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Introduction

Les hémoglobinopathies sont le plus souvent responsables d’anémies hémolytiques. Les
thalassémies et les hémoglobines anormales, dont la plus fréquente est la drépanocytose, sont
endémiques dans certaines populations (origine africaine, antillaise, méditerranéenne,
asiatique), mais du fait des mouvements de populations elles sont de plus en plus souvent

rencontrées (Galacteros et al, 1996).

L’anomalie hémoglobinique est 1’apparition d’une hémoglobine pathologique qui se distingue
des hémoglobines normales par une modification structurale affectant certaines chaines
polypeptidiques de I’hémoglobine. Les anomalies les plus fréquentes affectent les chaines
polypeptidiques B, plus rarement les chaines a, exceptionnellement les chaines y ou 6. La
modification la plus habituelle est la substitution d’un acide aminé de la chaine par un autre
acide aminé. C’est ainsi que dans les trois hémoglobinopathies a diffusion mondiale, la
drépanocytose, I’hémoglobinose C et I’hémoglobinose E, 1’anomalie structurale est la
substitution d’un seul acide aminé des chaines B de I’hémoglobine A par un autre acide

aminé(Kafando et al/, 2008).

L'identification d'anomalies de I'hémoglobine par analyse du phénotype suppose des
renseignements précis accompagnant la demande d'examens(Elion et Ducrocq, 1991):
motivation de la demande, origine géographique du patient et de ses parents présumés,
antécédents familiaux connus d'hémoglobinopathies, renseignements cliniques (notion
d'ictere...). Toute transfusion récente, datant de moins de trois mois, doit étre signalée, car elle

risque de rendre difficile, voire erronée, 'interprétation des résultats.

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 1'age du patient (Kaplan et

Delpech, 1989 ; Williams et al, 1996).

Dans le cadre d'un conseil génétique, lorsqu’est détectée une anomalie de I'hémoglobine chez

un parent, il est important que l'autre parent soit examiné.

L’objectif de notre travail consiste a rechercher certaines anomalies de I’hémoglobine les plus

fréquentes dans la population de la région de Batna.
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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 suspects d’hémoglobinopathie dans la région de Batna.
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Partie I : Etude bibliographique
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CHAPITRE 1 L’hémoglobine

I.1. Structure de I’hémoglobine

Les hémoglobines possedent quatre protoméres (sous -unités) identiques deux a deux. Les
sous- unités sont constitués de I’association d’une chaine polypeptidique, la globine, et d’un
groupement prosthétique, I’héme. Les différences entre hémoglobines portent sur la séquence

des chaines peptidiques, alors que I’héme est identique dans toutes(Crossley et Orkin, 1993).

Il existe chez ’homme quatre variétés physiologiques d’hémoglobines et de nombreuses
formes pathologiques n’ayant pas toutes d’expressions cliniques. On trouve chez I’adulte un
type prédominant, I’hémoglobine A ou A0 (97 a 98%), un type mineur, I’hémoglobine A2,
représentant 2 4 3 % de I’hémoglobine totale et I’hémoglobine feotale est appelée
hémoglobine F(Donzeet al, 1995). Toutes les hémoglobines renferment 0.34% de fer
impliquant une masse moléculaire de 16500 daltons par atome de fer. La masse moléculaire

de ’hémoglobine est d’environ 67000 daltons (Vanbourdolleet al, 2007)(Figure 1).

Cavie certrle (Trizon du Z.5-0PC

Airede conturt o152

Figure 1. Schéma de la molécule compléte d’hémoglobine (Serge,
2004).

* Tétramere :(2 a 2 P).
* Un héme

* Un atome de fer ferreux
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I.1.1. L'héme

L'ensemble "fer incorporé a une porphyrine" constitue un héme. Dans le cas del'hémoglobine,
la porphyrine abritant 1'atome de fer est la protoporphyrine, molécule hautement conjuguée,
plane et donneuse d'électrons.L'héme coordonné a I'histidine proximalede la chaine protéique

globine et al'oxygene(De Franceschi et Corroche, 2004) (Figure 2).

: I-i / 1‘H-
Fallly . /

CH

Figure 2. Structure de I’héme (Diakité, 2005).

1.1.2. La globine

C’est un ensemble de quatre chailnes polypeptidiques avec pour chaque molécule de I’'Hb
quatre chaines semblables deux a deux sont appelées a et B pour I’'HbA. (Globine de 'HbA=
2 o 2 B)(Hargrove et al, 1997).

Chaque chaine est un polypeptide c'est-a-dire qu’elle est constituée d’acide aminé (146 pour
la chaine 3 et 141 pour la chaine o) réunis par des liaisons peptidiques.

La chaine ainsi formée s’enroule sur elle-méme en spiral pour réaliser une structure
secondaire en hélice. En fait, I’hélice est discontinue, I’ensemble de la chaine formant 8
segments hélicoidaux (A a H) et porte une crevasse entre hélices E et F ou s’insére une
molécule d’héme (Riviére et Sadelain, 1997).

Ces segments sont séparés par de courts segments non hélicoidaux au niveau des quels se
font des coudures pour donner a chaque chaine sa forme définitive. Des liaisons de nature

diverses entre acides aminés mise en évidence en contacte par les courbures de la molécule la
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stabilisent (structure tertiaire). Enfin la réunion de 02 chaines a et de 02 chaines B forme une
molécule symétrique globulaire (Bernard et al, 1998).

La forme désoxygénée de I’hémoglobine présente une conformation T (tendue), la forme
oxygénée une conformation R (relaxée) (Bachir et Beauvais, 1992).

L’architecture de cette protéine globulaire compacte avec des dépressions, interfaces entre
domaines et crevasses lui permet d’assurer ces fonctions dynamiques (Zack, 1992;

Vanbourdolle, 2007) (Figure3).

Figure 3. Modification de la conformation de I’hémoglobine apres oxygénation.

(Lehninger, 2000)

I.2. Répartition des hémoglobines normales de ’homme

Différentes hémoglobines (Hb) se trouvent successivement mises en évidence au cours du
développement humain. Pendant la période embryonnaire, différents types de chalnes vont
étre synthétisés (figure 4), (e, puis, progressivement, o et y. (Tchernia, 1989; Rosa et a/,
1993).
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Dés le 37e jour de vie feetale, apparait I'hémoglobine feetale, Hb F oua2y2, formée de
l'association de deux chaines a et de deux chainesy. L'Hb F, dont environ 15 % est sous forme
acétylée, reste I'némoglobine majoritaire tout au long de la vie feetale jusqu'a la naissance. Le
remplacement des chaines y par des chalnes Pse fait progressivement jusqu'a 1'dge d'un an
chez le sujet normal, pour donner 1'hémoglobine adulte, 2a 2  (Hb A). Ainsi, a 30 semaines
de vie feetale, seulement 10 % de I'hémoglobine est de I'Hb A, contre environ 25 % a la
naissance pour un bébé né a terme, et 75 % vers l'age de trois mois (Tchernia, 1989 ;
Forestieret a/, 1991). Apres 1'age d'un an, I'hémoglobine est constituée d'environ 97 % d'Hb A
et de 2a 3 % d'Hb A2 (026 2). Le taux d'Hb F est souvent inférieur a 1 % vers 1'age d'un an,

mais il peut décroitre plus tardivement.

Maissance (mois)

Figure 4. Biosynthése des chaines de globine au cours de la vie feetale et jusqu'a 1'age de 6
mois (Rosa et al, 1993).

1.3.Fonction de I’hémoglobine

L’hémoglobine assure le transport de 1’oxygéne des poumons vers les tissus. Une molécule
d’oxygene se fixe par atome de fer et 1 g d’hémoglobine peut transporter au maximum 1,34
ml d’oxygene lorsque la saturation est totale, soit environ 20ml d’oxygene pour 100 ml de

sang. (Figure 5)
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Figure 5. Courbe de saturation de I’hémoglobine (Arthur et Guyton, 1974).

La courbe de saturation de ’hémoglobine en fonction de la pO2 présente une allure sigmoide
d’un point de vue moléculaire, cette fixation est un phénomeéne coopératif (en relation avec
I’allostérie) dii a I’association et au recrutement différent des quatre sous-unités de
I’hémoglobine (Wijgerde et al, 1996). Le segment initial de la courbe correspond a
I’oxygénation du premier sou- unité du tétramere et témoigne d’une faible affinité de celle-ci
pour I'oxygene. La pente de la courbe traduite la coopérativité. Le segment terminal de la
courbe correspond, quant a lui, a "'oxygénation de la derniére sous-unité et révele sa forte
affinité pour le ligand (Lee et al, 1999).

L’oxygene se comporte comme un ligand qui stimule le changement de conformation de
chaque sous-unité. La fixation d’une premiere molécule est relativement lente. L’oxygénation
de cette premire sous-unité entraine la fixation d’oxygeéne successivement sur les autres

sous-unités d’une fagon auto catalytique (Faivre-Fiorina et a/, 1998).

Pour une pO2 100mmHg, correspondant a la pression de 1’alvéole pulmonaire.
L’hémoglobine est saturée complétement (97,5%). En revanche, au niveau des tissus ou la
pO2 est de 35 mmHg. La combinaison de ’hémoglobine a I’oxygéne s’exprime en termes de
pourcentage (%) de saturation, soit le rapport de ’oxyhémoglobine a I’hémoglobine totale.

5
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L’equilibre Hb + O2 HbO2 est réglé par la pO2. L’oxygene sanguin est combiné
pour 98,5% de sa totalité. L faible part restante joue un rdle capital et assure la pO2 (Arthur et
Guyton, 1974).

L’oxyhémoglobine libére I’oxygene au fur et @ mesure que la pO2 diminue. Plusieurs autres
facteurs influencent l'affinité de 'hémoglobine pour l'oxygene, leprincipal étant la pression
partielle en oxygene (plus la pression en oxygene est ¢levée etplus l'affinité de 'Hb pour
'oxygene baisse), mais également divers autres : baisse du pH,augmentation de la température
ou augmentation du 2,3 DPG auront pour effet une baissede I'affinité de I'hnémoglobine pour

'oxygene (Vanbourdolleet al, 2007).

1.4. Biosynthése et catabolisme de I’hémoglobine

1.4.1. La biosynthése

La biosynthése de I’hémoglobine est réalisée chez ’adulte dans les érythroblastes de la
moelle osseuse et dans les réticulocytes circulants.
Les précurseurs de I’hémoglobine sont :
- les chaines polypeptidiques de la globine ;
- la protoporphyrine, synthétisée dans les mitochondries cellulaires des tissus ;
Le fer, provenant essentiellement du recyclage interne ;

L’insertion de fer ferreux au centre de la protoporphyrine forme 1’héme (Harper, 2003).

1.4.1.1. Synthése des chaines polypeptidiques de la globine et controle génétique
Comme toute protéine, la globine est synthétisée par :

- transcription : copie, sous forme d’une structure de base complémentaires, d’une
partie de DNA correspondant a un gene de structure et formation d’'un ARNm
d’abord natif puis fonctionnel par perte des régions non codantes ;

- activation des acides aminés : par fixation des acides aminés cytoplasmiques sur un
ARNt spécifique ;

Traduction : elle permet de traduire une séquence de nucléotides en séquences d’acides

aminés et comprend trois étapes (initiation, élongation puis libération des chaines

polypeptidiques)
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Chez ’homme, les genes de I’hémoglobine se répartissent en deux groupes distincts :
- le groupe des genes de type o ;
- le groupe de gene de type B (Vanbourdolle et a/, 2007;Embury et al, 1979)

La structure de tous les génes de globine est similaire : chacun est formé de deux introns
(région non codantes) et de trois exons (régions codantes). La région transcrite est précédée
d’un promoteur (boites TATAA et CCAAT) et de séquences régulatrices en amont qui
synchronisent I’expression des genes des différentes globines en fonction des cellules
érythropoiétines. Toutes les hémoglobines humaines sont des tétrameéres associant deux sous-
unités du type a et deux autres du type B. Physiologiquement, il y a toujours équilibre de

synthése entre les chainesa et B de globine (Sébahoun G, 2005).

1.4.1.1.1. Groupe des génes de typea

Il est localis¢ sur le chromosome 16.11 comprend, de 3" a 5” (sur une petite séquence de
DNA de 35Kb) :
- deux geénes de structure al et a2, fonctionnels deés la vie embryonnaire ;
- un gene de structure C permettant la formation des chaines { (qui remplacent les chaines o
au cours des premiers semaines de la vie embryonnaire).
Chez un sujet normal, les genes al et a2 sont dupliqués. Il existe donc quatre génes de
structure o pour une paire de chromosomes. En revanche, les génes a2 sont trois fois plus

exprimés que les geénes al (figure 6)(Sadelain, 2006).

1.4.1.1.2. Groupe des genes de types

Il est localisé sur le bras court du chromosome 11(dans un fragment de DNA de 60 Kb) et il
comprend de 3" vers 5" :
- un géne B, dont I'expression débute a la fin du premier trimestre de gestation ;
- un géne J, fonctionnel apres la naissance ;
- deux genes YA et yG qui différent par la variation d’un acide aminé en position 136
de la chaine feetale (glycine et alanine) ;

- un géne € embryonnaire.
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Le géne B n’est pas dupliqué, contrairement aux génesa. Les 1ésions qui touchent les geénes
B s’expriment :

- pour 50% de I’hémoglobine totale si un seul géne est atteint ;

- pour 100% de I’hémoglobine totale si aucun des deux génes n’est fonctionnel (figure

6)(Sadelain M., 2006).

En conséquence, la plupart des 1ésions qui porte sur le géne B sont plus séveres que celles
qui atteignent les genes a.
Pour chacun des groupes de genes (a et B), il est possible de mettre en évidence des
pseudogenes qui représentent des analogies avec les génes de groupe considéré mais qui ne
sont pas fonctionnels. Des structures participent au contrdle de I’activité des génes, comme les
sites de reconnaissances de I’ARNm polymérase permettant la transcription ou des enzymes

de clivage des introns et d’épissage des exons (Sébahoun, 2005).

kb
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Figure 6. Organisation des génes globines (Vanbourdolleet a/, 2007).

1.4.1.2. Biosynthese de I’héme

Le 85% de la biosynthése de I’héme sert a faire de I’hémoglobine : érythropoicse dans la
moelle osseuse et 15% pour d’autre hémoprotéines ; majoritairement dans le foie, la
biosynthése dans la moelle osseuse est concertée avec le métabolisme de fer. Elle se fait dans
les mitochondries des érythroblastes ou tous les enzymes nécessaires sont réunis et dans le

cytoplasme (Grand champ et a/, 1981).
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1.4.2. Catabolisme
Par utilisation des différents constituants radiomarqués de 1’hémoglobine (globine, fer ou
heéme) il a été possible de montrer que :
- La durée de vie des hématies circulantes chez ’homme est de 120 jours environ ;
- Le vieillissement des hématies est di a I’épuisement des enzymes de la glycolyse ;
- Au cours du vieillissement, les propriétés antigéniques se modifient et les hématies
sont phagocytées par le systeme réticuloendothélial (SRE) ;
- La destruction des hématies s’effectué dans le SRE, surtout au niveau du foie, de la
moelle osseuse et de la rate : ’hémoglobine est libérée ;
- La dégradation de I’hémoglobine donne naissance pour I’héme aux pigments
biliaires (bilirubine), alors que la globine suit le sort des protéines (Stryer, 2003).
Une hémolyse intravasculaire entraine la libération d’hémoglobine (Hb) qui est captée par
I’haptoglobine (Hp). Le complexe Hp-Hb est mené aux cellules du SRE pour la dégradation

de ’hémoglobine.
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Les maladies génétiques de 1’hémoglobine sont représentées par les thalassémies
(diminution de synthése de I’hémoglobine) et les hémoglobinoses (apparition d’une ou de
plusieurs hémoglobines anormales) dont la drépanocytose ou anémie falciforme

(sicklecellanemia pour les Anglo-saxons) est la forme la plus répandue (Girot, 1999).

Il existe dans certains cas une association d'anomalies quantitatives et qualitatives de
I'hémoglobine.
Les hémoglobinopathies, qui étaient jusqu'a présent assez bien localisées dans certaines
régions du monde, sont maintenant beaucoup plus dispersées du fait des migrations de
populations (Lubin et a/, 1991).
I1.1. Les hémoglobinoses

On parle d’hémoglobinose lorsqu’il y a synthése d’une nouvelle chaine de globine par
substitution d’un ou de plusieurs acides aminés de I’'une des chaines de la globine (Girodon et
al, 1995). 1l existe plusieurs types d’hémoglobinoses différentes les unes des autres par la

qualité et la position de I’acide aminé substitué¢ dans la chaine de la globine (Diakite, 2005).

I1.1.1. L’hémoglobinoses S ou drépanocytose

La drépanocytose a été décrite en 1910 par Herrick (Herrik, 1910). Cette affection
transmise selon le mode récessif autosomique est due a une modification du 6e codon de la
chaine 8 de I’hémoglobine (substitution de 1’acide glutamique par de la valine) qui entraine la
formation d’hémoglobine (Hb) S. Les sujets peuvent étre homozygotes SS ou hétérozygotes
(AS) le plus souvent asymptomatiques (Mac Donald et a/ ,1999; Tavin et a/, 1993).

D’autres mutations associées aboutissent a des hétérozygotes composites :

- syntheése d’hémoglobine C par mutation du 6e codon en leucine (hétérozygotes SC) ;
- B-thalassémie (hétérozygotes S-B thalassémiques).
Homozygotes SS, hétérozygotes SC et S-B thalassémiques sont regroupés sous le terme de

syndromes drépanocytaires majeurs (Girot, 1999; Whitehead et al, 1998).

I1.1.1.2. Physiopathologie de drépanocytose
La mutation de la chaine 3 de globine (B6val) est la cause de la drépanocytose. Les molécules
d’hémoglobine S (HbS) different de ’hémoglobine A normale (HbA) par unenouvelle
10
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propriété, celle de former des polymeres quand elles sont désoxygénées, ce qui induit la
falciformation (Morris et a/, 2005). La falciformation et la polymérisation de 'HbS sont
réversibles lors de la réoxygénation, les hématies reprenant une forme normale (Ferster et al,
1996). Des études de la polymérisation de I’hémoglobine S, par une désoxygénation brusque,
ont montré un réle essentiel de la concentration intracellulaire de ’hémoglobine S dans le
délai de survenue de la polymérisation de I’HbS, qui est d’un ordre exponentiel élevé de la
concentration de 1’hémoglobine S (Eatonet Hofrichter,1990; Steinberg, 1999).La
polymérisation de 1’hémoglobine S induit une déshydratation cellulaire par perte d’ions et
d’eau. Elle augmente ainsi la densité cellulaire, la concentration de I’'Hb et accélére la
formation des polymeéres en cas de désoxygénation des globules rouges drépanocytaires
(figure8) (Eaton et Hofrichter, 1990; Ballas et Smith, 1992). Les globules rouges
déshydratés et denses sont capables de contenir des polyméres dans des conditions d’hypoxie
modérée et méme dans le sang artériel, en raison de la concentration intracellulaire
particulierement élevée de I’HbS, jusqu’a 50 % (Brugnara et al/, 1993). La proportion des
hématies déshydratées joue un role important sur le pourcentage de globules rouges rigides
et déformés dans les capillaires et les veinules post-capillaires ou la viscosité accrue et le
ralentissement circulatoire favorisent leurs interactions avec I’endothélium qui peut étre
activé. Les études de la physiopathologie ont montré que les globules rouges denses et
déshydratés jouent un role central dans les manifestations aigués et chroniques de la maladie
drépanocytaires basées sur les vaso-occlusions et la réduction du flux sanguin dans les
vaisseaux, conséquence de la falciformation dans les petits vaisseaux (figure7) (Steinberg,
1999; Solovey et al, 2001). Les altérations membranaires secondaires a la polymérisation de
I’hémoglobine S favorisent également la génération de globules rouges rigides et déformés en
permanence. Ceci contribue a des événements vaso-occlusifs additionnels et a la destruction
des globules rouges dans la circulation. Ces globules rouges altérés ont également une perte
de I’asymétrie des phospholipides avec I’externalisation de la phosphatidylsérine (PS), qui
joue un role significatif dans leur reconnaissance par les macrophages et leur élimination
prématurée, I’apoptose cellulaire et ’activation de la coagulation. (Solovey et al, 2001 ;

Kuypers et al, 1998).

11
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Les événements vaso-occlusifs dans la microcirculation résultent d’un scénario complexe
impliquant les interactions entre différents types cellulaires incluant les globules déshydratés
et denses, les réticulocytes, les cellules endothéliales anormalement activées, les leucocytes,

les plaquettes et des facteurs plasmatiques (Whitehead et a/, 1998;Ataga et al, 2004).
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Figure 7. La physiopathologie de la drépanocytose.

Schéma physiopathologique de la drépanocytose. La polymérisation de 'Hb S dans sa forme
désoxygénée est au centre du processus physiopathologique. Déformation, rigidification et
fragilisation du globule rouge qui en résultent sont responsables de deux des grandes
manifestations de la maladie : crise vaso-occlusive douloureuse et anémie hémolytique

(modifié d'aprés Bunn, 1986)
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11.1.2. Autres substitutions

D’autres hémoglobines correspondent a des substitutions de différents acides aminés .Elles
se traduisent par I’apparition de cellules cibles sur un frottis sanguin :
- HbC, mutation au niveau de la chaine B (glu6 —lys), en Afrique et en Maghreb ;
HbD, dont HbD Panjab (glu121—> gln) en Inde ;

HbE (mutation au niveau de la chaine § (glu26 —lys), dans le Sud-est asiatique.
- Hb O-Arab résulte d’une mutation ponctuelle au niveau du codon 121, cela a pour
conséquence le remplacement de 1’acide glutamique de la chaine B par une lysine (Siguret et

Andreux, 1997).

I1.2. Les thalassémies et persistances de ’hémoglobine feotale

Les syndromes thalassémiques sont des affections génétiques, le plus souvent transmises
selon le mode autosomal récessif. Ils entrainent une réduction de la synthése des chaines de
globine, soit alpha (o -thalassémies), soit (B -thalassémies). Le déséquilibre de synthése entre
chaines alpha et non-a provoque la précipitation des chaines non appariées, une érythropoicse
inefficace et une anémie (Cao et al, 1995).

Les thalassémies sont développées dans certaines régions du monde (bassin méditerranéen,

Asie du Sud- Est)(Montalembert, 2002).

I1.2.1. Lesp-thalassémies

Deux cents 1ésions moléculaires sont actuellement décrites (Vaubourdolle, 2007).Les 3 -
thalassémies résultent en majorité de mutations ponctuelles sur le géne § (plus de
100 mutations décrites), spécifiques d’une population donnée : ces mutations se situent
auniveau de la transcription de I’ADN en ARN, de I’épissage de I’ARN messager
(phénotype ° ou B +) ou de la traduction de ’ARNm. Les délétions a 1’origine d’une f -
thalassémie sont plus rares (Montalembert, 2002).
I1.2.1.1. Forme homozygote ou thalassémie majeure

La B -thalassémie homozygote majeure ou anémie de Cooley (B° thal) ou le patient présente

une anémie hémolytique, pouvant se compliquer de lithiase biliaire, des déformations

13
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morphologiques, une hypertrophie de la lignée érythroblastiques, une splénomégalie, une

hépatomégalie et une surcharge en fer (Hageg et a/, 2001; Bradai et a/, 2003).

Les cellules érythropoitiques médullaires ne subissent pas apres la naissance la répression
au niveau du geéne y et synthétisent ’hémoglobine F (o 2y2), la synthése d’HbA2 étant
possible (0202) (Girot, 1994).

11.2.1.2. Forme hétérozygote

Les sujets porteurs d'une B-thalassémie hétérozygote sont bien-portants. Ils ne sont pas
anémiques ; exceptionnellement, une splénomégalie de petite taille peut étre palpée sous le
grill costal. Biologiquement, le taux d'hémoglobine est normal ou discrétement diminué, la
réticulocytose est normale ou un peu élevée (Ragusa et al, 2003).

Les deux signes biologiques caractéristiques sont la microcytose avec une élévation de

I'hémoglobine A (> 3,5%). Ce dernier signe peut étre masqué par une carence en fer, c'est

pourquoi, en pratique, on peut étre amené a faire un contrdle biologique aprés un traitement
martial de quelques semaines, si le fer sérique est bas au premier examen. (Bruneteau et al,

2000).

I1.2.1.3. Cas particulier a rattacher aux 3-thalassémies

La forme la plus habituelle est la béta thalasso-drépanocytose qui présente un tableau clinique
et hématologique trés semblable a celui d’une drépanocytose homozygote. L’étude de
I’hémoglobine décele un fort pourcentage de fraction S associ€¢ a un certain pourcentage
d’hémoglobine F et & une augmentation de I’hémoglobine A2 et I’absence (S  °Thal) ou la

présence (S B +Thal) d’hémoglobine A (Kafando et a/, 2008).

I1.2.2. Les a -thalassémie

Elles sont le plus souvent la conséquence de la délétion d’un ou plusieurs génes a.
(Figure 8).

Le sujet normal a deux geénes a. sur chaque chromosome 16, donc quatre genes a.
fonctionnels. La plupart des a-thalassémies sont expliquées par des délétions d’un ou de deux
genes o. L’inactivation d’un, deux, trois ou quatre génes o va se traduire par des tableaux

cliniques différents(Higgs, 1993).
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Figure 8. Mécanismes génétiques a l'origine des o -thalassémies.

(Kaplan et Delpech, 1989).

11.2.2.1. Formes homozygotes : I’anasarque fcetal ou hydrosfetalis

C’est le syndrome le plus grave, relativement fréquent dans le Sud-est Asiatique .11 induit la
mort in utero ou trés précocement apres la naissance .Cette forme correspond a la délétion des
quatre génes o et donc a un déficit total en chaine a, de génotype a ° thal homozygote (-- /--).
80 a 90% de I’hémoglobine détectée est I’hémoglobine Bart’s embryonnaire (y4) et
I’hémoglobine H (B4) .Il peut méme apparaitre de 1’hémoglobine Portland (L2 v2), les
hémoglobines A et F étant absentes (Vanbourdolle et al/, 2007).
11.2.2.2.Formes hétérozygotes

L’hémoglobinose H : I’inactivation de trois genes a (--/-a) est responsable d’une maladie a
hémoglobine H. Les chalnes non-a en exces s’apparient sous forme d’Hb Bart’s a la naissance
puis de tétrameres B 4 ou hémoglobine H lorsque les chaines P se substituent aux chaines .
L’expression clinique est variable allant d’une anémie hémolytique chronique modérée
(paleur, ictére, hépatosplénomégalie) dans la plupart des cas a une anémie plus sévere
nécessitant des transfusions répétées (Weatherall et Clegg, 1981).

Les autres formes hétérozygotes sont la conséquence de la délétion :

- de deux génes, trait a °-thal (o o / --) hétérozygote ou o+ -thal (a-/a-) homozygote,
thalassémie mineure asymptomatique (Afrique noire). Dans la plus part des cas, il est
détecté une diminution de I’HbA2, la présence d’une petite quantité d’hémoglobine
Bart’s a la naissance.
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ou un geéne : trait o+ -thal hétérozygote, sans manifestations clinicobiologiques (Afrique noire,

Méditerranée, Asie)(Vanbourdolle et al, 2007).

I1.2.3.Physiopathologie des thalassémies

Les syndromes thalassémiques regroupent des anomalies quantitatives plus ou moins séveres
de la synthése des chaines de globine. Ils prédominent dans le Bassin méditerranéen et en
Asie, ou leur fréquence les met au premier rang mondial des maladies monogéniques
(Weatherall et Clegg, 1996).

Leur transmission est le plus souvent de type autosomique récessif. Selon la chaine de globine
insuffisamment synthétisée, on distingue les o et P-thalassémies. Les syndromes
thalassémiques sont la conséquence du déséquilibre de synthése entre les chaines a et non o :
une o-thalassémie est caractérisée par un rapport a/non o inférieur a 1, une B-thalassémie par
un rapport o/non o supérieur a 1. Dans les formes symptomatiques de thalassémie, I’exces
relatif de chaines « célibataires » forme des polymeéres peu solubles dans 1’érythroblaste,
responsables d’une érythropoiese inefficace(Friedmanet a/, 2003). Il en résulte une
hypersécrétion d’érythropoiétine qui stimule I’érythropoiese et suscite une hyperplasie avec
expansion érythroblastique caractéristique des thalassémies. L’anémie est la résultante de
deux mécanismes : une dysérythropoiése et une hyperhémolyse. 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’érythropoicse inefficace(Badens et a/,2003).

I1.4. LaPersistance héréditaire de I’hémoglobine faetale PHHF

Ce terme désigne un groupe d’affections caractérisées chez I’homozygote par la production
exclusive d’hémoglobine F, sans aucune conséquence clinique, ni hématologique sérieuse.
(Forget, 2001). La synthése des chaines 3 et 6 est diminuée a des degrés variables. Cependant
la synthése en compensation de chaine y est suffisante. Plusieurs formes sont décrites en
fonction de degré de dépression de la synthése de la chaine P et d et du taux d’hémoglobine

F (Girot, 1994).
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Les circonstances d’étude des hémoglobines au laboratoire sont multiples. Elles sont en
général recherchées consécutivement a la présence de signes cliniques d’appel : anémie,
ictére, hépatomégalie. Elles sont le plus souvent mises en €vidence dans des populations a

risque.

La plus part du temps, un examen hématologique de routine (numération globulaire, VGM,
TCMH) révele une anémie normocytaire ou microcytaire hypochrome avec anomalies de
tailles, de formes ou de coloration des hématies, ou quelques fois une polyglobulie (pseudo
polyglobulie microcytaire), I’ensemble de «ces ¢léments faisant évoquer une
hémoglobinopathie. Ces pathologies peuvent également étre détectées lors du dosage de
I’hémoglobine, associée a une technique séparative des hémoglobines. Il est parfois nécessaire
de réaliser des examens complémentaires (électrophorése en milieu acide, dosage des

différentes fractions) afin de préciser la nature de ’anomalie (Vanbourdolle et al, 2007).

II1.1. Mesures quantitatives sur les hématies et leur contenu

La quantité¢ de ’hématie présente dans un échantillon de sang peut étre apprécié par trois
mesures : celle du nombre des globules rouges ; celle de ’hématocrite et celle du taux
d’hémoglobine. Si en pathologie ces trois mesures évoluent toujours parallelement. L’étude
de 'une d’elle serait suffisante. Comme on peut observer des modifications dissociées de ces
trois variables leur mesure conjointe est indispensable (Bernart et a/, 1998).
II1.1.1. Nombre normale des hématies

Il est indiqué dans le tableau :

Valeurs normales

Hommes 45 45,910°/ mm?
Femmes 4,0045,510°/ mm?
Nouveaux -| 5,04 6,0 10°/ mm?
nés

De 1 mois a 5,02 6,0 10°/ mm?

10 ans

Tableau 1. Numération des érythrocytes
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I11.1.2. Hématocrite

La centrifugation d’un petit volume de sang dans un tube gradué permet la lecture directe
des volumes relatifs du plasma et des hématies .La mesure se fait dans des micros
tubescentrifugés a haute vitesse. Dans les compteurs automatiques, I’hématocrite est en

revanche calculé a partir du volume globulaire moyen que 1’appareille mesure directement

(Bordessoule D, 1992).

Les valeurs normales de I’hématocrite sont : hommes : 0,40 -0,50 ; femmes : 0,37 -0,43 ;

enfants (5 ans) : 0,38 - 0,44 ; nourrissons (3 mois) : 0,35 - 0,40 ; nouveaux nés : 0,50 - 0,58.
I11.1.3 .Taux d’hémoglobine

Différentes techniques, toutes fondées sur l’utilisation des propriétés spectrales de
I’hémoglobine (Wajcman et al/, 2002), mais la seule méthode est aujourd’hui retenue : la
méthode de la cyan méthémoglobine dans laquelle I’hémoglobine et tous ses dérivés sont
transformés par un réactif a base d’acide cyanhydrique en cyan méthémoglobine qui est

dosée sur un spectrophotomeétre (Benkerrou et a/, 1999) .Le tableau 2 donne les résultats

normausx.
Valeurs normales
Hommes 13 a 18 g/dl
Femmes 12a 16 g/dl
Enfant 12 a 16 g/dl
(>2ans)
Nouveau- 14 a 20 g/dl
né

Le tableau 2. Taux normal d’hémoglobine (g/dl).
I11. 1.4. Calcul des constantes érythrocytaires
Aprés avoir pratiqué une numération des érythrocytes, un dosage de I'hémoglobine et

mesuré I'hématocrite, on peut calculer les constantes érythrocytaires, d'une grande aide pour le
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diagnostic de problémes de la lignée des globules rouges, entre autre des anémies.
Si on ne peut pas doser 'hémoglobine, on peut toutefois calculer le volume globulaire moyen

(VGM) et le teneur corpusculaire moyenne en hémoglobine (TCMH) (Najean, 1991).

Calcul du VGM : il se fait en divisant le volume globulaire compris dans mm?de sang (fourni

par I’hématocrite) par le nombre des globules rouges (GR) contenu dans le méme volume

(fourni par la numération).

VGM = Ht / nombre de GR

Normales : 80-100 fl au dela, macrocytose, en dega, microcytose (Fossat et al, 1996).

Calcul de la TCMH : elle s’obtient en divisant le résultat du dosage d’hémoglobine par le

nombre des globules rouges. Il indique le poids moyen d’hémoglobine par globule, soit a

I’état normale 2942 pg (Sall et al, 2002).

Calcul de TCMH: teneur corpusculaire moyen en hémoglobine (en pg)

TCMH = Hb / GR
Normales : 28-32 pg, au dela, hyperchromie, en deca, hypochromie (Ragusa et a/, 2003).
II1.2. Méthodes éléctrophorétiques

Leur principe consiste en la migration, dans un champ ¢électrique, d'un hémolysat d'hématies
lavées, 'échantillon du patient étant analysé parallelement a ceux de témoins normaux et

pathologiques (Favier et al, 1993).

I11.2.1. Préparation des hémolysats

Dans le cas d’un prélévement veineux ou capillaire, le sang est centrifugé pour éliminer
plasma et globules blancs afin de pouvoir étudier les hématies (Riou et al, 1997),qui sont
préalablement lavées plusieurs fois par addition d’eau physiologique. L’hémolyse des
hématies lavées est réalisée par addition d’eau distillée froide ou de cyanure de potassium en
présence d’agents tensioactifs type saponine .I’hémolysat est centrifugé et les examens sont
pratiquées sur les surnageant clair, débarrassé de stromas globulaire .Les hémolysat peuvent

étre gardés quelques semaines a - 20 °Cou quelques mois a - 80 °C. (Bardakdjian et a/, 2002).
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II11.2.2. Electrophorése a pH alcalin, voisin de 8,5-9

L'¢lectrophorese a pH alcalin est réalisée soit sur gel d'acétate de cellulose, soit sur gel
d'agar, ces deux types de support étant disponibles dans le commerce. Aprés migration,
plusieurs bandes sont visualisées chez un adulte normal aprés coloration : une bande
correspondant a I'Hb A trés majoritaire (environ 97 %), une bande correspondant a I'Hb A,
située plus pres du dépot et représentant 2 a 3 % de I'hémoglobine totale, une ou deux bandes

trés discretes proches du dépot et correspondant aux anhydrases carboniques érythrocytaires.

Il est possible d'évaluer par densitométrie optique les différentes fractions de I'hémoglobine
mais cette méthode de dosage manque de précision, notamment pour les bandes de faible

intensité (Clarke et Higgins, 2000).

I11.2.3. Focalisation isoélectrique sur gel d'agarose en couche mince

La focalisation isoélectrique est une technique hautement résolutive de séparation des
hémoglobines en fonction de leur point isoélectrique dans un gradient de pH (Basset et al
,1978). Cette méthode permet, d'une part, la séparation rapide de la plupart des hémoglobines,
notamment les Hb C et E, ou S et D, et d'autre part, elle permet la mise en évidence
d'hémoglobines instables non identifiables par les techniques classiques d'électrophorése a pH
alcalin. De plus, grace a la bonne séparation de 1'Hb F et de I'Hb A, la focalisation
iso¢lectrique constitue la méthode de choix dans le dépistage des hémoglobinopathies chez le
nouveau-ne.

Lors d'une résolution insuffisante entre plusieurs bandes, il est parfois intéressant de faire
migrer un mélange d'hémolysats « patient + témoin normal ou pathologique » : l'obtention
finale d'une bande unique est alors en faveur de l'identité de deux fractions de I'hémoglobine

(Wajcman et al, 2002).
I11.2.4. Electrophorése en gel d'agar a pH 6,2

Lorsque la séparation entre plusieurs bandes est insuffisante, 1'¢lectrophorese en agar a pH
acide donne d'indispensables renseignements complémentaires. Elle permet, dans certains cas,
de confirmer les résultats obtenus apres électrophorese a pH alcalin ou en focalisation

isoélectrique (Shelton et al, 1984).
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I11.3. Diagnostic prénatal

La modalité privilégiée est une analyse directe de mutation sur le prélévement des villosités
choriales a 10-11 semaines d'aménorrhée. Il reste possible d'effectuer ce diagnostic sur
liquide amniotique, voire sur sang foetal prélevé au cordon a 20 -21 semaines. Au dela de 23
semaines, le diagnostic prénatal devient beaucoup plus risqué et problématique, méme s’il
reste parfaitement autorisé : tous les efforts doivent étre faits pour dépister plus précocement

les couples a risque (Dover et al, 1998).
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En pratique courante, le diagnostic d’hémoglobinopathie repose sur des données
biologiques associées aux données d’une fiche de renseignements a remplir a I’occasion d’une
demande d’exploration d’hémoglobine. Ces renseignements sont précis et indispensables :
origine géographique du patient et de ses ascendants, antécédents, clinique, résultats d’un
hémogramme récent (Hb, VGM, TCMH......... ) avec anomalies de taille, de forme ou de
coloration des hématies, notion de transfusion ou de traitement martial. L’isolement,
I’identification et le dosage des différentes hémoglobines normales et pathologiques reposent

essentiellement sur des méthodes séparatives et cytochimiques.

Cependant, I’identification de mutants nécessite parfois des techniques plus complexes
mises en ceuvre dans des laboratoires spécialisés, phénotypiques ou génotypiques avec
comparaison des comportements dans des conditions expérimentales différentes

(Vanbourdolle et a/, 2007).

Notre étude a été réalisée au sein du laboratoire central d’hématologie du CHU de Batna et
le laboratoire de biochimie CHU Batna, sur 115 sujets suspects d’hémoglobinopathie, de
deux sexes, et de différents ages, provenant de différentes régions de la wilaya de Batna.

L’étude a duré 9 mois d’Octobre 2009 a Juin 2010.

Le point de départ du diagnostic biologique repose sur des tests principaux et
reproductibles :
» Tests hématologique : I’hémogramme avec numération des globules rouges, calcule 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 électrophorese de I’hémoglobine pour détecter
I’hémoglobinopathie.
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Au cours d’une enquéte familiale, la réalisation d’un hémogramme n’est pas nécessaire,
il suffit de faire une électrophorése de I’hémoglobine, car certaines formes hétérozygotes sont

cliniquement asymptomatiques.

IV.1. L’hémogramme

L’hémogramme est le principal examen en hématologie, on regroupe sous ce nom la
mesure des taux d’hémoglobine et différents ¢éléments 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 plaquettes, mesure ou calcule de I’hématocrite, dosage
del’hémoglobine, étude des constantes ou indices érythrocytaires (VGM et TCMH) et
plaquettaires.La réalisation de ’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 1’analyse d’un grand nombre de cellules et fournissent
ainsi des résultats précis et reproductibles. Ils doivent cependant étre quotidiennement vérifiés
et calibrés pour éviter qu’ils ne s’écartent pas des seuils de normalité et les résultats doivent

étre controlés dans toutes les situations pouvant favoriser des artéfacts.

IV.1.1. Numération des globules rouges

L’appareil que nous avons utilisé est le coulter(figure 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 a 22°C. Un tube est placé en contacte avec I’aiguille de 1’appareil qui va absorber
100 pl de sang destiné a 1’analyse, le résultat s’affiché par la suite sur I’écran du

coulter(Samama et a/, 1970).
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Figure 9. Automate médonique CA 620.

IV.1.2. Volume globulaire moyen (VGM)
Le parametre VGM est dérivé de la courbe de distribution des GR. Il est calculé par la
division du volume globulaire compris dans un mm?de sang (fourni par I’hématocrite) par le

nombre des hématies contenu dans le méme volume.

IV.1.3. L’hématocrite (HT)
L’hématocrite est défini comme étant le volume emballé de globules rouges dans le sang
total. Il est calculé 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.

IV.1.4. Le 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 la lampe est éliminé. Le systéme se compose d'un photométre lampe
au tungsténe, une cuve avec une longueur de 15 mm et un filtre a une longueur d'onde de 535
nm (bande passante de 20 nm). Les lectures sont 1égerement corrigées les taux d’hémoglobine

pour la turbidité.
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IV.1.5. 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.
IV. 2. Examen des hématies sur le frottis

Elle est réalisée en étalant une fine goutte de sang sur une lame de verre et ’en examine au
microscope apres coloration (la coloration utilisée est le May-Grunwald-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 diameétre. Toute modification des ces données traduit un état pathologique.

IV.3. Electrophorése Capillarys d’hémoglobine

Le kit CAPILLARYS HEMOGLOBINE permet la séparation en milieu basique (pH 9, 4)
des hémoglobines normales du sang humain (A, F et A2) et a la détection des principales
hémoglobines anormales (notamment S, C, E et D) par électrophorése capillaire dans le

systeme automatique CAPILLARY'S (Figure 10).

Figure 10. CAPILLARYS 2 (sebia)
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Le systtme CAPILLARYS permet de réaliser toutes les séquences de 1’électrophorése
jusqu’a l’obtention du profil des hémoglobines pour I’analyse qualitative ou quantitative.
L’analyse peut étre réalisée sur ’hémolysat de globules rouges sédimentés, centrifugés ou
lavés. Les hémoglobines, séparées dans des capillaires en silice fondue, sont détectées
directement au niveau d’une cellule sur le capillaire par spectrophotométrie d’absorbance a
415 nm, longueur d’onde d’absorption spécifique des hémoglobines.

Les profils éléctrophorétiques sont analysés visuellement pour détecter les anomalies. La
détection directe donne automatiquement une quantification relative précise de chaque
fraction individualisée dont les hémoglobines présentant un intérét particulier telles que
I’hémoglobine A2 pour le diagnostic des B thalassémies. De plus, la bonne séparation des
différentes fractions permet de confirmer I’identification des variantes de ’hémoglobine, en
particulier, de différencier ’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.
A usage in vitro exclusivement.

La structure spatiale de ’hémoglobine (comme celle de toutes les protéines) dépend de la
nature et de la séquence des acides aminés constituants les chaines(Jellum et a/, 1997). Les
liaisons qui se forment entre les différents acides aminés sont responsables de la forme de la
molécule, de sa stabilité et de ses propriétés(Oda et al, 1997). Placées dans un champ
¢lectrique, les hémoglobines se déplacent en fonction de leur charge, de la taille de la
molécule, de la force ionique, du pH tampon et du la nature du support. Les variants de
I’hémoglobine sont dus a des mutations de certains acides aminés entrainant les anomalies de
I’hémoglobine.

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(Wending, 1986). Parallélement aux techniques d’électrophoreses sur différents
supports, dont le gel d’agarose, la technique d’électrophorése capillaire s’est développée car
elle offre ’avantage d’une automatisation compléte de ’analyse, de séparations rapides et
d’une bonne résolution.

Elle se définit comme une technique de séparation ¢électrocinétique effectuée dans un tube de
diamétre interne inférieur & 100 um rempli d’un tampon composé d’¢électrolytes. Par
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nombreux aspects, elle se présente comme un intermédiaire entre I’électrophorese classique
de zone sur support et la chromatographie liquide.

Le systeme CAPILLARYS utilise le principe de 1’¢lectrophorése capillaire en solution
libre, qui représente la forme la plus courante de I’électrophorése capillaire. Il permet la
séparation des molécules chargées en fonction de leur mobilité électrophorétique propre dans
un tampon de pH donné, et, selon le pH de I’¢lectrolyte, d’un flux électro-osmotique plus ou
moins important (Figure 11).

Le systtme CAPILLARYS comprend une série de capillaires en parall¢le, permettant 7
analyses simultanées. Sur ce systéme, l’injection dans les capillaires de I’échantillon dilué

dans la solution hémolysante est effectuée a 1’anode par aspiration.

La séparation est ensuite réalisée en appliquant une différence de potentiel de plusieurs
milliers de volts aux bornes de chaque capillaire. La détection directe des hémoglobines est
effectuée a 415 nm co6té cathode. Les capillaires sont lavés avant chaque analyse par une
solution de lavage, puis par le tampon d’analyse. Avec le tampon utilis¢ a pH basique, 1’ordre
de migration des principales hémoglobines normales et anormales est le suivant, de la cathode
vers I’anode : 0A2 (variant d’A2), C, A2/O-Arab, E, S, D, G-Philadelphia, F, A, Hope, Bart,
J, N-Baltimore et H.

3En Erateur B
hauts Bnzion ‘\‘Y

Tampon

Figurell. Principe d'un systéme d'électrophorese capillaire (Landers, 1995).
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L’analyse se fait sur sang frais, prélevés 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 la 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
¢limine 1’exces 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 systtme CAPILLARYS est un instrument multiparamétrique automatique qui assure
I’analyse des hémoglobines sur 7 capillaires en paralleles
Dés la fin de ’analyse, la quantification relative des fractions est automatiquement effectuée
et les profils peuvent étre interprétés. Les pics d’hémoglobine A (HbA), F (Hb F) et A2 (Hb
A2) sont identifiés de facon automatique et le pic d’Hb A est positionné au centre de la
fenétre de reprise.

Les profils éléctrophorétiques sont analysés visuellement pour détecter les anomalies
Les positions potentielles des différents variants de ’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.
IV.4. Analyses statistiques

La méthode statistique utilisée est le test « t » de student pour comparer les moyennes des
¢chantillons. Les résultats sont exprimés en moyenne + sem, les calcules ont été effectuées a

’aide du logiciel Graph Pad Prism 5,00.

28



http://www.abbyy.com/buy
http://www.abbyy.com/buy

Cinquieme chapitre

Résultats et discussion


http://www.abbyy.com/buy
http://www.abbyy.com/buy

CHAPITRE V Résultats et discussion

V.1. Etude des profiles éléctrophorétiques des malades selon les différents types des
hémoglobinopathies

Tableau 3. Répartition des malades selon les différents types des hémoglobinopathies

Type de la maladie Effectif | Pourcentage
%

[3- thalassémies hétérozygotes 08 16

(AF)

(3- thalassémies homozygotes 14 28

(F/F)

Drépanocytoses homozygotes 10 20

(S/S)

Drépanocytoses hétérozygotes 16 32

(A/S)

Hémoglobinose C (hétérozygote) 01 2

(A/C)

Double hétérozygote (S/C) 01 2

Totale 50 100%

Nos résultats confirment I’existence de différents types d’hémoglobinopathies dans la
population de la région de Batna, 50 malades ont été trouvés parmi 115 sujets suspects, 8
sujets B-thalassémiques hétérozygotes (A/F) ,14 sont atteints d’une B- thalassémie
homozygote (F/F), 10 malades drépanocytaires homozygotes (S/S) ,16 malades
drépanocytaires hétérozygotes (A/S), un malade atteint d’une hétérozygote A/C et un autre
une double hétérozygote S/C.

La détection directe sur le capillaire a 415 nm permet de définir les concentrations relatives
(pourcentages) de chaque fraction (figure 12—figurel8).

Les différentes zones de migration de variantes (identifiées de Z1 a Z15) sont repérées a
I’écran et sur le compte rendu résultats. Le passage de la souris sur le nom d’une zone
entraine
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I’affichage d’une info bulle indiquant les variants possibles de I’hémoglobine migrant dans
cette zone.
Au cours de la détection de ces différentes hémoglobinopathies, le systéme CAPILLARYS
HEMOGLOBINE représente des images éléctrophorétiques différentes selon les anomalies
hémoglobiniques détectées.

V.1.1. Les B- thalassémies hétérozygotes (A/F)
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Figure 12. Profile électrophorétiqueFigure 13. Profile électrophorétique d’un

d’un sang normal sang B- thalassémique hétérozygote
Hb A=96,82a97,8 % Hb A=94,5%
Hb F<0,5 % Hb A2=5,5%

Hb A2=2,2a3,2%

Dans la technique CAPILLARYS HEMOGLOBINE, les valeurs des différentes
hémoglobines normales obtenues permettent de détecter les cas des B-thalassémies (figure
12).

Un taux d'Hb A, supérieur a 3,5 %, généralement entre 4 et 8 %, est le plus souvent
associé a une 3 —thalassémie hétérozygote (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 B -thalassémies
hétérozygotes ne présentent pratiquement aucune des anomalies habituelles (un pseudo
polyglobulie microcytaire), y compris 1'¢lévation de 'Hb A, (Cao et al, 1995). Par ailleurs,
I'Hb A, peut s'élever modérément au cours d'anémies mégaloblastiques, d'hyperthyroidies ou
d'érythroleucémies (Steinberg et Adams, 1991).
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La B-thalassémie hétérozygote est détectée au cours d’une enquéte familiale. L’intérét du

dépistage des hétérozygotes est le conseil génétique.

V.1.2. Les B- thalassémies homozygotes
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Figurel2. Profile électrophorétiqueFigurel4. Profile électrophorétique d’une
d’un sang normal B-thalassémie homozygote

Hb A=96,82a97,8 % HbA=5 a45%

Hb F<0, 5% Hb F=50280%

Hb A2=22a32% Hb A2=33a7%

Chez l'adulte normal, le taux d'Hb F est inférieur a 0,5 % mais il existe des variations

génétiques et liées a 1'age(Maier-Redelsperger et Girot, 1996) (figurel4). La coexistence d'un

taux d'Hb F entre 50 et 80 % et d'une anémie microcytaire hypochrome évoque une B-

thalassémie majeure (Bardakjian-Michau et a/, 2003). En effet, il existe une répartition

hétérogeéne de 1'Hb F dans les hématies : une population d'hématies contient de I'Hb F, l'autre

non (Montalembert, 2002).

Un taux élevé d'Hb F sans anémie, ni microcytose, ni signes cliniques correspond en

général a unePHHF (Elion et Ducrocq, 1991).

La persistance d'Hb F apres la période néonatale, persistance dont le mécanisme est

encore mal compris. On I'explique partiellement par une sélection des cellules contenant de

31



http://www.abbyy.com/buy
http://www.abbyy.com/buy

CHAPITRE V Résultats et discussion

I'HbF, mais une augmentation absolue de synthése est également possible, expliquant alors
une moindre gravité de 1'évolution. Comment cette surproduction serait contrdlée est un

domaine de recherche trés exploré (Forget, 2001).

V.1.3. Les drépanocytoses homozygotes

2 paed ze mposia |z B @ g |
DU THA L | HoS
N
|
|
Ho F ‘]
I-bﬂ 2 A ﬂ'}{‘g
e . L
Figurel2. Profile électrophorétiqueFigurelS. Profile électrophorétique
d’un sang normal d’un sang avec variant homozygote
HbS
Hb A=96,8497,8% Hb S=772a98 %
Hb F<0,5 % HbF=22a20%
Hb A2=22a32% Hb A2=2a3%

La drépanocytose est due a une mutation d’un acide glutamique de la chaine B (acide
aminé n°6) par une valine (acide aminé neutre) (Basset, 1978) : elle présente ainsi un point
isoé¢lectrique augmenté par rapport & ’hémoglobine A (Bardakjian-Michau et a/, 2003). Sa
charge négative globale est donc diminué au pH de ’analyse : cette hémoglobine migre plus
rapidement que I’hémoglobine A. Dans la technique CAPILLARYS HEMOGLOBINE, en
tampon alcalin, I’hémoglobine S migre entre les fractions A et A2, a environ 1/3 de la
distance A-A2, coté A2 (figure 15).
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Il existe une absenced'Hb A, deux cas peuvent se présenter : soit 'Hb S est nettement
majoritaire et elle est en général associée a une bande minoritaire d'Hb F, soit I'Hb S est
associée a une autre hémoglobine anormale (Vovan, 1985). Dans le premier cas de figure, un
taux d'Hb 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 SB” ; en cas de trait
a -thalassémique associé, il peut y avoir atteinte d'un seul geéne (sujets SS a -/ aa) 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; Lubin et al/, 1991).

Dans le cas de PHHF associée a de I'Hb S (sujets S PHHF), le taux d'Hb F est de l'ordre de
30 % et ces sujets ne sont pas anémiques. Enfin, rappelons qu'un traitement des
drépanocytaires par hydroxyurée fait augmenter le taux d'Hb F, qui peut alors s'élever jusqu'a
25 %(Ferster et al, 1996).

V.1.4. Les drépanocytoses hétérozygotes
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Figurel2. Profile électrophorétiqueFigurel6. Profile électrophorétique d’un

d’un sang normal sang avec variant hétérozygote HbS
Hb A=96,8397,8% Hb A=61,6%

Hb F<0, 5% HbF=1,8%

Hb A2=2,22a3,2% Hb A2=3,0%

Hb S=33,6%
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La drépanocytose hétérozygote est caractérisée par la présence d'Hb A (Cao, 1996;
Steinberg, 1999). Il est alors important de quantifier les différentes fractions A, A, et S
(Joutovsky et al, 2004) (figurel6). En l'absence de trait thalassémique associ¢, I'Hb S

représente une fraction de I'ordre de 33, 6 % de I'hémoglobine totale. Les sujets AS ont un

hémogramme normal et sont cliniquement asymptomatiques (Galactéros, 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 d'Hb S supérieur a 50 % évoque
l'association d'une drépanocytose hétérozygote avec une B'-thalassémie (S/ B "), I'Hb S étant,
rappelons-le, un variant de la chaine . Dans ce cas, I'Hb A représente alors 5 a 20 % de
I'hémoglobine totale. Ces sujets S/ B présentent une microcytose avec ou sans anémie, et un

taux d'Hb A, élevé (>=5 %) (Galactéros, 1995).

Tableau 4 : Caractéristiques biologiques des syndromes drépanocytaires

(Kafando et a/, 2008).

Normale SS SC SB3° Thal SB+ Thal
Hb (g/dl) 12-16 7-9 10-12 7-9 9-12
Electrophoreése
de IHb (%)
A 97-98 0 0 0 1-25
S

0 77-98 50 80-90 55-90
F

<2 2-20 <5 5-15 5-15
A2

2-3 2-3 - 4-6 4-6
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V.1.5. L’ hémoglobinose C (hétérozygote)
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Figurel2. Profile électrophorétiqueFigurel7. Profile électrophorétique

d’un sang normal d’un sang avec hémoglobinose C hétérozygote
Hb A=96,8397,8% HbA= 66, 5 %
Hb F<0, 5% HbA2=2,5%
Hb A2=22a32% Hb C=31,0%

L’hémoglobinose C est due a une substitution d’'un acide glutamique de la chaine B par
une lysine (acide aminé basique n°6) (Krauss et al, 1986); elle présente ainsi un point
isoé¢lectrique augmenté par 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
(figurel7).

Les hétérozygotes (A/C) peuvent é&tre assimilés aux hétérozygotes (AS) (Maier-
Redelsberger et Girot, 1989), ils ne manifestent aucun symptome de la maladie, a I’exception
du risque génétique de transmettre le gene anormal a chaque procréation (Oda et al, 1997). 1ls
sont détectés au cours d’une enquéte familiale (Scheneider, 1978).
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V.1.6. Les doubles hétérozygotes (S/C)
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Figurel2. Profile électrophorétiqueFigurel8. Profile électrophorétique
d’un sang normal d’un sang avec double hétérozygote S/C

Hb A=96,8a97,8 % Hb S=54,1%
Hb F<0,5 % HbF=1,5%
HbA2=2,2a3,2% Hb A2=2,3%
Hb C=42,1%

Les hétérozygotes composites (SC), chez qui I’électrophorése de ’hémoglobine montre
50% d’HbC et 50% d’HbS (figurel8), associé a une anémie modérée microcytaire ou

normocytaire (Galactéros, 1986).

IIs doivent étre considérés comme des drépanocytaires homozygotes SS, bien que la
symptomatologie soit en général un peu moins sévere que chez les sujets SS (Huisman et

Jonxis, 1977 ; Kafando et al, 2008).
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V.2. Distribution géographique des hémoglobinopathies identifiées dans la population

de la région de Batna

Tableau S. Distribution géographique des hémoglobinopathies identifiées dans la population

de la région de Batna

effectif
B.thalassémies | B.thalassémies | Drépanocytoses | Drépanocytoses |Hémoglobinose |Double
hétérozygotes |homozygotes |homozygotes hétérozygotes AC Hétérozygote
AF FF SS AS S/C
commune
de
Timgad 2 2 1 6 0 0
Tazoult 0 1 2 2 0 0
Ain-touta |0 1 1 1 0 0
Sarryana 0 0 0 0 1 0
Arris 3 3 2 3 0 0
Bouhmama |2 3 1 3 0 0
Chlia 1 1 2 1 0 0
Maédher 0 2 0 1 0 0
Djarma 0 1 1 0 0 1

D’apres les résultats du tableau n°S nous avons confirmé I’existence de différents types des

hémoglobinopathies chez la population de la région de Batna et qui sont répartis de fagon

irrégulicre.

50 cas d’hémoglobine anormale ont été diagnostiqués, répartis de la manicre suivante :
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Les hémoglobinopathies identifiées sont classées par fréquence décroissante comme
suit : Les drépanocytoses (homozygotes et hétérozygotes) puis les B-thalassémies
(homozygotes et hétérozygotes) et enfin ’hémoglobinose C et 1’hétérozygote composite S/C

ont la méme incidence, a titre d’exemple, dans notre expérience.

Tous ces syndromes coexistent souvent dans les mémes populations 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.

L'hémoglobinose S ou drépanocytose est de loin 1’anomalie d’hémoglobine la plus
fréquement observée. Cette pathologie se rencontre dans les régions tropicales et

subtropicales (O’keefe et Warma, 1991).

Elle est fréquente en Afrique, dans toutes les régions ou les natifs d’ Afrique sont retrouvés
(Antilles, continent nord-américain) (Girot, 1999 ; Mac Donald et a/,1999; Whiteheade et al,
1998), mais aussi sur 1’ensemble du pourtour méditerranéen (Maghreb, Sicile, Gréce, Moyen-

Orient) (Giabmonaa et a/, 1997).

Les B-thalassémies, sont fréquemment identifiées chez des sujets originaires du pourtour
méditerranéen (Italie, Sardaigne, Sicile, Greéce, Afrique du Nord), mais elles sont également
rencontrées chez des sujets originaires d'Afrique noire et d'Asie (Iran, Inde, Viét-nam,

Thailande) (Rosa et al, 1993).

L'hémoglobinose C, est représentée chez les Africains mais aussi chez les Noirs américains

et les Maghrébins (Rosa et al/, 1993).
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V.3. Répartition de la population selon I’Age et le sexe des sujets

Tableau 6. Répartition de la population selon I’age

Classe d’age [0-5] | [5-10] | [10-15] | [15-20] | [20-25] | [25-30] | [30-35]
Drépanocytose 10 0 0 0 0 0 0
homozygote

B-thalassémie 14 0 0 0 0 0 0
homozygote

Double hétérozygote | 0 1 0 0 0 0 0
S/C

Drépanocytose 1 2 1 2 6 0 4
hétérozygote

Thalassémie 0 0 2 1 3 0 2
hétérozygote

Hétérozygote C 0 0 0 0 0 1 0
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Tableau 7. Répartition de la population selon le sexe des sujets

Sexe F M
Drépanocytose 3 7
homozygote

B-thalassémie 6 8
homozygote

Double hétérozygote 1 0
S/C

Drépanocytose 10 6
hétérozygote

Thalassémie 4 4
hétérozygote

Hétérozygote C 0 1
Pourcentage (%) 48 52

D’aprés nos résultats (tableau 6), lesformes homozygotes (drépanocytose et (-thalassémie)
ont été détectées chez les enfants agés inférieurs de 5 ans, la double hétérozygote S/C est
identifiée chez un enfant de 6 ans, pour les formes hétérozygotes sont détectées a tout les
ages. Nos résultats (tableau 7), confirme aussi que cette pathologie peut toucher
approximativement les deux sexes. D’aprés Bernard et al/, 1998, la drépanocytose
homozygote est une maladie trés grave qui se révélée dés la petite enfance par une altération
générale, et une anémie hémolytique chronique débutant dés le sixiéme mois de vie d’un
enfant présentant d’une splénomégalie (Vanbourdolle et a/, 2007). Elle est mortelle avant 20

ans dans la majorité des cas (Bernard et al, 1998).

Pour la B-thalassémie homozygote, les signes cliniques débutent entre le troisiéme et le
sixieme mois de la vie. Ces enfants ne présentent pas d’anémie a la naissance. Les cellules

érythropoitiques médullaires ne subissent pas apres la naissance la répression au niveau du
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geéne vy et synthétisent ’'HbF (a 2y2), la synthése d’Hb A2 (a0 26 2) étant possible
(Vanbourdolle et al, 2007). Les sujets hétérozygotes (drépanocytose, B-thalassémie et Hb C)

ont une espérance de vie ne différe pas de celle des sujets normaux (Bernard et a/, 1998).

Le double hétérozygote S/C apparait chez I’enfant entre 3 et 10 (Araujo et al, 1996). La
transmission autosomique d’hémoglobinopathies prédise une fréquence égale parmi les deux

sexes (Stryer, 2003).

V.4. Variation du nombre des globules rouges chez les malades de B-thalassémies
hétérozygotes

Tableau 8. Variation du nombre des globules rouges chez les malades de B-thalassémies
hétérozygotes

Etat/ Test biologique TEMOINS MALADES
Nombre des GR (10° /mm?) 5,109 £ 0,2110 6,244 + 0,3990 *
8-

Nombre des
GR(106/mm3)
+

Figure 19.Variation du nombre des globules rouges (10°/mm?®) chez les malades de 8

thalassémies hétérozygotes. (p= 0,0124).
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Les résultats obtenus montrent qu’il n’existe pas de différence statistiquement significative
du nombre des hématies (p= 0,0124, <0,05) chez ces malades (6,244 + 0,3990) par apport aux
témoins (5,109 + 0,2110) (Figurel9). Selon Thein1993, les sujets porteurs sont
asymptomatiques et que les signes biologiques sont I’augmentation du nombre de globules
rouges. Les sujets porteurs d'une B-thalassémie hétérozygote sont bien-portants. Ils ne sont
pas anémiques ; exceptionnellement, une splénomégalie de petite taille peut étre palpée sous
le grill costal. Le frottis sanguin peut montrer une anisocytose et une

poikilocytose.(Bruneteau, 2000).

A l'état hétérozygote, I'hémogramme des sujets B -thalassémiques montre classiquement un
pseudo polyglobulie (hématies > 5,8.10'%/1) (Cao et al, 1995). La valeur normale des
érythrocytes est 4,2-5,7 (10°/ mm?).

Pour la B-thalassémie mineure: il n'y a pas de symptomatologie clinique. Il peut cependant
exister une légeére splénomégalie. La biologie montre une microcytose sans anémie ou
seulement modérée, un pseudoglobulie avec des globules rouges > 5 & 7 millions/mm?, une

hypochromie et une HbA2 > a 3,5 (Dominique, 2008).

V.5.Variation du taux de I’hémoglobine (g/dl) chez les malades de B-thalassémies

hétérozygotes

Tableau 9. Variation du taux de I’hémoglobine (g/dl) chez les malades de B-thalassémies

hétérozygotes
Etat/ Test biologique TEMOINS MALADES
Taux de ’Hb (g/dl) 14,79 + 0,2271 12,44 £0,4792 ***
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Figure 20. Variation du taux de I’hémoglobine (g/dl) chez les malades de B-thalassémies

hétérozygotes (P < 0.05)

D’aprés nos résultats, on n’enregistre aucune différence significative (P < 0.05) du taux de
I’hémoglobine entre les témoins (14,79 + 0,2271) et les malades (12,44 + 0,4792) (Figure20)
(le taux normale de ’hémoglobine varie de 13 a 16 g/dl)( Vanbourdolle et al, 2007) dans
chaque hématie microcytaire, la quantité d’hémoglobine est diminuée mais I’anémie n’est pas
toujours présente .Biologiquement, le taux d'hémoglobine est normal ou discrétement diminué

(entre 10 et 13 g/dl)(Al-Refaie et al, 1995).

V.6.Variation du volume globulaire moyen (VGM) (fl) et la teneur corpusculaire
moyenne en hémoglobine (TCMH) chez les malades de 3-thalassémies hétérozygotes

Tableau 10. Variation du volume globulaire moyen (VGM) et la teneur corpusculaire
moyenne en hémoglobine (TCMH) chez les malades de B-thalassémies hétérozygotes :

Etat/ Test biologique TEMOINS MALADES
VGM (1) 91,29 + 1,457 71,90 + 4,638%*
TCMH (pg) 30, 13 £0, 5492 21,76 + 1,720%**
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Figure21.Variation du volume globulaire moyen (VGM) (fl) chez les malades de B-

thalassémies hétérozygotes (P < 0.05).
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Figure22. Variation du teneur corpusculaire moyenne en hémoglobine (TCMH) (pg) chez les

malades de B-thalassémies hétérozygotes (P < 0.05).
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Les résultats obtenus montrent qu’il existe une différence statistiquement significative du
volume globulaire moyen (P < 0.05) chez ces malades (71, 90 + 4,638) par apport aux
témoins (91, 29 + 1,457) (Figure2l). Le VGM enregistré est inférieur a la normale. (Les
valeurs normales varient de 85 a 95 fl). Selon Araujo et al, 1996; les deux signes biologiques
caractéristiques sont la microcytose (volume moyen cellulaire < a 80 fl) avec une élévation de

I'hémoglobine A2 > 3,5%).

Ce dernier signe peut étre masqué par une carence en fer, c'est pourquoi, en pratique, on
peut étre amené a faire un contrdle biologique aprés un traitement martial de quelques
semaines, si le fer sérique est bas au premier examen. La B-thalassémie est cliniquement
asymptomatique. Sur le plan hématologique, c'est une pseudo polyglobulie modérée associ¢e

a une hypochromie et une microcytose constante (Forget, 2001).

L’examen de ces résultats permet de mettre en évidence une diminution significative
(*** : P <0.05) du TCMH chez ces malades (21, 76 = 1,720) par apport aux témoins (30, 13
+ 0, 5492) (Figure22). La teneur corpusculaire moyenne en hémoglobine est diminuée par
apport aux valeurs normales (29+2 pg). Selon Vanbourdolle et al/, 2007; les troubles
cliniques et hématologiques observées lors des B- thalassémies varient selon I’importance de
déficit. Ils sont la conséquence du défaut de production d’hémoglobine par défaut de synthése
des chaines. Ces troubles sont discrets chez les sujets hétérozygotes mais toujours trés grave
chez ’homozygote .Un taux intra érythrocytaire en hémoglobine TCMH inférieur a 27 pg doit

altérer et faire rechercher ces anomalies.

V.7.Variation du nombre des globules rouges (10°%mm?® chez les malades de B-
thalassémies homozygotes

Tableau 11. Variation du nombre des globules rouges chez les malades de B-thalassémies

homozygotes
Etat/ Test biologique TEMOINS MALADES
Nombre des GR (106/mm3) 5,006 +0,1538 4,220 £0,2778*
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Figure23. Variation du nombre des globules rouges (10°/mm?®) chez les malades de B-

thalassémies homozygotes (P < 0.05)

Nos résultats révelent, une diminution significative (P <0,05) des hématies chez nos

patients (4,220 + 0,2778) par apport aux témoins (5,006 + 0,1538) (Figure23)

D’apres Hagege et a, 2001 ; il n'y a pas d'anémie a la naissance puisque I'Hb F est le
principal constituant de I'hémoglobine a ce moment de la vie. C'est au cours des premiers
mois, lors de la commutation des hémoglobines, que le déficit de synthése en chaines B
s'accompagne d'une augmentation relative des chaines alpha au sein de l'érythroblaste. Le
rapport de syntheése des chaines de globine béta Zsur alpha peut étre mesuré dans les
réticulocytes ; il est inférieur a 0,5 (normale = 1). Dans I'érythroblaste, l'excés relatif de
chaines alpha précipite sous la forme d'inclusions (Corps de Fessas), toxiques pour les
membranes cellulaires et nucléaires. La lésion de ces membranes est responsable d'une
destruction de I'érythroblaste dans la moelle (Beris et al, 1991). Cette dysérythropoi¢se

intéresse essentiellement les érythroblastes
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polychromatophiles et acidophiles. (Weatherall et Clegg, 1981). L'érythropoi¢se inefficace
qui en résulte est le principal mécanisme de l'anémie dans la B -thalassémie homozygote.
Certains érythroblastes, notamment ceux qui synthétisent de 1'Hb F, parviennent & donner
naissance a un réticulocyte, puis a un globule rouge mature qui passe dans le sang
périphérique. L'hématie circulante, appauvrie en hémoglobine (hypochromie), déformée
(poikilocytose), a une demi-vie raccourcie et rend compte du deuxiéme mécanisme de
I'anémie: 1'hyperhémolyse. La plupart des érythroblastes étant détruits dans la moelle,
'anémie est peu régénérative, moins que ne le voudrait le taux d'hémoglobine circulant si la
moelle fonctionnait correctement. Ainsi, 1'érythropoicse inefficace et I'hyperhémolyse sont les
deux composants de I’anémie (De Montalembert, 2002), la dysérythropoi¢se étant le
mécanisme dominant. D'autre part, comme dans toute anémie hémolytique, I'hyperhémolyse
peut se compliquer de lithiase biliaire, et 1'augmentation du catabolisme des noyaux et de

I'"ADN qu'ils contiennent explique la tendance a I'hyperuricémie. (Olivieri et al, 1994).

L'examen du frottis sanguin des hématies montre une hypochromie, une anisocytose, une

poikilocytose et une érythroblastose parfois tres €levée, jusqu'a 100 000 éléments par mm3

Figure24. Aspect microscopique des hématies sur frottisd’un B-thalassémique homozygote

(MGG x 100).
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V.8. Variation du taux de I’hémoglobine (g/dl) chez les malades de 3-thalassémies

homozygotes

Tableau 12. Variation du taux de ’hémoglobine (g/dl) chez les malades de B-thalassémies

homozygotes

Etat/ Test biologique

TEMOINS

MALADES

Taux de ’Hb (g/dl)

14,83 £0,1412

6,880 + 0,2553 ***

209

taux d'hémoglobine (g/dl)
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o

Figure 24. Variation du taux de I’hémoglobine (g/dl) chez les malades de B-thalassémies

homozygotes (p< 0,0001).

D’apres nos résultats, on remarque un allongement trés hautement significatif (p< 0,0001)
du taux de I’Hb chez les témoins (14,83 &+ 0,1412) par apport aux malades (6,880 + 0,2553)
(Figure24). D’aprés Girot, 2003, I’hémoglobine A, tétramére o 2 P2 est synthétisée en

quantité
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extrémement réduite ou nulle ou cours des B-thalassémies majeurs, proportionnelle au déficit

de synthese de la globine f.

La synthése des chalnes a n’est pas affectée par le déficit en chaines B ; or ces chaines o
célibataires sont instables et précipitent dans les érythroblastes. Cet exces de chaine a libre
induit des oxydations anormales, aboutit a la mort cellulaire et est responsable de

I’érythropoicse inefficace observée dans cette maladie(Drefys, 1992; Maier et Girot, 1996).

V.9. Variation du volume globulaire moyen (VGM) (fl) et la teneur corpusculaire

moyenne en hémoglobine (TCMH) (pg) chez les malades de B -thalassémies homozygotes

Tableau 13. Variation du volume globulaire moyen (VGM) et la teneur corpusculaire

moyenne en hémoglobine (TCMH) (pg) chez les malades de B-thalassémies homozygotes

Etat/ Test biologique TEMOINS MALADES
VGM (11) 91,78 + 1,221 63,80 + 2,014 ***
TCMH (pg) 29,86 +0,4044 20,47 £ 0,6023 ***
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Figure26. Variation du volume globulaire moyen (VGM) (fl) chez les malades de B5-
thalassémies homozygotes (P < 0, 0001).
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Figure27. Variation du teneur corpusculaire moyenne en hémoglobine (TCMH) (pg) chez les

malades de B-thalassémies homozygotes (P < 0,0001).
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L’examen de ces résultats permet de mettre en évidence une diminution trés significative
de volume globulaire moyen (P < 0,0001) chez ces malades (63,80 + 2,014) par apport aux
témoins (91,78 £ 1,221) (figure26).

L’hémogramme réveéle une anémie (Hb < 70 g/l), microcytaire (VGM : 60-65 fl),
hypochrome (TCMH < 26 pg), avec réticulocytose, moins élevée que ne le voudrait le degré

de ’anémie. La moelle est trés riche en érythroblastes (Bruneteau et a/, 2000).

L’hémolyse est la conséquence de I’insolubilité¢ des chaines alpha qui provoquent une
altération membranaire de 1’hématie, le défaut de production d’hémoglobine entraine une

anémie microcytaire hypochrome(Vanbourdolle et a/, 2007).

Selon nos résultats, on ne constate qu’une diminution significative de la teneur
corpusculaire moyenne en hémoglobine (P < 0,0001) chez ces malades (20,47 + 0,6023) par
apport aux témoins (29,86 + 0,4044) (figure27). Selon Vanbourdolle et a/, 2007; le défaut
de production d’hémoglobine entraine une anémie microcytaire hypochrome. L'hémogramme
réveéle une anémie souvent microcytaire, hypochrome (teneur globulaire moyenne en

hémoglobine inférieure a 26 pg) (Girot, 2003).

V.10.Variation du nombre des globules rouges (10°/mm 3) chez les malades de
drépanocytose homozygote

Tableau 14. Variation du nombre des globules rouges chez les malades de drépanocytose
homozygote

Etat/ Test biologique TEMOINS MALADES

Nombre des GR (106/ mm3) 5,009 £0,1773 3,898 +0,2045%**
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Figure28. Variation du nombre des globules rouges (10° /mm?®) chez les malades de

drépanocytose homozygote (P < 0.05).

Les résultats obtenus montrent qu’il existe une diminution statistiquement significative du
nombre des hématies (P< 0.05) chez les malades (3,898 + 0,2045) par apport aux témoins
(5,009 £ 0,1773) (figure28). Selon Vanbourdolle et al, 2007 ; la solubilit¢ de la forme
oxygénée de ’hémoglobine S est identique a celle de I’hémoglobine normale. En revanche
sous forme désoxygénée cette hémoglobine S est moins soluble que I’hémoglobine A. Elle
peut alors se polymériser selon un processus coopératif et permettre la rigidification,
I’agglutination et la falciformation es hématies. De ce fait se produit une hémolyse exagérée ;

entrainant une anémie.

Le frottis sanguinmontre la présence des hématies falciformes.
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Figure29. Aspect microscopique des hématies sur frottisd’un drépanocytaire

(Hématies falciformes) (MGG x 100).

V.1.Variation du taux de I’hémoglobine (g/dl) chez les malades de drépanocytose

homozygote

Tableau 15. Variation du taux de I’hémoglobine (g/dl) chez les malades de drépanocytose

homozygote

Etat/ Test biologique

TEMOINS

MALADES

Taux de ’Hb (g/dl)

14,81 £0,1977

6,910 + 0,238 #**
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Figure30. Variation du taux de I’hémoglobine (g/dl) chez les malades de drépanocytose

homozygote (P< 0, 0001)

Les résultats obtenus montrent qu’il existe une diminution trés hautement significative
(p <0, 0001) du taux de ’hémoglobine chez ces malades (6,910 + 0,238) (Figure 30) par
apport aux témoins (14,81 + 0,1977). Selon Kafando et a/, 2008 ; le mécanisme moléculaire
est le remplacement par une valine de I’acide glutamique en position 6 de la chaine de la
globine entrainant la production anormale de I’hémoglobine S (Hb S), cause de la
déshydratation des globules rouges et d’un défaut de leur déformabilité (drépanocytes) liées a
la polymérisation des molécules d’HbS en milieu pauvre en oxygene. Les examens
biologiques servent a surveiller 1°état basal : numération formule sanguine et réticulocytes
avec anémie hémolytique régénérative (Hb = 7g/dL), avec hyperleucocytose > 15 000 /mm’
et hyperplaquettose> 400 000/mm’. L'ionogramme sanguin estperturbé en cas de

déshydratation (hyperprotidémie).
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V.12. Variation du volume globulaire moyen (VGM) et la teneur corpusculaire

moyenne en hémoglobine (TCMH) (pg) chez les malades de drépanocytose homozygote

Tableau 16. Variation du volume globulaire moyen (VGM) et la teneur corpusculaire

moyenne en hémoglobine (TCMH) (pg) chez les malades de drépanocytose homozygote

Etat/ Test biologique TEMOINS MALADES

TCMH (pg) 29,83 £0,4793 24,41 + 0,5789%***

VGM (1) 91,24 + 1,328 62,88 £ 0, 1256 ***
1001

VGM(fl)

Figure31. Variation du volume globulaire moyen (VGM) (fl) chez les malades de
drépanocytose homozygote (p < 0,0001)
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TCMH (pQg)

Figure32. Variation de la teneur corpusculaire moyenne en hémoglobine (TCMH) (pg) chez

les malades de drépanocytose homozygote (***: P <0,0001)

Les résultats obtenus permettent de constater une diminution statistiquement significative
du volume globulaire moyen (p < 0,0001) chez ces malades (62,88 = 0,1256) par apport aux
témoins (91,24 + 1,328) (Figure31l) .Des anomalies fonctionnelles de la membrane
accompagnent la falciformation. Tostson a été le premier a montrer 1’augmentation de la
perméabilité passive des cations monovalents Na+ et K+au cours de la désoxygénation de
courte durée des globules drépanocytaires, sans modification du contenu en eau ni de la
quantité totale de cations monovalents (Tostson, 1952; Glader, 1978). Il est suggéré que
I’hémoglobine polymérisée modifi¢ I'interaction du cytosquelette et de la membrane en
altérant ce réseau. L’asymétrie des lipides de la membrane est perdue en raison de la mobilité

accrue des phospholipides entre les deux couches lipidiques.

Nos résultas révelent une diminution significative (P < 0,0001) de la teneur corpusculaire
moyenne en hémoglobine chez ces malades (24,41 £+ 0,5789) par apport aux témoins (29,83 +

0,4793) (Figure32). L’augmentation de la concentration de I’HbS favorise 1’état polymérisé,
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augmente la proportion d’hémoglobine polymérisée a une pO2 donnée aux dépens des
molécules libres (Hofrichter et al, 1974).La concentration d’HbS varie considérablement
d’une cellule a Iautre, en raison de la déshydratation de certaines cellules et de la répartition
trés hétérogéne de ’Hb feotale qui ne participe pas a la polymérisation de I’HbS et qui peut
atteindre plus de 25% de I’Hb dans certaines cellules (Diagne et a/, 2003;Alaistair et Wood
,1999).
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Conclusion générale

Ce travail porte sur une étude effectuée sur 115 cas suspects d’hémoglobinopathies de la

population de la région de Batna. Il nous a permis de démontrer que :

La prévalence des hémoglobinopathies dans la région de Batna est 43,47% par rapport a la
population étudiée. On a détecté I’existence de différents types d’anomalies d’hémoglobine et
leur répartition géographique. Toutes ces anomalies coexistent dans la méme population et

les formes combinées sont loin d’étre rare.

On a révélé que les syndromes drépanocytaires sont I’anomalie la plus fréquente
(drépanocytose homozygote 20% et drépanocytose hétérozygote 32%) puis les syndromes
thalassémiques qui représentent 28% pour la B-thalassémie homozygote et 16% pour la B-
thalassémie hétérozygote. Enfin I’hétérozygote C et le double hétérozygote S/C représentent

la méme incidence qui est de 2%.

La connaissance des mécanismes des hémoglobinopathies permet d’expliquer et de
justifier les singes biologiques de ces états pathologiques. Un homozygotisme (B-thalassémie
homozygote) se traduit par une pathologie grave (diminution du taux d’hémoglobine, du
nombre des hématies, du TCMH et de VGM). L’hétérozygotisme (B-thalassémie
hétérozygote) est en générale mieux supporté, puisqu’il existe des formes clinicobiologiques

muettes (pseudo polyglobulie, taux d’hémoglobine normale).

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

est plus modérée que celui de la drépanocytose homozygote.

Ainsi I’exploration hématologique (I’hémogramme et examen des hématies sur frottis) et
biochimique (1’¢électrophorése CAPILLARYS HEMOGLOBINE) permet d’une part d’évaluer
la prévalence des hémoglobinopathies dans la région de Batna et de préciser le type de

I’anomalie hémoglobinique.
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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

pathologiques, en rétablissement le génome normal.
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Annexe :

MINISTERE DE LA SANTE, DE LA POPULATION ET DE LA REFORME HOSPITALIERE

CENTRE HOSPITALO-UNIVERSITAIRE BENFLIS Touhami BATNA

LABORATOIRE CENTRALE D’HEMATOLOGIE

Ne:. .. /lab./200....

*ETUDE DE L’HEMOGLOBINE*

1) ETAT CIVILE DUMALADE DE LA FAMILLE :

*Nom & Prénom dumalade ©..... ..o
A * Lieu de NaiSSance : ......c.ovvvvvienienneaniennennnn.
K SOIVICE & vt iie e, FNCAu Lit o oo
*Nom et Prénom du Pere & .. ..o
FAGE e, *Lieu de NaiSSance :......vvuviiniiiiiiiieiieieeienennen,
* Nom et Prénomde laMeére :..................... Lieu de Naissance :@................ccoevveennnn.
O | (o S

2) ORIGINES :

F COMIMUNE A€ & ottt e et
FWIlaya de 1 oo

3) RENSEIGNEMENY CLINIQUES/

3-1 Le malade a-t-il été transfusé :

- Groupe ABO & Rhésus:  / /- Chronique 2/

- Quand o/ / - Ictére splénomégalie : /

- Combien 2/ /

3-2 Antécédent Personnels :

* Ictere néonatal.
- S’agit-il d’un premier épisode ? /
- Les parents ont-ils présents ces accidents semblables ? /
- Les fréres & sceurs ont-ils la méme maladie ?

* Résultats des examens biologiques :

-GR o/ / - Fer Sérique : / /
- Hb 2/ / - Bilirubine: / /
-TCMH :/ / - COOBS: /
- VGM :/ /
DIAGNOSTIC/ Thalassémies / / Drépanocytose / / Autres /

NB:Fiche de renseignement a remplir & I’occasion d’une demande d’exploration de

I’hémoglobine.

Batna Le

/
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Résumé

Afin d’effectuer un diagnostic biologique des hémoglobinopathies chez une partie de la
population de la région de Batna, notre étude a été réalisée sur 115 patients suspects
d’hémoglobinopathies, tous les cas sont bénéficiés  des tests hématologiques tels que
I’hémogramme (numération des hématies, calcules des indices érythrocytaire, VGM et
TCMH, mesure du taux de I’hémoglobine) examen des hématies sur frottis et enfin un test
biochimique en I’occurrence d’électrophorése CAPILLARYS HEMOGLOBINE.

Les résultats obtenus ont montré :
50 cas d’hémoglobinopathies ont été trouvés sur 115 cas suspects et les syndromes
drépanocytaires sont l’anomalie la plus fréquente (drépanocytose homozygote 20% et
drépanocytose hétérozygote 32%) puis les syndromes thalassémiques qui représentent 28%
pour la B-thalassémie homozygote et 16% pour la B-thalassémie hétérozygote. Enfin
I’hétérozygote C et le double hétérozygote S/C représentent la méme incidence qui est de 2%.

Les anomalies de ’hémoglobine sont fréquentes par rapport aux autres types d’anémies
hémolytiques et leur répartition géographique est irréguliere. Elles sont fréquentes dans les
communes d’Arris, de Chelia et de Bouhamama.

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

Mots clés
Hémoglobine, hémoglobinopathies, syndromes drépanocytaires, syndromes B-thalassémiques,
diagnostic biologique
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