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Introduction

Introduction
Les hémoglobinopathies représentent la catégorie la plus fréquente des troubles

héréditaires cliniqguement significatives, provoquant un énorme fardeau sur la santé publique.

Leur transmission se fait selon le mode autosomique récessif, mais elles représentent une
variation significative de la sévérité clinique. Certaines heomglobinopathie sont
asymptomatique, alors que d'autres, principalement si le géne anormal est transmis a la fois par
le pére et par la mére, entrainent des anémies hémolytiques, c'est-a-dire une diminution de la

quantité de globules rouges secondaire a leur destruction.

Les études épidémiologiques précédentes ont montré une grande incidence de ces
maladies dans les populations originaire de pays tropicaux et méditerranéens, elles sont aussi

répandues dans tout le moyen orient, le Sud —Est asiatique [1].

Cependant, en raison des mouvements de population, cette répartition tend a se modifier

et la plupart des pays sont concernés.

Selon les données de 1’organisation mondiale de la santé, 7 % de la population mondiale est
porteuse d’un gene anormal de globine et dans certaines régions du monde jusqu’a 1 % des

nouveau-nés sont atteints d’une pathologie de I’hémoglobine [2].

Plus de 300 000 enfants présentant une forme grave d’hémoglobinopathie naissent

chaque année.

Des programmes de prise en charge et de prévention efficaces permettent de réduire le

poids des hémoglobinopathies sur la santé.

Les anomalies de I’hémoglobine se répartissent en deux grands groupes :
« Anomalies quantitatives constitutionnelles de la synthese de globine : Syndromes
thalassémiques, on distingue :
Les B-thalassémies et les a-thalassémies
» Anomalies qualitatives constitutionnelles de la synthése de globine :

11 existe plus de 400 types d’hémoglobines mutées dont la plupart n’ont pas une
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Signification clinique, ni électrophorétique.
La plus répandue est la drépanocytose ou 1” hémoglobinose S et I’hémoglobinose C
Les objectifs de notre étude sont :

La caractérisation épidémio-génétique de la population de la Wilaya de Tlemcen par

1’hémoglobinose

Le dépistage précoce des formes infra cliniques (formes hétérozygotes) afin d’éviter la

survenue de formes majeurs de ces maladies.
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Etude Théorique

I. Rappel sur I'hémoglobine
1.1 Définition

L'hémoglobine (Hb) est le pigment respiratoire du globule rouge (33% du poids de globule
rouge), fixant réversiblement I'oxygéne, le transport des poumons et le délivre aux tissus.

L’Hb est une chromoprotéine qui a une structure globuleuse hétérotétramérique, d’un poids
moléculaire de 64500 Da faite de 4 sous-unités (S/U) identiques 2 a 2 qui se distinguent en S/U de
type a et S/U de type non a, chaque S/U comporte :

«+ Une partie protéique : la globine qui correspond a une chaine polypeptidique dont il existe 2

familles : famille o et famille non a.

R/

% Une partie non protéique : I’héme (ou groupement prosthétique), qui est une ferro-
protoporphyrine de type 1X dont le centre est occupé par un atome de fer ferreux (Fe2™) qui fixe
1’0,[3]

1.2 Structure

L’hémoglobine présente une structure primaire définie par la séquence en acides aminés des
chaines de globine, une structure secondaire (alternance d’hélices alpha et non-alpha), une structure
tertiaire définie par I’arrangement tridimensionnel du monomere de globine qui permet de délimiter
une poche a heme, et une structure quaternaire définie par les interactions entres les monomeres au

sein du tétramere.

fa) —Lys - Ala— His — Gly — Lys — Lys — Val - Leu — Gly - Ala —
Structure primaire (séquence en acides aminés d'une chaine polypeptidigue)

Structure tertiaire : une chaine Structure quatemaire : les
protéique compiéte (chaine § quatre chaines séparées de ©
de I"'hémogiobine) I'hémoglobine assemblées en =3
Structure une protéine oligomérique
secondaire
(hélice)

Figure 1: Structure de I’hémoglobine
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Les chaines o et g sont assemblées entre elles par des liaisons fortes (liaisons a1p1 et a2p2) et
par des liaisons faibles (liaisons a1pz2 et a2B1), les premiéres jouant un réle essentiel dans la stabilité

de la molécule et les secondes dans le processus de transition allostérique [4].

B1
| | liens faibles
oLz

oL 1

2
liens forts

Figure 2: Contacts entre les chaines d*hémoglobine

I .3 Synthese
La biosynthése de 1’hémoglobine est réalisée chez I’adulte dans les érythroblastes de la
moelle osseuse et dans les réticulocytes circulants.
Les précurseurs de I’hémoglobine sont :
e Les chaines polypeptidiques de la globine.
e La protoporphyrine 1X, synthétisée dans les mitochondries cellulaires des tissus.
e Le fer, provenant essentiellement du recyclage interne.
L’insertion de fer ferreux au centre de la protoporphyrine forme 1’héme.
A. Synthese des chaines polypeptidique de la globine
Comme toute protéine, la globine est synthétisée par :
Transcription : copie d’une partie de I’ADN correspondant a un géne de structure et formation
d’un ARNm d’abord natif puis fonctionnel.
Activation des acides aminés: par fixation des acides aminés cytoplasmiques sur un ARNt
spécifique.
Traduction : elle permet de traduire une séquence de nucléotides en séquence d’acides aminés [5].

Geénes de globine
1- Les genes du locus a

Les génes de type a sont regroupés sur le chromosome 16, sur la partie terminale du bras
court.
La famille a comporte 3 génes fonctionnels : le géne ¢ code pour la chaine embryonnaire et

précede les deux geénes des chaines a : al et a2 [6].
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W

L

2

s

o

321 32

o2 L

99 100

1 01 30

16

Figure 3: Organisation des génes de globine de la famille a

2- Les génes du locus

Les genes de type P se trouvent a I’extrémité distale du bras court du chromosome 11 .
La famille B compte 5 genes fonctionnels : le géne de la chaine embryonnaire €, qui est suivi

par les deux génes des chaines feetales y (®y et * y), puis par les deux génes des chaines adultes & et

p. [6]

. 1 Kb |
I 1
— 30 21 104 105
\_HH
Hk“a
T—
\ﬁ\i\"*m.
. E Gy Ay wp & T B
= 2 11

Figure 4: Organisation des génes de globine de la famille non a

B. Synthése des porphyrines et de I’héme :

La biosynthése de I'neme s'effectue indépendamment de celle de la globine en plusieurs
étapes. Certaines sont localisées dans les mitochondries, d'autres dans le cytosol des érythroblastes.

Les différentes étapes de la synthése sont présentées dans la figure:
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Mitocpcondrion

Glycine + HLC vIr-Be 5°
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Figure 5 : Enzyme et intermédiaires dans la voie de biosynthése de I’héme et les types de

porphyries associees [4].

1: Synthese de 1’acide 6-aminolevulinique (6-ALA) a partir de I’acide succinique et de la glycine et
sous I’action de I’ALA synthétase.

2. Passage de 6-ALA dans le cytoplasme et condensation de 2 molécules pour former le
porphobilinogéne.

3 : Condensation de 4 porphobilinogéne aboutissant a I’uroporphyrinogene | et I11.

4 : Formation du coproporphyrinogene III par décarboxylation de I’uroporphyrinogéne III puis passage
dans la mitochondrie.

5 : Décarboxylation du coproporphyrinogéne 111 en protoporphyrinogéne IX.

6 : Oxydation protoporphyrinogéne IX en protoporphyrine IX.

7: Incorporation d’un atome de fer (Fe®") en présence de 1I’héme synthétase (ferrochélatase) et
formation de I’héme.

La vitamine B6 est le coenzyme de I’ALA-synthétase et de I’héme-synthétase.

1.4 Ontogéneése :
La proportion des différentes hémoglobines évolue en fonction du changement de lieu de

I’érythropoiese dans les étapes successives de la vie :
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Types Proportion des Chaines de Lieu de
Age d’hémoglobines différentes globine synthese
rencontrées hémoglobines
Adulte Hb A 97 % a2f2 La moelle
Hb A2 2,2-32% 0202 0sseuse.
Hb F <1% a2y2
Feetus Hb F 80-95% a2y2 Le foieetdela
Hb A 5-20% 0232 rate
Hb Gower 1 £2¢€2
Embryon Hb Gower 2 02€2 Le sac vitellin
Hb Portland £2y2

Tableau 1 : Enzyme et intermédiaires dans la voie de biosynthése de I’héme et les types de

porphyries associées [3]

Sac vitellin Foie Rate Moelle osseuse
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Figure 6 : Synthése des chaines de globine chez le feetus et le nourrisson [3]
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1.5 Fonctions :

» Transport de I’oxygene (0xygénation des tissus) :

L’Hb assure le transport de 1'oxygeéne des poumons vers les tissus. Une molécule d’oxygéne se
fixe par atome de fer, chaque molécule d’hémoglobine fixe 4 molécules d’oxygene et constitue
I’oxyhémoglobine et 1 g d’hémoglobine peut transporter au maximum 1,34 ml d’oxygéne lorsque la
saturation est totale, soit environ 20 ml d’oxygeéne pour 100 ml de sang [7].

» Transport de dioxyde du carbone (CO2):

Ce mécanisme est important au niveau des hématies circulantes. Aprés action de 1I’anhydrase
carbonique, la plus grande partie du CO; total (90 %) est transportée sous forme de bicarbonates, et
les ions H+ produits sont captés par la désoxyhémoglobine est sous forme dissoute. Le reste du CO,
se combine avec la globine de I’hémoglobine (carbhémoglobine).

» Autres fonctions :

Transport des ions H+ et effet tampon.
Liaison avec le monoxyde de carbone (CO).

Transport du monoxyde d’azote (NO).

1.6 Catabolisme :

Les globules rouges ont une durée de vie de 120 jours au terme de laquelle ils meurent par
vieillissement et épuisement de leur stock enzymatique. Ils sont alors phagocytés par les
macrophages, notamment de la moelle osseuse et du foie, et leurs constituants sont métabolisés dont

I’hémoglobine.
A- Catabolisme des chaines de la globine :

La globine est dégradee en acides aminés (catabolisme des protéines) qui rejoindront le

pool métabolique général.
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B- Catabolisme de ’héme :
* L’hémolyse intra-tissulaire

(extravasculaire):

L’héme est dégradé par [’héme-
oxygénase  qui ouvre le cycle
tétrapyrrolique et libere le fer de la
protoporphyrine.

x A TP’ouverture du cycle, la protoporphyrine
sera métabolisée en biliverdine.

x La biliverdine sera réduite en bilirubine
libre (non conjuguée) insoluble dans le
plasma. La bilirubine passera dans le
plasma ou elle sera fixée a 1’albumine et
aux a-globulines qui la transportent aux

hépatocytes.

x Dans le foie: la bilirubine libre est

glucoroconjuguée par la glucoronyl-transférase,

la bilirubine conjuguée est sécrétée par la bile.

NG T
“Fa O\
l‘. 4 RBC 4 | \

A o/ N

e FT TN

| Hemoglobin \

|

I

Transferin <——— Iron <¢—— Heme Globin — Amino ﬁLFAmino acid

\ | acids | pool

| Heme (
/ oxigenase il i \

Developing / 9 —> Biliverdin .‘

erythroblasts : |

in marrow \ Bilirubin A
A ___{unconjugated) :
co // \i 7/ H
Lungs E Unconjugated bilirubin; albumin E PLASMA
Bilirubin
Glucuronyl —_— -+
AECEER Glucuronic LIVER
acid PARENCHYMAL
CELL
Bilirubin diglucuronide
(conjugated)
= :
BILE DUCTS L —
KIDNEY ks
'\ [ aITRACT
Enterohepatic = S c\en;i -
circulation - Bacm > )

7 ,-”"e\"\'f-&'meg -

Urobilinogen |, "

Urine
Urcbilinogen

Fecal
urobilinogen

Extravascular

Figure 7 : L’hémolyse intra-tissulaire

% Dans I’intestin, la bilirubine conjuguée est transformée par la flore intestinale en urobilinogene et

stercobilinogéne qui peuvent :

v' Passer dans le cycle entéro-hépatique.

v’ Etre éliminés dans les selles sous forme oxydée urobiline et stercobiline (la plus grande partie).

v' Réabsorbée au niveau de I’intestin puis éliminée dans les urines sous forme d’urobiline (la petite

partie).

* L’hémolyse intravasculaire :

Une petite partie de I’hémoglobine (environ 20 %) est détruite directement dans la

circulation.

v" Liaison des diméres a-p a I’haptoglobine.

v Les complexes hémoglobine-haptoglobine de taille importante, ne peuvent pas traverser le

glomérule rénal.

v’ 1Ils sont captés par les hépatocytes ou I’hémoglobine est dégradée.
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v Quand I’hémolyse est importante, les capacités de liaison de I’haptoglobine sont dépassées.

x  L’hémoglobine apparait a 1’état libre dans
le plasma (hémoglobinémie).

x Elle est éliminée dans les urines
(hémoglobinurie).

x Une petite partie de 1’hémoglobine est
oxydée  en hématine  puis  en
méthémoglobine.

v/ L’hématine va se lier a 2 protéines
plasmatiques: albumine et ’hémopexine.

v Le complexe hémopexine-hématine est

capté par les hépatocytes, ’héme est

dégradé

tandis que I’hémopexine retourne dans le
plasma.

v' Les complexes albumine-hématine forment
la méthémalbumine qui est aussi éliminée

par les hépatocytes.

C- Devenir du fer :
Le fer libéré va étre récupére par
I'organisme (circuit ferme) :

Les 2/3 passe dans la circulation,

N/
RBC 7AW/ Globin

Hemoglobin ¢ -  dimers e Hemoglobin tetramers e Methemoglobin

Albumin
Heme
Haploglobin
\ Hemopexin Methemalbumin

Hemoglobin-haploglobi ‘
Skl e e Heme-hemopexin
|

Urine
Urobilinogen
N Heme =—Iron Transferrin

|

Hemoglobin

Globin Developing
l erythroblasts
i Bilirubin in marrow
Methemaglobin Amino acids  diglucuronide
Hemosiderin ¥—/7
|
\—> RENAL EPITHELIAL \
7 QELLSV 7 BILE DUCTS \
® | o \
] GITRACT
Enterohepatic dmm— Beﬁ“"‘
circulation ;
enl"“‘es
Intravascular
Urobilinogen
Fecal urobilinogen

Figure 8 : L’hémolyse intravasculaire

se lie a la transferrine pour étre réutiliser pour I'érythropoiese

x Le 1/3 restant est stocké dans les macrophages sous forme de ferritine et d'hémosidérine.
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I1. Les hémoglobinoses :

L'hémoglobinose est un terme genérique qui désigne I'ensemble des maladies affectant la
structure de
I'némoglobine, protéine majeure du sang responsable du transport de I'oxygene. Ces maladies sont
toutes dues a une anomalie héréditaire et qualitative de I'némoglobine. Il existe plusieurs types
d’hémoglobinose, comme I'hémoglobinose S, plus connue sous le nom de drépanocytose, forme la
plus grave des hémoglobinoses.

On rencontre aussi la méthémoglobinémie congénitale, ou hémoglobinose M, et d'autres
appelées hémoglobinoses C, E, H...

Certaines ne sont responsables d'aucun symptdme, alors que d'autres, principalement si le
géne anormal est donné a la fois par le pére et par la mére, entrainent des anémies hémolytiques,
c'est-a-dire une diminution de la quantité de globules rouges secondaire a leur destruction. La
drépanocytose est caractérisée par des globules rouges de forme anormale en forme de faucilles,

d'ou le nom d'anémie a hématies falciformes.

11.1 La drépanocytose
1. Definition :

Hémoglobinose secondaire a une anomalie qualitative des chaines B globine.
2. Epidémiologie :

La drépanocytose est la premiere maladie génétique de 1’ Afrique intertropicale. Dans
certaines zones, la prévalence du génotype hétérozygote AS peut atteindre 25 % a 30 % de la
population [19].

Les flux migratoires ont diffusé la mutation drépanocytaire d’Afrique et d’Asie vers
I’Amérique et I’Europe. L’organisation mondiale de la santé (OMS) estime a 120 millions le
nombre de porteurs du trait drépanocytaire dans le monde [20].

Les approches epidémiologiques faites en Algérie témoignent que 1’incidence par région
varie de 11,8 /100 000 ha (région Est) a 0,19 (région Ouest), I’incidence globale est de 4,29 / 100
000 h [8].

Drépanocytose et paludisme
La répartition de la drépanocytose se superpose a celle du paludisme ceci est dd a la

résistance a I’infection par Plasmodium falciparum.
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Figure 9 : Schéma de la répartition géographique de la drépanocytose [21]

3. Physiopathologie :
a- Bases moléculaires de la drépanocytose
Mutation responsable et son produit
La drépanocytose résulte d’une mutation ponctuelle portant sur le 6™ codon du géne 2
globine, localisé sur le chromosome 11p15 (GAG—GTG), substituant 1’acide glutamique
« hydrophile » par une valine « hydrophobe » (B6Glu—Val) donnant un géne muté ° .
b- Résultat du mécanisme moléculaire
» Production d’une hémoglobine anormale « hémoglobine S », qui se polymérise provoquant
la falciformation des hématies (« sickle » = faucille).

» Se manifeste par une anémie hémolytique corpusculaire.

(]
1

_Transmission

ALss AL s L

Homozygote sain [l Homozygote malads
Heterozygote porteur sain

Figure 10: Mode de transmission de la drépanocytose
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La drépanocytose est une maladie a transmission autosomique récessive : Les genes
responsables des maladies transmises sur le mode autosomique récessif(AR) sont localisés sur les
autosomes. L’alléle muté responsable de la maladie est récessif sur ’all¢le sauvage; les
hétérozygotes sont sains et la maladie ne s’exprime que chez les homozygotes.

Caractéristiques génealogiques des maladies AR :

* Les deux sexes sont atteints avec une fréquence égale.

* Les deux parents sont en général sains mais sont obligatoirement hétérozygotes.

* Dans les familles, les sujets atteints se retrouvent le plus souvent dans la méme fratrie donnant une
répartition horizontale sur I’arbre généalogique.

* On observe un exces d’unions consanguines chez les parents de sujets atteints.

Risque de récurrence

d- Mécanismes physiopathologiques
La drépanocytose se manifeste par :
» Crises vaso-occlusives.
» Anémie hémolytique.
Le phénomene de base de ces deux entités est la conséquence de la polymérisation de I'Hb S.

Mécanisme de la polymérisation de I’Hb S
En conditions de désoxygénation et lors du passage dans la microcirculation :
» La substitution « B6Glu—Val » dans la molécule d’Hb S rend sa surface plus hydrophobe et
devient insoluble.
» La«pB6Val » d’Hb S peut établir des liaisons hydrophobes avec la chaine B d’une autre
molécule d’Hb.
» Les molécules d’Hb forment de longues chaines. Leurs regroupements en fibres hélicoidales

et leurs rigidifications engendrent la déformation en faucilles des globules rouges.

Facteurs favorisants la polymérisation de ’Hb S
» Augmentation de la température.
» Diminution du pH (acidose).

» Répartition des hémoglobines a I’intérieur des hématies:
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v L’Hb F inhibe la polymérisation de I’Hb S, une hématie qui contient plus de 20 % d’Hb F
ne peut pas se polymériser.

V' Le trait o-thalassémique, en diminuant la CCMH, diminue la polymérisation de I’'Hb S.

v' Le porteur hétérozygote d’Hb S posséde suffisamment d’Hb A pour contrer la
polymérisation dans 1’état désoxygéné.

v" A linverse, ’'Hb C, I’Hb D- Punjab et I’'Hb O-Arab favorisent la polymérisation.

» La polymeérisation est amplifiée par :
v" L’hypoxie induite par I’ischémie locale due a la vaso-occlusion.

v" La déshydratation cellulaire par perte d’eau [22].

1 .Mécanismes de la vaso-occlusion
» Hyperviscosite sanguine secondaire a la diminution de la déformabilité
» Augmentation de la CCMH et de I’hématocrite
» Adhésion des drépanocytes a I’endothélium
» Adhésion des globules rouges est plus importante dans les zones de flux turbulent

(capillaires de 7-10 um de diamétre) [23].

€ Normal red blood cells

Normal
red blocod
cell (RBC)

RBCs flow freely
wiithin blood vessel

Abnormal, sickled, red blood cells
(sickile celis)
Sickle celis

Sticky sickle cells

Figure 9 : La vaso-occlusion
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2. Mécanismes de I’hémolyse
*  L’hémolyse est due a:
» Augmentation de la fragilité mécanique de la membrane érythrocytaire.
» Altérations de la membrane par oxydation.
» Recouvrement des drépanocytes par des immunoglobulines.

——> Anémie hémolytique intra-vasculaire et intra-tissulaire régénérative

e- Les conséquences cliniques :
Deux formes cliniques ont été individualisées, symptomatiques et asymptomatiques
1- Forme homozygote
*  Asymptomatique jusqu’au 5°™ et 6°™ mois de vie. Elle est ensuite d’une grande sévérité
» Maladie grave évoluant a la fois sur le mode chronique et sur le mode aigu, elle est
découverte devant :

» Un cedéme des mains et des pieds chez le nourrisson : syndrome pied-main

S—

' Le syndrome « pieds-mains » -

18 mois
premiers
s d’anémic

Figure 10 : Le syndrome pied-main en cas de la forme homozygote de la drépanocytose

» Une triade hémolytique : elle peut étre découverte suite a 1’apparition de complications.
Complications
* Aigués:
— Crises vaso-occlusives osseuses (CVO)
Survenue brutale de douleurs osseuses +++ localisées ou diffuses surtout au niveau des os longs,
rachis, et sternum
— Syndrome thoracique
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Figure 11 : Syndrome thoracique aigu (sévére)

* Chroniques
— Ostéonécrose
— Dyspnée (cardiopathie diastolique, HTAP)
— Ulceéres de jambes
— Rétinopathies
— Insuffisance rénale
— Complication du traitement: hémochromatose/transfusions
2-Forme hétérozygote
« Découverte fortuite lors d’un bilan systématique, un bilan prénuptial, ou lors d’une enquéte
familiale.
» Cliniqguement asymptomatique: sujet bien portant, non anémique.
* Les crises drépanocytaires ne surviennent qu’en cas de trés grande hypoxie (exemple : haute
altitude).

* Les sujets A/S ont une résistance au paludisme.

3. Diagnostic biologique
4.1. Interrogatoire :Comporte la recherche de
> Age
» Sexe
» Origine ethnique
» Notion de consanguinité
» Antécédents d’hémolyse : Personnels, Familiaux
» Signes cliniques évocateurs : Symptomes d’anémie, Ictere, douleurs, splénomegalie.
» Notion de transfusion sanguine
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4.2. Etape préanalytique
La plupart des techniques d’exploration des hémoglobinopathies se réalisent sur sang total
recueilli sur EDTA, I’idéal étant de travailler sur du sang frais (moins de 4 jours). L’analyse sera
effectuée apres un délai minimum de 2 mois apres toute transfusion sanguine et un mois apres
traitement martial.
4.2. Tests biologique

1-Test d’orientation

a- Hémogramme

Tableau 2:Valeur de la numération formule sanguine dans les formes drépanocytaires

Valeurs
Forme Forme hétérozygote Normes
Parametres homozygote
Hb (g/dL) 7-9 N ou discrétement 12-16 (femme)
diminue 13-17 (homme)
VGM (fL) N N 80-100 (adulte)
70-90 (Enfant)
TCMH N N 27-32
(p9)
CCMH N N 32-36
(%)
GB (G/L) 15-20 N 4-10
Plaquettes 300-500 N 150-400
(G/L)
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b- Frottis Sanguin

Repose sur I’étude quantitative et qualitative sur microscope optique des trois lignées cellulaires du
sang d’un FSP coloré au MGG.
» Forme homozygote
% Poikylocytose : drépanocytes, schizocytes, elliptocytes, hématies en cibles.
¢ Normocytose.
%+ Anisochromie : polychromatie.
¢ Corps de Jolly a cause de I’hyposplénie.
< Erythroblastose circulante.

Figure 12: Morphologie des globules rouges chez un sujet drépanocytaire homozygote

A : FSP coloré au MGG, B : image par microscopie en phase de contact

» Forme hétérozygote
% Normale
c-Taux de réticulocytes

Tableau 3: Valeur de la numération formule sanguine dans les formes drépanocytaires

Formes Forme homozygote Forme hétérozygote Normes

Taux de réticulocytes

(G/L) > 120 N 20-80
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d- Bilan d’hémolyse
- Forme hétérozygote: bilan normal.

- Forme homozygote : nous pouvons noter deux tableaux biologiques différents, éventuellement

associés.
Tableau 4: Résultats du bilan d'hémolyse chez le drépanocytaire homozygote
Hémolyse Heémolyse
Bilans intra-tissulaire Intra-vasculaire Normes
chronique aigue
Haptoglobine (g/L) <05 <0,1 1-3
Bilirubine libre (mg/L) 1 1 <10
LDH (UI/L) 1 1 190-445
9-30 (homme)
Fer sérique (umol/L) Nou 1 1 8-28 (femme)
Hémoglobinurie Absente présente Absente
Hémoglobinémie mg/L Absente présente Absente

e- Test direct a ’antiglobuline
A visée de diagnostic différentiel.

Négatif car I’hémolyse n’est pas d’origine immunologique.

2-Test de dépistage

a- Test de falciformation (test ’EMMEL)

Consiste a déclencher la falciformation des hématies sur lame en provoquant un état d’hypoxie
» En rajoutant du métabisulfite au sang du malade.

» En créant une atmospheére pauvre en oxygene [28].
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Résultats
* Al'état frais, entre lame et lamelle les hématies ou I’Hb S est présente prennent
progressivement la forme typique en faucilles.

» Le test est positif chez les drépanocytaires homozygotes et hétérozygotes.

Résultat négatif

Résultat positif

Figure 15 : Test de falciformation

b- Test de solubilité (test I’ ITTANO)

En milieu tampon phosphate a pH =7,5 et a basse force ionique, I’Hb est libérée sous
I’action de la saponine. La réduction de I’Hb S par la dithionite de sodium entraine la formation de
microtubules de turbidité élevée qui précipitent sous forme d’un culot rouge [29].

Interprétation des résultats

Les résultats sont interprétés en présence de témoins positif et négatif.
Apres centrifugation, la formation d’un précipité rouge signale la présence de I’Hb S.
v Sujet normale (A/A) : surnageant rouge et pas de culot.
v' Forme homozygote (S/S): surnageant clair (Hb F) avec un culot rouge.
v Forme hétérozygote (S/A) : surnageant rose avec culot rouge.
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Figure 13: Test de solubilité d'ITANO

A gauche : forme homozygote ; A droite : forme hétérozygote

1-Test de confirmation

a- Electrophorése a pH alcalin
L'électrophorese 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 aprées coloration : une bande
correspondant a I'Hb A tres majoritaire (environ 97 %), une bande correspondant a I'Hb A2
située plus pres du dép6t et représentant 2 a 3 % de I'hémoglobine totale, une ou deux
bandes tres discrétes proches du dépot et correspondant aux anhydrases carboniques
érythrocytaires.

Résultats
L’Hb S migre a mi-chemin entre I’Hb A et A2.
D’autres Hb migrent au méme niveau que I’Hb S : Hb D, Hb G, Hb Lepore.
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b- Iso-électro-focalisation
La focalisation isoélectrique est une technique hautement résolutive de séparation des

hémoglobines en fonction de leur point isoélectrique dans un gradient de pH .
Elle permet :

-La séparation rapide de la plupart des hémoglobines, notamment les Hb C et E, ou S et D.

- La mise en évidence d’hémoglobines instables non identifiables par les techniques
classiques d'électrophorése & pH alcalin [25].
Elle constitue la méthode de choix dans le dépistage des hémoglobinopathies chez le nouveau-
né.
Résultats

L’Hb S migre entre I’Hb F et A2.

_I
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Figure 14 : Profil d'iso-€électrolocalisation d’hémoglobine

f- Electrophorese capillaire en veine liquide: 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
CAPILLARYS.

Le systeme CAPILLARYS utilise le principe de 1’¢électrophorese capillaire en solution libre,
qui représente la forme la plus courante de 1I’¢électrophorese 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 1’électrolyte, d’un flux électro-osmotique plus ou moins important.
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Le systeme CAPILLARY'S comprend une série de capillaires en parallele, permettant 7

analyses simultanées. Sur ce systéme, I’injection dans les capillaires de 1’échantillon dilué¢ dans la

solution hémolysante est effectuée a 1’anode par aspiration [26].

Gan Srateur |
hauts Bn=ion

Figure 18 : Principe d'un systéme d'électrophorése capillaire

f- Electrophorése a pH acide
Séparation des différentes fractions d’Hb en fonction de leurs charges électriques respectives
sur gel d’agar a pH acide (6,0).
Technique complémentaire de 1’¢électrophorese d’Hb a pH alcalin. Elle permet une bonne
séparation :
» Des hémoglobines S, D et G.

» De I’hémoglobine A et F, ce qui est utile en période néonatale [42].
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Figure 15: Profil électrophorétique de I’hémoglobine sur gel d'agar a pH acide

Resultats
L’Hb S migre a mi-chemin entre ’'HbA et I’'Hb A2, elle est bien séparée des Hb D et G.

4-Biologie moléculaire PCR (Polymerase Chain Reaction)

Font appel classiquement & la PCR (Polymerase Chain Reaction) , suivie d'études de
modification de site de restriction et de sequencage
Principe de la PCR :
. Repose sur I’extraction de I’ADN a partir des précurseurs érythroblastiques, dénaturation,

amplification et étude de I’ADN par des techniques :

. De basse résolution (RFLP)
. De moyen débit (séquencage)
. D’¢électrophorese

. De haut débit (puces a ADN, BeadChip)
Intéréts : Mise en évidence des mutations et des délétions

Diagnostic

- Diagnostic d’une drépanocytose homozygote chez un sujet récemment transfusé et dont le
phénotype n’a pas ¢€té établi antérieurement.

-Diagnostic prénatal, essentiel pour 1’identification des couples porteurs d’anomalies de I’Hb qui
risquent d’avoir des enfants atteints d’un syndrome drépanocytaire majeur.

-Rechercher le polymorphisme de populations par la détermination des haplotypes de restriction.
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11.2 L” hémoglobinose C :
1. Définition
L'hémoglobine C, couramment symbolisée par HbC, est une hémoglobine anormale résultant
d'une mutation génétique conduisant a la substitution d'un résidu de glutamate par un résidu
de lysine en position 6 de la séquence de la sous-unité p-globine.Cette forme d'hémoglobine mutée
réduit la plasticité des érythrocytes, provoquant une hémoglobinopathie généralement
asymptomatique, hormis chez les homozygotes, pour lesquels elle demeure malgré tout bénigne.
2. Epidémiologie

C’est un variant caractéristique de 1’ Afrique de 1’Ouest (20 %), présent également aux Antilles
(3 %).

Figure 16 : La répartition géographique de I’hémoglobinose C

3. Physiopathologie

Les sujets hétérozygotes sont cliniquement asymptomatiques. L’hémogramme est normal,
parfois discrétement microcytaire.

Les sujets homozygotes présentent une anémie hémolytique chronique moderée. Les frottis
sanguins montrent de nombreuses cellules cibles et parfois quelques microsphérocytes.

C’est la cristallisation de I’'HbC qui est a 1’origine d’une déshydratation cellulaire et d’une
moindre déformabilité des hématies. Cette déshydratation est responsable d’une concentration
corpusculaire moyenne en hémoglobine (CCMH) élevée (environ 38 g/dl) et d’une microcytose
(VGM moyen de 72 fl)

Il existe plusieurs associations avec I’hémoglobinose C tels que : la Hb C/  thal et Hb C/ HB S
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C’est I’association HbS/HbC qui est grave, puisqu’elle conduit a un syndrome drépanocytaire
majeur. La présence d’HbC doit donc étre prise en compte dans le conseil génétique de la
drépanocytose. Les couples risquant d’avoir un enfant avec une hémoglobinopathie SC doivent étre

informés du risque de syndrome drépanocytaire majeur [26].

4. Diagnostic biologique

Interrogatoire (voir drépanocytose)

Etape préanalytique (voir drépanocytose)
1-Tests d’orientation

a- Hémogramme

Tableau 5: Valeurs de la FNS et FSP selon les formes de hémoglobinose C

Forme A/C Forme C/C
FNS Hb Normal présente une discrete anémie
VGM : Normal microcytaire.
Hb : 10-13 g/dI
VGM : 65-75 fl
FSP Normale Cellules cibles

b- Tests de réticulocytes
c- Bilan d’hémolyse

d- Tests de confirmation:

L’HbC migre avec I’HbE lors de 1’¢lectrophorese sur acétate de cellulose a pH alcalin, mais
s’en distingue 1égerement par focalisation isoélectrique et tres clairement par CLHP d’échange

d’ions.
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Dosage de I’hémoglobine A, et Hb F par chromatographie échangeuse d’ions sur

micro-colonnes :

Le principe repose sur 1’¢lution différentielle des différentes fractions d’hémoglobines sur
résine échangeuse d’anions en micro-colonnes en utilisant différentes phases mobiles spécifiques de
chaque fraction d’hémoglobine. Le dosage de la fraction recherchée sur 1’¢luat se fait par
comparaison de sa densité optique par rapport a celle de I’hémoglobine totale par
spectrophotometre a 415 nm.

NORME : Hb A2 a 3.5

Dosage de I’Hb F par mesure de la résistance a la dénaturation alcaline :
Toutes les hémoglobines sont dénaturées a pH alcalin (pH = 12) sauf I’'Hb F, ce qui permet
sa séparation et son dosage par spectrophotométrie a 540 nm aprés transformation de 1’hémoglobine

en methémoglobine.

Chromatographie liquide a haute performance HPLC sur colonne échangeuse de
cations
C’est une technique qualitative trés résolutive, quantitative et automatisable permettant de :
—Doser les fractions d’hémoglobine mineures (Hb A, et Hb F) et les principales hémoglobines
anormales.

—Distinguer entre plusieurs variantes, aussi bien des chaines a que des p.
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11.3 Les autres hémoglobinoses :

Tableau 6: R Représentation des autres hémoglobinoses [26]

Définition Epidémiologie La clinique et la biologie
Forme hétérozygote :
-Un mutant de la -Elle concerne -Bien supportée.
chaine B ou I’acide essentiellement les -L’hémogramme est normal, il peut
glutamique populations du Sud- montrer une microcytose ou une
en position 26 est Est asiatique. discrete anémie.
remplacé par une -En raison d’une forte | -HbE=30 %.
Hb E lysine. immigration des ces Forme homozygote :

-C’est la plus populations on -Les effets sont mineurs, se
fréquente des Hb I’observe aujourd’hui limitant & une anémie microcytaire
anormales. partout hypochrome modérée.

Le bilan est donc une | dans le monde. -L’HbA=0%

B*thalassémie -HbE =85 4 99 %.
peu sévere. -HbF inférieur a 15 %.
-L’HbO-Arab est -On le retrouve en -Ce variant n’entraine aucune
un mutant de la chaine | Europe orientale, mais | anomalie chez les hétérozygotes

Hb O- B ou I’acide également en Afrique et | et les homozygotes.

Arab glutamique en dans le Moyen-Orient -C’est I’association HbO-
position 121 est Arab/HbS qui est grave,
remplacé par une puisqu’elle conduit a un syndrome
lysine. drépanocytaire
majeur.
-L’HbD-Punjab est un | -Ubiquitaire, on le -Cette Hb est asymptomatique
mutant de la chaine & | retrouve avec une forte | aussi bien a I’état hétérozygote

Hb D- ou I’acide glutamique | prévalence chez les qu’homozygote.

Punjab en position 121 est Sikhs du Punjab et dans | -C’est I’association HbD-
remplacé par une les populations du Punjab/HbS qui est grave,
glutamine nord-ouest des Indes. puisqu’elle conduit a un syndrome

drépanocytaire
majeur
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Repartions géographique des principales hémoglobines anormales

Les Hb anormales les plus importantes sont : Hb S, C, D (Pundjab ou Los Angeles), E, et O
Arab (Europe de I’est, gitans).

= "/‘\} ;o \/,/\\

(
/ e S

£ >
e Répartition géographique des principales L///
o&y hémoglobines anormales

Figure 21 : Répartition géographique des principales hémoglobines anormales

11.4Quelques formes composites

Les Hb anormales étant tres fréquentes dans la race noire, il faut interpréter avec prudence les
résultats des électrophoréses de I’Hb , car par exemple les Hb C, E et A2 migrent au méme niveau a

pH alcalin.

Il existe des doubles hétérozygotes (ou hétérozygotes composites), soit entre 2 chaines
anormales (par exemple S/C) soit entre Hb anormale et thalassémie a ou f. Ceci se traduit par des
différences avec les pts simplement mutés. Notamment la thalassémie induit une diminution de
synthése de chaines et la quantité d’Hb anormale est moindre que celle attendue chez

I’hétérozygote.
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Tableau 7 : quelques formes composites des hémoglobinopathies [35]

Diagnostic biologique

Etude de I’Hb

Anomalie Expression Hb | Hb | HbA2 | Hb | Hb | Hb
génétique clinique Hémogramme Frottis A F (%) S C E
(%) | (%) (%) | (N (%)
Hétérozygotie | Asymptomatique Normal Normal 60- | <1 |25-35 |354(0 - -
AlS 65
Drépanocytes
Syndrome Hb : 6-10 Cellules
Homozygotie | drépanocytaire g/dL cibles 0 | 5- 2,5-3,5 - -
S/S majeur VGM: Corps de 20 80-
normal Jolly 95
Erythroblastg
Hétérozygotie Syndrome Hb: 10-12 | Drépanocytes 0 -
composite drépanocytaire g/dL Cellules 1-7 | 25-35 |50 |45
SIC majeur VGM : 70-90 cibles
fL
Anisocytose
Hétérozygotie Syndrome Hb: 7-12 Poikilocytose
composite drépanocytaire g/dL Drépanocytes - -
S/B majeur VGM : 60-95 Cellules 0- | 5- variable
thalassémie fL cibles 25 15 55-
Corps de 90
Jolly
Normal
Hétérozygotie | Asymptomatique (parfois Normal 60- | <1 |25-35 - |35 | -
AlC discréte 65 40
microcytose)
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Anémie Hb : 10-13 Cellules
Homozygotie hémolytique g/dL cibles - -
c/C chronique VGM : 65-75 Cristaux 0 | <3 |25-35 >
modérée fL d’Hb C 90
Normal
Hétérozygotie | Asymptomatique | (ou discréte Normal 70- | <1 |25-35 - | 25-
AlE microcytose) 75 30
Anémie Hb:10-13
Homozygotie hémolytique g/dL Cellules - -
E/E modérée, bien VGM : 65-75 cibles 0 | < 2,5-3,5 >
supportée fL 15 85
Hétérozygotie Thalassémie Hb: 7-12 Cellules
composite intermédiaire g/dL cibles 0- |5- variable - - >
E/B VGM : 65-80 | Anisocytose | 25 15 40
thalassémie fL Poikilocytose

Tableau 8 : diagnostic biologique de I’ Hb E et Hb O-Arab et Hb D-Punjab

Diagnostic biologique

Hb E

comporte comme I’HbA.

-Lors de I’¢électrophorese sur acétate de cellulose a pH alcalin, I’HbE migre
comme les HbC et HbA2,
-Elle peut étre distinguée des autres Hb lentes par focalisation isoélectrique,

¢lectrophorese capillaire ou bien par électrophorese sur gel d’agar, ou elle se

Hb O-Arab

-1l comigre avec les HbC et E lors de I’¢électrophorese sur acétate de cellulose a
pH alcalin, mais peut facilement en étre différencié par electrophoreése sur gel

d’agar, en focalisation isoélectrique ou en CLHP sur échangeur de cations.

Hb D-Punjab

sur échangeur de cations.

complémentaires.

-Néanmoins, elle peut étre confondue avec d’autres variantes

et son identification formelle nécessite I’utilisation de techniques

-L’HbD-Punjab se distingue de ’HbS en focalisation isoélectrique ou en CLHP
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I11. Traitements
1. La drépanocytose

Les traitements utilisés dans la drépanocytose ont pour la plupart une action symptomatique.
Seuls deux traitements ayant une action de fond sont actuellement disponibles : la transfusion et
I’hydroxyurée.

a- La transfusion : apporte des globules rouges contenant de hémoglobine A. Elle est
utilisée dans le traitement d’urgence de certaines complications graves, ou en prophylaxie sous
forme de programmes transfusionnels [43].

b-L’hydroxyurée (HU): est une chimiothérapie. En effet, si certaines molécules interférant
avec le processus de polymérisation de I’hémoglobine S représentent un espoir, le seul traitement
actuel de ce type ayant fait la preuve de son efficacité et couramment prescrit depuis 1995 est ’'HU
[41], qui améliore I’espérance de vie, diminue la fréquence des CVO et des hospitalisations.

Chez I’adulte drépanocytaire, contrairement a I’enfant, il n’y a pas d’indication clairement
¢établie a la greffe médullaire allogénique, en raison notamment de 1’augmentation du risque de
mortalité toxique avec I’age, et du risque de poursuite de I’évolutivité des atteintes organiques
malgreé cette procédure [44].

IV. Conseil génétique

Le médecin peut étre amené a donner une information génétique dans trois situations

différentes, qui correspondent a des problématiques différentes : le dépistage des porteurs sains, le

diagnostic prénatal, le dépistage néonatal.

a- Dépistage des porteurs sains

Le dépistage des porteurs sains repose sur I’initiative de chaque médecin, en fonction de
’origine ethnique et des histoires familiales et personnelles de tout sujet a risque. La réalisation
d’une numération avec détermination des réticulocytes et d’une ¢électrophorese de I’hémoglobine
permettent d’évaluer ce risque. Si le propositus est une femme enceinte et que le conjoint ne peut
étre étudié, seul le diagnostic prénatal permettrait d’établir le diagnostic chez I’enfant attendu.

b- Diagnostic prénatal

Il est proposé a tous les couples se trouvant dans la situation ou un risque existe de donner
naissance a un enfant porteur d’une hémoglobinopathie, c¢’est-a-dire essentiellement une
drépanocytose homozygote ou hétérozygote composite S /p° thal, qui restent, malgré les progrés

thérapeutiques, des maladies graves et pénibles.
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Le principe de I’information génétique qui précede le diagnostic prénatal repose sur
I’explication claire du risque au couple, afin qu’il puisse exprimer son souhait librement en
respectant ses convictions morales, philosophiques et religieuses. Il est surtout fondamental
d’expliquer les conséquences éventuelles de la maladie chez I’enfant a naitre, en tenant compte de
la difficulté posée par la variabilité et I’'imprévisibilité de 1’expression phénotypique [41].

I1 faut qu’il soit clair que le diagnostic prénatal, parce qu’il fait courir un risque faible de
complication, n’est propos¢ qu’aux couples qui souhaiteraient une interruption médicale de
grossesse.

Les techniques utilisées sont la biopsie de trophoblaste, réalisables a 10-12 semaines
d’aménorrhée, et ’amniocentése, a 15 semaines d’aménorrhée. Les prélévements recueillis sont
ensuite analysés par biologie moléculaire [40].

c- Dépistage néonatal

Il faut établir un programme de dépistage néonatal de la drépanocytose chez les nouveau-nés
dont les parents font partie d’un groupe a risque, son but est de permettre la mise en place précoce
d’une prise en charge adaptée comportant notamment une prophylaxie antipneumococcique chez les

enfants malades.
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ETUDE PRATIQUE
l. Protocole de I’étude

1.1 Objectifs
A. Objectif principal
Notre étude épidémiologique, a pour objectif, la caractérisation épidémio-génétique de
la population de la Wilaya de Tlemcen par I’hémoglobinose
B. Objectif secondaire

De mettre en évidence les hémoglobinoses qui passe inapercue et faire un diagnostic

précoce de hémoglobinopathies pour une bonne prise en charge thérapeutique

1.2 Type, lieu et durée de I’étude

L’étude que nous avons mené est une étude prospective et rétrospective, réalisée dans le
service d’hémobiologie et banque de sang du CHU Tlemcen. La durée de la période est de 4
mois allant de mars 2017 a juin 2017,15 cas d’hémoglobinose sont recensé, selon I’étude
rétrospective nous avons recensé 11 cas et 4 cas selon I’étude prospective.

1.3 Recrutement des patients

Les patients recrutés sont des sujets porteurs d’hémoglobinopathies, demeurant a la
région de Tlemcen , celle-ci se situe a I’extrémité Nord-ouest Algérienne, Elle s'étend du
littoral (mer Méditerranée) au Nord a la steppe au Sud, sur une superficie globale de 9 100
km2 .Elle est limitée géographiquement au Nord-Est par la Wilaya de Ain-Temouchent, a
I’Est par la Wilaya de Sidi Bel-Abbes, a 1’Ouest par le royaume du Maroc et au Sud par la

Wilaya de Nadma.

La population de la Wilaya de Tlemcen est estimée en 2010 a 977 206 habitants pour
une densité de 108 habitants au Km2.(ONS)
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Figure 17 : Localisation géographique de la wilaya de Tlemcen

A. Critéres d’inclusion
Deux types de recrutements ont été effectués :
Par le biais du service d’hémobiologie et banque de sang a partir des résultats
de ’hémogramme, les critéres d’orientation sont:
-Un taux d’hémoglobine normal ou diminué.
-Un nombre de globules rouges éleve.
-Le volume globulaire moyen bas.
Des demandes d’électrophorése provenant des autres services hospitaliers du
CHU Tlemcen.
B. Criteres d’exclusion
Patients en cours de traitement par le fer par voie orale.

Patients transfusés dans moins de trois mois.

1.4 Recueil des donnée

Le recueil des données a été fait sur un questionnaire hémoglobinopathies préétabli, de
maniére active en interrogeant les patients ou leurs parents.

L’interrogatoire commence par le recueil des informations personnelles : nom, prénom,

age, adresse, antecédents personnels et familiaux.
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Les questions posées avaient pour but de préciser I’histoire de la maladie, les
circonstances de découvertes, la notion de consanguinité, les signes d’anémie hémolytique,
ictere, spléenomégalie et éventuellement chercher une notion transfusionnelle et de prise
médicamenteuse
Il. Méthodes

1. Préléevement

L’échantillon biologique est représenté par une quantité de 5 ml de sang total prélevée
aseptiquement par ponction au niveau du pli du coude et recueilli dans un tube stérile
contenant de ’EDTA en respectant le rapport anticoagulant / sang (1/9).

Ce prélevement servira a :

» La réalisation d’une numération formule sanguine (NFS) complétée par un frottis
sanguin.
» L’¢lectrophoreése de I’Hb a pH alcalin sur acétate de cellulose. (sur du sang frais ou
conservé a +4°C dans un délai maximal de 7 jours).
» Dosage de I’hémoglobine A; par chromatographie échangeuse d’ions.
*L’examen biologique
Pour chaque prélevement on a réalisé un hémogramme, un frottis du sang périphérique (FSP)
éventuellement une ferretinemie.

2. Hémogramme

L’hémogramme est un examen de routine permettant d'obtenir rapidement un ensemble de
données quantitatives (paramétres érythrocytaires, nombre des globules blancs et des
plaquettes), incluant egalement la formule leucocytaire et la numération des réticulocytes a la
demande.

L’automate utilisé dans le laboratoire est ’ADVIA 2120i.

L’hématimetre ADVIA®2120i est un cytometre de flux entierement automatisé utilisant
la diffraction lumineuse sous deux angles, la lyse différentielle des leucocytes et la coloration
de la myéloperoxydase pour caractériser les cellules, avec une cadence de 120 analyses par

heure.
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Normes
Taux des GR Hématocrite HT Taux d’HB (g/dl)
(10° /mm3) (%)
Hommes 45a5.9 40 -50 13a18
Femmes 40a55 37 -43 12a16
Enfants 5.0a6.0 38-44 12316
nouveaux nés 5.0a6.0 50 — 58 14220

Tableau 9 : Normalité des GR, HT et HB en fonction de I’age et du sexe

Le VGM compris entre 80-100 fl traduit une normocytose

Un VGM>1001] témoigne d’une macrocytose, a I’inverse un VGM bas témoigne d’une
microcytose.

Le TGMH compris entre 27-32 pg traduit une normochromie. Une TGMH basse < 27pg

témoigne d’une hypochromie.

3. Frottis du sang périphérique : FSP

Il repose sur I’examen microscopique d’un frottis sanguin, aprés étalement d’une
goutte de sang sur lame puis coloration au May Grunwald et Giemsa (MGG). Il permet de :
% Faire un équilibre leucocytaire.
x Faire une étude qualitative de la lignée érythrocytaire : taille, forme et coloration,
ainsi que les autres lignées, dans notre étude nous nous somme limités uniquement a

la lignée érythrocytaire.

4. Taux de réticulocytes :

La coloration au bleu de crésyl fait apparaitre les réticulocytes qui sont des globules
rouges jeunes contenant encore quelques granules ou filaments d'’ARN. Facilement
différentiables ces éléments seront colores en bleu foncé. Cet examen est indiqué dans le
cadre de I’exploration d’une anémie. Il permet d’apprécier le caractére régénératif ou

arégénératif d’une moelle osseuse.
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5. Electrophorése de I’Hb a pH alcalin sur acétate de cellulose:

a-Préparation des échantillons:
-Préparation des hémolysats : 1 volume de sang total est ajouté a 3 volumes de réactif
hémolysant.

- Bien mélanger et laisser reposer 5 minutes.

Figure 18 : Préparation de ’hémolysat
- Déposer 5 pL d’hémolysat du patient préparé dans les puits des masques échantillons a

I’aide d’une micropipette. Déposer en paralléle 5pL du témoin.

Figure 19 : Dépét du témoin et des hémolysats
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b-Entre temps préparer les plaques de migration d’acétate de cellulose comme suite

- Dissoudre un sachet de tampon Supre-heme dans 980ml d’eau distillée.

- Identifier correctement le nombre nécessaire de plaques Titan I11-H en écrivant sur le coté
dur et brillant avec un marqueur Helena.

- Tremper le nombre nécessaire de plaques dans le tampon pendant 5 minutes.

- Les plaques doivent étre trempées en les plongeant lentement et uniformément dans le
tampon.

I1 faut noter qu’une plaque d’acétate de cellulose peut contenir jusqu’a 7patients et le témoin.

Figure 20: Préparation de la plaque d’acétate de cellulose

c-Préparation de la chambre d’électrophorése :

- Verser environ 100 ml de tampon Supre-Heme dans chacun des compartiments extérieurs de
la chambre.

- Humidifier deux ponts papier jetables dans le tampon et en déposer un sur chague pont du
support, en veillant a ce qu’ils soient bien en contact avec le tampon et qu’aucune bulle d’air
ne reste dessous.

- Couvrir la chambre pour éviter que le tampon ne s’évapore.
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Figure 21: Préparation de la chambre de migration

d-Dép6t des échantillons :

- Amorcer I’applicateur en abaissant les embouts dans les puits échantillons 3 ou 4 fois.

- Déposer cette charge sur un papier buvard. Ne pas charger a nouveau 1’applicateur et passer
a I’étape suivante, enlever la plaque Titan 111 du tampon et la sécher entre 2 papiers buvards.

- Placer la plaque sur I’embase d’alignement, acétate de cellulose vers le haut, en faisant
correspondre le bas de la plaque avec la ligne de séparation noire par dépot cathode.

- Déposer 1’échantillon sur la plaque en abaissant les embouts de I’applicateur dans le puits
échantillon 3 ou 4 fois puis transférer 1’applicateur sur I’embase d’alignement. Appuyer sur le

bouton et le maintenir appuyé pendant 5 secondes.

Figure 22: Dépdt des hémolysats sur la plaque d’acétate de cellulose
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e- Migration :

- Placer la plague dans la chambre, acetate de cellulose vers le bas. Placer un poids sur la
plaque de fagon a assurer un bon contact avec les ponts papier.

- Faire migrer 20 minutes a 350 volts.

-Apres migration : enlever la plaque de la chambre

Figure 23: Migration de I’hémoglobine de la cathode vers I’anode

f-Coloration :

L’étape de la coloration comporte une série d’étapes de coloration/décoloration.
- Colorer avec du rouge Ponceau S pendant 5 minutes.

- Décolorer dans 2 bains successifs d’acide acétique a 5% de 2 minutes chacun.

-Déshydrater les plaques dans 2 bains successifs de méthanol absolu de 2 minutes chacun.
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2- Décoloration dans 2 bains successifs d’acide acétique a 5%.

Figure 24 : Etapes de coloration/décoloration des plaques
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Evaluation qualitative
Une lecture visuelle des plaques permet de déterminer si des bandes d’hémoglobines
anormales sont présentes ou non. Les hémo-controles Helena utilisés servent de marqueurs de

position pour I’identification des bandes.

Figure 25 : Plaque d’électrophorése aprés coloration et séechage

Interprétation des résultats

Divers hémoglobines pathologiques peuvent étre dépistées sur acétate de cellulose. Il
s’agit principalement de I’hémoglobine S qui migre a mi-distance entre I’Hb A; et I’'Hb A,.
D’autres Hb anormales peuvent prendre la méme position de migration. Il s’agit
essentiellement de I’Hb D, I’Hb G, et I’Hb Lepore.

L’hémoglobine C migre a la méme position que I’Hb A, mais avec une bande de
migration plus intense.

D’autres hémoglobines pathologiques peuvent prendre cette méme position de
migration comme I’Hb E, Hb O Arab ou autres.

Des formes composites S-C ou C-p thalassémie ou thalasso-drépanocytose peuvent
exister.

Les formes homozygotes se distinguent par I’absence de I’Hb A par rapport aux

formes hétérozygotes.
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Hb A2 Hb S
HbC Hb D-Punjab
Hb E Hb G

Hb O-Arab Hb Lepore HbF Hb Al Hb

T

T Electrophorégramme sur acétate de cellulose, pH 8,6

Origine

Figure 26 : Profil électrophorétique de I’hémoglobine sur acétate de cellulose a pH

alcalin

6. Dosage chromatographique de I’hémoglobine A2 sur colonne échangeuse d’anions:

Matériels et réactifs :

- Coffret Helena : Beta-Thal Quik Column : pour dosage de I’hémoglobine A2.
- Kit d’équipement pour colonne Quick.

- Spectrophotometre.

a- Préparation de ’hémolysat :

- Introduire 50 pl de sang total, prélevé sur EDTA dans une éprouvette en verre.

- Ajouter 250 ul de réactif-C hémolysant.

- Agiter vigoureusement et laisser reposer 5 minutes afin que I’hémolyse soit totale.
b- Préparation de la fraction totale :

- Introduire 100ul d’hémolysat dans le grand tube de récupération.

- Compléter le tube jusqu’a la ligne avec I’eau distillée.

- Volume total = 15ml.

Page 54



Etude pratique

c- Préparation des colonnes :

- Retourner plusieurs fois la colonne afin d’enlever la résine qui adhére au capuchon supérieur
ensuite enlever le.

- Tenir la colonne au dessus d’un bécher puis enlever le capuchon inférieur de fagon a éluer le
tampon.

- Des que La résine se tasse ; aspirer le surnageant et le jeter (il est nécessaire d’éliminer tout
le tampon de la colonne sans perturber la résine).

- Déposer lentement et avec précautions 100ul d’hémolysat de 1’échantillon dans la colonne ;
¢éviter la formation de bulles et I’écoulement sur la paroi.

- Laisser la résine absorber complétement 1’échantillon. L hémolysat a un aspect brillant
lorsqu’il est vu du dessus ; une fois 1’absorption terminée la partie supérieure de la résine aura

un aspect mat et terne.

Figure 27: Colonne échangeuse de cations pour la chromatographie de I’hémoglobine A2
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d- Elution de I’Hb A2

- Lorsque la résine a absorbé 1’hémolysat; placer la colonne sur une tube de récupération.

- Pipeter 2.5 ml de la phase mobile HbA2 dans la colonne ; la phase mobile restant au dessus
de la colonne doit étre transparente (si la phase mobile contient de I’Hb, jeter et recommencer
I’analyse).

- Laisser toute la phase mobile traverser la colonne de sorte qu’elle soit récupérée dans le petit

tube de récupération (environ 20min).

Figure 283 : Elution de ’hémoglobine A;

- Compléter le petit tube avec de I’eau distillée jusqu’a la ligne. Volume total = 3 ml.
Détermination du pourcentage de I’HbA2 par spectrophotometre

- Inverser les tubes plusieurs fois afin d’assurer un mélange parfait.

- Régler la longueur d’onde a 415 nm.

- Mettre a zéro I’instrument avec de 1’eau distillée.

Lire et relever I’absorbance (DO) de chaque éluat et de chaque fraction totale.
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L’hémoglobine A; est calculée selon la formule suivante:

DO Hb A,*100

A2:
DO Hbt*5

DO Hb A; : I’absorbance de 1’éluat.
DO Hbt : I’absorbance de la fraction totale.

Interprétation des resultats

Les valeurs normales d’HbA, sont comprises entre 1,5-3,5%.

L’interprétation des résultats des dosages de I’hbA; doit étre réalisée conjointement
avec les antécédents du patient, le taux d’Hb total ainsi que d’autres données biologiques et

cliniques.

Un taux d’HbA; entre 3,5%-8% est en faveur d’un trait § thalassémique.
Un taux d’HbA2 <1,5% est en faveur d’une carence martiale sévére ou d’une o thalassémie.

Un taux d’HbA,>8% est en faveur d’autres variants Hb C, et HbE.

7.Extraction de I'ADN génomique humain a partir du sang total par la
technique NaCl « Salting Out » :

Le but de I’extraction va étre d’isoler ’ADN des autres composés de la cellule
(protéines et acides nucléiques autres que I’ADN tels que ’ARN etc...)

Les techniques d’extraction des acides nucléiques relativement simples, permettent
d’obtenir un ADN de pureté élevée et de quantité importante.

Elles ont pour but de récupérer les acides nucléiques en suspension et de les
resolubiliser dans un tampon adéquat. Il convient simplement d’éviter toute destruction
enzymatique ou mécanique
de ’ADN.

De nombreuses méthodes permettent d'extraire de I’ADN génomique. Ces méthodes
sont soit manuelles (ex: Kits d’extraction , méthode de Miller) soit automatisées (ex:

MagNAPure®, Roche Diagnostics®).
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a-Principe :

Le principe est celui d'un « salting out », c'est & dire d'une déshydratation suivie d'une
précipitation des protéines par une solution de chlorure de sodium saturée. Apres
précipitation des protéines, 'ADN est précipité par de I'éthanol puis repris en

suspension.

b-Materiels, réactifs et appareils utilisés :

- Matériels : Seringues de 5 ml stériles, Gants, Tubes falcon, Eppendorfs, Embouts,
Pipettes pasteur, Pissettes, Béchers, éprouvettes, Portoirs, Micropipettes.
- Réactifs : EDTA, Tris, NaOH, HCI, SDS, NaCl, Protéinase K, Ethanol 70%.

- Appareils : Appareil a glace, Centrifugeuse, Bain marie.

c-Protocole
1- Lyse des globules rouges

La premiére étape consiste a diluer le sang avec environ 4 volumes de TE 10/10 avec
agitation douce, et incuber dans la glace 30 min pour que la lyse des hématies ait lieu.
Centrifuger a 2500 T/min pendant 15 min.

Eliminer doucement le surnageant.

Remettre en suspension les cellules avec 15 ml de TE 10/10 avec agitation si nécessaire.

Le culot doit étre complétement dissocié, et compléter le tube a 45 ml de TE 10/10.
Remette dans la glace pendant 10 minutes, puis centrifuger 15 min a 2500 T/min.

Figure 29: Etape de centrifugation
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Ces étapes consistent a éliminer les globules rouges (puisqu’elles ne contiennent pas
d’ADN) et toutes les impuretés du milieu extra cellulaire. Et la centrifugation permet
de séparer les globules blancs des débris de globules rouges. A la fin de la
centrifugation, il apparait au fond du tube un « culot » blanc (ce sont les restes de
globules blancs) et un « surnageant » rouge (ce sont les débris de globules rouges) que
I'on va retirer du tube.

Refaire cette étape jusqu'a ce que le culot soit translucide.

2- Lyse des globules blancs:

Pour cette étape, on utilise une solution agressive de détergent (SLB) afin de
déstabiliser la membrane des globules blancs et le noyau de la cellule. Ensuite, 125 pl
de ’enzyme « Protéinase K » est ajoutée a la solution a 20 mg/ml, pour dégrader les
protéines de la cellule.

Le tube est incubé a 37°C dans un bain marie sous agitation douce, pendant le reste de

la journée, et la nuit entiére, afin d'avoir une activité optimale de la protéinase K.

3- Précipitation de ’ADN :

On reprend le travail le lendemain et on remarque que suite a cette étape, le tube
contient un mélange d'ADN, et les restes de la cellule : fragments de protéines, résidus
de la membrane de la cellule et toutes les molécules du cytoplasme.

Un volume de 2 ml de NaCl est ajouté au mélange, qui est ensuite agité vigoureusement

et centrifugé a 4000 T/min pendant 10 min.
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Gréace a la précipitation, on peut séparer I'ADN du reste de la solution de lysat. Pour
cela on récupére cette fois le surnageant dans un autre tube et ajouter deux volumes
d'éthanol absolu froid pour éliminer le maximum de la solution de lyse, c'est I'eau qui

va solubiliser les impuretés autour de la pelote d'ADN (la méduse).

-

Figure 31 : La formation de la mésuse

Récupérer la pelote a l'aide d'une pipette pasteur soudée a I'extrémité, la rincer a
1’éthanol 70% et la faire passer au séchage dans un tube Eppendorf. On laisse donc le
tube ouvert pour que I'éthanol s'évapore.

La méduse est ensuite dissoute dans 200 a 500 pl de TE 10/1 et laissée a température
ambiante afin d’obtenir une dissolution totale avant de passer au Spectrophotometre

pour lire sa densité optique a 260 nm.

Figure 32 : Récupération de la méduse
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4- Détermination de la concentration en ADN :

L'échantillon est dilué au 1/40 et la lecture de la densité optique a 260 nm est effectuée
grace a un Spectrophotométre. La concentration de la solution mere (C) est donnée par
la formule suivante : C (ug/ml) = facteur de dilution x DO 260 x 50 pg/ ml
Le rapport des DO260/280 optimal, garant de la pureté de I'extraction, est situé entre 1,8 et
2,1.
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I11. Résultats
Dans notre étude, nous avons travaillé sur 15 échantillons.
Quatre prélévements ont été étudié suite a la découverte fortuite a I’hémogramme

d’une pseudo polyglobulie microcytaire et 11 patients ont €té recruté apres une étude de

dossiers .
Notre étude a été effectuée sur une population de patients atteint d’hémoglobinoses

agés entre 2 ans et 69ans, recrutés au service d’hémobiologie et banque de sang CHU

Tlemcen.

I11.1 Répartition de la population générale :

Répartition de la population selon le type d’hémoglobinopathie :

Nombre totale des échantillons traités

15 Cas d’hémoglobinose

Hémoglobinose C Drépanocytose
8 cas 7 cas
6 Cas 2 Cas 1 Cas 6 Cas
hétérozygotes homozygotes homozygote hétérozygotes

2 Cas de forme composite

Nos résultats confirment I'existence de différents types d'hémoglobinoses dans la
population de la région de Tlemcen, parmi les 15 patients qui ont été recensés au cours de
cette étude 7 sujets avaient une hémoglobinose S : un cas homozygote S/S, et 6 cas

hétérozygotes A/S .
Huit patients avaient une hémoglobinose C : Deux cas homozygotes C/C, et 6 cas

hétérozygotes A/C.
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Les résultats sont représentés dans le tableau suivant :

Tableau 10: Répartition de la population selon les différents types d’hémoglobinopathies

Effectif Pourcentage
Hémoglobinose C homozygote 2 13.33%
Hémoglobinose C héterozygote 4 26.66%
Formes composites C/p+ thalassémie 2 13.33%
Drépanocytose homozygote 1 6.66%
Drépanocytose héterozygote 6 40%
Total 15 100,0%

B Homozygote C
B Héterozygote C
m C/B thalassémie
B Homozygote S

m Héterozygote S

Figure 33 : Répartition de la population selon les différents types

d’hémoglobinopathies
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111.2 Résultats épidémiologiques

1. Répartition de la population selon I’age

50,00%

40,00%

30,00%

20,00%

10,00%

0,00%

1-3ans

7-11ans

Homme

Femme

Figure 34 : Répartition de la population en fonction d’age

Le moyen &ge dans notre série est de 33.76 ans, avec des extrémes de 2ans a 69 ans.

Pour les 15 patients qui ont été recensés au cours de cette étude, nous comptons 6.66%
enfant (de 1-3ans), 13.33% enfant (de 7-13ans),33.33% homme et 46.66 % des femmes.

2. Répartition de la population selon le sexe

B Femme

B Homme

Figure 35 : Répartition de la population selon le sexe
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Les 15 cas d’hémoglobinopathies sont répartis comme suite :

40 % Homme et 60 %

Femmes

Nous notons alors une prédominance féminine, avec un sex-ratio de 0.66.

11.2.3 Répartition de la population par région

On a pu savoir les régions d’habitat de 9cas, qui étaient originaires de Tlemcen et

Honaine, et Ouled-Mmimoune ils étaient répartis comme suite :

Tableau 11 : Répartition de la population par région

Région Nombre Pourcentage
Tlemcen 6 66.67%
Honaine 2 22.22%

Ouled-Mmimoune 1 11.11%
Total 9 100%

H Tlemcen M Honeine

Oueled mimoune

Figure 36 : Répartition de la population selon le sexe

4Notion de la cansanguinité :

La recherche de la notion de consanguinité chez les familles étudiées a révélé 1’absence

de celle-ci chez la totalité des sujets étudiés.
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111.3 Répartition selon les données biologiques :

I11.1 Les hémoglobinoses homozygotes

1.1 La drépanocytose : Parmi les sujets drépanocytaires on a un seule cas

homozygote :

Tableau 12 : Tableau récapitulatifs des résultats biologiques au cours de la

drépanocytose homozygote

drépanocytes

GR [Hb |VGM|TGMH | TR | Morphologie des Profil
Diagnostic |Sexe |Age |T/L |g/dL| fL Pg G/L | globules rouges | Electrophorétique |Ferritine
Anisocytose
poikylocytose , Bande intense
SIS F |15ans|3.19| 9 85 281 | 74 présence de migrant
cellules cibles et en position S

1.2 Hémoglobinose C homozygotes : Nous comptons que sur les 8 patient on a 2cas

homozygote

Tableau 13 : Tableau récapitulatifs des résultats biologiques au cours de

I’hemoglobinose C homozygote

GR
Diagnostic | Sexe |Age |T/L

Hb
g/dL

VGM
fL

Pg

TGMH | TR

G/L

Morphologie
des globules

rouges Electrophorése

A2
%

Ferritine

C/C F |34ans |4.46

12.7

93

28.5

110

Présence de

cellule cible

Bande intense migrant

en position A2

C/C M | 21ans

Anisocytose a
tendance
microcytaire

présences de

cellule cible Bande intense migrant

en position A2

99

78.11
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111.2 Les hémoglobinoses hétérozygotes

2.1 L’hémoglobinose C:

Dans les cas d’hémoglobinose C hétérozygotes on trouve les résultats suivants :

Tableau 14 : Tableau récapitulatifs des résultats biologiques au cours de

I’hémoglobinose C hétérozygote

GR Hb |VGM | TGMH | TR Profil A2 Ferretine
Diagnostic | Sexe Morphologies des globules rouges électrophorétique Ng/ml

i Bande intense
Microcytaose migrant 59.11 | 78.11
5.89 |13.6|68.1 |26.9 |109.5 Nomochromie g
Présence de cellule cible SlEsie

. Bande intense
Microcytose B
62 |12.4]66.7 |19.9 Hypochromie ore 50.86 | 110.81
44ans Présence de cellules cibles en position A2
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1-Répartition des résultats selon le taux d’hémoglobine

70,00%
60,00%
50,00%
40,00%
30,00%
20,00%
10,00%

0,00%

Bas

Normal

Figure 37 : Répartition du taux d’hémoglobine

Tableau 15 : Normalités du taux d’hémoglobine

Enfant de 7a 10ans

Homme

Femme

Hb (g/dI)

12-14.5

13-17

11.5-15

Le taux moyen de ’hémoglobine est 13.58 g/dl, avec des limites entre 11.7 g/dl a

15g/dl.

Pour les patients atteint d’une hémoglobinose C hterozygote, 66.66% sont dans les

normes, alors que les 33.33% qui restent sont inférieur aux normes.
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2-Répartition Selon le nombre des globules rouges :

Figure 38 : Réparation selon nombre des globules rouge

Tableau 16 : Normalité des GR

Enfant de 7a 10ans

Homme

Femme

GR (T/L)

4-5.4

4.5-5.5

4-5

Le taux moyen du nombre des globules rouges est 5.56T/L, avec des extrémes de

4.8T/La6.2T/L.

D’aprés les résultats de 1’hémogramme nous constatons que 33% des patients avaient

un taux de GR normal, et les 67% avaient un taux de GR inferieur aux normes.
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3- Répartitions des résultats selon le volume globulaire moyen

100,00% -

80,00% -

60,00% -

40,00% -

20,00% -

000%

0,00% T T
Normal Bas

Figure 39 : Repartition selon le VGM

Tableau 17 : Normalités du VGM en fonction de 1’age et du sexe

Enfant de 7a 10ans Homme Femme
VGM (fl) 77-91 82-98 82-98

Le taux moyen du volume globulaire moyen est 70.25fl, avec des extrémes de 66.7fl
a 76.5fl.

D’apres ’hémogramme nous constatons que tous les patients avaient un VGM bas.
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4-Reépartition des résultats selon selon la teneur corpusculaire moyenne en hémoglobine
(TGMH) :

70,00% -
60,00% -
50,00% -
40,00% -
30,00% -
20,00% -
10,00% -

0,00%
Normal Bas

Figure 40 : Répartition de la population selon TGMH

Tableau 18 : Normalités du TGMH en fonction de I’Age et du sexe

Enfant de 7a 10ans Homme Femme
TGMH (pg) 24-27 27-32 27-32

Le taux moyen de la teneur corpusculaire moyenne en hémoglobine est de 24.11pg,

avec des extrémes de 19.9pg a 27.6pg.

D’aprés les résultats de ’hémogramme nous comptons sur les 6 patient 66.66% avaient

une TGMH inférieure aux normes, et les 33.33% qui restent sont dans les normes.

Nous constatons que la majorité des patients avait un e TGMH base qui se traduit par

une hypochromie.

Page 71



Etude pratique

5-Reésultats du profil éléctrophorétique de I’hémoglobine et du dosage de I’Hb A2 par

chromatographie échangeuse d’ions

Dans notre série, 1’¢électrophorese de I’hémoglobine a pH alcalin sur acétate de cellulose
révéle la présence d’une bande moyennement importante migrant en position A2 et une bande
importante migrant en position A

Le taux moyen de I’hémoglobine A2 est de 42.42 % avec des extrémes allant de 33.30
a59.11%.

3.3 La drépanocytose:

Dans le cas de la drépanocytose on trouve les résultats suivants :

Tableau 19 : Récapitulatif des résultats biologiques au cours de la drépanocytose

GR |[(Hb |VGM |TGMH [ TR Electrophores | A2
Diagnostic | Sexe | Age T/L /dL | fL G/L Morphologie des globules rouges
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1. Répartition des résultats selon le taux d’hémoglobine

80,00% -
70,00% -
60,00% -
50,00% -
40,00% -
30,00% -
20,00% -
10,00% -

0,00% . :
Normal Bas

Figure 41 : Répartition du taux d’hémoglobine

Le taux moyen de I’hémoglobine est 12.55 g/dl, avec des limites entre 8.6 g/dl a
15.4g/dl.
Pour les patients atteint d’'une hémoglobinose S, nous constatons que 75% avaient un

taux d’hémoglobine normale ,et 25% ont un taux inferieur aux normes .

2. Répartition Selon le nombre des globules rouges

Figure 42 : Répartition du nombre de GR
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Le taux moyen du nombre des globules rouges est 5.08T/L, avec des extrémes de
3.93T/L a6.24T/L
D’apres I’hémogramme nous constatons que 75% des patients avaient un taux de GR

normal, et 25% avaient un taux supérieur aux normes.

3. Répartition des résultats selon le volume globulaire moyen

80,00% -
70,00% -
60,00% -
50,00% -
40,00% -
30,00% -
20,00% -
10,00%

0,00% . .
Normal Bas

Figure 43 : Répartition selon le volume globulaire moyen

Le taux moyen du volume globulaire moyen est 76.25fl, avec des extrémes de 66 fl a
89fl.
D’aprés ’hémogramme nous constatons que 1 patient avait un VGM normal et3

inferieur aux normes.
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4. Répartition des résultats selon la TGMH

80,00% -
70,00% -
60,00% -
50,00% -
40,00% -
30,00% -
20,00% -
10,00% -
0,00%

Normal

Bas

Figure 44 : Répartition selon la TGMH

Le taux moyen de la teneur corpusculaire moyenne en hémoglobine est 27.17pg, avec

des extrémes de 21.8pg a 31.1pg.

Nous comptons que 75% avaient une TGMH normale , alors que pour les 25% qui

restent inferieur aux normes.
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I11.4 Les 2 enquétes familiales

La premiére famille

La premiére famille, la mere était normale et le pere avait un trait drépanocytaire (A/S).

1 des enfants était normal alors que le deuxieme est drépanocytaire hétérozygote

Pére

Mere

h

O

A/A

Al

Enfantl :A/a
O Hétérozygote féminin
Hétérozygote masculin

Gene anormal : a

Enfant2 :A/A

O Sexe féminin

Sexe masculin

Gene normal :A
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La deuxiéme famille

La mere était normal et le pere avait un drépanocytose hétérozygote .
Les 3 enfants de cette famille étaient un S hétérozygotes.

Pere Mere
A/a A/A

¢ hl

Enfant 1 :A/a Enfant 2 : Ala Enfant 3 :A/a
o Hétérozygote féminin O Sexe féminin
Hétérozygote masculin Sexe masculin
Gene anormal : a Gene normal : A
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I11. Discussion
1-Résultats épidemiologiques

1-Résultats épidémiologiques

Selon les données de I’organisation mondiale de la santé, 7 % de la population
mondiale est porteuse d’un geéne anormal de globine et dans certaines régions du monde

jusqu’a 1 % des nouveau-nés sont atteints d’une pathologie de I’hémoglobine [1].

Notre étude confirme I’existence de différents types d’hémoglobinoses dans la région
de Tlemcen, quinze cas ont été recensés, parmi eux 8 sujets porteurs d’hémoglobinose C, 4
sont hétérozygotes A/C, 2 sont homozygotes C/C et 2 autres sont porteurs d’ une double
hétérozygotie C/B+thalassémie probable. Sept cas sont porteurs du trait drépanocytaire 1seule

cas homozygote et 6 étaient hétérozygotes.

Tous ces syndromes coexistent souvent dans les mémes populations et les formes

combinées sont loin d’étre rares .Leurs diffusions, posent des problémes de santé publique.

L'hémoglobinose C, est présente chez les Africains mais aussi chez les Noirs
américains et les Maghrebins.

L'hémoglobinose S ou drépanocytose est de loin I'anomalie de I'némoglobine la plus
fréguemment observée. Elle atteint surtout les populations originaires des régions suivantes :
Afrique noire, Madagascar, Réunion, Antilles, Amérique centrale, bassin méditerranéen,
Proche-Orient[39].

Selon nos résultats, I’hémoglobinose C occupe la premiére place parmi les
hémoglobinoses avec un taux de 53.33 %, suivie par I’hémoglobinose S héterozygote et
homozygote avec un pourcentage de 46.67%. Ceci est di essentiellement au nombre
important de sujets dépistés a partir d’anomalies de I’hémogramme présentant une

pseudopolyglobulie microcytaire.

Selon une étude réalisée en 1990-1991 dans la région de Tlemcen .Elle a révélé une
nette prédominance de I’hémoglobinoce C suivie par la drépanocytose parmi les

hémoglobinoses (soit 11 HbC pour 4 Hb S) [31].
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Par contre I’¢tude épidémiologique réalisée a Batna a révélé que les hémoglobinoses
identifiées dans cette région sont classées par fréquence décroissante comme suite : Les
drépanocytoses (homozygotes et hétérozygotes) puis I’hémoglobinose C et I’hétérozygote

composite S/C [32].

2-Répartition selon le sexe
Nous trouvons dans notre série une prédominance féminine avec un sex-ratio de 0.66.
La répartition par sexe des deux pathologies montre une nette prédominance féminine
Notre résultat rejoint 1’étude réalisée par Zatla dans 1’ouest algérien entre 1992 et
2005[34] qui retrouve une predominance féminine avec un sex-ratio 0.15.
Parailleurs, plusieurs études retrouvent des résultats contradictoires, A titre d’exemple I’étude
nationale faite a Batna en 2010 [32], et au Mali entre 2004 et 2007 [33] ou les sex-ratios

respectives étaient 1,08 et 1,5.

3-Répartition selon I’age

L’age moyen de notre population est de 33.76 ans avec des extrémes allant de 2 a 69
ans. La répartition de nos sujets selon les classes d’age montre une nette prédominance des
adultes par rapport aux enfants , le fait qu’il s’agit dans la majorité des cas de formes infra
cliniques diagnostiquées a un age adulte.

Nos résultats concernant 1’age se rapprochent d’une étude réalisée a Blida en 2016 [34]
et qui a montré que la plupart des patients étaient agés de plus de 10 ans, avec une proportion
de 71% alors que les patients agés de moins de 5 ans représentent une proportion de 29%.

4-Répartition de la population par région

D’apreés nos résultats, 6 patients sont originaires de la ville de Tlemcen, 2 de Honaine
et 1 de Ouled-Mimoune. Ces résultats ne peuvent refléter la réelle répartition des
hémoglobinoses dans la région de Tlemcen vu le nombre restreint de patients recrutés et chez

qui le questionnaire a pu étre réaliseé.
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5- Fréquence des différentes hémoglobinoses
5-1-L.’hémoglobinose C

Sur les 15échantillons explorés, nous avons recensé 8sujets atteints d’hémoglobinose C :
Quatre sujets sont hétérozygotes ce qui correspond a 26.66% des cas, 2 cas de formes
composites C/p+ thalassémie , ce qui représente 13.33% de I’ensemble des hémoglobinoses

recensées et 2 cas de formes homozygotes correspondant & 13.13% .

Plusieurs études ont confirmé la prédominance de la forme hétérozygote de
I’hémoglobinose C. A titre d’exemple lors d’une étude faite au CHU Mustapha Bacha en
2009 [35], les prévalences rapportées concernant le génotype des sujets atteints
d’hémoglobinose C sont les suivants : 95 % de sujets sont des hétérozygotes et 5 % sont des

homozygotes.

5-2-La drépanocytose

La majorité de nos sujets porteurs de drépanocytose sont des hétérozygotes. Nous
avons recensé 7 patients atteints de cette pathologie : Six cas hétérozygotes correspondant a
40% des cas, et 1 seule cas homozygote a été recense.

Des études ont confirmé la prédominance de la forme héterozygote de la drépanocytose
C'est le cas en Tle-de-France ou les hémoglobinopathies identifiées sont, par ordre de
fréquence décroissante, les drépanocytoses, les hémoglobinoses C, puis E. A titre d'exemple,
dans une expérience, sur 1990 électrophoréses de I'némoglobine réalisées en 1996, 106 cas
d'’hémoglobines anormales ont été diagnostiqués, répartis de la maniére suivante : 80 sujets
AS (76 %), un sujet SS [39]

6- La notion de consanguinité

La recherche de la notion de consanguinité chez les familles étudiées a révéle 1’absence de
celle-ci chez la totalité des sujets étudiés, ceci est d0 au nombre restreint de cas étudiés, la
rareté des formes homozygotes dépistés dans notre étude et au changement du mode de vie du

fait des mouvements de population et la diminution des mariages consanguins.
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7. Répartition selon les résultats biologiques
7.1. Les formes homozygotes

Les formes homozygotes d’hémoglobinose C ont montré un hémogramme normal avec
présence de cellules cibles au frottis sanguin.

Les formes homozygotes de la drépanocytose ont montré une anémie normochrome
normocytaire et présence de cellules en faucilles au frottis sanguin.
Ce qui concorde avec les données théoriques.

Le diagnostic a été porté par I’¢lectrophorese a pH alcalin ou il a montré une bande
intense migrant en position S pour le cas de la drépanocytose homozygote et une bande
intense migrant en position A2 pour 1’hémoglobinose C homozygote et absence de la bande

A ce qui confirme ’homozygotie des deux hémoglobinoses.

7..2 Les formes hétérozygotes

Nous constatons que tous les patients porteurs d’une hémoglobinose C hétérozygote
présentaient une pseudopolyglobulie microcytaire, et 80 % parmi eux avaient une TGMH <
27 pg, avec absence de syndrome anémique.

Tout les résultats de I’hémogramme des cas drépanocytaires hétérozygotes étaient normaux,
parmi eux un cas qui avait une anémie hypochromie microcytaire ceci est d0 a une autre
pathologie immunitaire associée.

L’étude du frottis de la majorité des patients porteurs de I’hémoglobinose C montre
des anomalies érythrocytaires comme 1’anisocytose a prédominance microcytaire et une
hypochromie .Pour le cas de la drépanocytose, le frottis est souvent normal.

Le profil éléctrophorétique a montré que la totalité des patients avaient une bande
intense de ’hémoglobine A et une autre bande migrant en position A2 ou S d’intensité
variable, faible a intense selon les pathologies citées ci-dessous.

Le dosage de I’hémoglobine A2 par chromatographie liquide sur colonne échangeuse
d’ions (CL-EA) a montré un taux compris entre 35 et 40% chez les traits hémoglobinoses C et
une Hb A2 plus importante et supérieur a I’'Hb A (>50%) chez les composites C/p+
thalassémie.

Pour les deux sujets présentant une double hétérozygotie C/B+ thalassémie , le
diagnostic a été porté devant un taux d’hémoglobine C supérieur a 45% excluant une
hémoglobinose C hétérozygote et inférieur & 90% avec présence de I’hémoglobine A

¢liminant ainsi une hémoglobinose C homozygote. Devant ce tableau d’une Hb C supérieur a
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I’Hb A, le diagnostic le plus probable est celui d’une double hétérozygotie C/B+ thalassémie,
si on prend en considération les hémoglobinopathies les plus fréquentes dans notre région.
Les deux cas observés concernés par cette pathologie étaient asymptomatiques avec
absence d’anémie, alors que dans la littérature les patients C/B+ thalassémie présentent une
anémie moderée microcytaire. Néanmoins les Hb C/B thalassémie sont asymptomatiques chez
les africains, mais 1’anémie est modérée a sévere pour les patients du pourtour méditerranéen

[36] ceci pourrait expliquer 1’absence de 1’anémie chez ces patients.

D’autre part le manque de moyens d’investigation nous empéche d’étayer le diagnostic
avec certitude, a savoir I’éléctrophorése a pH acide pour séparer les différentes fractions
migrant en position A2 : A2, C,E et O arabe et S : Hb D punjub, Hb G, Hb Lepore ou

encore ’isoéléctrofocalisation et 1’étude moléculaire.

La férritinémie n’a été effectué que chez une minorité, soit 5% de notre série, en raison de
I’indisponibilité du test a notre niveau et en pratique courante. Un taux normal permet
d’écarter une carence martiale surajoutée responsable de la microcytose aussi de la diminution
de I’Hb A2.

L’électrophorése capillaire: est la technique la plus récente. Contrairement aux
électrophoreses classiques, Elle sépare les Hb selon deux criteres, non seulement la charge
électrique mais également selon leur rapport charge/masse. Elle reste colteuse, et son intérét
réside dans le fait qu’elle est reproductible et quantitative. Malheureusement aucun de nos

patients n’a bénéficié de cet examen.

Il faut rappeler que I’interprétation du taux d’Hb A2 ou S peut comporter plusieurs

piéges et qu’il est capital de le garder a 1’esprit pour éviter de poser un diagnostic erroné [37].
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Conclusion
Les hémoglobinoses sont des pathologies dont I’expression clinique est variable, allant

de formes asymptomatiques aux formes séveres.

Ces derniers mettent en jeu le pronostic vital et pose un probléme de santé publique a
prendre en considération. Ce travail porte sur une étude effectuee sur 15 échantillons suspects

d’hémoglobinoses provenant de la population de la région de Tlemcen.

Nous avons constaté que parmi les hémoglobinoses recensées, la drépanocytose
hétérozygote constituent 1’anomalie la plus fréquente 40 %, suivie de I’hémoglobinose C
hétérozygote 26.66%, les formes composite C/p + thalassémie et C homozygotes évalués a
un taux de 13.33% et enfin la formes homozygote de la drépanocytose avec une fréquence
de 6.66% .

Toutes ces anomalies coexistent dans la méme population et les formes combinées

sont loin d’étre rares.

L’intérét de 1’¢tude de ces pathologies réside dans le dépistage précoce des porteurs des
hémoglobinoses dans le but d’optimiser la prise en charge des personnes atteintes des formes

majeures et la prévention de la survenue des formes homozygotes graves.

Donc la mise en place d’un programme de dépistage, associé au conseil génétique,
s’avere une obligation absolue, qui exige une implication a la fois des professionnels de la

santé et des pouvoirs publigues.

Mais aussi la nécessité d’introduction de techniques tres performantes tels que la
biologie moléculaire pour poser le diagnostic de certitudes et qui va contribuer pour une
bonne prise en charge thérapeutique.
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ANNEXE 2 : Algorithmes pour I’interprétation des résultats

- ;
PROFIL NORMAL
HbA;:2235% |
HbF< 1%
MES
F
NORMALE ) Micricyttise, Hy pochromie )
+/- anémiz
‘
Bilan martial I
Abgence Corme
ide camence
an fiar enfar
" ——
- Profil en faveur
-» Absence d'arguments J'une a.thalassimie E’mde del'Hb
phénotypiques en faveur minenre (unsu dew gines f“mf
d'une hémoglobinopathie. alpha nom fomcti tnneks ) R
-» Amociation a-thabsémis/ e
Inferprétafion en fonction p-thalassémie mineure mamm la
du comtexte dinique o bislagigue -= Agsnciation [f-thalssémie carefice martiale
de la presription mineure; §-thabssémie pour exclure une éventuelle
-= Rares cag de f-thalweémie 4 ou p-thalassé mie mineure

dlencises *

Stratégie proposée par la SFBC pour la recherche d’une anomalie de I’Hb

Page 91



Annexes

Alsence de mimocytose '

- Recherdhe canses
d'" acquied’HbA;

Hyperthyroiie?
Traitements antiviraim !

Anémiemégalobhistique

-> + auses f T acquise
{HbF (cf ig.9)

figwe 8

—_—

AUGMENTATIONDUTAUX D'HbA,

S — 3,5% <HbA< 8% _-lf HbA; » 8% J|
HEF < 5% '
NES |

Miocytose, hypo cramiz
/- pendopa gl e
+/-anémse [ 10 g/d])

-» Phénotype en faveur
[’ dimine pas [ éventualité d ime
o thalassémiz minaure assacide)
ez e

enquéte familiae pour confimer
hprésene de [nomalie cher
lesparents, dépisterles porteurs de
[anamalieau ein de b famille

fcours el rosisie:

del Hbduconjoin. i
dhémogobinopatiener, consel
génetque pourm dagueticantna

HbF» 5% '

NES

Conterte dinique?
Tauxd Hbi !

Aok (<10 3/d) + micmcyone '

Phénotype hématologique
de thalissémie majeure
ouintermediare

-» absence ('HbA : - thabssémie majeure !

-» présence (HbA : - thabssémie intermeédiaire?

_I_J

:J

Identification moliubim des anoma s
dans un bboratoire spécilish dans ltuda deHb

-> Suspicion de variant de
I'Hbmigrant
ou éluantavec |'HhA:

Page 92



Annexes

ANNEXE 3 : Quelques résultats de I’électrophorése
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RESUME

Les hémoglobinoses, définies par la présence d’anomalies qualitatives des chaines de globine, figurent parmi les maladies
génétiques les plus fréquentes dans le monde.

Le but de ce travail est de déterminer la caractérisation épidémio-génétique de la population de Tlemcen par les
hémoglobinses, il s’agit d’une étude prospective et rétrospective, réalisée dans le service d’hémobiologie et banque de sang du CHU
Tlemcen.

L’¢tude a duré 4 mois du 03/2017 au 06/2017 sur 15 sujets suspects d’hémoglobinose, des deux sexes, et de différents ages,
provenant de différentes régions de la wilaya.

Nous comptons la présence d’hémoglobinose C chez 53.33% des cas, 50 % parmi eux avaient une forme hétérozygote, 25%
étaient homozygotes et 25% avaient une forme composite C/pB+ thalassémie).

La drépanocytose est présente chez 46.67% des cas ,14.28% parmi eux avaient une drépanocytose homozygote et 85.72%
portaient le trait drépanocytaire.

Le diagnostic des hémoglobinoses nécessite impérativement la confrontation de 1’étude de I’hémoglobine proprement dite, des
données cytologiques et des données cliniques et de techniques tres performantes pour une interprétation correcte des résultats.

Mots clés : Drépanocytose ; Electrophorése de 1’hémoglobine, Hémoglobinose C,

Abstract

Hemoglobinosis, defined by the presence of qualitative abnormalities in globin chains, is one of the most frequent genetic
diseases in the world.
The purpose of this work is to determine the epidemiogenetic characterization of the population of Tlemcen by hemoglobins, a
prospective and retrospective study carried out in the Hemobiology and Blood Bank of the Tlemcen Hospital.
The study lasted 4 months from 03/2017 to 06/2017 on 15 suspected subjects of hemoglobinosis, of both sexes, and of
different ages, coming from different regions of the wilaya.
We found hemoglobin C in 53.33% of cases, 50% of them had a heterozygous form, 25% were homozygous, and 25% had a
composite C / B + thalassemia form.
Sickle cell disease was present in 46.67% of cases, 14.28% had homozygous sickle cell anemia and 85.72% had sickle cell disease.
The diagnosis of hemoglobinosis necessitates the confrontation of the study of hemoglobin proper, cytological data and clinical
data and of very powerful techniques for a correct interpretation of the results.
Key words : Sickle cell disease; Electrophoresis of hemoglobin, hemoglobin C.
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