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Glossaire

Glossaire

Cyanose : désigne un symptdéme clinique consistant en la coloration bleutée que prennent la
peau et les muqueuses lorsque e sang contient plus de 5 grammes par décilitre d'hémoglobine
désoxygénée.

Erythroblaste : Cellule possédant un noyau et se trouvant dans la moelle osseuse dont la
maturation, par perte du noyau et charge en hémoglobine, aboutira a un globule rouge. Il en
existe de différentes tailles (microblastes, normoblastes, mégaloblastes). L'érythroblaste est un

globule rouge immature.
Hétérozygote : est un individu qui porte deux alléles différents d'un méme gene.

Hétér ozygote composite : Personne qui est hétérozygote pour deux différents alléles mutants

du méme locus

Homozygote : Se dit dun individu dont les alléles (génes de méme fonction, situés au méme

niveau et portés sur les chromosomes d'une méme paire) sont identiques.

Meéthémoglobinémie : est une diminution heréditaire ou acquise de la capacite des globules

rouges a transporter I’oxygene.

Protoporphyrines: sont les précurseurs des porphyrines, protéines extrémement répandues
et nécessaires a un grand nombre d'espéeces, jouant un role majeur de transport de I'oxygene

dans e sang ou en matiére de photosynthése chez |es plantes.

Pyrroles: sont les composants les plus importants parmi ceux possédant un cycle aromatique.
lIs entrent dans la structure des porphyrinestelles que I'héme, deschlorinestelles que
lachlorophylle et du noyau corrine de la vitamine Bis».

Réticulocyte: est un jeune globule rouge. Il est fabriqué par la moélle osseuse, en

remplacement des globules rouges en fin devie.

succinyl-coenzyme A : usuellement abrégée en succinyl-CoA, est I'un des intermédiaires
du Cycle de Krebs.
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Liste dessignes et abréviations

Hb : Hémoglobine.

PM : Poids Moléculaire

EDTA : Ethyléne-diamine-tétra-acétate

GR : Globule Rouge

VGM : Volume Globulaire Moyen

TCMH : Teneur Corpusculaire Moyenne en Hémoglobine.
PHHF : persistance héréditaire de I’hémoglobine.
Hb A: Hemoglobine Adulte

HB A2: Hemoglobine Adulte 2

Hb F: Hemoglobine foetale
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Glu : Acide glutamique
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Introduction

I ntroduction

L'hémoglobine est un pigment respiratoire de couleur rougeétre, contenue a l'intérieur des
hématies et représentant 33 % de la masse de la cellule. C'est un métallo- protéine globulaire
qui se trouve pratiquement chez tous les vertébrés. Elle est constituée par I'association d'un
groupement non protéque qui est I'édément fonctionnel, I'néme, et d'un groupement protéique,
la globine, leur réle essentiel est le transport de I'oxygéne des poumons aux tissus et de
I'anhydrite carbonique des tissus aux des poumons (Belhani, 1987).

Les conséquences pathologiques d’un événement mutationnel sur les génes qui codent
pour les chaines de I’hémoglobine sont habituellement de deux types. Ils peuvent affecter soit
la structure de I’hémoglobine (et aussi sa fonction) soit les mécanismes de sa synthese. Dans
le premier cas on parle d’hémoglobine anormale comme c’est le cas pour I’hémoglobine S qui
est responsable de la drépanocytose. Dans e deuxiéme cas, on parle de thalassémie, terme qui
englobe un groupe hétérogene de désordres au niveau hématologique, caractérisé par
I’absence ou la diminution de synthése de 1’'une ou plusieurs chaines de I’hémoglobine. Il

existe aussi des anomalies mixtes et des associations (Rochette J et Charbit Y, 1990).

Il existe plusieurs techniques utilisees dans le diagnostic des hémoglobinopathies. Le
diagnostic biologique repose sur 3 examens clés qui sont : 1’hémogramme, 1'électrophorése
de I'Hb et le test de faciformation. 1l ya d’autres tests biochimiques affirmant le caractére

hémolytique de |'anémie qui peuvent étre faites.

En outre, il faut disposer des résultats d'un hémogramme récent, accompagnés de maniére
idéale d'un décompte des réticulocytes. Le taux d'hémoglobine, le volume globulaire moyen et
le nombre d'hématies doivent étre interprétés en fonction de I'age du patient (Kaplan et d,
1989. Williams et al, 1996).

Dans le cadre d'un conseil génétique, lorsqu’est détectée une anomalie de 1'hémoglobine
chez un parent, il est important que l'autre parent soit examiné. D’ou la nécessité d’introduire
I’¢électrophorése de 1’hémoglobine dans le bilan prénuptial pour dépister dés le départ les

couples a risque d’avoir une descendance malade.

)



Introduction

L’objectif de notre travail consiste a rechercher les hémoglobinopathies les plus fréguentes
dans la population de la région de Guelma et & rapporter les principaux aspects
physiopathol ogiques, moléculaires et thérapeutiques des hémoglobines instables décrites dans

lalittérature scientifique en soulignant I'intérét du diagnostic génotypique.

Dans un premier temps, nous présentons un bref rappel sur I’hémoglobine, les
hémoglobinopathies et leur diagnostic. La seconde partie rapporte les techniques utilisées et
les résultats obtenus sur un groupe de patients diagnostiqués avec les hémoglobinopathies

dans le service d’hématologie de 1’hdpital Ibn Zohr dans larégion de Guelma.
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Partie bibliographique Chapitre 1 : 'hémoglobine

1. Définition de ’hémoglobine
L’hémoglobine est une des protéines les mieux connues, stables et facile a obtenir .Elle

constitue 33% du poids d’un globule rouge.

La synthese de I’hémoglobine s’effectue dans le cytoplasme (mitochondries) des
érythroblastes médullaires jusqu’au réticulocyte (Figl) (Belhani M et a, 1985).

Hémoglobine Fer héme

chaine . g€ (g ™ chaine

globule rouge

polypeptide en
forme d’hélice

Figure 01: Molécule d’hémoglobine (Koury M ,2009).

2. Structure
La molécule d’Hb a pour fonction d’assurer le transport de I’oxygeéne dans 1’organisme c’est

une proté ne tétramérique constituée de 4 sous unités de globine semblable 2 a2 (Fig 2).
Les chaines de globine appartiennent, pour les unes a la famille a, et pour les autres a la
famille B.

Chaqgue globine a une structure globulaire compacte ménageant une poche dans la quelle
vient se nicher une molécule d’héme il s’agit d’une protoporphyrine maintenant en son centre

un atome de Fer sous forme réduite (Fe**) qui permet de fixer I’oxygene (Bain BJ, 2006).

.
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Figure 02: Structure quaternaire de 1’hémoglobine (Bain BJ, 2006).

3. Les composants de ’hémoglobine
3.1. L’héme
C’est une porphyrine contenant de Fer (Fe**) lié par 4 valences aux 4 atomes d’azotes ,4
noyaux pyroles unis par des radicaux méthylénes. (CH =), 8 chaines latérales (4 méthyles
(CH3y)), deux vinyles (CH =CHy,) et deux propionyls (Fig 3).
L’héme est synthése dans le cytoplasme des érythroblastes par 3 étapes
biochimiques peuvent étre schématisées :

% formation d’acide delta— aminolévulinique (ALA) : a partir du succinyl coenzyme A (produit
par le cycle de Krebs dans la mitochondrie qui s’unit a la glycine grace a L’ALA synthétase
dont le facteur et le Vit BS.

R
%

formation de la protoporphyrine : elle nécessite la présence d’une isomérase.

2
*o*

incorporation du Fer : I’héme synthétase permet la formation définitive de 1’héme (Pasternak
J, 2003).
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Figure 03: Structure biochimique de I’héme (Pasternak J, 2003).

3.2. Laglobine

La globine comporte 4 chaines polypeptidique identique deux a deux, deux chaine «

avec 141 acide amine et deux chaine non a (f,8,y) avec 146 acide amines. Chacune est

reliée avec un groupement himnique par un atome de fer.

La molécule compléte d’hémoglobine comporte donc 4 chaines globiniques et quatre

groupements heme avec quatre noyaux de fer et peut fixer quatre molécules d’oxygene
(Fig 4) ( Pasternak J, 2003).

Globnes béta

/
Globwies alpha

Heme oxydé/

\.,

Figure 04: Structure de I’hémoglobine : tétramere constitué de quatre chaines de globine

identique deux a deux et d’héme oxydé ( Pasternak J, 2003).
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Plusieurs formes d’hémoglobine existent différant par la composition de leur chaine de

globine:
L’hémoglobine A :

C’est la forme principale chez un adulte représente 95 % a 99% du totale de

I’hémoglobine de I’adulte, elle est former de deux o et deux 8 .

L’hémoglobine adulte A2 :
C’est une forme moins importante chez I’adulte représente 2% a 3%, €lle est former de

deux chaine a couplees adeux chaine s .

L’hémoglobine F ou I’hémoglobine feetale :
Représente 0% a 2 %, elle est former de deux chaine a couplees a deux chaine y : elle
représente 80% a 100% d’hémoglobine a la naissance, le reste étant constituée par

I’hémoglobine A (Fig 5) (Autier J, 2004).

Hémoglobine = tétrameére

4 chaines
de globine

identiques

2a2 BB

Hémoglobine A1 = A

ol o Yiy Hémoglobine F

Qv

Hémoglobine A2

Figure 05: Formes des génes de I’hémoglobine (Autier J, 2004).

4. Fonction de I’hémoglobine
4.1. Le transport de I’oxygéne
L’hémoglobine n’est pas seulement un simple réservoir a O, , c’est plutot un systéme
sophistiqué de distribution d’O, qui fournit la quantité requise aux tissus dans les conditions
variées, chaque chaine d’hémoglobine fixe une molécule d’oxygene donc elle transport quatre

molécules d’O; sur son fer qui devient oxyd¢ apres fixation d’O, et donne I’oxyhémoglobine :

Y
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Hb + Oz > HbOz

A D’état ferrique du fer (Fe+®) I’hémoglobine se transforme en met 1’hémoglobine qui
serait incapable de transporter 1’0, (Voet D et Voet JG, 2005).
4.2. Letransport de CO,

Tout en éant un transporteur d’O, de I’hémoglobine joue un réle important dans le
transport de 40% du CO,, dans le sang celui a est fixé sur le groupement de la globine et on

la carboxyhémoglobine :

Hb + Co. » HbCO;,

La fixation du CO, favorise la libération d’O,, physiologiquement celui-ci est bénéfice
par le fait qu’il augmente la libération d’O, dans lestissustel que les muscles (Voet D et Voet
JG, 2005).

4.3. Le pouvoir tampon

L’hémoglobine agit comme un tampon pour maintenir un PH neutre a cause de la faible
tension de CO, dans les poumons, 1’équilibre se déplace dans le sens de production du CO,

qui est éliminé continuellement dans 1’air

H*+HCO; — > H,CO; — > H,0+CO;,

Dans les tissus ou la tension d’O, est réduite, I’oxyhémoglobine se dissocie ce qui
fournit 1’0, aux cellules et forme 1’hémoglobine réduite en méme temps (Voet D et Voet JG,
2005).

5. variétés de I’hémoglobine humaine
5.1. L’hémoglobine normale

L’homme normal au cours de sa vie possede plusieurs types d’hémoglobines contenant
toute deux chainesa qui sont couplées a deux chaines soit B, 8 soit €, la structure de

I’hémoglobine varie en fonction des stades de dével oppement.

Chez I’embryon dans les trois mois de vie feetale, I’hémoglobine est formé de :
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e 2chainesc et 2 chaines(: Ho GOWER |
e 2chanes( et 2chainesy: Hb PORTLAND
e 2chaineso et 2 chainese : Hb GOWER ||

A lanaissance, Le nouveau-né synthétisé en majorité I’hémoglobine feetale.
Au cours de premiers mois de la vie I’HbF est remplacé progressivement par 1’HbA.
A deux mois I’HbF présente 50%, a 5 mois 10% et chez I’adulte il est de 2%.

Chez I’adulte plu de 95%. L HDF est de type A (a2 2 ) ainsi qu’une fraction mineure de
3% d’HbA2 (a2 62) et HbF (a2 y2) (Tableau 01) (Max Well ,1990).

Tableau 01: Hémoglobines normales exprimées au cours de lavie (Godart C, 2007).

Age Type d’hémoglobines Proportoin des différentes Chainesde

rencontrées hémoglobines globine
Adulte HbA 97% af;
HbA2 2,2-3,2% a8,
HbF <1% ay;
Foetus HbF 80-95% sy,
HbA 5-20% azf;
Embryon Hb Gower | {282
Hb Gower || @282
Hb Portland {272
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5.2. L’hémoglobine anormale

Prés de 500 Hb anormal ont été décrites, ces anomalies sont dues soit a des mutations
ponctuelles qui peut étre des délétions ou des fusions des genes, on distingue :
HbS:

C’est une substitution porté sur le 6°™ AA de I’acide glutamique par la valine au niveau de

lachaine :

B¢ glu Val

(GAG)

v

v

(GTG)

HbC:
Elle due a une mutation au niveau de la glutamique est remplacé par lalysine

BeGlu » Lys

v

(GAG) (AAG)

HbD :

Elle n’a d’intérét clinique qu’en association avec I’HbS, les doubles hétérozygotes HbsD

étant symptomatiquement avec une forme plus atténuée que I’HbS C.

HbE :

Elle est due a une mutation au niveau de lachaine B en position 26 ou I’acide glutamique

est remplacé par lalysine

B2¢ glus Lys

v

(GAG) (AAG)

v

HbM :

Elle se traduit par une cyanose congénitale apparue dans le premier jour de la vie

(mutation de lachaine a ) ou apres 3 ou 6 mois (mutation de la chaine 8)
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Hb instable:

Il s’agit a la différence de précédentes, d’une anomalie rare ; beaucoup résultante, d’une
mutation récente, le tableau clinique est celui d’une hémolyse de gravité variable selon la
mutation (Tableau 2) (Max Well, 1990).

Tableau 02 : Nomenclature des principal es hémoglobines anormales par ordre al phabétique

(Godart C, 2007).

Nom de ’hémoglobine

Mutation decriesou caractéristique

HbA Hb adult (A, A1, A1C, A2...)
HbC BéGlu — Lys
HbD Mutation 8 du group +1
HbE B% Glu —— Lys
HbM Variants responsable de
méthémoglobinémies
HbS péGlu ——» Va

6. Controle génétique de la synthése de I’hémoglobine

Les chaines de globine «; B et 8 entrant dans la constitution des hémoglobines A, A2 et F

sont codées par deux groupes de génes, I’'un est le complexe a présent sur le bras court du

chromosome 16, Le complexe non a regroupent en particulier les génes y, 8 et B présent sur

le bras court du chromosome 11 (Fig 6).

Chaqgue géne de ce complexe, a une structure parfaitement élucidée au niveau moléculaire

et comprend notamment 3 exons, codons pours les acides aminées constituant les chaines de

globine et deux introns qui seront éiminés au cours de la maturation de I’ARN messager.

L’expression des genes de I’a globine passe de la globine € alaglobinea , les genes de la

B globine passent de la globine € ala globine y pour former I’'HbF (a2 B2). Lasynthése de la

chaine 8 commence tardivement au cours de la vie feetale et continuées aprés la naissance

(Barrére J, 2005).
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Figure 06: Localisation des génes de la globine humaine (Barrere J, 2005).

)
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1. Définition
Les hémoglobinopathies sont responsables de la grande majorité des anémies
hémolytique corpusculaires familiales. Elles constituent un sérieux probléme de santé

publigue dans des vastes parties du monde car elles sont par leurs fréguences les premiéres

mal adies génétiquement déterminées (Vaubourdolle M, 2007).
2. Génétique des hémoglobinopathies

La synthése des chaines de la globine obéit aux régles générales de synthése des protéines.
Alors que les genes codant pour les acides aminés de la chaine a sont situés sur le bras court
du chromosome 16, ceux codant pour les acides aminés de la chaine B sont situés sur le bras

court du chromosome 11.
Le gene de la chaine b de la globine comporte trois exons et deux introns.

» Lepremier exon est divisé en deux parties :
Une premiere partie de 54b non traduite et une deuxieme de 93b traduite en les 30
premiers acides aminés.

» Ledeuxieme exon mesure 222b et code pour le 31 iéme au 104 iéme acides aminés.

» Ledernier exon dont la premiére partie seule est traduite (126b) code pour
le 105 i€éme au 146iéme acide aminé, la deuxiéme partie de 135b n’est pas traduite.

Les hémoglobinopathies sont donc des affections génétiques héréditaires a transmission

autosomique (Vaubourdolle M, 2007).
3. Le mode de transmission des hémoglobinopathies

Les hémoglobinopathies sont une maladie monogénique transmise selon un mode

autosomal r écessif (Fig7).

Une maladie autosomale récessive atteint aussi bien les hommes que les femmes puisqu’elle
est portée par un autosome, ¢’est-a-dire pas par un chromosome déterminant le sexe de
I’enfant. Le fait qu’elle soit récessive signifie que 1’enfant n’est malade que si ses deux
parents lui ont transmis I’anomalie déterminant le développement de sa thalassémie majeure.
Les personnes qui recoivent un géene anormal alafois de leur pere et de leur mére sont

appel és homozygotes. Ces personnes dével oppent les symptdmes de la maladie.

-
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Les personnes qui recoivent un géne normal d’un parent et un gene anormal de ’autre sont
appelés hétér ozygotes. Ces personnes ne développeront pas les symptémes de lamaladie
mais peuvent transmettre le gene anormal aleurs enfants (Bouzard Y, 1999).

Transmission auvtosomiqgue récessive

| ppl=a=
i | portasss
b |

4

enfant enfant
Eeorfeur mealade

Care
porbte s

B =oin
] Mdcrionote

B | Porfeurs/pDorteuse

Figure 07 : Transmission autosomique récessive des hémoglobinopathies (Bouzard Y, 1995).

4. Classification

Il faut distinguer deux grands sous-groupes d’anémies dues a des anomalies de

I’hémoglobine.
4.1. Anomalie qualitative : La drépanocytose

4.1.1. Définition

La drépanocytose, encore appelée anémie falciforme, est une maladie du sang liée a une

anomalie de la structure de I’hémoglobine. Elle est due a la production d’une hémoglobine
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anormale, liée a une mutation du gene codant la synthése de la chaine B-globine, et transmise
alafois par le pére et la mére (transmission autosomique récessive). Cette caractéristique
conduit a la fabrication d’hémoglobine S (HbS), anormale, qui provoque une déformation des

globules rouges et des troubles a 1’origine d’obstruction des vaisseaux (Stryer L, 1985).
4.1.2. Physiopathologie

La maladie est liée a une mutation ponctuelle responsable d’une substitution, sur la
chaine B de la globine, d’un acide glutamique (porteur d’une charge électrique négative) par

une valine (non chargée éectriquement) :

L’hémoglobine S qui en résulte ne différe donc de I’hémoglobine A que par un acide

amine en position 6 de la chaine B (Fig 8).

Les chaines a normales se combinent avec les chaines B S pour former ’hémoglobine S,
dont la charge électrique différe de celle de I’hémoglobine A : la différence de migration en

électrophorése permet de les différencier.

Quand la pression en oxygene baisse, I’hémoglobine S désoxygenée, tres peu soluble, se
polymérise avec d’autres molécules d’hémoglobine S et précipite dans le globule rouge qui se

déforme alors en une cellule falciforme encore appel ée « drépanocyte » (Lefrere F, 2008).

mutation
ponctuelle a&
EGV *
~dansia ™ %ﬂ
p-globine

Hemoglobme A Hemoglobine S

a& En cas de
* manque
(BT e

Erythrocyte Erythrocyte
normal en faucille

Figure 08: Phénomene de falciformation (Galacteros F, 1999).
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4.1.3. Les différentstypes dela drépanocytose

A. Ladrépanocytose hétérozygote AS

Encore appelée trait drépanocytairee est la plus souvent asymptomatique, les AS sont des
transmetteurs sains, chez eux la maladie ne s’exprime pas parce que le géne normale présent
suffit a contrebalancer 1’effet du gene malade, il permet de fabriquer assez I’Hb normale pour

empéchez la destruction des GR.
L’¢lectrophorese révéle la présence de Hbs qui représente 30 240 % (Sityer L, 1985).
B. La drépanocytose homozygote SS

La forme homozygote débute entre 1 an et 2 ans avec 50% de falciformation, caractérisée
par une altération de I'état général, une sévere anémie, une déformation osseuse, ulcere des
jambes, thrombose, hémolyse a cause de la perte des caractéristiques d’élasticité des GR et les

accidents viscéraux due alaformation des caillots sanguins (Smaili F, 1999).
4.1.4. Clinique

Les hématies falciformes rigides sont a I’origine d’occlusions vasculaires au niveau des
vaisseaux de petit calibre. Ces crises vaso-occlusives (CVO) peuvent avoir des divers facteurs
déclenchant: I’hypoxémie, la fievre, 1’acidose, la déshydratation cellulaire, 1’effort physique

ou encore le stress. On entre alors dans un cercle vicieux : hypoxie-fal ciformation-thrombose.

Ces crises répétées entrainent généralement une atrophie splénique (par succession de
micro-infarctus a 1’origine d’une fibrose), conférant au patient une fragilité particuliére aux
infections (Bachir D, 2008).

4.1.5. Traitement

Depuis sa caractérisation, la drépanocytose fait 1’objet de nombreuses recherches visant a
en développer un traitement. Plusieurs méthodes de traitement ont éé mises au point et sont
utilisées, mais aucune thérapeutique ne s’avere parfaitement efficace, ni parfaitement tolérée,

ni universelle.

Les principaux traitements utilisés sont la transfusion sanguine, la greffe de la moelle
osseuse, et les traitements pharmacologique. (Azacytidine, hydroxyurée, 5-fluoro-uracile)
(Girot R, 2006).

&
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4.2. Anomalie quantitative : L esthalassémies

4.2.1. Définition

Le terme thalassémie (en grec : Thalassa : mer, Hémia : sang), en appelant auss
syndrome thalassémique. En effet, ces maladies sont un groupe d'anémies hémolytiques
chroniques et microcytaires, sont surtout fréquentes chez les sujets originaires du porteur du
bassin méditerranéen.

La thalassémie est une forme d’anémie infantile héréditaire, le plus souvent transmises sur
le mode récessif autosomique, due a des délétions ou substitutions de géne qui entrainent
I’absence ou la diminution de la synthése d’une ou plusieurs chaines de globine constituant de
I’hémoglobine si le défaut de synthése porte sur les chaine o , la forme est : o—thalassémies,
s’il porte sur les chaine B , laforme est p—thalassémie (Orsini A, 1982).

4.2.2. Physiopathologie :

La transmission est le plus souvent de type autosomique récessif. Selon la chaine de
globine insuffisamment synthétisée, on distingue les a et B-thalassémies. Les syndromes
thalassémiques sont la conséquence du déséquilibre de synthése entre les chaines a et non o :
une a-thalassémie est caractérisée par un rapport o/non o inférieur a 1, une p-thalassémie par
un rapport a/non o supérieur a 1. Dans les formes symptomatiques de thalassémie, 1’exces
relatif de chalnes « célibataires » forme des polyméres peu solubles dans 1’érythroblaste,

responsables d’une érythropoicse inefficace.

[l en résulte une hypersécrétion d’érythropoiétine qui stimule I’érythropoiése et suscite une
hyperplasie avec expansion érythroblastique caractéristique des thalassémies. L’anémie est la
résultante de deux mécanismes : une dysérythropoiése et une hyper hémolyse. L’importance
de ces manifestations est trés variable suivant les patients, conséquence tant de 1’anémie
chronique (Paleur, asthénie) que de [I’hyperplasie ¢érythroide compensatrice

(hépatosplénomégalie, déformations osseuses...).

Les transfusions peuvent donc avoir deux objectifs, corriger 1’anémie et réduire

I’érythropoiese inefficace (Badens C et al, 2003).

&
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4.2.2. Lesdifférentstypes delathalassémie

A. a thalassémies

C'est un déficit génétique dans la synthése des chaines a de la globine qui interviennent
dans toutes les variétés d’hémoglobine. Dans la majorité des cas, la Iésion responsable de
cette pathologie est une délétion du chromosome 16. A cause de I’existence de quatre génes o

globine on distingue quatre types d'a thalassémies :
Laformehétérozygote :
Elle se traduit par une anémie hypochrome microcytaire
- o* thalassémies hétérozygote
Elle caractérisée par une seul délétion on peut |'appelé également ’thalassémies type 2’
- a° thalassémies hétérozygote :
Caractérisee par deux délétions en cis, elle représente | es thal assémies mineures.
- Association d'une o* thalassémie et a° thalassémie hétérozygote :
Ladéétion seffectue sur trois géne, cette forme est appel ée hémoglobines H.
Forme homozygote:

N'est pas fiable et lamort survient vers la trente deuxieme semaine de grossesse (hydrops
fetalis).

L'hémoglobine du feetus est constitué de tétrameére gamma y4 , c'est I'Hb Bart's

- o' thalassémie homozygote: Elle est caractérisée par deux délétion en trans se

présentant sous la forme d'une thalassémie mineure elle est dite "o thalassémies type 17’

- 0° thalassémie homozygote: C’est la forme caractérisée par quatre délétion en trans
celle-ci est appelée " I'hydrops fetalis’” (Tableau 3) (Ingram V, 1959).

=
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Tableau 03 : Classification génique et phénotypique des principales a —thalassémies (Godart

C, 2007).

Nombrede Dénomination Dénomination Retentissement
génesa génotypique phénotypique Clinique
atteints

1 -alaa a- thalassemie de type Aucun:clinique
a*-hétérozygote 2 « Silencieuse>>
2 -laa a- thalassémie de type Mineur
o'~ hétérozygote 1 hétérozygote
-al-a
o* - homazygote a- thalassémie de type
1 homozygote
--/-a Hémoglobinose H Anémie hémolytique
3 délétionnelle microcytaire hypo-
chrome: clinique trés
variable selon la nature
génétigue de lamalade
a- thalassémie majore
Exemple: . - Lo
P Atteinte clinique sevére
__/aaConstant—Sprig
Hémoglobinose H non
délétionnelle
4 --[-- Hydrops foetalis Mort in utéro ou la

période néo-natale
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B. pthalassemie

Le déséquilibre dans la production des chaines de globine affecte la chaine B. L'exceés de
synthése des chaines a va avoir des conséquences biologiques et cliniques, les deux

mécanismes principaux a |’ origine de I'anémie sont I'hémolyse et I'érythropoiese inefficace.

Les p - thalassémies peuvent étre isolées ou associées a d'autre anomalies qualitatives de

I'némogl obine hémogl obinocytose C drépanocytose (Mettais P, 1985).
B thalassémie majeure: (homozygote) ou maladie de COOLEY :

Letétramére a 2 B 2 est synthétisé en quantité extrémement réduite ou nulle, au cours de
B thalassémies majeure et proportionnellement au déficit de synthése de la globine B en
conséguence les hématies sont trés hypochromes et microcytaires, anisocytaires,
poikilocytaire, cellule cible et I'HbF comprise entre 60 et 98 % avec une HbA2 variable
(Thomas D et a.1992).

p thalassémieintermédiaire:

Ce terme a été utilise en clinigue pour désigner les patients anémiques avec un
retentissement symptomatique mais qui n‘ont cependant pas un besoin absolu de transfusion.
Cette entité purement clinique peut résulter de plusieurs mécanismes moléculaires. Ces sujets
ont leurs deux alleles de B globine mutés. Cependant au moins 1'un de ces all¢les porte une

mutation dont le retentissement est peu sévére de sorte qu'une production significative de P

globine est encore assurée (Thomas D et al, 1992).
Thalassémie mineure:

L'appellation "thalassémie mineure a été utilisée pour les sujets hétérozygotes pour un
aléle B thalassémique. Ces sujets ont une affection cliniguement asymptomatique et
généralement un gene de B globine normal et I'autre gene porteur d'une mutation qui diminue

ou abolit son fonctionnement (Ingram V et a, 1959).

v' Lesdoubles hétérozygotes

- L’association de la forme S/p thalassémie
C'est |I'association du gene drépanocytose et un gene thalassemique il ya deux types :
-S/ B ° ; absence de synthése de la chaine 3

-S/ B *; diminution plus ou moins importante de la chaine 3

-
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- L'association delaforme C/ g thalassémie: il ya deux formes
v' CI B ° thalassémie
v C/ B *thaassémies
L'enquéte familiale montre que |'un des parents est hétérozygote pour I'HbC et I'autre est
hétérozygote pour |a thalassémie les signes clinique et biologique sont plus marqués avec une
hémolyse chronique ou compléte, la splénomégaie est prédominante, microcytose,

hypochromie, aniso-poikilocytose ou on retrouve plus de 50% de cellules cible (Tableau 04)
(Ingram V et al, 1959).

Tableau 04 : Classification clinigue et génétique des f—thalassémies

(Godart C, 2007).

Nombre de gene atteints(un
Phenotype gene B clinique
Dela globine sur chaque
chromosome 11)
Sujet normal Aucun gene atteint Sujet sain
BB
B-thalassémie hétérozygote lgene atteint B°f ou B*B Asymptomatique= 3 -
thalassémie mineure ou
silencieuse
Heterozygotes composites 2gene atteint B-thalassemie intermediaire
B* B°
B-thalasemie B°-thalassemie 2gene atteints Anemie de cooley= B-thalassemie
Homozygote BB mgjeure
Bt —thalasseme
B*B* B-thalassemie intermediaire

&
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4.2.4 Clinique

Les anomalies anatomopathologiques sont la consequence de la production accrue de

globules rouges qui tente de compenser leur destruction.ces anomalies sont :

-Une hématopoiése médullaire augmentée provoquant des déformations osseuses

-Un accroissement de 1’hématopoiese extra médullaire provoquant une hépato-
splénomégalie.

-Des dépdts de fer dans les tissus (ceeur, foie et pancréas) (Stevens A et al, 2001).

4.2.5 Traitement

La base du traitement de la forme majeure repose sur les transfusions répétées afin de
maintenir le taux d’hémoglobine a des valeurs subnormales mais également pour réduire

I’hypersécrétion d’érythropoiétine et les conséquences de I’hyperplasie érythroblastique.

On y associe un traitement chélateur de fer. Cette association permet de conférer a ces
patients une espérance de vie de plus de 30 ans. Le seul « traitement » curatif demeure
I’allogreffe de moelle osseuse.

Des essais pour des molécules réactivant la synthése d’hémoglobine F (azacytidine, hydrox

urée, 5-fluoro-uracile) sont en cours. On place également de grands espoirs sur lathérapie
génique (LefréreF, 2008).

=
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1. Diagnostic biologique des hémoglobinopathies

Il repose sur 3 examens clés: I’hémogramme, 1’électrophorése de Hb et le test de
falciformation et des tests biochimique complémentaires affirmant le caractére hémolytique

del'anémie qui peuvent étre faites.
1.1. L’hémogramme

Il est le premier examen biologique utilisé pour dépister, explorer et suivre la plupart des
hémopathies. Ses indication sont tres nombreuses et dépassent largement le cadre des

pathol ogies hématol ogique.

L’hémogramme ou numération formule sanguine (NFS) consiste en une étude
guantitative (numération) et qualitative (formule) des cellules sanguines : globules rouges,
globules blancs et plaguettes. Il renseigne également sur les constantes érythrocytaires,
notamment le VGM, la CCMH et la TCMH ainsi que sur le taux des réticulocytes. C’est le
premier examen donnant des renseignements utiles permettant de suspecter une anomalie
hémoglobinique (Belhadi K, 2011).

1.2. L’électrophorese de I'hémoglobine

L'électrophorése désigne I'ensemble des méthodes visant a séparer et a identifier les
constituants d'une phase solide et chargée, suspendue dans une phase liquide tamponnée
quand on leur appliquer un champ éectrique continu. Il existe différentes variantes

techniques::
1.2.1. L’électrophorese de I’Hb a pH alcalin (pH=8,5) sur Hydrasys

Elles sont des gels d’agarose permettant la séparation des hémoglobines normales (A, A2,
F) et la détection des principales hémoglobines anormales par éectrophorese dans le systeme
semi-automatique HYDRASY S .Ce dernier permet de réaliser toutes les séquences jusqu’a

I’obtention du gel prét pour I’identification des différentes hémoglobines (Sebia, 2006).

Les Hb sont séparées en tampon alcalin (pH 8,5) et colorées par une solution d’amidon
Schwarz. L’analyse qualitative des Hb normales et anormales peut alors étre réalisée. La
lecture a 570 nm par densitométre donne une estimation relative de chaque zone
individualisée (Sebia, 2008).

5
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1.2.2. L’électrophorese de I’Hb a pH alcalin sur Capillarys

C’est une technique de séparation électrocinétique rapide et d’excellente résolution. Son
principe est celui d’une électrophorése capillaire en solution libre permettant la séparation de
molécules chargées en fonction de leur mobilité électro phorétique propre dans un tampon

alcalin, et selon le flux éectro-osmotique.

Le systéme capillarys automatisé comprend une série de capillaire en silice fondue en

parallele, permettant I’analyse de sept échantillons simultanés.

Ces échantillons (hémolysétes de globules rouges sédimentés, centrifugés et lavés sans
étre préalablement dilués dans une solution hémolysante) seront ensuite injectés dans les

capillaires au niveau de I’anode par aspiration.

Ensuite, en appliquant une différence de potentiel de plusieurs milliers de volts, les
hémoglobines vont étre séparées, puis détectées directement au niveau d’une cellule par
spectrophotométrie d’absorbance a 415 nm Aucune coloration n’est nécessaire, ce qui

constitue un gain de temps et de réactifs par rapport a une électrophorese « traditionnelle».

Les profils ¢lectro phorétiques obtenus permettent d’effectuer une analyse qualitative et
guantitative des différentes hémoglobines retrouvées. La bonne séparation des différentes
fractions permet de confirmer 1’identification de I’hémoglobine, en particulier, de différencier

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

La quantification de I’hémoglobine A2 est également possible en présence
d’hémoglobine E. La détection directe sur capillaire a 415 nm permet de déterminer les

concentrations relatives (pourcentages) de chaque fraction (Schmidt M, 2010).
1.2.3. L’électrophorése de I’hémoglobine a pH acide (pH = 6,0)

Elle est réalisée dans les mémes conditions opératoires que 1’¢lectrophorése a Ph alcalin,
a I’exception du tampon de migration dont le Ph est acide, a 6,2. Cette technique permet de
séparer les variantes de I’Hb ayant la méme mobilité en électrophorése Ph alcalin, notamment
SetD, C et E qui migrent différemment dans ce systéme (Frédéric G et a, 2010).

&
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2. Autretechniques

2.1. Chromatographie liquide a haute pression ou CLHP
La CLHP est une méthode de séparation rapide et sensible mais aussi de quantification
des Hb normales ainsi que des variantes de I’Hb. Elle est appliquée sur le Variant II de Bio-

Rad.

La colonne analytique (« CLHP A2 ») est une colonne contenant une résine échangeuse
de cations (150 x 4 mm). Cette colonne est placée dans une enceinte thermo statée maintenue

a 34 °C, et montée en parallele de la colonne destinée au dosage de ’HbA1C.

Les réactifs utilisés (réactif hémolysant, tampons d’¢élution phosphates de force ionique
croissante et de pH différents 1, 2 et 3, solution de lavage, étalon) sont contenus dans le kit
Bio-Rad A2. La densité optique de 1’éluat sera déterminée par un spectrophotomeétre intégré a
I’appareil, qui lira a 2 longueurs d’onde différentes (415 nm et 690 nm), la longueur d’onde
de 415 nm étant la longueur d’onde d’absorption spécifique des hémoglobines et la seconde
longueur d’onde permettant de corriger 1’absorbance non spécifique ou bruit de fond. Un
microprocesseur intégre les données et rend un profil avec des pics permettant la
quantification de ’Hb A2 et de ’Hb F, ainsi qu’une identification présomptive de certaines

variantes, basées sur leur temps de rétention (Vinatier I, 2009).
2.2. | soélectrofocalisation

L’isoélectrofocalisation ou focalisation isoélectrique est une technique d’électrophorése

sur gel utilisant un gradient de pH 6 apH 8, sous voltage élevé.

La migration et donc la séparation des variantes d’hémoglobine se feront en fonction de
leur pH ou point isoélectrique. Pour rappel, le point isoélectrique (ou potentiel hydrogene
isoélectrique pHi) d’une molécule est le pH pour lequel la charge globale de la molécule est
nulle, on dit alors qu’elle est sous forme zwitterionique. Les différentes hémoglobines vont

donc migrer dans ce gradient de pH jusqu’a ce que celui-ci atteigne leur pH.

L’identification d’un mutant inconnu se fera par comparaison de son pH avec celui d’un
mutant de référence. Pour exemple, les pH de I’HbAT1 et de ’Hb A2 sont respectivement de
6,98 et de 7,42 alors que celui de I’'Hb S est de 7,20. Cette technique est applicable aussi bien

chez I’adulte que chez le nouveau-né.

Elle bénéficie d’un pouvoir de résolution exceptionnel, les bandes obtenues étant plus

fines que celles obtenues en ¢€lectrophorése a pH alcalin, alors que 1’ordre de migration reste
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inchangé Sa résolution, mais aussi la possibilité de travailler directement sur sang total, et de
réaliser un screening pour un grand nombre d’échantillons simultanément sont des avantages
indéniables.

Les seuls écueils restent la qualité de 1’interprétation, qui nécessite une certaine maitrise,
ainsi gue le fait que cette technigue ne soit pas adaptée a la quantification des variants mais

soit seulement une méthode qualitative (Vinatier I, 2009).
2.3. Frottis Sanguin

Laréaisation du frottis sanguin permet d’étudier la morphologie des éléments figurés du
sang et de déterminer s’il y a anomalies de présence, d’aspect ou de nombre de cellules
(Vinatier 1, 2009).

2.4. Test de falciformation / Test d’Emmel

Le test de faciformation consiste a sceller une goutte de sang entre lame et lamelle et

attendre que les processus oxydatifs aient suffissmment réduit la tension en oxygene pour

induire une fal ciformation visible au microscope.

Sa variante, le test d’Emmel est une technique basée sur le principe de la falciformation
des hématies drépanocytaires en présence d’un agent réducteur qui accélere la désoxygénation

tel que le métabisulfite de sodium & 2% (Vinatier |, 2009).
3. Examens biochimiques

3.1. Proténogramme

C'est le fractionnement des protéines sériques par des méthodes éectro phorétiques. En
pratique courante, trois techniques électro phorétiques sont mises en jeu pour le
fractionnement:

Il Sagit de I'@ectrophorése simple, avec ses nombreuses variantes, selon la spécificité du
révélateur; de l'immunoélectrophorese et de I'éectro immun diffusion. Dans les deux
derniéres techniques, on associe la migration électro phorétique ala diffusion des protéines en
milieu gélifie.

L’¢lectrophoreése simple standard sur gel d'agarose est la technique plus utilisée en
routine. Elle sépare le contenu protéique global du sérum en cinq grandes familles:
I'albumine, les al-globulines, les a2-globulines, les fglobulines et les y-globulines (Bernard
S, 1998).
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3.2. Evaluation du fer sérique

Parmi les métaux de transport indispensable alavie, le fer est le plus abondant et le plus
important et participe a un grand nombre de réactions biochimiques. Quand il est complexé a
la porphyrine et inséré dans une protéine appropriée, non seulement le fer selie al'oxygéne de
facon réversible, mais il participe aussi a des réactions vitaes d'oxydoréduction. Le fer
inorganique est hautement toxique et les procédés permettant son assimilation, son transport

et son stockage ont évolués.

Dans les circonstances normales, I'hnoméostasie du fer est maintenue, mais elle peut
dévier dans certaines situations cliniques, aboutissant soit a un état de carence, soit a une
surcharge (Kenneth R, 1992).

3.3. Evaluation dela bilirubine

Le premier stigmate biologique de I'némolyse est la libération de la bilirubine. Dans
I'organisme, la fraction la plus importante de la bilirubine est produite par le catabolisme de
I'némoglobine des hématies sénescentes. Les hématies peuvent étre prématurément détruites

par deux types de mécanismes:

Les globules rouges sont lysés dans la circulation et leur contenu déversé directement

dans le plasma (hémolyse intra vasculaire).

Les érythrocytes sont phagocytés par |les macrophages dans larate et le foie, al'intérieur
desquels ils sont détruits et digérés (lyse extravasculaire), c'est le mécanisme le plus fréquent
(Kenneth R, 1992).
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. Matériel et méthodes
1.1 Type d’étude

L’étude des hémoglobinopathies dans ce travail repose sur une méthode rétrospective
descriptive basée sur des données biologiques des patients atteints de ce groupe de maladies.

La collecte des informations a ¢été effectuée grace a [utilisation d’une fiche de

rensei gnements concue avec le médecin hématologue traitant (annexe 01).
1.2 Choix de la région d’étude

Le choix de la wilaya de Guelma comme région d'étude a été instauré vue la prévalence
élevée des hémoglobinopathies. La durée de I'étude est une période de 5 ans (2010-2016).

Afin d’estimer la prévalence de 1’hémoglobinopathie et son interrelations entre les
individus, donc il est nécessaire d’établir des enquétes au niveau de 1’hopital Ibn Zohr. Pour
mener ce travail, nous avons utilisé les registres médicaux dans le service d’hématologie, de
I’hopital Ibn Zohr. Ces registres ont été utilisés pour obtenir toutes les informations

nécessaires pour laréalisation de la partie pratique.
1.3 Techniques utilisées pour I’étude

Le point de départ du diagnostic biologique des hémoglobinopathies repose sur des tests
hématol ogiques et biochimiques:
Tests hématologiques : I’hémogramme avec calcul des constantes érythrocytaires:
- Volume globulaire moyen (VGM).
- Teneur corpusculaire moyen en hémoglobine (TCMH).
- La mesure des taux d’hémoglobine (Hb).
Examen des hématies sur le frottis

¢ Tests biochimique : Electrophorése Capillarys d’hémoglobine

Si les résultats de I’hémogramme (GR, VGM, TCMH, Hb) sont diminués en paralléle par
rapport aux valeurs normales, il faut faire une électrophorése de 1’hémoglobine pour détecter

I’hémoglobinopathie.

Au cours d’une enquéte familiale, la réalisation d’un hémogramme n’est pas nécessaire, il
suffit de faire une électrophorese de I’hémoglobine, car certaines formes hétérozygotes sont

cliniguement asymptomatiques.

N
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1.3.1. Technique Numération For mule Sanguin

C’est le principal examen en hématologie, on regroupe sous ce nom la mesure des taux
d’hémoglobine et différents ééments figurés du sang, réalisée sur un échantillon du sang. Il
comporte une étude quantitative des cellules : numération des globules rouges, des globules
blancs et des plaguettes, mesure ou calcule de I’hématocrite, dosage de 1’hémoglobine, étude
des constantes ou indices érythrocytaires (VGM et TCMH) et plaquettaires. La réaisation de
I’hémogramme, qui a longtemps reposé sur un dénombrement en microscope optique apres

dilution manuelle, a été révolutionnée par le développement d’automates.

Les automates permettent I’analyse d’un grand nombre de cellules et fournissent ainsi
des résultats précis et reproductibles. 1ls doivent cependant étre quotidiennement vérifiés et
calibrés pour éviter qu’ils ne s’écartent pas des seuils de normalité et les résultats doivent étre

contrélés dans toutes les situations pouvant favoriser des artéfacts. (Vinatier 1, 2009).
A. Numération des globulesrouges

L’appareil que nous avons utilisé est le Coulter (Fig 9) (I’automate médonique CA cell
analyseur.620). 4,5 ml de sang veineux est prélevé directement dans des tubes spéciaux
contenant 0,5 ml d’EDTA (éthyléne-diamine-tétra-acétate) dans une température ambiante
varie de 20 a22°C.

Un tube est placé en contacte avec 1’aiguille de 1’appareil qui va absorber 100 pl de sang

destiné a I’analyse, le résultat s’affiché par la suite sur 1’écran du Coulter (Samama et al,
1970).

Figure 09: Photo de I’ Automate médonique CA 620.
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B. Volume globulaire moyen (VGM)

Le paramétre VGM est dérivé de la courbe de distribution des GR. Il est calculé par la
division du volume globulaire compris dans un mm?3de sang (fourni par 1’hématocrite) par le

nombre des hématies contenu dans le méme volume. (Vinatier |, 2009).
C. Hématocrite (HT)

L’hématocrite est défini comme étant le volume emballé de globules rouges dans le sang
total. Il est calcul¢ par le produit du VGM par le nombre des GR. Si aucune VGM n’est tirée
d'un échantillon en raison de trop faible nombre des érythrocytes, aucune HT n’est calculée.
(Vinatier 1, 2009).

D. Taux d'hémoglobine (Hb)

L'hémoglobine est déterminée a partir de la dilution 1 :400. Pour chaque échantillon, un
vide est mesuré comme une référence, cela signifie que toute dérive dans le réactif et de la

cuvette absorption ou de lalampe est éliminé.

Le systéme se compose d'un photometre lampe au tungstene, une cuve avec une longueur
de 15 mm et un filtre & une longueur d'onde de 535 nm (bande passante de 20 nm). Les

lectures sont 1égeérement corrigées les taux d’hémoglobine pour la turbidité. (Vinatier I, 2009).
E. Teneur corpusculaire moyenne en hémoglobine (TCMH)

La TCMH est calculée par taux d’Hb / nombre des GR donnant la concentration

moyenne d’hémoglobine dans chaque hématie (Samamaet a, 1970).
1.3.2. Frottis sanguin

Elle est réalisée en étalant une fine goutte de sang sur une lame de verre et I’en examine au
microscope apres coloration (la coloration utilisée est le May-Grunwal d-Giemsa, MMG). Cet

examen au microscope permet d’étudier la morphologie des hématies.

Normalement toutes les hématies ont approximativement méme forme, méme coloration
et méme diamétre. Toute modification des ces données traduit un état pathologique (Samama
et a, 1970).

1.3.3. Electrophor ese capillaire d’hémoglobine Capillarys

L’¢lectrophorése des hémoglobines du sang humain est une analyse trés utile en
laboratoire d’analyse clinique pour rechercher les anomalies qualitatives et quantitatives de

I’hémoglobine .Parallélement aux techniques d’électrophoréses sur différents supports, dont le
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gel d’agarose, la technique d’électrophorése capillaire s’est développée car elle offre
I’avantage d’une automatisation compléte de 1’analyse, de séparations rapides et d’une bonne

résolution(Wending A, 1986).
. Principe de I’électrophorése

Elle se définit comme une technique de séparation éectrocinétique effectuée dans un tube
de diametre interne inférieur a 100 pm rempli d’un tampon composé d’électrolytes. Par
nombreux aspects, elle se présente comme un intermédiaire entre 1’électrophoréese classique

de zone sur support et la chromatographie liquide.

Le systeme capillarys utilise le principe de 1’électrophorése capillaire en solution libre, qui
représente la forme la plus courante de I’¢électrophorese capillaire. Il permet la séparation des
mol écules chargées en fonction de leur mobilité électro phorétique propre dans un tampon de
pH donné, et, selon le pH de I’électrolyte, d’un flux électro-osmotique plus ou moins
important (Fig 10).

Le systeme capillarys comprend une série de capillaires en paralléle, permettant 7
analyses simultanées. Sur ce systeme, 1’injection dans les capillaires de 1’échantillon dilué

dans la solution hémolysante est effectuée a I’anode par aspiration.

La séparation est ensuite réalisee en appliquant une différence de potentiel de plusieurs
milliers de volts aux bornes de chague capillaire. La détection directe des hémoglobines est
effectuée 4415 nm c6té cathode.

Les capillaires sont lavés avant chague analyse par une solution de lavage, puis par le
tampon d’analyse. Avec le tampon utilisé a pH basique, I’ordre de migration des principales
hémoglobines normales et anormales est le suivant, de la cathode vers 1’anode (Landers JP,
1995).

=
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Figure 10: principe d'un systéme d'é ectrophorese capillaire (Landers JP, 1995).
B. Echantillons utilisés

L’analyse se fait sur sang frais, préevés sur anticoagulant (EDTA, citrate ou héparine).
Les sangs doivent étre prélevés selon la procédure utilisée pour tout test de laboratoire

d’analyses cliniques.

Les sangs peuvent étre conservés au maximum sept jours au réfrigérateur (entre 2 et 8 C°).

Pour |a préparation des échantillons :

On agite le tube avant de prélever le volume de sang total a traiter, puis on centrifuge le
sang totale, pendant 5 minutes a 5000tr /min, on élimine le plasma et on lave 2 fois les

globules rouges par 10 volumes d’eau physiologique.

Les volumes de globules rouges inférieurs a 10 pL doivent étre manipulés avec précaution,
par la suite on €élimine 1’excés d’eau physiologique a la surface du culot globulaire lavé, les
agiter au vortex avant de prélever les 10 pL a hémolyser, et enfin on hémolyse 10 pL de
globules rouges par 130 pL de solution hémolysant, suivi d’une agitation au vortex pendant

10 secondes puis incuber 5 minutes a température ambiante.

Le systéme capillarys est un instrument multiparamétrique automatique qui assure
I’analyse des hémoglobines sur 7 capillaires en paralleles Dés la fin de D’analyse, la

guantification relative des fractions est automatiquement effectuée et les profils peuvent étre

.
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interprétés. Les pics d’hémoglobine A (HbA), F (Hb F) et A2 (HbA2) sont identifiés de
fagon automatique et le pic d’Hb A est positionné au centre de la fenétre de reprise.
Les profils éectro phorétiques sont anal yses visuellement pour détecter les anomalies. Les

positions potentielles des différentes variantes de 1’hémoglobine (identifiées par les zones Z1

aZ15) sont repérées a I’écran et sur le compte rendu résultats.

Les profils sont automatiquement recentrés par rapport au pic d’Hb A afin de faciliter leur
interprétation (Landers JP, 1995).
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1. Répartition des malades selon le type des hémoglobinopathies

Les résultats de 1’¢tude confirment 1’existence de différents types d’hémoglobinopathies

dans la population de larégion de Guelma.

Le nombre de cas suspects totaux durant la période 2010-2016 est 2263 sujets. Parmi ces

derniers, un nombre de 355 cas ont été malades avec un diagnostic clairement établi. On note

la présence de 298 sujets 3-thalassémiques mineur, 19 sont atteints d’une drépanocytose

hétérozygote (A/S), 16 maades drépanocytaires homozygotes (§/S), 10 malades doubles

hétérozygotes (S/B), et 12 malades d’une hétérozygote C.

Le tableau 5 montre une nette prédominance de la  thalassémie mineur ou encore appelée le

trait thalassémique. Ce qui peut étre expliquée par le fait que le service d’hématologie est un

service de consultations externes qui ne peut pas réalisé la prise en charge les formes

homozygotes.

Tableau 5: Répartition des malades selon les différents types des hémogl obinopathies.

Typedelamaladie Effectif Pour centage
B-thalassémie mineur 298 83,94%
Drépanocytose 19 5,35%
hétérozygotes (A/S)
Drépanocytose 16 4,50%
homozygotes (S5/S)
Double hétérozygotes (S/B) 10 2,81%
Hétérozygotes C 12 3,38%
Totale 355 100%




Partie expérimentale chapitre 2 : résultat et discussion

5.35%

B Drépanocytose
hétérozygotes (A/S)

H Drépanocytose
homozygotes (S/S)
M Double hétérozygotes (S/B)

MW Hétérozygotes C

m B-thalassémie mineur

Figure 11: Répartition des malades selon les différents types des hémoglobinopathies

2. Etude des profils électrophor étiques des malades selon les différentstypes
des hémoglobinopathies
Au cours de la détection de ces différentes hémoglobinopathies, |e systéme CAPILLARY S

représente des images él éctrophorétiques différentes selon les anomalies hémogl obiniques
détectées.




Partie expérimentale chapitre 2 : résultat et discussion

1.1. LesR thalassémies mineurs
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Figurel2: Profil électrophorétique Figurel3: Profil électrophorétique d’un
d’un sang normal d’un sang B- thalassémique mineur
HbA=94,5% Hb A =96,8a97,8%
Hb F<0,5% Hb A2=55%

Hb A2=2,243,2%

Dans la technique capillarys hémoglobine, les valeurs des différentes hémoglobines
normales obtenues permettent de détecter les cas de I’hémoglobinopathie (figurel2). Un taux
d'Hb A2 supérieur a 3,5 %, généralement entre 4 et 8 %, est le plus souvent associé aune 3 —
thalassémie mineur (figurel3) (Elion et Ducrocq, 1991), alors que chez le sujet normal, il est
entre 2,2 et 3,2 %. Il faut savoir que la majorité des 3 —thalassémies mineur ne présentent
pratiquement aucune des anomalies habituelles (un pseudo polyglobulie microcytaire), y
compris I'éévation de I'Hb A2 (Cao et a, 1995). Par ailleurs, I'Hb A2 peut séever
modérément au cours d'anémies mégaloblastiques, d'hyperthyroidies ou d'érythroleucémies
(Steinberg et Adams, 1991).
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1.2. Lesdrépanocytoses homozygotes (S/S) :
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Figurel2: Profil électrophorétique
d’un sang normal

HbA =96,8a97,8 %

HbF<0, 5%

HbA2=22a32%

Figureld: Profil électrophorétique
d’un sang avec variant homozygote
HbS=77a98 %
HbF=2a20%

HbA2=2a3%

La drépanocytose est due a une mutation d’un acide glutamique de la chaine 3 (acide aminé

n°6) par une vaine (acide aminé neutre) (Basset P, 1978) : elle présente ains un point

isoélectrique augmenté par rapport a I’hémoglobine A (Bardakjian MJ et al, 2003). Sa charge

négative globale est donc diminu¢ au pH de Dl’analyse: cette hémoglobine migre plus

rapidement que I’hémoglobine A.

Dans la technique capillarys hemoglobine, en tampon alcalin, I’hémoglobine S migre entre

lesfractions A et A2, aenviron 1/3 de ladistance A-A2, coté A2 (figure 14).

Il existe une absence d'HbA, deux cas peuvent se présenter : soit I'Hb S est nettement

majoritaire et elle est en général associée a une bande minoritaire dHb F, soit I'Hb S est

associée a une autre hémoglobine anormale (Vovan L, 1985).
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Dans le premier cas de figure, un taux dHb S en moyenne entre 77 et 98 % permet

d'évoquer une drépanocytose homozygote SS associée ou non a une o -thalassémie, ou un

syndrome drépanocytaire SI3°, en cas de trait a -thalassémique associé, il peut y avoir atteinte

d'un seul geéne (sujets SS a -/ an) ou de deux genes (SS a -/ a -). Chez tous ces sujets, une
bande F de faible intensité (de 5 a 10 % en moyenne) est visible (Galactéros, 1995).

Dans le cas de PHHF associée ade I'Hb S (sujets S PHHF), le taux d'Hb F est de I'ordre

de 30 % et ces sujets ne sont pas anémiques. Enfin, rappelons qu'un traitement des

drépanocytaires par hydroxy urée fait augmenter le taux d'Hb F, qui peut alors sélever jusgu'a
25 % (Lubin BH et al, 1991).

1.3. Les drépanocytoses hétér ozygotes A/S
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Figurel2:Profil électrophorétique
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Figurel5: Profil électrophorétique d’un sang
avec variant hétérozygote HbS

Hb A =61,6%
HbF=1,8%

Hb A2=3,0%
Hb S=33,6%

La drépanocytose hétérozygote est caractérisée par la présence dHb A (Cao A et d,
1996). Il est alors important de quantifier les différentes fractions A, A2 et S (Joutovsky A et

al, 2004) (figurelb).
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En l'absence de trait thalassémique associé, 'HbS représente une fraction de I’ordre de
33, 6 % de I'némoglobine totale. Les sujets AS ont un hémogramme norma et sont
cliniquement asymptomatiques (Galactéros F, 1995).

Un taux d'Hb S inférieur a 30 % est en faveur d’un a -thalassémie mineure associée a la
drépanocytose hétérozygote AS. En revanche, un taux dHb S supérieur a 50 % évoque
I'association d'une drépanocytose hétérozygote avec une 3*-thalassémie (S/ 3 *), I'Hb S étant,
rappelons-le, un variant de la chaine 3. Dans ce cas, I'Hb A représente alors 5 a 20 % de
I'némoglobine totale. Ces sujets S/ 3" présentent une microcytose avec ou sans anémie, et un
taux dHb A2 dlevé (>= 5 %) (Gaactéros F, 1995).

1.4. L’hémoglobinose C hétérozygote
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Figurel2 : Profil éectrophoréique Figurel6 : Profil éectrophoréique d’un
sang nor mal sang avec hémoglobinose C
hétér ozygotes
Hb A =96,8a97,8% HbA= 66, 5%
Hb F< 0, 5% Hb A2=2,5%
HbA2=223a32% Hb C=31,0%

L’hémoglobinoses C est due a une substitution d’un acide glutamique de 1a chaine 3 par

une lysine (acide aminé basique n°6) .elle présente ainsi un point isoél ectrique augmenté par
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rapport a I’hémoglobine A. Sa charge négative globale est donc diminué¢ au pH de I’analyse :
cette hémoglobine migre plus rapidement que les hémoglobines A et A2, dont elle est
partiellement séparée, ce qui améliore nettement le diagnostic médicale (figurel6) (Krauss JS
et al, 1986).

Les hétérozygotes (A/C) peuvent étre assimilés aux hétérozygotes (AS) (Maier-
Redelsberger et Girot R, 1989), ils ne manifestent aucun symptbme de la maadie, a
I’exception du risque génétique de transmettre le géne anormal a chaque procréation (Oda et

al, 1997). IIs sont détectés au cours d’une enquéte familiale (Scheneider RG, 1978).

3. Distribution géographique des hémoglobinopathies identifiées dans la

population delarégion de Guelma

D’apres les résultats du tableau 6, |a répartition géographique de différents types des
patients chez la population de la région de Guelma et qui sont distribué de fagon irréguliére.
L es hémogl obinopathies identifiées sont classees par ordre décroissant de fréquence comme
suit : les 3-thalassémies mineures, Les drépanocytoses hétérozygotes A /S, puis

drépanocytose homozygotes S /S, 1’hémoglobinose C et en fin I’hétérozygote composite S/B.

Larégion de Guelma représente la zone géographique la plus touchée par les
hémogl obinopathies, ceci est expliqué par la richesse démographique de larégion.

Tous ces syndromes coexistent souvent dans les mémes popul ations et les formes
combinées sont loin d’étre rare, leurs diffusions, posent des problémes de santé publique.
Aujourd’hui, les mouvements de populations, les métissages et surtout les mariages

consanguins conduisent a une diffusion de plus en plus large de ces anomalies.
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Tableau 6 : Distribution géographique des hémoglobinopathies identifiées dans |a popul ation

de larégion de Guelma

Effectif B , , Double B
. | Drépanocytoses | Drépanocytose | Hétérozygote
Thalassémie hétérozygote
_ AJS SIS c
Region mineur SB
Mdjaz
" 3 3 1 0 0
mmar
Oued zenati 2 0 0 0 0
Heliopolis 4 0 0 0 0
Boumahra 4 3 0 0 1
Guelma 276 13 15 10 10
Hammam
Dbagh 9 0 0 0 1
ag
Totale 298 19 16 10 12
300 ~
250 1 B B-Thalassémie
200 - mineur
B Drépanocytoses
150 - A/S
100 - Drépanocytose
50 4 S/S
B Double
0 - hétérozygote S/B
&é@‘ 19(3;0 Qd\\& @’50«'?? Q}(Q’b QQ@Q;S /\o‘?}e m Hétérozygote ¢
.,z;\/v oeb \é§\o Q,o" & L
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Figure 17: Distribution géographique des hémoglobinopathies identifiées dans la population

de larégion de Guelma
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4. Répartition des hémoglobinopathiesidentifiées dansla population dela
région de Guelma selon le sexe

D’aprés nos résultats (tableau 7), il existe une prédominance féminine de toutes les formes
des hémogl obinopathies étudiée avec un sexe ratio (Homme/Femme) égal a 2,5 (Figl8). Cette

prédominance est en concordance avec des études précédentes qui portent sur le méme sujet
dans d’autres pays (Sif I, 2013).

Tableau 07: Répartition des hémoglobinopathies identifiées dans la région de Guelma selon

le sexe
Sexe Femme Homme
B-Thalassémie mineur 151 46
Drépanocytose
SRS 11 8
hétérozygotes A/S
Drépanocytose 8 8
homozygotes S/S
Double hétérozygote S/B 5 6
Hétérozygote C 9 3
Totale 184 71
Femme Homme
M B-Thalassémie M B-Thalassémie

mineur mineur

M Drépanocytos M Drépanocytos
e e
hétérozygotes hétérozygotes

A/S A/S

Figure 18: Répartition des hémoglobinopathies identifiées dans la popul ation de larégion

de Guelmaselon le sexe

o
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5. Répartition des hémoglobinopathiesidentifiées dansla population dela

région de Guelma selon I’age

A partir de ces résultats du tableau 8, on constate que la B -Thalassémie mineur est la
maladie la plus fréguente que les autres formes des hémoglobinopathies. Plus de 140
personnes ont été identifiées dans la tranche d’age de [40-60] ans, 84 personnes se trouvent
dans la tranche d’age de [20-40] ans. Et enfin, 46 personnes ont été identifiées dans la tranche

d’age de [60-70] ans et 28 personnes entre les années [0-20] ans (Fig 19).

Tableau 08 : Répartition des hémoglobinopathies identifiées dans la population selon 1’age

age
[0-20] [20-40] [40-60] [60-70]
Effectif

B-Thalassémie

: 28 84 140 46
mineur

Drépanocytose
hétérozygotes 3 9 6 1
A/S

Drépanocytose
epanocy 10 5 1 0
homozygotes S/S

Double
hétérozygotes 8 2 0 0
S/B

Hétér ozygotes
A/C




Partie expérimentale chapitre 2 : résultat et discussion

140 ~

120 +

100

60 -
40 - m [0-20]

20 ® [20-40]
o |- L o  [40-60]
\(/ m -[60-70]

Figure 19 : Répartition des hémoglobinopathies identifiées dans la population selon 1’age
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Notre travail a porté sur une maladie génétiquement transmissible connue sous le hom
d’hémoglobinopathie. Au cours de notre enquéte effectuée au niveau du service

d’hématologie de I'hépital 1bn Zohr, on apu ressortir avec les points clés suivants:

La prédominance de la thalassémie mineure ou encore appelée le trait thalassémique dans la
région de Guelma. Le sexe féminin éant le plus touché par ce groupe de maladies et la

maj orité des patients recensés sont &gée de plus de 20 ans.

On a révélé aussi que les syndromes drépanocytaires sont I’anomalie la moins fréquente

(drépanocytose homozygote : 4.50% et drépanocytose hétérozygote : 5.35%).

La connaissance des mécanismes des hémoglobinopathies permet d’expliquer et de justifier
les signes biologiques de ces éats pathologiques. Un homozygotisme (3-thalassémie
homozygote) se traduit par une pathologie grave avec des répercussions mortelles. Alors que
I’hétérozygotisme ([>-thalassémie hétérozygote) est en générale mieux supporté, puisqu’il
existe des formes clinicobiologigues muettes (pseudo polyglobulie avec un taux

d’hémoglobine normale).

Notons également que des modifications apparences mineurs (changement d’un seul acide
aminé) peuvent induire des pathologies tres graves (drépanocytose homozygote) et les formes
hétérozygotes (drépanocytose hétérozygote et 1’hétérozygote C) sont porteurs de la maladie et
sont cliniquement asymptomatiques. L’association d’une hémoglobine C et ’hémoglobine S

est plus modérée que celui de la drépanocytose homozygote.

Ainsi D’exploration hématologique (I’hémogramme et examen des hématies sur frottis) et
biochimique (I’¢lectrophorése de 1’hémoglobine) permet d’une part d’évaluer la prévalence
des hémoglobinopathies dans la région de Guelma et de préciser le type de I’anomalie

hémogl obinique.

L’intérét de I’étude de ces pathologies est le dépistage des porteurs et la prévention des
hémoglobinopathies, mais pas encore pour leur traitement. Cependant, les manipulations
génétiques pourraient dans un avenir proche, permettre de traiter réellement ces états

pathol ogiques, en rétablissement le génome normale.
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Fiche de renseignement des données

1. Identité du patient :

-Nom et prénom :

7AYo [T RIS (I \Y [] FL]

-------------------------------

2. Diagnostic Clinique::

1. Drépanocytose :
2. Thalassemie:

> Alpha:

> Beta:
v Majeure
v Intermédiaire
v’ Mineure

Autretype:
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Réesumeé



Résumé:
Pour connaitre la prévalence des maladies de I'hémoglobine chez la population de lawilaya de

Guelma, notre étude a été effectuée au niveau du service d’hématologie de I’hopital Ibn Zohr.

La population globale recensée lors de notre enquéte durant les années (2010-2016) est 2263
cas suspects d’hémoglobinopathies. Parmi eux, 355 cas sont malades dont 298 personnes
atteints par la [3-thalassémie mineur, 19 personnes par la drépanocytose hétérozygote A/S, 16
personnes par la drépanocytose homozygote S/S, 10 par la double hétérozygote S/B et 12 par
I’hétérozygote C.

La prédominance féminine est clairement établie au cours de notre éude. La répartition
géographique des ces anémies hémolytiques est irréguliere. Elles sont fréguentes dans les
communes de Guelma, Hammam Dbagh et Boumahra.

L’intérét de 1’étude de ces pathologies est le dépistage des porteurs et la prévention des

hémogl obinopathies.

Mots clés: hémoglobinopathies, syndrome drépanocytaires, R-thalassémie, diagnostic
biologique.



Abstract



Abstract:

In order to evaluate the frequency of hemoglobin diseases in the population of Guelma, the
study was conducted in the hematology unit of 1bn zohr hospital.

2263 suspected cases of hemoglobinopathies was found and among these cases, there are 355
sick patients. 298 person was affected by minor beta-thalassemia; 19 people heterozygous A /
S; 16 person homozygous sickle cell disease S/ S, and 10 by the double heterozygote S/ B,
and 12 heterozygous C.

The geographica distribution of this hemolytic anemia is irregular. They are frequent in the
towns of Guelma, Hammame Dbagh and Boumahra.

The goa of the study of these diseases is the screening of carriers and prevention of
hemogl obinopathies.

Keywords: hemoglobinopathies, sickle cell syndrome, [3-thalassemia, biological diagnosis.



