poikilocytose, drépanocytesulesicibles...) et on notera la présence

eventuelle d’inclusions érythrocytaires (corps damvell-Joly, corps de Heinz, ponctuations

basophiles...)

1.1.Hémoglobines anormales

7
L X4

Drépanocytose [45]

» Forme homozygote

* L’hémogramme sert a surveiller I'état basal : nuatién formule sanguine et

réticulocytes avec anémie hémolytique régénérgkibe= 7g/dL, réticulocytes : 200-
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600 G/L), hyperleucocytose >15 000 /mm3 et hypewptttose > 400 000/mm3. Seul
le taux d'Hb est donné dans le tableau I, lesmaties hématologiques variant selon
le génotype, I'age et le sexe des patients, aveditférences selon que I'examen est
réalisé au cours d'une phase stationnaire ou as dawne crise aigué ou de
complications.
Frottis sanguin:

v Erythroblastose, poikilocytose

v" Quelques drépanocytes spontanés

v' Corps de Jolly (hyposplénisme acquis)
Test de falciformation entre lame et lameltest ’'EMMEL +

» Forme hétérozygote

v' Hémogramme normal, pas de drépanocyte circulant

v Falciformation provoquée positive
% Hémoglobinose C [45]

» Forme homozygote :

Le taux d’hémoglobine est entre 10 et 13 g/dL,al 00-200 G/L de réticulocytes, 50 a

90% d’hématies en cible. A I'électrophorése de I'HitbC > 90%, HbA2 absente, HbF 3 a

» Forme hétérozygote :

C’est une maladie inapparente. Le diagnostic es# bar I'électrophorése de I'Hb.

1.2.Les thalassémies
% p-thalassémies [35]
> PB-thalassémie homozygote majeure
v Anémie sévere, intensément microcytaire et hypaokigeu régénératif,
les réticulocytes sont normaux
v' Frottis: dysérythropoiése : anisocytose, poikilosg, microcyte,
annulocytose, il existe des GR en cible et destpations basophiles
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> PB-thalassémie hétérozygote
I montre une microcytose, souvent sans anémie.pdut méme exister une
pseudopolyglobulie avec augmentation du nombre Rar@ais le taux d’Hb et I'hnématocrite

sont normaux. Les réticulocytes sont normaux ougugimentés.

% a-thalassémies [35]

Dans lesi-thalassémies 2, le volume globulaire moyen estetunormal.
Dans lesi-thalassémies 1, le frottis sanguin montre uneanidose, une hypochromie
et des cellules cibles.
Dans I'hémoglobinose H, on observe :
v'une microcytose importante (souvent inférieur d60
v’ des anomalies de la morphologie érythrocytaire polfiromie, ponctuations
basophiles, schizocytose, cellules cibles...

v une réticulocytose supérieure a 5 %.

2. Bilan martial

Avant de rechercher une éventuelle hémoglobinopathest impératif d’éliminer une
anémie ferriprive.

En cas de carence martiale : La ferritine sangestediminuée (< 2Qg/L chez la
femme, < 3Qug/L chez ’homme et la femme ménopausée), souvféoridrée.

Le fer sérique est diminué (< 1imol/L), souvent effondré. Seul il n'est pas
interprétable et doit étre associé a un autre erantransferrine qui est augmentée, capacité
total de fixation de la transferrineaugmentée), coefficient de saturation de la transée
(diminué).

Le contraste entre une hypochromie et une ferrntiaénormale ou augmentée élimine
une carence martiale, évoque un syndrome thalaggémi(carence martiale et syndrome
thalassémique peuvent étre associés ; le diagraestitalassémie ne pourra étre fait qu'apres

correction de la carence martiale) [65].
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3. Bilan inflammatoire

Sidérémie et ferritine : la sidérémie est bassecams des carences martiales comme au
cours des syndromes inflammatoires. Pour lui donngpouvoir discriminant, il faut coupler
cet examen a I'étude de la capacité totale deidinate la transferrine (ou sidérophiline), qui
est élevée dans les carences martiales et pas lesmnsyndromes inflammatoires. Plus
simplement, la ferritine est basse dans les casemzgtiales et normale ou élevée dans les
syndromes inflammatoires.

La vitesse de sédimentation et surtout la CRP: dertions examens de dépistage des
syndromes inflammatoires

L’ haptoglobine et lI'orosomucoide sont élevées d&msplupart des situations
inflammatoires, elles sont considérées comme las @pécifigues des protéines de

l'inflammation [65].

4. Bilan d’hyperhémolyse
I comprend notamment le dosage de la bilirubiteeliet conjuguée, le dosage de
I'haptoglobine, et éventuellement la quantificatide la LDH, permet de confirmer le

caractére hémolytique de I'anémie [65].
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I.STRATEGIE D’ETUDE DE L'HEMOGLOBINE

Selon le contexte, I'exploration des hémoglobinbjeet passe par la mise en ceuvre de
techniques de premiere intention dont les exameémadisables en urgences, puis des
techniques de deuxieme intention [67]. L'isoéleftcalisation ou I'électrophorese a pH
alcalin est en premiere intention, et au moins laroBatographie Liquide a Haute
Performance (CLHP) en complément qui permet unentfication précise des fractions
mineures de 'Hb (Hb A2 et Hb F).

La nomenclature des actes de biologie médicale,ntuipas changé depuis 1996,
précise que 3 techniques au minimum sont nécesgaing la recherche d’une anomalie de
I’'hnémoglobine (au moins une technique d'électrogkeret 2 autres testéipure 23).C’est la
complémentarité de celles-ci qui permet d’'étrelles gxhaustif possible dans le dépistage des
anomalies de I'Hb. En effet, le changement de kg électrique de I'Hb selon la technique
utilisée entrainera une modification de sa migratee qui explique la nécessité de combiner
ces différentes méthodes. De plus, il faut a las fbénéficier d’'une bonne technique
séparative, mais qui nous permette également ummtijoation précise des fractions
mineures que sont I'Hb A2 et I'Hb F, utile pourdegnostic des thalassémies. En effet, une
augmentation de I'Hb A2 et de I'Hb F orientera ptuters uneB-thalassémie alors qu’une
diminution de I'Hb A2 nous dirigera d’avantage véasrecherche d’une-thalassémie. La
quantification des variants anormaux est aussigsaie pour éliminer par exemple une

thalassémie associée [64].
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Focalisation isoélectrigue
ou électrophorese a pH alcalin

Profil normal Profil anormal
Mize en évidence d'une Hb anormale

Test de solubilité Electrophorase sur gel
(test d'Itano) d'agar (pH6) ou CLHP

eléments de caractérisation

Dosage de la fraction anormale
(de préférence par CLHP)

Dosage de I'HbA; et de I'HbF

= Mise en évidence dun frait Bthalassémigue
(de préference par CLHP)

Figure 23: Stratégie proposée par la SFBC pour la recheatthee anomalie de
I’'hnémoglobine [64].

A. Techniques d’étude séparatives

1. Prélevement
Le prélevement se fait en général sur EDTA, parfais héparinate de lithium.
L'utilisation d’ACD (adénine citrate dextrose) corananticoagulant permet une meilleure
conservation de I'échantillon. Un volume de 5 mLs#mg est suffisant pour une étude de
I'Hb par les techniques de premiére intention. &egstotal se conserve huit jours environ au
réfrigérateur,1 mois a -20 °C et quelques mois &C8 cependant la suspicion d’'une Hb

instable doit faire réaliser les analyses desdapton du prélevement.
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L’étude des Hb doit se faire a distance (4 moishodie transfusion et en I'absence de
carence martiale de préférence. En effet lors daamence martiale, la fraction A2 de I'Hb est
la premiére touchée. Cette carence peut donc masmeg-thalassémie hétérozygote ou
conduire a évoquer a tort la présence duntiealassémie mineure. Lors de la recherche d’'une
hémoglobinose, I'exploration peut étre réalisée mé@m présence d'une carence martiale.
Une demande d'étude de I'Hb doit s’accompagner etesgignements cliniques tels que
I'origine géographique du sujet, les circonstancegivant 'examen, les statuts martial et
transfusionnel du patient, les résultats de la matish formule si non pratiquée dans le

méme laboratoire [67].

2.Electrophorése de I’'hnémoglobine
Historiguement, I'électrophorése s’est imposée cemm méthode de choix pour

I'identification et la quantification des différesst fractions de I'Hb.

L’électrophorése implique la séparation d’espédeargees sous l'influence d'un champ
électrigue, généralement basée sur leur rapporrgelmasse. Cette technique est
particulierement bien adaptée a I'étude de I'Hbntdies principaux variants peuvent étre
distingués par des rapports charge/masse différaitialement développée par Tiselius dans
les années 1930, I'électrophorése en veine liquieldisée dans un tube en U, a par la suite
été supplantée par I'électrophorése de zone, peigans une trame solide imprégnée d’'une

solution tampon [68,69].

2.1. L’électrophorése de zone a pH alcalin (pH = 8,6)

Sur support solide (acétate de cellulose ou agprese encore une technique
largement utilisée. A pH alcalin, les Hb sont cléasg négativement et migrent vers I'anode
(+). Si le variant de I'hémoglobine présente urdacaminé de surface ayant un résidu qui
modifie sa charge, soumis au champ électriquey étve séparé de 'HbA. On parle de mutant
« rapide » s'il est plus chargé négativement gdbA et donc migre plus prés de I'anode que
I'HbA, ou de mutant« lent » s'il est moins chargggativement et donc migre moins prés de
I'anode que I'HbA.
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La coloration avec un colorant protéique (amidosatavou rouge Ponceau)permet une
meilleure visualisation des bandes. La séparaties mrincipaux mutants d'intérét a pH
alcalin est représentéfgure 24). Cette technique permet donc la séparation desipaies
hémoglobines : HbA, HbF, HbS/D/G et HbC/E/O-Arab][7

Les limites de I'électrophorése de I'Hb a pH alcati : Une premiére limite est liée au
principe de I'électrophorese et a la structure 'Hé.lEn effet, I'électrophorése met en
évidence des mutations ayant un retentissementlaswharge électrique globale de la
molécule. Or, il existe des mutations qui ne medifipas cette charge. C'est le cas, entre
autres, des mutations concernant les zones dect@mtize sous-unités et la poche de I'heme.
Ces mutations auront souvent un retentissemenéeswaptitudes fonctionnelles de I'Hb. Pour
les mettre en évidence, il sera nécessaire dedppel a des tests complémentaires autres que
I'électrophorése.

Une deuxieme limite est liée aux conditions techagjde I'électrophorese ; la charge
électrique globale d'une protéine dépend en effgildl du tampon dans lequel elle se trouve.
Des Hb différentes peuvent avoir une méme posélentrophorétique a un pH donné ; elles
ne seront séparées que sur des tracés électrapgberétilisant des tampons a d'autres pH
[65].
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Figure 24 : Electrophorése a pH alcalin : position des difféeerhémoglobines [65].

2.2. L’électrophorese a pH acide
Cette technique compléte I'électrophorese a pHlialcha migration des Hb sur gel
d'agar en citrate a pH acide n'est pas a proprepehér une électrophorése puisque la
migration n'y est pas en rapport avec la charges@s conditions, I'Hb se lie de fagon
réversible a l'agaropectine, et le complexe fornigrenvers I'anode. D'autre part, le courant
d'électro-endosmose provoque une diffusion contiraxs la cathode. Ces deux mouvements
de directions opposées séparent donc les Hb emidorae leur affinité pour lI'agaropectine.
Cette affinité est directement liée a la conforomatile certaines régions de la molécule, en
particulier celle ou se situe la substitution dbB, et toutes les zones impliquées dans les

interactions avec les anions [71].

Son principal avantage est qu’en complément dedtéphorese a pH alcalin, elle peut
séparer I'HbS des mutants « S-like », et 'Hb Q’'dBE.
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Ces deux technigues présentent I'inconvénient e’émnsommatrices de temps et de
main d'ceuvre. En outre, elles manquent de précigioar la quantification des Hb en
concentrations faibles, comme I'Hb A2, et pour éedtion des variants a migration rapide,
comme I'Hb H ou I'Hb Bart’'s. Il est méme maintenaadmis que la quantification des
variants par densitométrie manque de précisioruetogs deux techniques d’électrophorése
doivent étre utilisées a visée qualitative. Ellestslonc aujourd’hui le plus souvent utilisées
combinées a une autre méthode, principalement lanwtographie liquide de haute
performance (CLHP) [2,64].

HBA1
HbA2
HbD
HbC HbS HbE HbF

-
® ” o

Electrophorégramme sur agar, |

Origine

Figure 25: Electrophoréssur gel d’'agar a pH = 6 [71].

2.3. Isoélectrofocalisation (figure 26)

Cette technique semi-automatisée, permet la sépardées Hb en fonction de leur
point isoélectrique dans un gradient de pH (pHpBa8), sous voltage élevia visualisation
définitive des fractions hémoglobiniques est réalipar une bréve fixation par l'acide
trichloracétique. Cette méthode permet, d'une peggeparation rapide de la plupart des Hb,
notamment les Hb C et E, ou S et D, et d'autre pHe permet la mise en évidence d'Hb

instables non identifiables par les techniquessaiages d'électrophorese a pH alcalin. De
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plus, grace a la bonne séparation de I'Hb F eHieA, la focalisation isoélectrique constitue
la méthode de choix dans le dépistage des hémogloaihies chez le nouveau-né.

Limites de la technique: cette technique présente l'inconvénient de reepgmmettre
d’effectuer un dosage précis des diverses fractmome différencier Hb S de Hb D, Hb G et
Hb Lepore, non plus que Hb C et Hb E de Hb O-AG].|

Aging
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+

Ys - ; Y
L.—.-ni“ e i e
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A
- -‘ - -
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S/B+Thal Constart A/C S/S AD
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Figure 26 Isoélectrofocalisation en gel d’agarose [64].

Cependant, ces techniques électrophorétiques nteslaissent de plus en plus place
a I'électrophorese capillaire, rapide et automatidén effet, cette derniere, dont le principe
sera décrit plus précisément dans le chapitre syiy@rmet une quantification précise des
différentes fractions de I'Hb, semblable a celldal€LHP. Elle est donc aujourd’hui en plein
essor et fait 'objet de développements commerciaportants. Ainsi, Sebia a commercialisé

le systéme Capillarys® en 2001, puis le systemaddp® en 2007.
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2.4.Electrophorése capillaire
2.4.1 Principe
L’invention de I'électrophorese capillaire remorétela fin des années 1960, quand
Hjertén puis Everaerts et Keulemans réussirennér@er les problemes de convection, lies a
I'effet Joule et rencontrés en électrophorese gppart solide, en réalisant I'électrophorése
dans des tubes en Téflon [72, 73].

Classiquement, I'électrophorése capillaire estiguat dans un capillaire de silice
fondue recouvert d’'une couche de polyimide de 20@um de diamétre interne et de 20 a
200 cm de longueur. Le capillaire, placé dans wiésye de thermostatisation, est rempli
d’'une solution tampon et plonge dans deux résenamntenant cette méme solution. Chaque
réservoir est connecté a une électrode reliée génarateur de courant. Une forte différence
de potentiel (plusieurs milliers de volts) est a&guote aux bornes de chaque capillaire pour
séparer les molécules sur la base de leur rappage/masse. L'appareillage comporte
également un systeme de détection, le plus souwvespectrophotometre UV-visible, en lien
avec la longueur d’'onde d’absorption spécifique désoglobines a 415 nifrigure 27)
[68,72, 73].
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Figure 27: Représentation schématique d’'un appareillage diélgicorese capillaire [73].

Cette technique, basée sur une séparation éladdtmpie, est caractérisée par
I'interface solide-liquide entre la paroi du cagite en silice et I'électrolyte qui le remplit. En
fonction du pH du tampon, les groupements silagielda silice s’'ionisent, conférant a la
paroi des charges négatives a l'origine du fluxtébeosmotique, plus ou moins important,
orienté vers la cathode. D’autre part, chague nutdéchargée est caractérisée par sa propre
mobilité électrophorétique dans un tampon de pHhdonelle-ci étant fonction de la charge,
taille et forme de la molécule et de la viscositéaimpon. Dans un tampon de pH donné, les
molécules chargées sont alors séparées en fortttifiox électrophorétique, dépendant de la
mobilité électrophorétique de la molécule et dunghalectrique appliqué, et en fonction du

flux électro-osmotiquéFigure 28)[72, 73].
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Figure 28: Principe de I'électrophorése capillaire, carast&ipar la présence du flux
électroosmotique a l'interface entre la paroi dpiltzire et le tampon [74].

L’électrophorése capillaire a connu un développdnraportant et a donné naissance
a toute une famille de techniques telles que Eisbbphorése capillaire, I'électrophorése
capillaire en zone et la focalisation isoélectrigagillaire notamment [73].

Ainsi, les premiéres analyses de I'Hb par électoogbe capillaire ont été réalisées en
1975 par Arlinger qui a mis au point une technidiisotachophorese. Dans cette technique,
le capillaire est rempli par un électrolyte meneler mobilité plus élevée que celle des
analytes et un électrolyte terminal de mobilitéspfaible. L’échantillon est placé entre ces
deux tampons et les analytes se séparent en bagmlefonction de leur mobilité
électrophorétique. Cependant, les séparations wégeprésentaient I'inconvénient de ne pas
étre suffisantes, complétes. De ce fait, peu ddodgéss utilisant ce principe ont fait I'objet de
publications [73, 75].

Par la suite, I'électrophorese capillaire en zat&ssique, a beaucoup plus été étudiée
et utilisée pour le diagnostic des hémoglobinogathiAinsi, dés 1991, Chen a réalisé la
séparation des Hb A, S et C par électrophoresdlaiapien zone a pH alcalin (8,6)avec des
résultats comparables voire supérieurs a ceux obtenr support solide, dans des temps
d’analyse relativement courts (8 minutes) [76]. ias méthodes similaires ont été ensuite

évaluées. Par exemple, Jenkins a développé unedeéttomparable en termes de capillaire
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et de pH permettant une détection et une quarttdicasatisfaisante des Hb S, D et E, sans
toutefois parvenir a séparer I'Hb F de 'hémogl@i[73, 77]. En 1999, I'équipe de Cotton,
de méme que Mariet al, a montré qu’un recouvrement dynamique des palwisapillaire
par des polyméres chargés permettait d’obtenirseéparation tres reproductible et trés rapide
(5 minutes) des variants les plus courants [78].

Une autre technique d’électrophorése capillairépdalisation isoélectrique capillaire,
a ensuite été mise au point par de nombreusesesjaipdébut des années 1990 [73]. Il s’agit
de l'une des méthodes les plus résolutives sur astumolide, permettant d’excellentes
séparations dans des temps d’analyses raisonnal@gsrincipe général de cette méthode
consiste en une focalisation de I'Hb dans une olud’ampholytes créant un gradient de pH
de 3 a 10 dans un capillaire neutre, avec recowmermpermanent des parois. Parmi les
eéquipes ayant développées cette méthode, on pentZhu et Molteni [79].Ceux-ci ont
montré la séparation de variants courants (Hb SCHblb E, Hb G Philadelphia) ainsi que
celle d’'Hb anormales associées authalassémies (Hb H, Hb Bart’'s).D’autres équipes on
obtenu des résultats similaires, dont Magial. [80], ainsi que Hempet al.qui a également
étudié la séparation de variants plus rares esamegvidence certaines limites de la méthode,
comme par exemple une mauvaise séparation des Hb €;Harlem et Hb O-Arab [81, 82].

L’électrophorése capillaire s’est donc rapidemempasée comme méthode de choix,
au méme titre que la CLHP, pour I'étude des hénimgbpathies. De plus, elle présente un
intérét économique : bien que le colt matériel soinparable a celui de la CLHP, les
dépenses en réactifs sont nettement moindres.f&n lefprix d’'un capillaire est trés inférieur
a celui d’'une colonne de chromatographie et lesimes de tampon utilisés sont bien plus
faibles, de I'ordre de 1000 fois moins. Ses perforoes analytiques, combinées a un codt
raisonnable, ont contribué au développement raghidgysteme d’électrophorése capillaire en
zone Minicap® commercialisé par Sebia, fondé sumkime technologie que l'appareil
Capillarys® [73].
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2.4.2. Electrophorese capillaire en zone MINICAP

Le Kit MINICAP HEMOGLOBIN permet la séparation enilimu basique (pH 9,4)
des Hb du sang humain (A, F et A2) et la détedties principales Hb anormales (notamment
S, C, E et D) par électrophorése capillaire dasy$téeme automatique MINICAP.

Le systeme MINICAP permet de réaliser toutes leguséces de I'électrophorése
jusqu’a 'obtention du profil des Hb pour I'analygealitative ou quantitative. L'analyse peut
étre réalisée sur ’hémolysat de globules rougdsrsntés, centrifugés ou lavés, a partir de
sang prélevé sur anticoagulant contenant de I'ERofassium ; en effet le lavage des
globules rouges n’est pas indispensable.

Les Hb, séparées dans des capillaires en silicdutgrsont détectées directement au
niveau d’une cellule sur le capillaire par spedimpmeétrie d’absorbance a 415 nm, longueur
d’onde d’absorption spécifique des Hb.

Les profils électrophorétiques sont analysés vieoant pour détecter les anomalies.
La détection directe donne automatiquement une tiication relative précise de chaque
fraction individualisée dont les Hb présentantniterét particulier, telles que I'Hb A2 pour le
diagnostic deg-thalassémies. De plus, la bonne séparation digsatifes fractions permet de
détecter des variants de I'Hb, en particulier, d&kncier 'Hb S de I'Hb D, et I'Hb E de
I'Hb C.

La quantification de 'Hb A2 est également posstteprésence d’Hb E [83].

a) principe

Le systéme MINICAP utilise le principe de I'élegitwrese capillaire en solution libre,
qui présente la forme la plus courante de I'élgdioyese capillaire. Il permet la séparation de
molécules chargées en fonction de leur mobilitét@ehorétique propre dans un tampon de
pH donné, et selon le pH d’électrolyte, d'un fluraro-osmotique plus ou moins important.
Le systeme MINICAP comprend 2 capillaires en pafa)lpermettant 2 analyses simultanées.

Sur ce systéme, l'injection dans les capillaireslI'dehantillon dilué dans la solution
hémolysante est effectuée a l'anode par aspiratianséparation est ensuite réalisée en

appliguant une différence de potentiel de mill@esvolts aux bornes de chaque capillaire. La
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détection directe des Hb est effectuée a 415 ni cdtthode. Avec le tampon utilisé a pH
basique, I'ordre de migration des principales Hiomrades et anomales est le suivant, de la
cathode vers I'anodesA2 (variant d’A2), C, A2/0O-Arab, E, S, G-PhiladelphF, A, Hope,
Bart, J, N-Baltimore et H [83].

b) Interprétation des profils électrophorétiques [8485].
* Les profils électrophorétiques normaux
» Chez l'adulte :
Chez 'adulte normal, la concentration relativeymntages) de chaque fraction d’'Hb
détectée sur I'électrophorese capillaire a 415nnaesuivante :
Hémoglobine A : comprise entre 96,8 et 97,8 %
Hémoglobine F : < 0,5 %

Hémoglobine A2 : comprise entre 2,2 et 3,2 %

Electrophorése des hémoglobines
2§  Ziezi3 ziz Z1L g 28z mzzEa 2
Hb A
Hb A2
= Rl !
[ 0 40 L an w0 ma - e A0 200 _"PU"- D0 M0 80 o
MNom Yo MNormales % MNoermales g/l
Hb A 974 2.8 -97,8
Hb A2 2,6 22 372

Figure 29: Profil électrophorétique normal chez un adulte
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> Chez le nourrisson avant 6 mois

de I'Hb F. le profil adulte est

7

, aveegence

L’Hb devient majoritaire a partir de 3 mois

A

atteint entre 6 et 12 mois d’age.

e ool e e i e it

Z15

74.1
24.2
1.7

Hb A

Figure 30 : Profil électrophorétique obtenu chez un jeune d@nfan

-né

> Chez le nouveau

A la naissance, le pourcentage d’'Hb A est de 150%,3tandis que I'Hb fcetale

-né.

80% de I'Hb du nouveau

te 60 a

représen
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Figure 31 : Profil électrophorétique d’un nouveau né de 3 sag®i

Anomalies quantitatives

» Lesp-thalassémies

Elles sont caractérisées par la diminution ou étme synthese des chaines 3. La
synthése de I'Hb Ad@2, p2) est, soit diminuée ou arrétée. Les pourcentdgedHb F et A2
sont augmentés. La technique MINICAP HEMOGLOBIN(&)pet, a partir des valeurs des

différentes fractions d’Hb, de détecter les cap-tlealassémie homozygote et hétérozygote
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B-thalassémie hétérozygote :

Electropfiorése des hémog Iobrnes
Zis zyazra L Zrl Z10[P9) Zu Zo. . Z5 24 [Z3]:Z22 zZ5
i Hb A |

i HbAZ

2z0 240 = asn F1=

Normales g/i

Figure 32 : Tracé électrophorétique d’'uifiethalassémie hétérozygote

Le profil desp-thalassémies hétérozygotes est caractérisé parauwgmentation de
I'HbA2 (> 3,3%), généralement entre 4 & 6 % et teF qui peut étre normale ou peu
augmentée (2 a 7%) dans 30 a 50% des cas.

p-thalassémie homozygote

Au cours desp-thalassémies homozygotes, la classification dépdmda synthése
diminuée des chain@s(B+) ou suppriméepQ). La distinction entre les thalassémies de forme
majeurs ou intermédiaires n‘est possible qu'apfasigurs mois de vie, apres que I'Hb F ne

masque plus I'anomalie de synthése de I'Hb A.
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Electrophorése des hémoglobines

Ho A

MNom % Normales % Normales g/l

Hb A 71,8 f - ZiaE R
Hb F 21,1

Hb A2 71

Figure 33 : Profil électrophorétique d’'ungt+ thalassémie

» Lesa-thalassémies
L’exces de synthese des chairnfeset y par rapport aux chaines provoque la
formation de tétrameres sans chaine
Hémoglobine Bartz4,

Hémoglobine H4.

T Az T2 |Zofpioml = | I | |m|2s = T s 4zid 7 mnlzelmlze | o lzelzlze |zl 2
HoF o F
Hb &
]
\ Hb Bart'd
i Hin Al
l [ 1

I
Sang de bébé avec Hb Bart's

Sang de bébé (agé de 3 semaines)
Baby blood sample with Hb Bart's

Baby blood sample (3 weeks old)

Figure 34 :Profil électrophorétique d’Hb Bart’s
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L’Hb H posséde un point isoélectrique relativemieas. Dans la technique MINICAP
HEMOGLOBINE, elle migre en position plus anodiqueed’Hb A (et peut étre présente sous

la forme d’'une ou de plusieurs fractions).

* Anomalies qualitatives
» Heémoglobine S
Dans la technique MINICAP HEMOGLOBIN(E), en tampaitalin, 'Hb S migre
entre les fractions A et A2, a environ 1/3 de Eafice A-A2, du cOteA2.

Drépanocytose homozygote :

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

Dans lafigure 35, un taux d'Hb S en moyenne entre 77 et 98 % pedf@ebquer une
drépanocytose homozygote SS associée ou non acdthalassémie, ou un syndrome
drépanocytaire S0 ; en cas de aithalassémique associé, il peut y avoir atteiiua deul

géene (sujets S&-/ an) ou de deux genes (3S/ a -).

Hb S =77 a98%
Hb F=2a20%
Hb A2=23a3%
Figure 35: Profil électrophorétique d’'un sang avec varianhbaygote HbS
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Drépanocytose hétérozygote :

Electrophorése des hidmoglobines
Zis Z14Z13  ziz [ ZI0 zroleo) F6 . ZT | po [EElis [EEjize  Zt
{Hb A :

S

ﬁ Z0 a0 EQ g0 IDD__r“1;l_ 1: ol 263 230 o
Mom o MNormales 0% MNormales g /I
Hb A 59,8
Hb S 36,8
Hb A2 3,4

Figure 36 : Tracé électrophorétique d’'une hémoglobinose S b&y§ote

L'Hb S représente une fraction de I'ordre de 39% 4le I'hnémoglobine totale. Le taux
I'Hb A peut atteindre 60 a 65%, tandis que le tdilktb A2 est variable car le dosage de I'Hb

A2 peut étre I'objet d’'une contamination par dexfions dérivées de I'Hb S.
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S hétérozygotes eii-thalassémies associées :

Electrophorése des hémoglobines
Z£15 Z14Z713 =i Z11 ZI0[F9] Z8 W ZT Z6 [Z5lz4 [Z3]:22! Zi
Rb A

MNom L Nomales %% Normales g/l
Hb A 5 53,2
Hb S 23,2
Hb A2 2.6

Figure 37 Electrophorése d’ Hb S hétérozygotes associéela@c-thalassémies

Cette association est caractérisée par une diromuli taux de 'Hb S en fonction du
nombre de génes délétés : un seul genedélété, le taux de I'Hb S se situe entre 30 a

35%deux génes délétés, le taux de I'Hb S est inférieur a 30%.

Hétérozygotie composite S/C
Les hétérozygotes composites (SC), chez qui I'@pborese de I'Hb montre

50%d'HbC et 50% d'HbS(figure 38), associé a une anémie modérée microcytaire ou

normocytaire
lIs doivent étre considérés comme des drépanoegtdiomozygotes SS, bien que la

symptomatologie soit en général un peu moins saugeechez les sujets SS.
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Efectropfrorese des fémoglobines

Hb

Hb S

& = o e =0 00 2o asa ted Ten  ome oo 2e0 280 =0 3o

Non Yo Normales %o MNormales g /1
Hb F Ca,s =

Hb S 50,0

Hb A2 ==

Hb C 45,1

Figure 38: Tracé électrophorétique d’'une hétérozygotie conp&iC.
» L’hémoglobine C

Hb C hétérozygote :

1% I

IE3 e IENATE) I | E ) I (T8 28T
| | | 1

]
o
]

boE - :
| [y | | o bz ] |
N  CEEERE |

i 1 I 1 1 1 Illl L0 H
B e e S RS

Figure 39: Profil électrophorétique d’'un sang avec hémoglosenC hétérozygote

Hb A = 66,5%
Hb A2 =2,5%
Hb C = 31,00%
L’hémoglobinose C est due a une substitution dzideaglutamique de la chaine 3 par
une lysine elle présente ainsi un point isoélectrigue augmpat&apport a 'némoglobine A.

Sa charge négative globale est donc diminué augMadalyse : cette hémoglobine migre
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plus rapidement que les hémoglobines A et A2, ddiet est partiellement séparée, ce qui
améliore nettement le diagnostiigure 39).

Les hétérozygotes (A/C) peuvent étre assimilés héterozygotes (AS), ils ne
manifestent aucun symptéme de la maladie, a I'ediaeplu risque génétique de transmettre
le géne anormails sont détectés au cours d’'une enquéte familiale.

Hb C homozygote :

Présence exclusive d’'Hb C a un taux supérieur a90%.

Electrophorése des hémoglobines

Nom Yo MNormales % Normales g/l

Hb A2 3,3
HbC 96,7

Figure 40 : Tracé électrophorétique d’'une hémoglobinose C hggmte
» Hémoglobine O-Arab

L’hémoglobine O-Arabe migre au niveau de la frattk®. La fraction HbA2 dépasse
rarement 9%. L’hémoglobine O-Arabe est donc facdetmdentifiee
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Electrophorése des hémoglobines
Hb O Arabe

o O'ALE: Ton
Figure 41: Traceé électrophorétique d’'une hémoglobinose O-Araireozygote

1 B
Electrophorése des hémoglobines

Ho A

Yo Normales %

Hb A 62,4
Hb O"Arabe 37,6

Figure 42 : Tracé électrophorétique d’une hémoglobinose O-Araiérozygote

» Hémoglobinose E
Un acide glutamique de la chaifieest remplacé par une lysine. Dans la technique

MINICAP HEMOGLOBIN, 'Hb E migre juste aprés I'Hb A dont elle est totalement
séparée. En présence d’Hb E, la fraction A2 pearsatre quantifiée afin de détecter e

thalassémie.
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Hb E

Sang avec variant homozygote Hb E et fraction Hb F élevée
Blood sample with homozygote Hb E variant and elevated Hb F

Figure 43 : Tracé électrophorétique d’hémoglobine E

3. Chromatographie liquide a haute pression (CLHP)
Principe de la CLHP
La chromatographie est une technique de séparatialytigue au cours de laquelle un
échantillon est entrainé par un liquide, constitdanphase mobile, a travers une colonne
remplie d’'une phase stationnaire. La différencesdkibilité des hémoglobines entre ces
2phases va permettre leur séparation, chacune ghasmitou moins retenue par la phase

stationnaire et ayant donc un temps de rétent®nogractéristique qui lui est propre.

1 2
it Détecteur || ||| 3

Chromatogramme

Fhase motbile
—

Injecteur

Colonne

Figure 44 : Schéma simplifié de la chromatographie [86].
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La phase mobile est injectée dans la colonne pamjecteur, et un détecteur placé en
sortie de colonne va pointer I'élution de chaquenjgosé et ainsi permettre le tracé d'un
chromatographe, chaque pic correspondant a un @ngdférent, élué a un temps de
rétention spécifique. Dans le cas de la CLHP, tdBécoulement de la phase mobile sera

élevé grace a une pompe a haute pression, ce qdinvauer le temps nécessaire a la

séparation des différents compog@égure 45).

Injecteur

ﬂgﬂ:ﬂa LY | Pompe l ?J.:'
L Ejﬁde ) - r— —— Wlesure
T i re - = e La
Degazage [— colonme ! ??IETETE Ea:l pression
Fompe haule pression ¥

DréEtecteins ‘

—

Figure 45 : Schéma d’'un chromatographe de CLHP [86].

La CLHP a été développée pour permettre a la éodepistage et la confirmation des
hémoglobinopathies chez les nouveau-nés avec amegsensibilité et spécificité. En effet,
sa bonne sensibilité vis-a-vis des variants majém@iqués en pathologie ainsi que sa
rapidité de réalisation (environ 3 minutes par é@tlan), permettant I'analyse d’'un grand
nombre d’échantillons, ont fait de la CLHP une moéh particulierement adaptée au
dépistage des anomalies de I'Hb.

Ce temps d’'analyse rapide a été possible par la muispoint d’'une technique de
CLHP par échange de catiofisgure 46). Les différentes hémoglobines sont séparées par un
gradient de tampons de force ionique et de pH saois. Cette technique, automatisée et

adaptée a de grandes séries, permet une quaitifigatcise de I'Hb A2, Hb F, Hb A, Hb S
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et Hb C notamment. Cependant, puisque certainantarde I'hémoglobine peuvent co-éluer
et certaines Hb éluent avant la zone d’intégraties pics, cette technique ne peut étre utilisée
seule [87].

Elle doit étre couplée a une autre technique, pamele électrophorétique, de
maniere a confronter les résultats obtenus padeeas techniques différentes [68].

Une autre technique chromatographique est la CLiHphase inverse, utilisée pour la
caractérisation des chaines de globifegure 46). Dans cette technique, les chaines
polypeptidiques sont séparées en fonction de lgdirophobicité. La CLHP en phase inverse
est particulierement intéressante pour la caraetion des Hb embryonnaires et foetales et
elle contribue a la séparation et a la quantificatie variants rares par lI'analyse de leurs
chaines mutantes. De ce fait, elle reste résemvgdadoratoires spécialisés dans I'étude de
I'Hb [64].

@
:
=
—
o
|
N

— 7. = Héme

1e.8 PBS

Figure 46 : Profil chromatographique d’un patient homozygot® & CLHP par échange de
cations (a gauche) et en CLHP en phase inverseif&)]88].

4. La spectrophotométrie de masse (SM) [89]

Dans la SM, le parametre de mesure est la massuoiare, ou plus exactement, le
rapport masse sur charge des molécules d'analjteges les molécules ont une masse
moléculaire; donc, théoriguement, toutes les madédcsont mesurables avec SM. Les masses
moléculaires des chaines de globine embryonnairés, foetalesyA, yG) et adultesd B, d)

sont listés dans [€ableau VI et sont caractéristiques pour les différentes esécps d'acides
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aminés des chaines de globine. Les mutations gé&eséticonduisant a des substitutions
d'aminoacides (mutations faux-sens) dans les chailee globine sont le plus souvent
accompagneées d’une variation de la masse de laecldai variant. La révélation d’'une chaine
de globine avec une masse anormale et le calcuh dbfférence de masse permet d’en
déduire I'acide aminé impliqué.

En outre, des mutations génétiques peuvent entrailes modifications post-
traductionnelles des chaines de globine, telleslajggéycosylation chez le diabete sucré ou la
carbamylation chez les patients urémiques, qui @euégalement modifier la masse
moléculaire des chaines de globine. Pour la raigenles techniques de la SM permettent la
détection et lidentification des variants de I'Hainsi que les modifications post-
traductionnelles des chaines de globine, la SMlegénue I'une des technologies clés dans
I'analyse de I'Hb.

Tableau VI : les chaines de globine humains et hémoglobine39].

Globm cham  Molecular mass (Da) Number of amino acids ~ Hemoglobins
q 15,1264 141 HbA:HbA, HbF
b 15,867.2 146 HbA
v and 1° 16,009.3and 159953 146 HbF
Hb Portland"
0 159243 146 Hb A,
£ 16,071.6 146 Hb Gower 1
Hb Gower 2°
4 15.505.8 14] Hb Gower 1“
Hb Portland”

“Embryonic hemoglobins.
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B. Techniques d’étude non séparatives
1. Test de solubilité de 'lhémoglobine S ou test d’ltao

Le test de solubilité de 'hémoglobine S, égalenagptelé test d’ltano, est réserveé a la
confirmation de la présence d'Hb S. Ce test mamstlbasé sur la précipitation de I'Hb S
désoxygénée lorsqu’elle se trouve en solution saoncentrééFigure 47).

Une des limites de cette technique est sa faibisilsiéité. En raison du risque de faux
négatifs, elle ne doit donc pas étre utilisée dbemuveau-né ou chez un sujet présentant une
faible concentration d’'Hb S. Il existe égalementrisgue de faux positifs, notamment avec
I'Hb H et 'Hb C-Harlem, qui précipitent dans le€mes conditions. En outre, le test d’ltano
est dépendant de la qualité des réactifs (sapohytrpsulfite de sodium) et des conditions

opératoires (température) [64, 65].

: =aolubilits

Figure 47 : Testde solubilité de 'hémoglobine S (test d’ltano) 90

2. Test de falciformation d’Emmel

Le test de falciformation d’Emmel peut représentee alternative au test d’ltano. Il
consiste a mettre en contact, sur une lame, uniegde sang a analyser avec une goutte de
métabisulfite de sodium. En raison de la diminutitensolubilité de 'Hb S en condition de
désoxygénation, les hématies contenant de I'Hb &gdnt de forme et subissent une

falciformation. Cette technique manque toutefoiselesibilité et de spécificité.
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Certaines Hb autres que I'Hb S, comme I'Hb C-Harlgmnécipitent également
lorsqu’elles sont désoxygénées et induisent unddamnation des globules rouges. Le test de

falciformation est donc aujourd’hui de moins en nsoitilisé [64, 91].

3. Le test de stabilité a I'isopropanol ou test de Cael

Le test de stabilité a I'isopropanol est quantiauluexamen réservé aux laboratoires
spécialisés pour I'étude de I'Hb dans le cadre thgribstic d’Hb instable. Il consiste a
incuber un hémolysat a 37°C dans un tampon contéfa¥ d’isopropanol.

Dans un tel milieu apolaire, les forces de cohésitarnes de la molécule d'Hb
diminuent et celle-ci précipite. Alors que I'Hb A&eipite apres 50 a 60 minutes a37°C, les
Hb instables précipitent précocement, en 5 a 2Qutamselon les variants. Cette technique
présente quelques limites liées a un risque de faskifs (Hb F, méthémoglobine, chaines
libres (hémoglobine H ou Bart’s), précipitation dpsotéines non héminiques chez des
patients ayant une forte réticulocytose) et de faégatifs, notamment en cas dHb
hyperinstables. En effet, ces dernieres sont mp&glement détruites, dans les minutes ou
heures qui suivent leur biosynthese. Elles ne alomg pas mises en évidence par ce test mais
nécessitent I'utilisation de techniques de biologieléculaire. En outre, il existe un certain
nombre de variants instablesvitro et ne s’accompagnant d’aucune anomalie hématolegiqu

ou clinique [64, 65].

4. Mesure de l'affinité pour 'oxygéne

La recherche d'une Hb a affinité modifiée est adefier dans le cadre soit d’'une
polyglobulie vérifiee parla mesure de la masse siaeg soit d’'une anémie chronique
inexpliguée. Une étude de I'Hb comportant isoétdotralisation, électrophorése de globine
en présence d'urée/triton, et une étude de I'hésddlpar CLHP échangeuse de cations et
CLHP en phase inverse permettent habituellemenneltre en évidence la fraction d’Hb
anormale quand elle existe. Cette étude doit &eéadée par un calcul de la P50 par co-
oxymeétrie sur sang veineux et par un dosage dibP@G. L'étude fonctionnelle de I'Hb est a

réserver aux cas déja bien documentés. Les calevesuds sur prélevements de sang total
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sont multiples (pH anormal, taux de 2-3DPG dimifaré de la conservation, HbCO chez les
fumeurs ou pour d’autres expositions chroniquesC4D, oxydation (metHb) due aux
conditions de conservation ou a des problemes uesiq64].

5. Détection des hématies Fcetales
5.1.Test de Kleihauer

Le test de Kleihauer (TK) a pour vocation de metineévidence les hématies foetales
présentes dans la circulation sanguine materrieldst fondé sur la différence de résistance
des Hb fcetales et adultes a I'élution a pH acidgpuis 1957 la technique a été peu modifiée
et reste la référence malgré sa réalisation manuetlur observer les hématies, on prépare un
frottis fin a partir de sang prélevé sur tube EDSékhé a I'air libre et fixé a I'alcool. On élue
ensuite I'Hb adulte par 'hématoxyline acide aveatcontre-colorer par I'éosine. Les frottis
colorés sont regardés au microscope et les hémbkggles éventuellement présentes,
colorées en rose, sont décomptées par rapport embreod’hématies maternelles, qui
apparaissent comme des "fantdmes" car décolorés l[8s frottis seront ensuite lus au
microscope et on comptera ainsi le nombre d’hémdtetales pour 10 000 hématies. Pour
valider la bonne réalisation des différentes étape®ffectue en parallele deux lames témoins

(négatif et positif).

Figure 48 :test de Kleihauer [93].
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* Indications :
Le TK est utilisé pour détecter les hémorragiesofoetiternelles et doit étre prescrit
dans toutes les situations a risque pendant lssgses, et lors de I'accouchement encas de
risque d’allo-immunisation materno-fcetale anti-Réll en cas de suspicion de saignement

important [94].

e Limites:
» Avantages :
Le TK est facile & mettre en place au laboratoisa réalisation est rapide et demande
des réactifs peu colteux. De plus le bénéfice @patient est grand puisque le prélevement

est peu invasif et le test plus sensible que faqgtle.

» Inconvénients :

Malheureusement, le TK nécessite un opérateur empgté puisqu’il faut estimer
correctement le nombre d’hématies observées suquehehamp au microscope, et parfois
faire la différence entre des dégradés de colaoraitiee.

Ainsi le TK souffre de son manque de reprodudtédifui peut étre partiellement
corrigé par un systeme de lecture automatisé résedes laboratoires ayant un recrutement
tres important. Outre la variabilité analytique, test peut rendre des résultats faussement
négatifs : incompatibilité materno-fcetale, injentid’immunoglobulines qui augmentent la
rapidité de destruction des hématies fcetales, oarerprélevement précoce au cours d’'une
HFM débutante.

Cependant le probléme majoritairement rencontré I'egerférence de I'HbF des
hématies maternelles induisant des résultats fenesgepositifs. En effet, c’est la quantité
d’HbF dans les hématies qui donne une couleur plusnoins rose. En cas normal, les
hématies faetales de la mére ont une colorationdit@eintermédiaire” aisément distinguable

par un lecteur expérimenté. En revanche, en casrailobinopathie les hématies de la mere
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ont plus d’'HbF et donc une coloration plus intenfleest impossible de les différencier des
globules rouges feetaux [95, 96, 97].

5.2.Cytométrie en flux
e Principe :

La cytométrie en flux (CMF) permet d’évaluer indivellement et simultanément
plusieurs parametres sur chaque élément présestuti@nsuspension, préalablement marqué
par des anticorps monoclonaux couplés a des flhonoves. En hématologie, elle est
particulierement employée pour étudier les popuoetileucocytaires mais son utilisation se
développe pour caractériser les hématies : diagndsts hémoglobinuries paroxystiques
nocturnes ou des infections palustres notammeno@_a

La CMF fait appel a différentes technologies : digue, optique et électronique
(figure 49). Une suspension cellulaire est introduite par uomge au centre d'une gaine
pressurisée. Les cellules sont hémodynamiquememtratotes par un flux liquidien de
s'aligner et de défiler une a une dans la zonealy@e, devant une ou plusieurs sources
d’excitation lumineuse (laser). Des informationsrpimlogiques sont apportées par deux
parametres indépendants de la fluorescence :lla ¢at donnée par la mesure de la lumiere
diffractée a 180 degrés (forward angle scatter,dt$3 granularité est indiquée parla mesure
de la lumiére émise a 90 degrés (right angle s¢c&®). Les fluorochromes sont capables
d’absorber I'énergie lumineuse provenant du lasema longueur d’onde proche de leur
maximum d’absorption, puis de la libérer par énsissde photons de longueur d’onde
supérieure. Les fluorochromes les plus utilisést $sothiocyanate de fluorescéine et la
phycoérythrine. Les photons émis sont focalisés géparés par une alternance de miroirs
dichroiques, qui transmettent les longueurs d’omole réfléchies, et de filtres, qui ont une
bande passante sélective. Les signaux optiquesctéetesont transformés en signaux
électroniques proportionnels par des photomultpdars (PMT) et digitalisés pour étre
représentés informatiguement sous forme d’histograsa Sur chaque population
sélectionnée on peut alors obtenir des informatgiasstiques quantitatives et qualitatives :

nombre de cellules, intensité de fluorescence [Ei€)].
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Figure 49 : Principe de la cytométrie en flux [101].

» Applications a la détection des hématies foetales

Depuis quelques années, différents anticorps ahtuétisés pour caractériser les
hématies foetales au sein d’'une population materniedls premiers essais employaient des
anticorps monoclonaux anti-RH1 [102], les antigértessus étant présents a la surface des
hématies des la sixieme semaine de gestation [L@3]applications se réduisaient donc au
diagnostic des HFM de feoetus RH:1 et de mere RHt-1a d’adaptation des doses
d'immunoglobulines administrées pour éviter [lallomunisation maternelle. Puis,
rapidement, I'utilisation d’anticorps anti-HbF steféveloppée [104, 105] pour identifier les
hématies faetales par leur quantité d’HbF supériawslle de la mére.

Selon les protocoles, des doubles marquages sopbg#s pour mieux distinguer les
populations maternelles et feetales : Ac anti-RHA@@anti-HbF [106], Ac anti-HbF et Ac

antianhydrase carbonique [107] normalement uniqnéprésente dans les hématies adultes.
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Les protocoles sont semblables : recueil de santuba EDTA, fixation des hématies par le
glutaraldéhyde, perméabilisation si nécessaire quarTriton X-100, marquage par les
Accouplés a un fluorochrome, acquisition de 50000160000 cellules sur le cytométre et
exploitation des résultats sur des histogrammeroarbiparamétriques.

La recherche dHFM par CMF est bien corrélée aelzhmique cytochimique de référence,
mais est plus précise et plus productible. L'wiiisn de la CMF permet d'éviter la
surestimation systématique observée avec le tedtleibauer, qui peut conduire a des
injections de gammaglobulines anti-D par excés.i €scdl au fait que le réactif anti-HbF
utilisé en CMF permet une bonne distinction erggeHématies feetales et les hématies adultes
riches en HbF, facilitant l'interprétation des résts chez les femmes présentant un taux
modérément augmenté d’HbF (cas fréquent au courk dgossesse, et chez les meres

atteintes d’hémoglobinopathies) [108].

6. Recherche des corps de Heinz [109]

Leur recherche est effectuée quand on suspectésance d’'une Hb instable, ou une
hémoglobinose HFigure 50).

Ces corps de Heinz, qui correspondent en réallgé @récipitation d’Hb dénaturée,
sont recherchés par simple réalisation d'un frottidoré par le bleu de crésyl brillant
pendantlh a 37°C.

En effet, une coloration traditionnelle au May-Griahd-Giemsa ne permet pas leur
mise en évidence. Pour I'Hb H, les corps de Heam petits, les hématies ont alors un aspect
« en balle de golf $Figure 50). L’aspect est un peu différent pour les autres Hhoroe les

Hb instables (taches colorées bleutées et plusesi§igure 51).
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Figure 50: Aspect en balle de golf de 'hémoglobine H [109].

Figure 51 : Corps de Heinz spontanés (Témoin négatif a galrdteent malade a droite)
[109].

La formation des corps de Heinm vitro peut aussi étre provoquée par ajout
d’acétylphénylhydrazineOn considére que la recherche est positive quam g# 30% des
hématies présentent au moins 5 grains col@igsire 52).
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Figure 52 : Recherche positive de corps de Heinz provoquég.[109

C. Analyse d’ADN des variants d’hémoglobine et thalagsnies

Dans la pratique clinique contemporaine, I'analglee’ADN est utilisée comme un test
finale pour les hémoglobinopathies diagnostiquéesoutre, la technologie SM ne peut pas
détecter la cause de la perturbation des génesisamd & une perte d’expression de protéine,
telles que les mutations non-sens, la perturbatem sites d'épissage, ou les mutations de
promoteur. Dans le cas d@sthalassémies, ce sont les mutations non délétiesngui
prédominent. D’autre part, la majorité deshalassémies reconnues impliquent des délétions
d’'un ou les deux genesglobine. Cette différence peut guider aux chois dechniques
d’analyse moléculaire des mutations. Dans certaingratoires, aprés I'analyse des taux de
ferritine plasmatique par HPLC, et SM, 'ADN du jeait peut étre soumis au séquencage Si
unep-thalassémie est suspectée. Toutefois, si les @ésriBIPLC ou SM n’indiquent pas une
variantep ou unef-thalassémie, ’'ADN du patient sera soumis a deaisesiu gap-PCR pour

exclure la présence d’unethalassémie [89].
1. Polymerase chain reaction :

Un dosage a base de PCR sophistiqué a été dévagboppélétecter 6 délétions les
plus communes du géne
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Ce test utilise un ensemble de 12 amorces polysandes 6 délétions dans multiplex
gap-PCR a tube unique, réduisant ainsi le tempscddits, et l'utilisation du volume de
I’échantillon d’ADN du patient.

2. Hybridation inverse :

Des essais plus avancées de bande de thalassémie€gadement basées sur le
principe du multiplex PCR et peut détecter des trarta ainsi que des délétions menant a la
fois o et B-thalassémie mais incluent aussi plusieurs vaadee globine. Apres multiplex
PCR a tube unique, les produits d’amplification tinigés sont hybridés a des sondes
oligonucléotidiques qui sont lies de maniere cavi@esur des bandes de test et sont ensuite
visualisées via des groupes chromogénes qui sésitspécifiquement a la biotine. Cette
technique permet la détection de 21 mutations @niplus de 90% des patient des défaut en
a-globine et 47 mutations couvrant plus de 90% alescdéfaut efi-globine trouvés dans la

Méditerranée, Moyen-Orient, et les pays d’Asie dd 89].

3. Multiplex ligation-dependent probe amplification
MULTIPLEX LIGATION-DEPENDENT PROBE AMPLIFICATION (M_PA) est un

test qui permet de détecter les nombres de cdeiegquences d’ADN génomiques variées.
Dans MLPA, la séquence cible n’est pas amplifiéaismne sonde qui hybride a la séquence
cible, typiquement dans un exon. Cette sonde edghélysée comme deux-demi sondes, la
sonde 5’MLPA et la sonde 3'MPLPA. En plus du sppédfique de la cible, elles contiennent
des sites d'amorce universels et des séquencesuteafe. Dans la premiére étape de la
procédure MLPA, I'ADN cible est dénaturé et lesd®s MLPA sont hybridés a la cible. Les
deux sondes 5’MLPA et 3'MLPA hybrident immédiaternanx séquences cibles adjacentes
sans écart. La sonde 3'MLPA est phosphorylée et dansonde 5’MLPA et la sonde
3'MLPA peuvent étre ligaturés dans un oligonucketplus grand. Cette étape est possible
lorsque les deux amorces sont hybridées correcteetesans écart a leurs cibles adjacentes.
Apres ligature, la sonde compléte résultante espliiée par PCR avec des amorces

marquées par fluorescence qui sont liés a des witeerselles de la sonde complete. La
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séparation des produits d’amplification est réaliggar I'électrophorése capillaire avec
détection par fluorescence. Avec MLPA, plus de 4Quences génomiques différentes
peuvent étre analysés dans une seule analyse.nigacaison des aires sous la courbe sur un
échantillon donné avec celle obtenue sur un étleende référence, la quantité relative de
chaque amplicon peut étre déterminée.

Ainsi, un changement du nombre de copies, par ebecmape délétion de la séquence
cible donnée peut étre déterminée. Avec les tedesidiLPA, plusieurs nouvelles délétions

au sein des locuset p-globine ont été identifiés [89].

ARRAY-BASED WHOLE GENOME SCANNING TECHNOLOGIES

L’hybridation génomique comparative (CGH) a baseniloréseaux est réalisée avec
des sondes qui peuvent étre des oligonucléotidedscou des fragments génomiques. Pour
identifier les délétions ou les duplications, laatié d’ADN génomique du patient et de
I'individu sain sont marqués de facon difféerengetivec deux différents fluorochromes
(figure 53).
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Apres gue les échantillons sont cohybridés a la enératrice, le taux de fluorescence
pour chaque sonde est généré a partir de contableapport & des patients. Une perte ou un
gain de l'intensité du signal de fluorescence aipde I’ADN du patient indique une délétion
ou une duplication a l'intérieur du génome du pdti€®ar conséquent, l'utilisation de sondes
de puces a ADN avec des positions connues du géhomain permet l'identification directe
des délétions de toutes les tailles dans les gEhds[89].

1. MOYENS THERAPEUTIQUES

Certaines formes d’hémoglobinopathies ne nécessi@icun traitement. D'autres
entrainent une anémie importante qui doit étrésegdar des transfusions fréquentes. Pour les
formes graves, les futurs parents peuvent avoourscau conseil génétique et au dépistage

prénatal afin d'estimer les risques encourus paurdnfant.

1. Conseil génétique

Le principal objectif du conseil génétique est denmkr aux parents toutes les
informations leur permettant d’exercer un choixdiltet éclairé, de recourir au diagnostic
prénatal en vue d’'une éventuelle IMG. Pour quecdesples puissent avoir ce choix, le
dépistage par une étude de I'hémoglobine (Hb) @ti¢ proposé systématiquement aux
couples ayant des origines familiales dans les lptipas les plus concernées. La consultation
de conseil génétique a lieu idéalement en binénaenié et psychologue.

Trois situations dominent :

- demande d’information génétiqgue de la part de qmerss porteuses d'un trait

d’hémoglobinopathie. Tout dépistage d’'un trait divdéboucher sur une information

génetique.

- demande spontanée d’'un couple : savoir s'’il ¢tuestin « couple a risque » avant la

conception.

- le couple est adressé en conseil génétique auemtotfune grossesse en vue d'un

diagnostic prénatal par un autre praticien. La ggese est débutée, le risque
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d’hémoglobinopathie grave pour le feetus est présibrap fondé sur des analyses

antérieures et les antécédents [110]

2. Traitement de la drépanocytose

* Mesures préventives :

Les progrés dans le traitement sont venus d'undleue connaissance de la

physiopathologie et de I'histoire naturelle de laladlie.

Les mesures préventives sont essentielles :

NN N N N RN

Prévention précoce des infections (pneumocoquendpkilus)
Hydratation orale réguliere et adaptée aux circrss
Traitement précoce des épisodes infectieux

Education du malade

Prise en compte des problemes sociaux

Evaluation médicale réguliere du patient [21].

+ Traitement:

v
v

<

Hyperhydratation

Traitement des crises : utilisation progressive dm#algiques
(paracétamol, AINS, dérivés morphiniques)

Programme transfusionnel (transfusions, échangasftrsionnels)
Traitement chélateur du fer

Hydroxyurée : diminue la fréquence et la sévérités dcrises
douloureuses et améliore la qualité de vie pardtida de la synthese

d’hémoglobine fcetale, entre autres mécanismes [111]
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3. Traitement des thalassémies

La base du traitement de la forme majeure repaskesuransfusions répétées afin de
maintenir le taux d’hémoglobine a des valeurs subates mais également pour réduire
I'hypersécrétion d’érythropoiétine et les conségasrde I'hyperplasie érythroblastique. On'y
associe un traitement chélateur de fer. Cette mdBoTpermet de conférer a ces patients une
espérance de vie de plus de 30 ans.

Le seul « traitement » curatif demeure I'allogrefiemoelle osseuse.

Des essais pour des molécules réactivant la synttfié@@moglobine F (azacytidine,
hydroxyurée, 5-fluoro-uracile) sont en cours [20].

On place également de grands espoirs dans la ib@@apique; des études récentes ont
mis en évidence un@otéine chaperon de la-hémoglobine I'alpha-hemoglobin stabilizing
protein (AHSP), qui est exprimée a forte concentration danspiegéniteurs érythroides
tardifs. Cette molécule joue un rble crucial daisiressage et le repliement correct des
protéines prévenant ainsi leur agrégation et lagécipitation en des dérivés toxiques a
I'intérieur de la cellule. lls interviennent égalent dans le maintien de la structure active des
protéines. Ces différents mécanismes sont impligaés un nombre croissant de pathologies
cellulaires. La découverte du chaperon de '’AHSRert de nouvelles perspectives relatives
a son implication dans les processus biologiquemaox du GR et dans sa pathologie, en
particulier son réle dans la formation de I'Hb eh smplication dans I'expression de certaines
hémoglobinopathies. L’AHSP apparait comme un nounearqueur spécifique de la lignée
érythroide et pourrait étre utilisée dans difféseaténarii cliniques pour la détection des
précurseurs érythroides nucléés normaux et anormaux

Enfin, l'utilisation de '’AHSP pour le développented’'un test de mesure du pool d’
a-Hb dans les syndromes thalassémiques permettraseidement de définir un indice de
gravité de la maladie mais aussi de suivre I'évotutu déséquilibre de synthesé3 observé

chez les patients en réponse a un traitement pketic[112].
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4. Traitement des Hémoglobines instables

Dans les cas modérés, le traitement est généralgméventif et supplétif. Il faut
prévenir et traiter rapidement les infections, ienitant les épisodes fébriles avec de I'aspirine
et éviter les médicaments oxydants.

Dans les cas graves, la question de la splénecioiti¢oujours étre posée en tenant
compte du réle important de la rate dans la petifance contre les infections bactériennes.
Une vaccination antipneumococcique et une préverdiatibiotique doivent étre mises en
route encas de splénectomie. La splénectomie céps&indant pas toujours bénéfique.

Des essais de traitement par hydroxyurée pour dssgcaves ont montré une
augmentation du taux d’hémoglobine fcetale et umeindition du taux d’hémoglobine

instable, ainsi qu’'une réduction de 'hémolyse [41]

IV.RECOMMANDATION POUR UNE MEILLIEUR ANALYSE
DE L'HEMOGLOBINE

A la fin de ce travail nous arrivons aux recommaiotid pour une meilleure prise en
charge biologique des hémoglobinopathies, perme#tarbiologiste d’établir un diagnostic
précis, et disposer par la suite de données épadiégues fiables.

1/ Le dépistage des hémoglobinopathies devrait étfecta® a la premiere
consultation prénatale chez toutes les femmes mieseappartenant a des groupes raciaux et
ethniques dont on sait qu’ils présentent un risdirmoglobinopathies élevé (asiatiques,
africains et méditerranéens). Chez tous les nouméaussus des groupes ethniques a haut
risque, il faut recommander le dépistage des hémhagbpathies a I'aide de sang séché sur
papier filtre.

2/La présence d'une anomalie de I'Hb est a recherdegant des signes d’appel
«classiques» (anémie, microcytose, hémolyse, pabydje, cyanose). Les Hb a rechercher en

urgence sont:
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— I'HbS a I'état homozygote ou en association auee Hb anormale responsable d’'un
syndrome drépanocytaire majeur (S/Sf Balassémie ; S/C, S/D Punjab ; S/O-Arab ; A/S
Antilles ; A/IS Oman) ;

— la méthémoglobine (metHb), lors d’intoxicatiohisn@ntaires ou médicamenteuses.

De plus la quantification de I'HbS s’avéere urgeltes de I'évaluation de tout patient
atteint d’un syndrome drépanocytaire majeur enssaitensifs, pour tout enfant fébrile et
anémié, et lors d’'une urgence opératoire pour uremqtaconnu drépanocytaire, ou pouvant
I'étre.

3/ La pratique d’'une seule technique pour le diagnakts anomalies des Hb n’est pas
recommandée pour deux raisons principales :

- un profil normal, quelque soit le systéme utilisé permet pas d’éliminer un variant de I'Hb
- plusieurs variants peuvent se comporter de laefagon dans un systeme.

4/ Pour rendre un diagnostic précis d’hémoglobinogathi faut que le biologiste
dispose au moment de l'interprétation de toutesdi@snées clinico-biologiques : age du
patient , origine ethnique , contexte familial ntaxte clinique , contexte transfusionnel (il est
indispensable de faire I'analyse a distance d’wamsfusion, 3 mois minimum), constantes
érythrocytaires , bilan martial (incontournableas de microcytose) et le bilan d’hémolyse
en cas d'anémie (réticulocytes, haptoglobine, ubiine), qui sont nécessaires a
I'interprétation des résultats, d’ou I'importance ld feuille de renseignements.

5/-Un profil normal, avec des taux d’HbA2 et Hb F naux, doit étre interprété en
fonction de I'hémogramme, du bilan martial, de ibime ethnique, du contexte clinique,
familial et transfusionnel du patient.

6/ Un profil normal avec une microcytose associée samsnce martiale doit faire
évoquer unea-thalassémie probable ou uaghalassémie dite silencieuse. Dans un contexte
de grossesse, il est préconisé de faire un hémogeaghune étude de I'Hb chez le conjoint.

7/ Un profil normal en présence de carence martialefdwe I'objet d'un contrble
apres correction de la carence si la microcytossgie.

8/ Le diagnostic de I'Hb S est réalisé par des tealesqgelectrophorétiques et/ou

chromatographiques. Un seul test n’étant pas swffipour affirmer son existence. Il est
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recommandé de confirmer sa présence par des teatBohnels (test de solubilité, test de
falciformation) pour différencier I'Hb S des autresriants migrants ou co-éluants en méme
temps. Le dosage précis des différentes fractisnmdispensable pour affiner le diagnostic.

9/Dans les syndromes drépanocytaires majeurs, lenast d’une a-thalassémie
associée doit également étre recherchée car ellels@ssociée a certaines complications.
Elle peut étre suspectée sur des arguments inglif@mbstantes hématologiques, taux d’Hb S,
en présence d'Hb Bart’'s ou d’'Hb H) ou recherchéécsiguement par des techniques de
biologie moléculaire.

10/ Le diagnostic des formes mineuresu-dthalassémie est évoqué devant une
microcytose non expliquée par up@u ép-thalassémie (taux d’'Hb A2 et F normaux) ou une
carence martiale. L’étude moléculaire constitue diagnostic de certitude, envisagée
uniquement dans le cadre de conseil génétique.

11/ L'association Hb S/Hb C est grave puisqu’elle cahda un syndrome
drépanocytaire majeur. La présence d’Hb C doit détne prise en compte dans le conselil
génétique de la drépanocytose. Les couples risqudaoir un enfant avec une
hémoglobinopathie SC doivent étre informés du esda syndrome drépanocytaire majeur
dans leur descendance.

12Dans lesp-thalassémies, les taux d’'Hb A2, A et F sont vdeislen fonction du
type d’anomalies moléculaires en cause I'étudel’db doit étre complétée par des
techniques de biologie moléculaire qui précisenhdéure des anomalies et permettent de
rechercher une-thalassémie associée.

1 3/Un profil S/F ne permet pas de différencier entteSIPHHF, 0 thalassémie et

un S/S” une étude familiale ou celle du genesestimmandeée.
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CONCLUSION
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Les hémoglobinopathies comptent parmi les anomagkeetiques les plus fréquentes
dans le monde. Le Maroc est une région de préititectes désordres de I'hémoglobine de
par sa situation géographique et des origines eulesi de sa population. Les mariages
consanguins sont bien acceptés par sa cultureaidant les complications cliniques plus ou
moins séveres dans les familles a risque.

Les techniques utilisées pour I'étude de I'hnémomglelrestent simples pour les objectifs
les plus courants. La combinaison des méthodesudBétde I'hémoglobine devient
indispensable pour assurer un résultat de qualiténeerprétation des résultats n’est pas
toujours évidente en l'absence dautres donnéesiqaks (transfusion récente?)
hématologiques (’hémogramme, le statut martial t sgmesque indispensables) et
épidémiologiques.

L’électrophorése capillaire est certes une bonnehnigue de séparation et
d’identification des hémoglobines, mais elle netpeaffranchir de l'utilisation concomitante
d’autres techniques que sont l'isoélectrofocalisatet la chromatographie liquide a haute
pression qui fournit des données qualitatives ssiaguantitatives (pour les hémoglobines A2
et F). La biologie moléculaire reste quant a ellee utechnique de référence pour
I'identification de ces variants d’hémoglobine, maon utilisation en systématique est
difficilement applicable et ne doit intervenir qo’derniére intention.

Les hémoglobinopathies représentent en effet wadgérélans notre pays. Elles méritent
de futures investigations pour une meilleure nsdtrde leurs complications et de leur
traitement. De ce fait, elles doivent bénéficiemtles d’intérét surtout dans certaines régions

ou la concentration de la maladie est importante.
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RESUME

Titre : Ro6le du laboratoire dans le diagnostic des hémagbplathies
Mots clés :Techniques d’étude - Diagnostic — Hémoglobinopathiéiémoglobine
Auteur : Ghalmane Mouad

Les hémoglobinopathies, définies par la présen@nathalies qualitatives et/ou
guantitatives des chaines de globine, figurent pdem maladies génétiques les plus
fréequentes dans le monde. Historiquement endémupres certains pays d’Afrique et d’Asie,
elles sont devenues cosmopolites suite aux diffeftunx migratoires ces dernieres décennies.
Leur diagnostic repose sur la clinique, I'origirtareque, les antécédents familiaux et la mise
en évidence d’anomalies biologiques au niveau ldémfogramme, du frottis sanguin et de
I'étude de I'hémoglobine.

L’objectif de notre travail est de rapporter les yeios d’études des principales
hémoglobinopathies en soulignant leur intérét dardiagnostic de ces pathologies. Selon la
Nomenclature des Actes de Biologie Médicale (coti20), la recherche d’'une anomalie de
I’'hémoglobine doit se faire par 3 techniques mimmulont une technique électrophorétique.
En effet, les électrophoréses sur gel a pH aledlecide sont les techniques les plus utilisées
en routine. Cependant, ces derniéres manquentétéfisppé pour le diagnostic de certains
variants, dou [lintérét d'utiliser d'autres teclyoies électrophorétiques comme
I'isoélectrofocalisation, technique hautement réseé et I'électrophorese capillaire qui a
permet une avancée dans le diagnostic de nombrauants de I'hémoglobine. Aussi, la
CLHP caractérisée par sa sensibilité, efficacapjdité permettant le diagnostic de la plupart
des hémoglobinopathies.

La stratégie du diagnostic des hémoglobinopathigsdibnc reposer essenssiellement
sur [l'utilisation impérative de plusieurs techniguedont notamment I'électrophorese

capillaire, la CLHP ou l'isoélectrofocalisation.
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SUMMARY

Title : Role of the laboratory in the diagnosis of hemouglopathies
Keywords : TechnicalStudy — Diagnosis — Hemoglobinopathies — Hemoglobin
Author : Ghalmane mouad

Hemoglobinopathies, defined by the presence of itgtise and/or quantitative
abnormalities of globin chains are among the mostraon genetic diseases in the world.
Historically endemic in some countries as Africal aksia, they have become cosmopolitan
response to various migration flows in recent desadheir diagnosis is based on clinical,
ethnicity, family history and on the identificatiasf biological abnormalities in the blood
count, blood smears and study of hemoglobin.

The objective of our work is to bring back the meaf studies of the principal
hémoglobinopathies by underlining their interesttire diagnosis of these pathologies.
According to the Nomenclature of Medical Biology téc(code 1120), the search for
abnormal hemoglobin must be done by minimum 3 teghes, including electrophoretic
technology. In fact, the electrophoreses on fregmwth alkaline and acid pH are the most
used techniques in routine. However, these teclesicare lacking of specificity for the
diagnosis of certain variants. Then, the interestse other electrophoretic techniques like the
isoelectrofocalisation, highly resolvent technigurel the capillary electrophoresis which has
allows a projection in the diagnosis the many \deanes of haemoglobin. Also, the HPLC
characterized by its sensitivity, effectivenesgespallowing the diagnosis of the majority of
the hémoglobinopathies.

The diagnosis strategy of hemoglobinopathies rhastherefore based on the use of
several techniques, including capillary electropises, HPLC or isoelectric focusing..
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