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INTRODUCTION

Avec plus de 300 000 naissances d'individus affectés par an, les anomalies qualitatives
et quantitatives de I'némoglobine figurent parmi les anomalies génétiques les plus fréquentes
dans le monde. Historiquement limitées a certaines régions du globe (Afrique et Asie
principalement), elles se sont rapidement étendues aux pays occidentaux, en particulier dans
les grands centres urbains, en raison des différents flux migratoires observés ces derniéres
décennies (3).

Un diagnostic précoce de certaines de ces anomalies permet une prise en charge
précoce et une amélioration considérable de la qualité de vie des patients. Différentes
techniques d'étude de I'hémoglobine ont été développées dans le passé, telles que
I'électrophoreése sur acétate de cellulose a pH alcalin et I'électrophorese en gel d'agarose a pH
acide. Cependant, en raison du manque de sensibilité de ces derniéres, d'autres techniques ont
été mises au point pour le diagnostic des anomalies de I'hémoglobine. Ainsi, la
chromatographie liquide de haute performance a contribué a l'identification plus rapide d'un
grand nombre de variants de I'hémoglobine et a une quantification plus précise de
I'hnémoglobine A2 et de I'némoglobine F. Une quantification précise de ces deux fractions,
présentes en faible concentration, est en effet necessaire pour établir une orientation
diagnostique (54). Plus récemment, au début des années 2000, une méthode automatisée
d'électrophorése capillaire de zone a eté développée pour le diagnostic des
hémoglobinopathies. En effet, le systéme Capillarys® (Sebia, France), initialement concu pour
I'électrophorese capillaire des protéines seriques, permet désormais la recherche des
anomalies de I'némoglobine (41).

L'arrivée de ces nouvelles technologies s'est accompagnée d'une actualisation des
recommandations pour la stratégie diagnostiqgue des hémoglobinopathies, celle-ci faisant
nécessairement intervenir plusieurs techniques complémentaires (3). Suite a la publication de
ces nouvelles recommandations en 2010, le Service d'Hématologie Biologique du CHU de
Nancy a choisi de modifier sa stratégie de I’étude de I’hémoglobine, avec notamment mise en
place du systéme d'électrophorése capillaire Minicap® (Sebia), de méme technologie que le
systéme Capillarys®.

L’objectif de ce travail était de définir et d’évaluer la nouvelle stratégie adoptée pour
la recherche d'une anomalie de I'hémoglobine au laboratoire d'Hématologie du CHU de
Nancy. Cela nous a notamment amené a décrire le fonctionnement du systéme
d’électrophorése capillaire Minicap® et a évaluer ses performances pour I’identification et la
quantification des différentes fractions de 1’hémoglobine. En outre, nous avons essayé
d’expliciter I'intérét de 1’implantation de cette nouvelle technique en remplacement de celle
précédemment utilisée. Nous avons également tenté d’évaluer le systéme Minicap® au sein de
la démarche globale mise en ceuvre lors d’une étude de I’hémoglobine et notamment sa
complémentarité aux autres techniques.



. LES HEMOGLOBINOPATHIES

I.1. PHYSIOPATHOLOGIE DES HEMOGLOBINOPATHIES

I.1.1. Physiologie de I’hémoglobine

L’hémoglobine, principale protéine constitutive du globule rouge, a pour fonction
essentielle de transporter ’oxygene des poumons aux tissus. Il s’agit d’un hétérotétramere
constitué de quatre molécules d’héme et de quatre chaines de globine, formant ainsi quatre
sous-unités, identiques deux a deux (Figure 1) (87) (10).

L’héme résulte de I’association d’une partie organique, la porphyrine, et d’un atome de
fer divalent. Cet atome de fer est un métal hexacoordinable. 1l est lié par quatre liaisons au
noyau porphyrine, par une liaison a la chaine de globine et la derniere liaison permet le
transport d’une molécule d’oxygéne. Lors de la fixation de I’oxygéne, ’atome de fer subit des
réarrangements électroniques permettant son introduction dans la couronne de 1’héme (77).

La globine constitue la partie protéique de I’hémoglobine. C’est un ensemble de quatre
chaines polypeptidiques, identiques deux a deux. Selon les périodes de la vie, plusieurs types
de chaines se distinguent : chez I’adulte, les hémoglobines physiologiques se composent de
quatre types de chaines polypeptidiques (alpha, béta, gamma et delta) se différenciant par leur
séquence en acides aminés. Ainsi, I’hémoglobine adulte (hémoglobine A) est constituée de
deux chaines alpha et de deux chaines béta (a2p2). L’hémoglobine A2 résulte de 1'union de
deux chaines alpha et de deux chaines delta (0282). Quant a I’hémoglobine foetale
(hémoglobine F), elle est formée de deux chaines alpha et de deux chaines gamma (02y2). La
synthése de la chaine a de la globine est dépendante de deux génes a identiques dupliqués en

tandem sur le chromosome 16. Les génes B, y et 6 sont quant a eux situés sur le chromosome
11 (38).
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Figure 1. Structure de I’hémoglobine : tétramére constitué de quatre chaines de globine
identiques deux a deux et de quatre molécules d’héme renfermant chacune un atome de fer (78).

Au cours du développement humain, différentes chaines de globines (et donc
hémoglobines) sont successivement synthétisees et leurs proportions relatives evoluent selon
plusieurs étapes. Une premiere commutation (ou switch) se produit au passage de la vie
embryonnaire a la vie feetale, puis une seconde commutation a lieu en période périnatale
(Figure 2). Ces changements de nature des sous-unités de globine coincident avec une
modification du lieu de I’érythropoicse, qui s’effectue au niveau du sac vitellin durant la vie
embryonnaire, puis dans le foie et la rate durant la vie feetale et enfin dans la moelle osseuse a
partir de la période peérinatale (87) (77).

Chez I’embryon, il existe simultanément trois hémoglobines a chaines zéta, alpha,
epsilon et gamma : I’hémoglobine Gower 1 ({2¢€2), ’hémoglobine Gower 2 (a2g2) et
I’hémoglobine Portland 1 ({2y2). Les chaines € et { sont spécifiques de la vie embryonnaire et
la chaine { présente une structure tres proche de celle de la chaine a. A la fin du stade
embryonnaire, I’expression du geéne & est remplacée par celle des geénes foetaux y et
I’expression du gene { est remplacée par celle des geénes a. L’hémoglobine F est alors
détectable a partir de la cinquieme semaine de vie intra-utérine et elle constituera la protéine
hémoglobinique principale de la vie feetale. Entre la huitieme et la dixieme semaine, son taux
atteint 90 % pour ensuite légérement diminuer jusqu’a la naissance ou elle représente environ
80 % de ’hémoglobine totale. La seconde commutation, qui a lieu a la fin de la vie feetale,
conduit alors au remplacement des chaines y par les chaines . La synthése des chaines
commence en effet tres lentement des le dernier trimestre de gestation. Ainsi, durant la vie
feetale, I’hémoglobine A représente 5 a 10 % de I’hémoglobine totale. Apres la naissance, la
synthése des chaines [ augmente rapidement et I’hémoglobine A prend une place
prépondérante. A 1’age de 2 ans, le profil hémoglobinique de I’adulte est atteint et
I’hémoglobine A représente alors plus de 95 % de la totalité des hemoglobines. Il existe
également un constituant mineur : I’hémoglobine A2, dont le taux est environ de 2,5 % et qui
est détectable dés le troisieme mois de naissance. Chez I’adulte sain, il est également possible
de détecter des traces d’hémoglobine F (< 1 %). Cette faible fraction d’hémoglobine F
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présente a I’age adulte est liée a une synthese limitée dans un nombre restreint d’hématies
appelées cellules F (77) (10) (3).
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Figure 2. Evolution de la synthése des différentes chaines de globine au cours du développement
humain (58).

Une mutation de I’un des génes codant pour les chaines de globine peut aboutir & une
hémoglobinopathie, correspondant soit a une anomalie qualitative soit a une anomalie
quantitative de I’hémoglobine. Les anomalies qualitatives de 1’hémoglobine, ou
hémoglobinoses, sont liées a la production d’un variant de 1’hémoglobine constitué¢ d’une
chaine de globine anormale, les plus fréquentes étant les hémoglobines S, C et E. Les
anomalies quantitatives, appelées thalassémies, correspondent a un déficit partiel ou complet
de la syntheése de globine, sans altération de la protéine (51).

1.1.2. Anomalies qualitatives de I’hémoglobine

A ce jour, plus de 800 variants d’hémoglobine ont été décrits (32). Toutefois, la

majorit¢ des variants de I’hémoglobine sont asymptomatiques et sont donc découverts
fortuitement (72).

Quelques dizaines de variants seulement ont une importance clinique, dont
I’hémoglobine S, responsable de la drépanocytose, et découverte en 1949 par Pauling et al.
(74). 11 s’agit de la plus fréquente des hémoglobinopathies, notamment en Afrique sub-
saharienne, mais également aux Antilles, en Inde, au Moyen-Orient et dans le bassin
méditerranéen (58) (19). Toutefois, du fait des migrations de populations, les différentes
hémoglobinopathies se sont répandues dans tous les pays et sont ainsi de plus en plus
fréquentes en France (9) (13). La drépanocytose est due a une mutation ponctuelle sur le
sixiéme codon du geéne B-globine conduisant au remplacement d’un acide glutamique par une
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valine (B6Glu—Val) et donc a la synthése d’une hémoglobine anormale : I’hémoglobine S.
En condition de désoxygénation, cette hémoglobine S polymérise en longues fibres entrainant
une rigidification et une déformation de I’hématie en forme de faucille (Figure 3). Les
hématies, ayant perdu leur élasticité, obstruent les capillaires des organes, provoquant une
ischémie par manque d’apport d’oxygene et donc des crises vaso-occlusives douloureuses.
Par ailleurs, il survient une anémie hémolytique en raison de la plus grande fragilité des
hématies (19) (64). Les sujets homozygotes (S/S) sont atteints et souffrent d’un syndrome
drépanocytaire majeur. La concentration en hémoglobine se situe entre 6 et 10 g/dL et les
hématies contiennent alors principalement de I’hémoglobine S, ainsi qu’une fraction
d’hémoglobine F généralement augmentée (de 1’ordre de 5 a 20 %) et une faible fraction
d’hémoglobine A2. L’hémoglobine A est quant & elle absente. En revanche, lorsque la
mutation B° (B6Glu—Val) ne concerne qu’un seul des deux génes B (drépanocytose
hétérozygote A/S), les sujets sont le plus souvent asymptomatiques. L’étude de I’hémoglobine
montre un profil comportant environ 40 % d’hémoglobine S anormale et au moins 50 %
d’hémoglobine A normale, les concentrations d’hémoglobine A2 et d’hémoglobine F restant
normales. En outre, les formes hétérozygotes composites, dans lesquelles un alléle porteur de
la mutation B6Glu—Val est associ¢ a un allele porteur d’une autre anomalie génétique
(hémoglobine C, hémoglobine O-Arab, hémoglobine D-Punjab, B-thalassemie notamment),
peuvent également étre a ’origine de syndromes drépanocytaires majeurs (Tableau 1) (51) (7).

P ”

Figure 3. Hématies falciformes (ou drépanocytes) au microscope électronique a balayage (a
gauche) et au microscope optique sur frottis sanguin (a droite) (19).

Le deuxiéme variant de I’hémoglobine le plus fréquent, aprés 1’hémoglobine S, est
I’hémoglobine C (51) (72). Celle-ci serait originaire du plateau voltaique et se serait propagée
par diffusion concentrique. Elle est ainsi trés répandue dans les zones impaludées de I’ Afrique
de 1I’Ouest, notamment au niveau du golfe du Bénin, au Ghana et aux Antilles frangaises.
Toutefois, des cas d’hémoglobinose C apparemment autochtones ont également été observés
en Asie du Sud-Est, remettant en cause cette théorie (58) (76). L’hémoglobine C résulte d’une
mutation ponctuelle sur le géne de la chaine B de la globine, aboutissant a la substitution en
position 6 d’un acide glutamique par une lysine. Les individus hétérozygotes (A/C) sont
cliniguement asymptomatiques mais peuvent présenter sur le plan hématologique une

12



microcytose modérée. Quant aux sujets homozygotes (C/C), ils présentent le plus souvent des
manifestations bénignes, liées a une hémolyse compensée avec splénomégalie. Les
complications potentielles apparaissant a 1’age adulte sont notamment I’hypersplénisme, des
crises douloureuses abdominales et articulaires, la lithiase biliaire, la carence en folates et des
rétinopathies (72) (34). Sur le plan hématologique, ces patients présentent une discrete anémie
hémolytique microcytaire et une proportion importante d’hématies cibles sur le frottis sanguin
(Figure 4), ainsi que des hématies contenant des cristaux d’hémoglobine C (Tableau 1) (51)
(22).

) 4
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Figure 4. Frottis sanguin d’un cas d’hémoglobinose C homozygote avec nombreuses hématies
cibles et microsphérocytes (72).

Le troisieme variant de 1’hémoglobine le plus fréquent est I’hémoglobine E, trés
présente notamment en Asie du Sud-Est (91). Elle résulte d’une mutation faux sens du codon
26 du geéne B-globine remplagant un acide glutamique par une lysine. Ceci crée un site
alternatif d’épissage, partiellement utilisé, qui dévie une partie de ’ARN messager (ARNm)
vers une maturation anormale, aux dépens de la production d’ARNm normal. Cette
substitution d’acides aminés conduit donc a un défaut de production d’hémoglobine par
diminution du taux d’ARNm normal, sans affecter la fonction de 1’hémoglobine (38).
L’hémoglobinose E se présente donc comme une thalassémie discréte. Les sujets
hétérozygotes (A/E) sont asymptomatiques, tandis que les sujets homozygotes présentent une
discréte anémie hémolytique microcytaire et légerement hypochrome en général bien tolérée
(51). La gravité de I’hémoglobinose E tient surtout a son association avec diverses formes
d’a- et de B-thalassémies. En outre, ces associations sont relativement fréquentes en raison du
paludisme qui a sélectionné et amplifié ces différentes formes au sein des mémes populations.
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Beaucoup de ces formes composites sont graves, elles peuvent présenter des phénotypes
complexes et le diagnostic peut se montrer difficile. D’une manicre générale, le diagnostic
repose sur la mise en évidence de 1’hémoglobine E, souvent associée a un pourcentage élevé

d’hémoglobine F (10 & 15 %) (Tableau 1) (69).
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Tableau I. Les principaux variants de I’hémoglobine et leurs caractéristiques clinico-biologiques.

Anomalie génétique

Expression clinique

Diagnostic biologique

Hémogramme Frottis Etude de I’Hb
HbA | HbF Hb A2 Hb S HbC | HbE
(%) (%) (%) (%) (%) (%)
Hétérozygotie A/ S Asymptomatique Normal Normal 60-65 <1 2,5-3,5 35-40 - -
Drépanocytes
. Syndrome drépanocytaire Hb : 6-10 g/dL Cellules cibles
Hom . -2 2,5-3, - - -
omozygotie S /S majeur VGM : normal Corps de Jolly 0 5-20 5-3.5 80-95
Erythroblastes
Hétérozygotie composite , . Drépanocytes
Syndrome drépanocytaire Hb : 10-12 g/dL .
S/C majeur VGM - 70-90 fL Cellules cibles 0 1-7 2,5-3,5 50 45 -
Anisocytose
Hétérozygotie composite | Syndrome drépanocytaire Hb : 7-12 g/dL Poikilocytose
S / p-thalassémie majeur VGM : 60-05 fL | Drepanocytes 0-25 | 515 | variable | 55-90 ) )
Cellules cibles
Corps de Jolly
Normal
Hétérozygotie A/ C Asymptomatique (parfois discréte | Normal 60-65 <1 2,5-3,5 - 35-40 -
microcytose)
. Anémie hémolytique Hb : 10-13 g/dL | Cellules cibles
< - - > -
Homozygotie C/ C chronique modérée VGM : 65-75 fL | Cristaux d’Hb C 0 3 25-35 %0
Normal
Hétérozygotie A/ E Asymptomatique (ou discréte Normal 70-75 <1 2,5-3,5 - - 25-30
microcytose)
. Anémie hémolytique Hb : 10-13 g/dL .
< - - - >
Homozygotie E/ E modérée, bien supportée VGM - 65-75 fL Cellules cibles 0 15 2,5-3,5 85
. . Cellules cibles
Hétérozygotie composite . L Hb : 7-12 g/dL . .
- - - - >
E / p-thalassémie Thalassémie intermédiaire VGM - 65-80 fL Ar?.ls_ocytose 0-25 5-15 variable 40
Poikilocytose
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Plus rarement rencontrées, les hémoglobines instables constituent également un type
d’hémoglobines anormales. Elles sont caractérisées par une tendance a la denaturation, avec
formation de corps amorphes ou corps de Heinz a ’intérieur de 1’érythrocyte. Ces inclusions
diminuent la durée de vie des hématies et sont responsables d’anémies hémolytiques de
sévérité variable. Actuellement, on connait plus d’une centaine d’hémoglobines instables
cliniquement significatives, parmi lesquelles figurent I’hémoglobine Kdln, I’hémoglobine
Zurich ou encore I’hémoglobine Hasharon (42) (77).

Enfin, les hémoglobines hyperaffines pour 1’oxygéne représentent un autre type
d’hémoglobines anormales rares. En raison d’une mauvaise distribution de ’oxygeéne aux
tissus, les patients porteurs d’une hémoglobine hyperaffine développent une polyglobulie
réactionnelle, induite par une synthése accrue d’érythropoiétine. Parmi ces hémoglobines
anormales a haute affinité, on peut citer ’hémoglobine Tak et I’hémoglobine Pierre-Bénite
notamment (3) (42).

1.1.3. Anomalies quantitatives de I’hémoglobine

Les anomalies quantitatives de 1’hémoglobine, appelées thalassémies, résultent d’une
insuffisance de synthése d’une ou plusieurs chaines de globine, sans altération de la proteine.
Selon la chaine insuffisamment synthétisée, on distingue les a-, B-, 6-, dp- et yp-thalassémies,
les a- et B-thalassémies étant les plus fréquemment decrites. Celles-ci sont particulierement
fréquentes dans les pays infestés par le paludisme. En effet, les personnes présentant un trait
thalassemique sembleraient protégées contre les formes graves de paludisme. La principale
conséquence du déficit de synthése d’une ou plusieurs chaines de globine est un déséquilibre
entre les chaines, avec exces de chaines non appariées. Ces derniéres forment des polymeéres
peu solubles dans 1’érythroblaste, conduisant a des altérations des membranes cellulaires et
nucléaires et finalement a la destruction de 1’érythroblaste. Il en résulte une érythropoiese
inefficace et une anémie, qui tentent d’étre compensées par une hypersécrétion
d’érythropoiétine qui stimule I’érythropoi¢se. Cela aboutit alors a une hyperplasie
érythroblastique dans les espaces médullaires, responsable de déformations osseuses. D’autre
part, les quelques réticulocytes ayant réussi a maturer subissent en partie une destruction en
périphérie, appelée hyperhémolyse (58) (71).

Les a-thalassemies sont particulierement fréquentes en Asie du Sud-Est et en Afrique
équatoriale mais on les rencontre également autour du bassin méditerranéen. Puisqu’il existe
normalement deux génes a (ol et 02) situés sur chaque chromosome 16, donc quatre génes o
fonctionnels, quatre phénotypes peuvent étre distingués selon le nombre de génes o inactivés
(Tableau I1) (58) (79). Cette inactivation des genes a est principalement liée a des delétions au
niveau du locus a (51) (71).

16



Lorsque trois geénes o sur quatre sont fonctionnels, il s’agit d’une o-thalassémie
hétérozygote silencieuse. En effet, aucun signe clinique n’est retrouvé. Au niveau biologique,
on observe un taux trés modérément augmenté (1 a 2 %) d’hémoglobine Bart’s a la naissance,
correspondant a un tétramere y4. L’étude de I’hémoglobine se normalise ensuite et
I’lhémogramme est normal dans 50 % des cas, ou peut sinon montrer une discrete
microcytose.

Les inactivations de deux génes o sont responsables d’a-thalassémies mineures, dont le
génotype peut étre de type (-o/-a) ou (--/ac) selon la localisation chromosomique de
I’anomalie génétique. Les sujets sont cliniguement asymptomatiques. Biologiquement, a la
naissance, le taux d’hémoglobine Bart’s est compris entre 5 et 10 %. A 1’age adulte, la
biologie montre une hypochromie, une microcytose, un taux normal d’hémoglobine F tandis
que le taux d’hémoglobine A2 peut étre normal ou légérement diminué.

La non-fonctionnalité de trois genes a sur quatre est responsable d’hémoglobinose H. A
la naissance, I’anomalie est asymptomatique mais montre biologiqguement un taux élevé
d’hémoglobine Bart’s (y4), de I’ordre de 25 a 30 %, qui sera progressivement remplacée par
I’hémoglobine H (tétramére B4). Certains patients restent cliniquement asymptomatiques
tandis que d’autres développent une anémie hémolytique chronique hypochrome microcytaire
de severité variable, avec spléenomégalie, ictere, modifications osseuses et parfois lithiase
biliaire pigmentaire.

Enfin, lorsque les quatre génes o ont subi une délétion, on retrouve une a-thalassémie
homozygote responsable d’une perte feetale dans un tableau d’anasarque foeto-placentaire
(Bart’s hydrops fetalis). Cette anomalie est surtout rencontrée en Asie du Sud-Est ou existent
des grandes délétions englobant les deux génes a. Cependant, quelques foyers sont aussi
retrouvés en Méditerranée orientale.
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Tableau Il. Caractéristiques clinico-biologiques des a-thalassémies.

Phénotype Génotype Tableau clinique Diagnostic biologique
Hémogramme Etude de I’Hb
a-thalassémie ao/-a. Asymptomatique Normal 1 a2 % d’Hb Bart’s a la naissance
hétérozygote silencieuse ou discréte microcytose
ou discréte anémie microcytaire Normale chez I’adulte
hypochrome
a-thalassémie mineure -0/-at Asymptomatique Microcytose 5410 % d’Hb Bart’s a la naissance
--/oo Hypochromie
* Discréte anémie Normale chez I’adulte
(ou Hb A2 Iégérement diminuée)
Hémoglobinose H -o/-- Asymptomatique a la naissance Anémie hémolytique microcytaire | 20 a 30 % d’Hb Bart’s a la naissance
et hypochrome
Anémie hémolytique chronique avec | (Hb : 3-10 g/dL) 1 230 % d’Hb H chez I’adulte
ictere, splénomégalie, parfois lithiase Hb A2 diminuée (1 a 2 %)
Hb F parfois augmentée (1 a 3 %)
Hydrops foetalis de Bart | --/-- Mort feetale in utero dans un tableau

d’anasarque foeto-placentaire
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Plus souvent observées dans nos populations que les a-thalassémies, les B-thalassémies
figurent parmi les anomalies génétiques les plus fréquentes (58) (51) (38). Initialement
décrites dans les populations du bassin mediterranéen, elles sont aussi trés répandues au
Moyen-Orient, dans toute 1’Asie du Sud et du Sud-Est, en Afrique de I’Ouest et aux Antilles.

Les B-thalassémies sont caractérisées par une diminution de 1’expression de la chaine J,
qui peut étre totale ou partielle, non ou incomplétement compensée par la synthése de la
chaine homologue y. En I’absence totale de synthése de chaine B et donc d’hémoglobine A,
on parle de B°-thalassémie. Lorsque le déficit de synthése de la chaine B n’est que partiel, il
s’agit d’une B*-thalassémie. Les B-thalassémies sont en grande majorité dues a des mutations
ponctuelles mais elles peuvent également résulter de microdélétions ou d’insertions de
nucléotides.

Selon les manifestations phénotypiques, en I’occurrence la profondeur de I’anémie et les
besoins transfusionnels, plusieurs formes de B-thalassémies peuvent étre distinguées (Tableau
[11) (45) (71). Cette distinction ne peut étre réalisée qu’aprés quelques mois de vie, lorsque la
synthése de I’hémoglobine F n’est plus capable de masquer I’anomalie de syntheése de
I’hémoglobine A.

Tout d’abord, la B-thalassémie majeure, aussi appelée anémie de Cooley, se caractérise
par I’absence totale de chaines [, correspondant au génotype B°/B°. Elle est révélée des
I’enfance par une anémie hémolytique trés sévére associée a une hépatosplénomégalie et a des
anomalies morphologiques résultant de I’hyperplasie des os plats secondaire a I’hyperactivité
érythroide. L’hémogramme révéle une anémie inférieure a 7 g/dL, microcytaire (volume
globulaire moyen entre 60 et 65 fL), hypochrome (teneur moyenne en hemoglobine inférieure
a 26 pg). Le frottis sanguin met en évidence une anisopoikilocytose, des ponctuations
basophiles fréquentes ainsi qu’une érythroblastose majeure. L’étude de I’hémoglobine permet
le diagnostic, elle montre un pourcentage ¢élevé d’hémoglobine F, allant de 50 a 98 % selon la
synthése résiduelle de la chaine B. Le taux d’hémoglobine A2 est variable.

Les B-thalassémies intermédiaires constituent une autre forme de B-thalassémie et sont
caractérisées par une anémie dont le taux d’hémoglobine se maintient entre 6 et 10 g/dL, ne
requérant pas de transfusion mensuelle. Leur génotye est de type P°/B” ou B+/B+. Seule
I’observation des besoins transfusionnels permet de distinguer une thalassémie intermédiaire
d’une thalassémie majeure. Les B-thalassémies intermédiaires se manifestent le plus souvent
par une anémie hémolytique modérée avec paleur et hépatosplénomégalie, pouvant
éventuellement s’accompagner des complications osseuses de 1’hyperplasie érythroblastique
médullaire.

Les B-thalassémies mineures sont quant a elles définies par un génotype hétérozygote de
type B°/P et se manifestent biologiquement par une pseudopolyglobulie associée a une
microcytose et une hypochromie. Le pourcentage d’hémoglobine A2 est élevé (supérieur a 3,5
%) tandis que celui de I’hémoglobine F est normal ou discrétement augmenté. Cliniquement,
les patients sont bien portants et dénués de signes d’anémie. Exceptionnellement toutefois,
une discréte splénomégalie peut étre observée.

19



Enfin, les B-thalassémies silencieuses, de génotype P*/ P, sont asymptomatiques
cliniquement et hématologiquement.
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Tableau I11. Caractéristiques clinico-biologiques des p-thalassémies.

Phénotype Génotype Tableau clinique Diagnostic biologique
Hémogramme Etude de I’Hb
B-thalassémie silencieuse B+/p Asymptomatique Normal Normale
B-thalassémie mineure B°/B Asymptomatique Pseudopolyglobulie Hb A2 14 a5%)
(parfois discrete microcytose) microcytaire hypochrome Hb F normale ou 1 (2 a 7 %)
ou microcytose isolée
B-thalassémie intermédiaire Bo/p+ Anémie hémolytique modérée avec Anémie microcytaire Hb A2 1
B+/p+ hépatosplénomégalie (Hb : 6-10 g/dL) Hb F 1
Hb A absente ou |
Transfusions sanguines exceptionnelles
B-thalassémie majeure Be/p° Anémie apparaissant au cours des premiers mois | Anémie microcytaire Hb F 11 (50 2 98 %)

de la vie
Hépatosplénomégalie et anomalies
morphologiques

Evolution fatale en I’absence de transfusions
sanguines

hypochrome
(Hb <7 g/dL)

Hb A2 normale ou 1

Hb A absente ou || selon les
types d’anomalies
moléculaires en cause
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I.2. DIAGNOSTIC BIOLOGIQUE DES HEMOGLOBINOPATHIES

Plusieurs situations peuvent conduire a la recherche d’une anomalie de 1’hémoglobine (14)
(51) (11), dont :

e le diagnostic étiologique d’anomalies biologiques :

o anomalie de 'hémogramme (anémie, microcytose, pseudopolyglobulie) et/ou
du frottis sanguin (hématies cibles, drépanocytes, poikilocytose, ponctuations
basophiles, corps de Jolly)

o signes d’hémolyse (bilirubine libre augmentée, haptoglobine effondrée)

o découverte fortuite d’un variant de I’hémoglobine lors du dosage de
I’hémoglobine glyquée

e e diagnostic étiologique d’anomalies cliniques :

o anémie hémolytique

o polyglobulie

o Cyanose

e I’enquéte familiale suite a la découverte d’une hémoglobinopathie

e |e dépistage maternel au cours de la grossesse chez les femmes originaires de pays a
risque (Afrique du Nord, Afrique noire, Extréme-Orient, bassin mediterranéen,
Antilles...)

e le dépistage néonatal systématique chez tous les nouveau-nés a risque

1.2.1. Les différentes méthodes utilisées et leur évolution

1.2.1.1. Méthodes électrophorétiques

Historiquement, 1’¢lectrophorése s’est imposée comme la méthode de choix pour
I’identification et la quantification des différentes fractions de I’hémoglobine.
L’¢lectrophoreése implique la séparation d’espéces chargées sous I'influence d’un champ
électrique, généralement basée sur leur rapport charge/masse. Cette technique est
particuliécrement bien adaptée a 1’é¢tude de I’hémoglobine, dont les principaux variants
peuvent étre distingués par des rapports charge/masse différents. Initialement développée par
Tiselius dans les années 1930, 1’électrophorése en veine liquide, réalisée dans un tube en U, a
par la suite été supplantée par I’électrophorése de zone, pratiquée dans une trame solide
imprégnée d’une solution tampon (24) (84) (61).

Une des techniques d’électrophorese utilisée pour le diagnostic des hémoglobinopathies
est I’électrophorese sur acétate de cellulose a pH alcalin (Figure 5). Plusieurs méthodes
commerciales ont été développées, les bandes d’hémoglobines étant visualisées grace a des
colorants et quantifiées par densitométrie. Toutefois, a pH alcalin (classiqguement pH 8,6), les
hémoglobines A2, C, E et O migrent dans la méme zone, de méme que les hémoglobines S, D
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et G migrent selon la méme vitesse (74). Dans le cas de suspicions de telles anomalies de
I’hémoglobine, une technique complémentaire doit donc étre envisagée.

La distinction entre ces différents variants se fait le plus souvent par électrophorése sur
gel d’agarose a pH acide (pH 6,0), qui permet de séparer I’'Hb C de I’'Hb E et de I’Hb O, ainsi
que ’Hb S de I’'Hb D et de I’Hb G (Figure 6). En revanche, les Hb E et Hb O ainsi que les Hb
D et Hb G ne peuvent toujours pas étre différenciées en combinant ces deux méthodes
électrophorétiques (24) (55). De plus, ces techniques présentent 1’inconvénient d’étre
consommatrices de temps et de main d’ceuvre. En outre, elles manquent de précision pour la
quantification des hémoglobines en concentrations faibles, comme I’Hb A2, et pour la
détection des variants a migration rapide, comme I’Hb H ou I’Hb Bart’s. Il est méme
maintenant admis que la quantification des variants par densitométrie manque de précision et
que ces deux techniques d’électrophorése doivent étre utilisées a visée qualitative. Elles sont
donc aujourd’hui le plus souvent utilisées combinées & une autre méthode, principalement la
chromatographie liquide de haute performance (CLHP), qui présente une précision bien plus
importante (3) (14). En effet, une étude réalisée en 1999 par le College of American
Pathologists avait montré un coefficient de variation (CV) de 33,6 % pour les quantifications
de ’'Hb A2 a une concentration de 2,41 % par densitométrie a partir des gels
électrophorétiques. Par CLHP, le CV était de 4,3 % pour une Hb A2 a une concentration de
3,47 %. Ainsi, la combinaison de ces techniques d’¢lectrophorese avec la CLHP permet
I’identification et la quantification des hémoglobines, cette derniére étant réalisée par la
CLHP uniquement (74) (24).

A/A

A/S

A/D
A/C
A/E

’ S/C
" ' S/D Punjab
' A/B Thal

Figure 5. Electrophorése sur acétate de cellulose a pH alcalin (12).
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Figure 6. Electrophorése sur gel d’agar a pH = 6 (12).

Une autre technique électrophorétique utilisée pour la recherche des anomalies de
I’hémoglobine est I’isoélectrofocalisation, encore appelée focalisation isoélectrique (Figure
7). Cette technique, réalisée sur gel d’agarose ou sur gel de polyacrylamide, sépare les
hémoglobines dans un gradient de pH en fonction de leur point isoélectrique (24) (32). Pour
cela, des ampholytes sont introduits dans le gel de maniere a créer un gradient de pH continu
sous I’effet d’un champ ¢lectrique. Les différentes hémoglobines contenues dans I’échantillon
a analyser vont migrer jusqu’a atteindre la région ou le pH est égal a leur pH isoélectrique. A
cette position, la charge nette est nulle, I’hémoglobine cesse de migrer et focalise en une
bande étroite (10). Cette technique, permettant de séparer des variants de 1’hémoglobine dont
les points isoélectriques different de 0,02 unités de pH, présente une excellente résolution et
s’avere trés utile pour détecter les hémoglobines anormales chez le nouveau-nég, alors que
I’hémoglobine F constitue la fraction hémoglobinique majeure pendant les premiers mois de
la vie. De plus, I’isofocalisation électrique est parfaitement adaptée a I’analyse de grandes
séries. En revanche, les principales limites de cette méthode sont une mise en ceuvre longue et
complexe. De ce fait, son utilisation est quasiment réservée au dépistage neonatal des
hémoglobinopathies (10) (32).
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Figure 7. Isoélectrofocalisation en gel d’agarose (Isolab®) (12).

Cependant, ces techniques électrophorétiques manuelles laissent de plus en plus place a
I’électrophoreése capillaire, rapide et automatisée. En effet, cette derniere, dont le principe sera
décrit plus précisément dans le chapitre Il, permet une quantification précise des différentes
fractions de 1’hémoglobine, semblable a celle de la CLHP (32). Elle est donc aujourd’hui en
plein essor et fait I’objet de développements commerciaux importants. Ainsi,  Sebia a
commercialisé le systéme Capillarys® en 2001, puis le systéme Minicap® en 2007, dont nous
étudierons les performances dans les prochains chapitres.

1.2.1.2. Méthodes chromatographiques

La chromatographie liquide de haute performance a eté développée pour permettre a la
fois le dépistage et la confirmation des hémoglobinopathies chez les nouveau-nés avec une
grande sensibilité et spécificité. En effet, sa bonne sensibilité vis-a-vis des variants majeurs
impliqués en pathologie ainsi que sa rapidité de réalisation (environ 3 minutes par
¢chantillon), permettant ’analyse d’un grand nombre d’échantillons, ont fait de la CLHP une
méthode particulierement adaptée au dépistage des anomalies de I’hémoglobine (74).

Ce temps d’analyse rapide a été possible par la mise au point d’une technique de CLHP
par échange de cations (Figure 8). Les différentes hémoglobines sont séparées par un gradient
de tampons de force ionique et de pH croissants. Cette technique, automatisée et adaptée a de
grandes séries, permet une quantification précise de I’Hb A2, Hb F, Hb A, Hb S et Hb C
notamment. Cependant, puisque certains variants de 1’hémoglobine peuvent co-éluer et
certaines hémoglobines éluent avant la zone d’intégration des pics, cette technique ne peut
étre utilisée seule (74). Elle doit étre couplée a une autre technique, par exemple
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électrophorétique, de maniére a confronter les résultats obtenus par ces deux techniques
différentes (24).

Une autre technique chromatographique est la CLHP en phase inverse, utilisée pour la
caractérisation des chaines de globines (Figure 8). Dans cette technique, les chaines
polypeptidiques sont séparées en fonction de leur hydrophobicité. La CLHP en phase inverse
est particulierement intéressante pour la caractérisation des hémoglobines embryonnaires et
feetales et elle contribue a la séparation et a la quantification de variants rares par I’analyse de
leurs chaines mutantes. De ce fait, elle reste réservée aux laboratoires spécialisés dans 1’étude
de I’hémoglobine (14).
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Figure 8. Profil chromatographique d’un patient homozygote S/S en CLHP par échange de
cations (a gauche) et en CLHP en phase inverse (a droite) (20).

1.2.1.3. Techniques hematologiques et biochimiques spécifiques

Le test de solubilité¢ de I’hémoglobine S, également appelé test d’Itano, est réservé a la
confirmation de la présence d’hémoglobine S. Ce test manuel est basé sur la précipitation de
I’hémoglobine S désoxygénée lorsqu’elle se trouve en solution saline concentrée (Figure 9).
Une des limites de cette technique est sa faible sensibilité. En raison du risque de faux
négatifs, elle ne doit donc pas étre utilisée chez le nouveau-né ou chez un sujet présentant une
faible concentration d’hémoglobine S. Il existe également un risque de faux positifs,
notamment avec 1’hémoglobine H et [I’hémoglobine C-Harlem, qui précipitent dans les
mémes conditions. En outre, le test d’Itano est dépendant de la qualité des réactifs (saponine,
hydrosulfite de sodium) et des conditions opératoires (température) (14) (73).
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Test de =olubilité

Figure 9. Test de solubilité de ’hémoglobine S (test d’Itano) (21).

Le test de falciformation d’Emmel peut représenter une alternative au test d’Itano. Il
consiste a mettre en contact, sur une lame, une goutte de sang a analyser avec une goutte de
métabisulfite de sodium. En raison de la diminution de solubilité de I’hémoglobine S en
condition de désoxygénation, les hématies contenant de I’hémoglobine S changent de forme et
subissent une falciformation. Cette technique manque toutefois de sensibilite et de spécificite.
Certaines hémoglobines autres que I’hémoglobine S, comme 1’hémoglobine C-Harlem,
précipitent également lorsqu’elles sont désoxygénées et induisent une falciformation des
globules rouges. Le test de falciformation est donc aujourd’hui de moins en moins utilisé (14)
(81).

Le test de stabilité a I’isopropanol est quant a lui un examen réservé aux laboratoires
spécialisés pour I’¢tude de I’hémoglobine dans le cadre du diagnostic d’hémoglobine instable.
Il consiste a incuber un hémolysat a 37°C dans un tampon contenant 17 % d’isopropanol.
Dans un tel milieu apolaire, les forces de cohésion internes de la molécule d’hémoglobine
diminuent et celle-ci précipite. Alors que I’hémoglobine A précipite aprés 50 a 60 minutes a
37°C, les hémoglobines instables précipitent précocéement, en 5 a 20 minutes selon les
variants. Cette technique présente quelques limites liées a un risque de faux positifs
(hémoglobine F, méthémoglobine, chaines libres (hémoglobine H ou Bart’s), précipitation des
protéines non héminiques chez des patients ayant une forte réticulocytose) et de faux négatifs,
notamment en cas d’hémoglobines hyperinstables. En effet, ces derniéres sont tres rapidement
détruites, dans les minutes ou heures qui suivent leur biosynthése. Elles ne sont alors pas
mises en évidence par ce test mais nécessitent 1’utilisation de techniques de biologie
moléculaire. En outre, il existe un certain nombre de variants instables in vitro et ne
s’accompagnant d’aucune anomalie hématologique ou clinique (14) (73).

Les colorations supravitales utilisant un agent oxydant comme le bleu de crésyl brillant
ou le violet de méthyl sont également utiles pour le diagnostic d’hémoglobine instable par la
mise en évidence des corps de Heinz sur frottis sanguin (Figure 10). Apres incubation des
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érythrocytes a 37°C, en I’absence de glucose, les corps de Heinz apparaissent comme des
inclusions, souvent attachées a la membrane (42) (3).

‘M

Figure 10. Corps de Heinz visibles au bleu de crésyl brillant (15).

Une autre technique specifique utilisée autrefois pour le diagnostic des
hémoglobinopathies était le dosage de I’hémoglobine F par la méthode de Betke. Celle-ci
reposait sur la résistance de I’hémoglobine F a la dénaturation alcaline, ensuite mesurée par
spectrophotométric. Elle est aujourd’hui largement remplacée par la CLHP ou
I’électrophorese capillaire (14) (83).

1.2.1.4. Place de la biologie moléculaire

La recherche d’anomalies génétiques de I’hémoglobine a pour but principal de dépister
les couples a risque de donner naissance a un enfant malade et, le cas échéant, de réaliser un
diagnostic prénatal. En effet, si chacun des deux membres du couple est porteur sain d’une
mutation ou d’une délétion d’un géne de globine, il existe un risque sur quatre de transmettre
ces deux anomalies a un enfant et que celui-ci présente une hémoglobinopathie. Apres
identification des sujets porteurs, un conseil génétique doit étre prévu afin d’expliquer au
couple les risques génétiques relatifs a 1’anomalie dépistée et un diagnostic prénatal pourra
étre envisagé (14) (24) (56).

Plusieurs techniques de biologie moléculaire, réalisées en laboratoires spécialisés, sont
disponibles pour le diagnostic prénatal des hémoglobinopathies. En France, six laboratoires
regroupés sous la forme d’un réseau « Pathologie héréditaire de I’érythrocyte » subventionné
par la Direction de I’Hospitalisation et de I’Organisation des Soins (DHOS) effectuent ces
analyses moléculaires spécialisées (3). Les méthodes classiques de biologie moléculaire sont
réalisées a partir de I’ADN fcetal extrait des cellules amniotiques, de biopsies de placenta ou
de biopsies de villosités choriales. Les types de mutations et leur distribution dans les
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différentes populations étant maintenant bien connus, la plupart des méthodes sont basées sur
la mise en évidence directe de la mutation responsable de I’hémoglobinopathie (24) (14).

Ainsi, la majorité des variants de 1’hémoglobine et des B-thalassémies est due a des
mutations ponctuelles (y compris les insertions et délétions courtes), classiquement mises en
évidence par séquengage des génes o et B-globine (3). Cependant, cette technique s’avére
¢galement utile pour I’identification des variants rares. En effet, puisque les génes de globine
sont de petite taille, leur séquencage est réalisable relativement rapidement et permet de
mettre en évidence ’anomalie moléculaire, méme si elle est rare (14) (24) (44).

Différentes techniques de PCR (Polymerase Chain Reaction) peuvent aussi étre utilisées
pour la recherche d’une mutation connue, comme la RFLP-PCR, la PCR en temps réel avec
révélation par sondes fluorescentes spécifiques ou encore la technique de reverse dot-blot (3)
(57) (43).

Classiquement, les délétions larges a 1’origine des syndromes a-thalassémiques sont
recherchées par la technique de Gap-PCR (93) (44). D’autres techniques comme la MLPA
(Multiplex Ligation Probe Amplification) sont actuellement de plus en plus utilisées pour le
criblage des délétions rares ou non encore décrites (3) (35) (78).

1.2.2. Stratégie diagnostique des hémoglobinopathies au CHU de Nancy
avant I’implantation du systéme Minicap® (Sebia)

Avant P’installation de ’automate d’électrophorése capillaire Minicap® au laboratoire
d’hématologie au CHU de Nancy, la recherche des anomalies de ’hémoglobine reposait sur
’utilisation d’une technique d’électrophorése sur acétate de cellulose a pH alcalin (plaques
Helena BioSciences, TITAN IlI-H ; tampon SUPRE HEME buffer) couplée a une technique
de chromatographie liquide de haute performance (analyseur D-10®, BioRad). En cas de
suspicion d’anomalie de I’hémoglobine telle la présence d’hémoglobine C, E, O ou
d’hémoglobine S, D ou G, une technique d’¢électrophorése sur gel d’agarose a pH acide (Kit
Hydragel acid(e) hemoglobin(e) K20,SEBIA), complémentaire de I’électrophorése sur acétate
de cellulose a pH alcalin, était réalisée afin d’identifier le ou les éventuel(s) variant(s) de
I’hémoglobine présent(s) dans 1’échantillon. En outre, en cas de suspicion de drépanocytose,
le test d’Itano était mis en ceuvre pour confirmer la présence d’hémoglobine S.

1.2.3. Prise en charge de la recherche d’une anomalie de I’hémoglobine par
I’ Assurance Maladie

Dans la Nomenclature des Actes de Biologie Médicale (septembre 2014), il est précisé
pour I’acte codé 1120 : « Recherche d’une anomalie de I’hémoglobine par au moins une
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technique d’électrophorése, et deux autres tests adaptés selon les besoins pour un résultat
diagnostique d’orientation. Un commentaire et une conclusion accompagnent le compte-
rendu » (5). Cela doit donc guider les biologistes pour I’établissement de leur stratégie relative
a la recherche d’une anomalie de ’hémoglobine.

Dans ce contexte, le réseau DHOS « Pathologie héréditaire de 1’érythrocyte » (3)
recommande d’utiliser en premi¢re intention la CLHP par échange de cations ou
I’électrophorése capillaire automatisées, ces deux techniques permettant une quantification
fiable de ’'Hb A2. Ce groupe de travail recommande de choisir les deux autres tests
phénotypiques parmi les suivants : électrophorése de I’hémoglobine a pH alcalin ou acide,
focalisation isoélectrique, test d’Itano (solubilité en milieu réduit spécifique de la mutation p°)
ou CLHP en phase inverse des chaines de globine. Ces deux autres tests ont pour but de
caractériser de facon certaine les variants les plus fréquents (Hb S, Hb C, Hb E) et de
permettre le dépistage d’un variant rare de I’hémoglobine non détecté par la technique initiale.
Le groupe de travail précise que lorsqu’un laboratoire ne dispose pas d’un tel panel de
techniques, « il devrait idéalement envoyer le prélevement, avec toutes les données cliniques
et biologiques disponibles, a un laboratoire equipé et ne pas rendre de conclusion a partir d’un
test unique. »

30



II. LELECTROPHORESE CAPILLAIRE POUR LE
DIAGNOSTIC DES HEMOGLOBINOPATHIES

[I.1. CHOIX DE L’ELECTROPHORESE CAPILLAIRE POUR LE
DIAGNOSTIC DES HEMOGLOBINOPATHIES AU CHU DE NANCY

11.1.1. Arguments pour I’implantation de 1’¢lectrophorese capillaire

Le Service d’Hématologie Biologique (SHB) du CHU de Nancy utilisait jusqu’alors la
chromatographie liquide de haute performance, méthode quantitative, couplée a
I’¢lectrophorese sur acétate de cellulose a pH alcalin, méthode qualitative. Or, cette derniere
technique présentait un certain nombre d’inconvénients.

En effet, s’agissant d’une technique manuelle, elle est relativement longue a réaliser et
présente un risque d’erreur plus important qu’une méthode automatisée. En outre,
I’interprétation est visuelle, operateur-dépendant, donc peu reproductible et de fiabilité
relative. De plus, cette technique d’électrophorése sur acétate de cellulose a pH alcalin n’est
pas adaptée pour les hémoglobines en faible proportion telles que I’Hb A2 et I’Hb F.

D’autre part, elle manque de résolution puisqu’elle ne permet pas la discrimination de
toutes les fractions de ’hémoglobine : ainsi, les hémoglobines A2, C, O et E migrent au
méme endroit, de méme que les hémoglobines S, D et G. La suspicion de tels variants
d’hémoglobine anormaux nécessitaient alors la mise en ceuvre d’une seconde technique
manuelle : 1’électrophorése a pH acide en gel d’agar. Cependant, elle ne permettait tout de
méme pas de séparer I’hémoglobine E de I’hémoglobine O et I’hémoglobine D de
I’hémoglobine G notamment (74) (4).

De plus, I’électrophorése capillaire apporte une quantification des différentes fractions
de T’hémoglobine séparées, ce qui est intéressant notamment pour les cas ou la
chromatographie liquide de haute performance ne permettrait pas de les séparer et de les
quantifier précisément.

I a donc semblé opportun de remplacer 1’'usage de la technique manuelle
d’électrophorése sur acétate de cellulose a pH alcalin par 1’électrophorése capillaire, méthode
automatisée offrant un temps d’analyse plus court, un risque d’erreur trés faible, une meilleure
résolution et une meilleure reproductibilité.

En outre, il est important de signaler que cette nouvelle stratégie diagnostique continue
de satisfaire a la Nomenclature des Actes de Biologie Médicale qui précise que la recherche
d’une anomalie de I’hémoglobine nécessite le recours a au moins une technique
d’¢lectrophorese, et deux autres tests adaptés selon les besoins pour un résultat diagnostique
d’orientation (5).
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11.1.2. Nouvelle approche diagnostique des hémoglobinopathies au CHU de
Nancy

L’¢tude de I’hémoglobine au SHB du CHU de Nancy se fait en premiére intention
systématiquement par la chromatographie liquide de haute performance D-10® BioRad et
Iélectrophorése capillaire Minicap® Sebia. Ce sont deux méthodes séparati