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Résumé

Les hémoglobinopathies sont trés souvent responsables d’anémies hémolytiques et
représentent la catégorie la plus fréquente des troubles héréditaires cliniquement significatives
a I’état homozygote, et leur transmission se fait selon le mode autosomique récessif.
L'hémoglobine glyquée est considérée comme étant un des parametres le plus objectif du
contréle glycémique.

Afin d’effectuer un dépistage biologique des hémoglobinopathies chez la population
diabétique de la région de Blida, (la détection des anomalies de 1’hémoglobine est fortuite lors
du dosage de I’hémoglobine glyquée HbAlc) ; notre étude a été réalisée sur 1150 patients
diabétiques , tous les cas ont bénéfici¢é d’un test biochimique tel que la chromatographie
liquide a haute performance (HPLC) en échange d'ions par variant 1l BIO-RAD cette
technique permet de séparer différentes hémoglobines normale et anormale, et d’un autre test
hématologique tel que I’hémogramme (numération des hématies, VGM et TCMH, le taux de
I’hémoglobine...). Il s’ensuit une enquéte génétique pour recherche les hémoglobinopathies
au sein d’une famille.

Les résultats obtenus ont montré : 20 cas d’hémoglobinopathies ont été trouvés sur 1150 cas
étudiés. Les cas de drépanocytose héréditaire représentent 1’anomalie la plus fréquente
(hétérozygote HbS 35%) puis (I’hétérozygote HbC 25% et I’hétérozygote HbE ou HbD 25%),
ensuite (I’hétérozygote inconnu X 10%), et enfin (le double hétérozygote C/E ou C/D 5%).
L’intérét de 1’¢tude de ces anomalies est le dépistage des porteurs et la prévention
d’hémoglobinopathies, a la recherche de cas familiaux, et développer, a terme, un conseil
génétique.

Mots clés :

Hémoglobinopathies, hémoglobine glyquée, chromatographie liquide a haute performance,

analyseur Variant 11 de Bio-Rad.



Summary
The hémoglobinopathies are very often responsible of hemolytic anemia and represent the
most frequent category of the hereditary disorders clinically significant to the state
homozygote; their transmission is done according to the recessive autosomic mode.
Glyquée hemoglobin is considerate as one of the most objective parameter to control the
glycemia.
In order to sexeaite a biological detection of hémoglobinopathies in diabetic population in
Blida, (the detection of hemoglobin anomaly is accidental during the dosage of glycated
hemoglobin HbALlc); our study was carried out on 1150 diabetic patients, all cases profited of
biochemical test such as the high performance liquid chromatography (HPLC) in exchange of
ions by variant 1l BIO-RAD this technique makes it possible to separate various normal and
abnormal hemoglobins, and another hematologic test such as the hemogramme (numeration
of red blood corpuscles, VGM and TCMH, the rate of hemoglobin...). It followed by a
genetic investigation to research hémoglobinopathies inside a family.
The obtained results showed: 20 cases of hémoglobinopathies were found on 1150 studied
cases. The hereditary cases of drépanocytose represent the most frequent anomaly
(heterozygote HbS 35%) then (the heterozygote HbC 25% and the heterozygote HbE or HbD
25%), then (the heterozygote unknown X 10%), and finally (the double heterozygote C/E or
C/D 5%).
The aim of the anomaly’s study is the detection of the carriers and the prevention of
hémoglobinopathies, in the search of family cases, and to provide, in the long term, a genetic
council.
Key words:
Hémoglobinopathies, the glycated hemoglobin, high performance liquid chromatography,

analyzer Variant 11 of Bio-Rad, diabetes.
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Liste des abreéviations :

ADN : Acide désoxyribonucléique.
ADNasel : Acide désoxyribonucléase 1.
ALA : Acide delta Amino Lévulinique.
ARNmM : Acide ribonucléique messager.
CDM: Clinical Data Management System.
Cl : Clore.

DPG: Di-Phosphoglyceraldhyde.

EDTA : Ethylene-Diamine-Tétra-Acétate.
EMG : Exponentially Modified Gaussian.
FNS : La formule Numération Sanguine.
GB : Globule Blanc.

GR : Globule Rouge.

Hb : Hémoglobine.

HbA: Hémoglobine adulte.

HbAlc : Hémoglobine glyguée.

HbF: Hémoglobine Feotale.

Hb S: Hémoglobine drépanocytaire.

HPLC : Chromatographie Liquide a Haute Performance.
IVS : Intervening sequences.

K : Potassium.

LCR: Locus Control Region.

uL : Microlitre.

mL : Millilitre.

NGSP : National Glycohemoglobin Standardization Program.

Ph : Potentiel d’hydrogéne.

R: Relaxée.

SDM : Syndromes Drépanocytaires Majeurs.



T : Tendue.

TCMH : Teneur Corpusculaire Moyen en Hémoglobine.
VCS: VARIANT Il Chromatographic Station

VGM : Volume Globulaire Moyen.

VSS: VARIANT Il Sampling Station
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Introduction

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

rencontrées (Galacteros et aL., 1996).

Les hémoglobinopathies représentent la catégorie la plus fréquente des troubles héréditaires
cliniguement 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. Il est maintenant évident que le patrimoine génétique des
individus touchés donne une partie importante de la variation dans le phénotype clinique
(Djamaa, 2012).

L’anomalie hémoglobinique est 1’apparition d’une hémoglobine pathologique qui se distingue
des hémoglobines normales par une modification structurale affectant certaines chaines
polypeptidiques de I’hémoglobine. Les anomalies les plus fréquentes affectent les chaines
polypeptidiques 3, plus rarement les chaines o, exceptionnellement les chaines y ou d. La
modification la plus habituelle est la substitution d’un acide aminé de la chaine par un autre
acide aminé. C’est ainsi que dans les trois hémoglobinopathies a diffusion mondiale, la
drépanocytose, 1’hémoglobinose C et 1’hémoglobinose E, I’anomalie structurale est la
substitution d’un seul acide aminé des chaines B de I’hémoglobine A par un autre acide

aminé (Kafando et al., 2008).

L'hémoglobine glyquée, et plus particulierement la fraction Alc, est reconnue depuis une
vingtaine d'années comme le parameétre le plus objectif du contréle glycémique a moyen
terme. En effet, I'némoglobine Alc, fraction glyquée de I'hnémoglobine, est le résultat d'une
réaction de fixation non enzymatique, lente et irréversible de glucose sur au moins une
extrémité N-terminale (résidu valine) des chaines beta de I'hnémoglobine. Elle s'accumule dans
les hématies au cours de leur vie ; sa valeur constitue donc un reflet de la glycémie pendant

les 2 a 3 mois qui précedent le prélevement.



L'HbA1c est dosée au laboratoire de biochimie selon une technique de chromatographie
liquide haute pression (CLHP) en échange d'ions. Ce dosage, fréquemment prescrit, entraine
un recrutement important et permet, de ce fait, de mettre en évidence fortuitement des

anomalies de I'hémoglobine (Lemée et al.,1999).
Les objectifs de notre travail :

La recherche de certaines anomalies de I’hémoglobine les plus fréquentes par HPLC chez les

patients diabétiques dans la population de la région de Blida.

La recherche de la prévalence des hémoglobinopathies dans la région de Blida par rapport a la

population étudiée.

Suivi d’une enquéte génétique pour rechercher les anomalies de I’hémoglobine au sein d’une

famille.



1. Physiologie de ’hémoglobine

1.1. Structure de I’hémoglobine :

Les hémoglobines possedent quatre protoméres (sous -unités) identiques deux a deux. Les
sous- unités sont constitués de I’association d’une chaine polypeptidique, la globine, et d’un
groupement prosthétique, I’héme. Les différences entre hémoglobines portent sur la séquence
des chaines peptidiques, alors que I’héme est identique dans toutes (Crossley et Orkin, 1993).
Il existe chez ’homme quatre variétés physiologiques d’hémoglobines et de nombreuses
formes pathologiques n’ayant pas toutes d’expressions cliniques. On trouve chez 1’adulte un
type prédominant, I’hémoglobine A ou A0 (97 a 98%), un type mineur, I’hémoglobine A2,
représentant 2 a 3 % de I’hémoglobine totale et 1’hémoglobine feotale est appelée
hémoglobine F (Donzeet et al., 1995).

Toutes les hémoglobines renferment 0.34% de fer impliquant une masse moléculaire de
16500 daltons par atome de fer. La masse moléculaire de 1’hémoglobine est d’environ 67000
daltons (VVanbourdolleet et al., 2007) (Figure 1).

Cavi® certrale {lnizon du Z3-DPCH

Aire ds contctoelp2

Figure 1 : Schéma de la molécule compléte d’hémoglobine (Serge, 2004).
* Tétramere :(2 a. 2 B).
* Un héme

» Un atome de fer ferreux



1.1.1. L’héme :

C’est une molécule associant un atome de fer a I’état ferreux et une protoporphyrine. La
protoporphyrine est un anneau tétra pyrrolique comportant des radicaux fixés de maniére
asymétrique : quatre radicaux méthyles (-CH3) en positions 1,3, 5, 8 ; deux radicaux
propanoiques (-CH2 — CH2 — COOH) en 6 et 7 (Figurel). Le fer est relié par quatre valences
a I’azote des noyaux pyrroles. La synthése de I’héme est réalisée a partir de la glycine et de
I’acide succinique. La combinaison d’une molécule de glycine et d’'une molécule d’acide
succinique aboutit a la formation d’une molécule d’acide delta—amino—lévulinique (ALA)
sous I’action d’une enzyme, la ALA synthétase, en présence de vitamine B6. La condensation
de deux molécules cyclique pentagonale, le porphobilinogéne. Quatre molécules de
porphobilinogéne s unissent pour constituer I’anneau de porphyrine sur lequel 1’atome de fer

sera fixé sous I’action d’une enzyme, I’héme—synthétase (Orsini et Vovan, 1982).

H,C=CH CHi

Figure 02 : Structure de I’héme (Diakité, 2005).

1.1.2. La globine :

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

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

La chaine ainsi formée s’enroule sur elle-méme en spiral pour réaliser une structure

secondaire en hélice. En fait, I’hélice est discontinue, 1’ensemble de la chaine formant 8



segments hélicoidaux (A a H) et porte une crevasse entre hélices E et F ou s’insére une
molécule d’héme (Riviere et Sadelain, 1997).

Ces segments sont separés par de courts segments non hélicoidaux au niveau des quels se font
des coudures pour donner a chaque chaine sa forme définitive. Des liaisons de nature diverses
entre acides aminés mise en évidence en contacte par les courbures de la molécule la
stabilisent (structure tertiaire). Enfin la réunion de 02 chaines a et de 02 chaines B forme une
molécule symétrique globulaire (Bernard et al., 1998).

La forme désoxygénée de 1’hémoglobine présente une conformation T (tendue), la forme
oxygénée une conformation R (relaxée) (Bachir et Beauvais, 1992).

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

Vanbourdolle, 2007) (Figure 03).

Figure 03 : Modification de la conformation de I’hémoglobine aprés oxygénation.

(Lehninger, 2000)
1.2. La biosynthése de I’hémoglobine :

Union de I’héme et la globine : se fait :

- Par une liaison de coordination entre 1’histidine F8 de la chaine a ou [ de la globine et le fer
de I’heme.

- Par une série d’interactions faibles entre le noyau tétrapyrolique et les parois de la poche de

I’héme.



1.3. Fonction de I’hémoglobine :

Le role essentiel de I’hémoglobine est le transport de 1’oxygéne des poumons aux tissus et de
I’anhydride carbonique des tissus aux poumons. Au niveau des poumons, 1’oxygene se fixe
sur ’hémoglobine désoxygénée pour former 1’oxyhémoglobine. La fixation réversible de
I’oxygene se fait a raison de quatre molécules d’oxygene par molécule d’hémoglobine selon
une courbe d’aspect sigmoide caractéristique appelée courbe de dissociation de
I’oxyhémoglobine (Figure 04) (Auclerc et Khayat, 1990).

Deux parameétres sont particulierement importants dans 1’étude de 1’oxygénation : I’affinité

pour I’oxygeéne et le coefficient d’interaction (Orsini et Vovan, 1982).

Sawturation (%) Myoglobine
100

Hemoglobine

T HMb - 23-DPG

Figure 04 : courbe de dissociation de I’oxyhémoglobine
_ Courbe de dissociation de I’oxyhémoglobine
__ Courbe de dissociation de I’oxymyoglobine
_._._Le2,3-DPG déplace la courbe vers la droite
(Orsini et Vovan, 1982)

Chaque chaine de globine posséde une poche a heme qui permet a I’hémoglobine d’assurer sa
fonction oxyphorique. En effet, chaque chaine s’enroule sur elle-méme en aménageant un
repli central dans lequel se loge une molécule d’heme. L’héme s’arrime a la globine, et fixe
un atome de fer, qui lui-méme fixe une molécule d’oxygéne. Ainsi, chaque molécule

d’hémoglobine fixe 4 molécules d’oxygene et constitue 1’oxyhémoglobine.

1.4. Les différents types de I’hémoglobine :
Les monomeres de I’hémoglobine sont de deux types assemblés par I’intermédiaire de liaison
de faible énergie: deux chaine a(type a: (et a-globine) constituées chacune de 141 acides

aminés et deux chaines non a(type B: €, v, 6, et B-globine) composées de 146 acides aminés,



Plusieurs hémoglobines se succédent au cours de la vie. Ces hémoglobines se distinguent par
la nature des sous-unités qui les constituent. Durant la vie embryonnaire, deux chaines de la
famille acoexistent : {, qui apparait la premicre, puis a. De méme, il existe deux chaines de
type B: €, spécifique a cette période initiale de la vie et les chaines y(ou feetales) (figure 05).
Ces diverses sous-unités permettent de réaliser les trois hémoglobines de I’embryon, I’Hb
Gower 1 ({2, €2), ’'Hb Gower 2 (02, €2) et I’'Hb Portland ({2, y2) (Gale RE et al., 1979;
Kamuzora H et al., 1974). L’hémoglobine feetale (Hb F) de structure (a2, y2) est détectable a
partir de la 5 eme semaine de vie intra-utérine. Parallélement a cette modification de la nature
des sous-unités de globine, il y a un changement du lieu ou s’effectue 1’érythropoiése : le sac
vitellin dans la vie embryonnaire puis le foie et la rate dans la vie feetale et enfin la moelle

osseuse chez 1’adulte (Stamatoyannopoulos, 2000).

=
o ) g
= J(2) (IS [ B (o]
Hb Gower 1 Hb Portland Hb F e
=3 (3]
=3
Hb Gower 2 Hb A
Embryonic Fetal Adult
b T P ! -
“ wolk a R
_sac i II\_'T___—J—‘_—E:S;\EE—’E_"'" — borne marrow
w 100
&
i Y \ B
S s0
5
e
S = /
= — 5
- T T T T T T T T T T T T T
[ 18 320 kirth & 18 30 42
Hrerlatal =l=l=] =Wh5) HDS(I"IH‘.EII === SWKSI

Figure 05: (a) ; les tétraméres d’hémoglobine au cours du développement embryonnaire,
feetale, et adulte. (b) ; la synthése de la chaine de globine au cours de développement et les
différents tissus qui contribuent a 1’hématopoicse aux différents stades du développement

(Speicher et al., 2010).



Tableau I : Les différents types d’hémoglobine normale en fonction du stade de la vie. (Huret

et Troussard, 2009)

Stade de la vie

Type d’hémoglobine

Embryon Hémoglobine Gower 1 : (¢,
Hémoglobine Gower 2 : az¢2
Hémoglobine Portland : {oy2

Foetus Hémoglobine foetale HbF : ayy,

A la naissance

(sang de cordon)

HbF : a.ys ; 75-80%
HbA : a2B2; 20-25%

Adulte

(au-dela de deux ans)

Hémoglobine HbA : a3, : 97%
Hémoglobine HbA; : 0,6, : 2-3%

Hémoglobine feetale HbF : azy2 : <1%

1.5. Aspect génetique :

1.5.1. Les génes de I’hémoglobine :

Les génes de la globine humaine sont regroupés en familles multigéniques (cluster : « agrégat

») : le cluster a(C, 02, al) et le cluster B(e,Gy, Ay, 6, B). Ces génes sont organisés sur un

méme modéle & 3 exons et dérivent de duplications successives d’un ancétre commun.

L’ordre des genes, de l'extrémité 5’vers l'extrémité 3°, au sein de chaque complexe, reflete

I’ordre de leur expression séquentielle aucours de 1’ontogénése (Kazazian et Antonarakis,

1997).
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Figure 06 : structure des genes de globine ; les carrés noirs correspondent aux exons. Les

carrés hachurés sont les séquences non traduites et les carrés blancs les introns (IVS)

(Djamaa, 2012).




1.5.1.1. La famille des genes des chaines a- globine :

Cette famille est localisée sur la partie distale du bras court du chromosome 16 (16p13.3)
(Deisseroth et al., 1977) elle s'étend sur 30 kb. Le géne (, le plus télomérique, est le premier
exprimé durant I’embryogenése. Le géne a-globine existe en deux exemplaires : al et a2 qui
sont exprimés deés la vie feetale et continueront a fonctionner durant la vie adulte. Les
séquences exoniques des genes a2 et al sont identiques, ainsi que celles de leur 1 er intron
(IVS-1 : Intervening sequences). Une région cis-régulatrice a été identifiée a 40 kb en amont
de C{nommée HS40, elle contrdle I’expression des geénes (et a. Le phénomeéne de la
commutation des génes (le switch), ¢’est-a-dire le passage de I’expression du géne (a celle

des génes a, au début de la vie feetale, n’est pas encore clairement décrypté.

1.5.1.2. La famille des génes des chaines -globine :

La famille des geénes des chaines B-globines s’étend, elle, sur environ 50 kb a I’extrémité
distale du bras court du chromosome 11 (11p15.5) (Deisseroth et al., 1978 ; Lebo et al., 1979
; Fritsch et al., 1980). Le géne &, le plus proche en 5’du complexe, est le premier a étre
exprimé, durant la vie embryonnaire. Les genes Gy et Ay s’expriment durant la vie feetale.
Leurs séquences exoniques sont identiques a une position pres : le codon 136 (glycine pour la
chaine Gy et alanine pour la chaine Ay). Entre les paires Gy / Ay et 6 / B est localisé un
pseudogeéne de type B (yB) (Figure 07). L’expression du géne p commence des la vie feetale et
atteindra son plateau d’expression quelques mois apres la naissance. Le gene o, dont
I’expression débute seulement apres la naissance, est faiblement transcrit. Il n’intervient que
pour 2 a 3% des tétrameres (hémoglobine A2 : a252). En amont du locus B-globine, cing sites
hypersensibles a I’ADNasel (HS1 5, numéroté de 3’a 5°) constituent une zone régulatrice
majeure : le LCR (Locus Control Region).Un autre site, a été identifié en aval (3’HS1). La
commutation des géenes de la famille B, sous le contrdle des éléments du LCR entre autres, se
fait en deux étapes : € vers Gy et Ay, au début de la vie feetale, puis B et 6 dans la période

périnatale.
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Figure 07 : Structure et organisation des deux familles de génes-globine (Labie et al.,2005)

1.6. Déegradation de I’hémoglobine

L’hémoglobine est dégradée dans la rate et le foie en bilirubine (porphyrine sans fer) de
couleur verte, puis excrétée par la vésicule biliaire dans la bile. La bile se déverse dans
I’intestin et la bilirubine est dégradée par des bactéries en biliverdine de couleur brune, qui
donne sa couleur aux selles. La bilirubine est également évacuée dans les urines. Lorsque la
bilirubine ne peut pas étre excrétée (cas de certains cancers), sa concentration augmente dans
le sang. Elle est alors essentiellement éliminée par les urines, ce qui provoque des urines

foncées et des selles décolorées, presque blanches.

2. La physiopathologie de I’hémoglobine :

Les hémoglobinopathies se subdivisent en deux grands groupes.

2.1. Les anomalies qualitatives :

Les anomalies qualitatives ou les anomalies de structure sont la conséquence d’une
modification de la séquence des acides aminés de la globine. Elles conduisent a une
hémoglobine anormale appelée variant. Les anomalies les plus fréquentes affectent les

chaines i3, plus rarement les chaines a, exceptionnellement les chaines gamma ou delta.



2.1.1. L’hémoglobinose S ou drépanocytose

2.1.1.1. Présentation de la drépanocytose :

La drépanocytose est une maladie génétique, transmise selon le mode autosomique récessif
et est caractérisée par la présence d’hémoglobine S. Il s'agit d'une anémie hémolytique
chronique provoquéee par une mutation ponctuelle du gene de la globine entrainant une
substitution de I'acide glutamique en position 6 sur la chaine de la béta globine par la
valine. Ceci rend I’Hb insoluble sous sa forme désoxygénée. Les chaines insolubles
cristallisent dans les érythrocytes en provoquant une déformation de lame de faux
(figure 08).

On distingue cliniquement:

- la forme hétérozygote ou trait drépanocytaire qui est typiquement asymptomatique sur le
plan clinique;

- et les syndromes drépanocytaires majeurs (SDM) qui regroupent la forme homozygote SS
et les hétérozygoties composites par association de I'hémoglobine S a d'autres
hémoglobinopathies (SC, SPthalassémie, etc...).

Figure 08 : Frottis sanguin d’un sujet drépanocytaire (Robert et al., 2003).

2.1.1.2. Génetique et physiopathologie de la drépanocytose :

a. Mode de transmission :

La drépanocytose est une affection génétique qui se transmet selon le mode autosomique
récessif, car seuls les homozygotes sont considérés comme malades. Ainsi dans un couple



de sujets hétérozygotes (AS), a chaque grossesse, la probabilité de naissance d'un enfant
homozygote SS est de 25 %, celle d'un homozygote AA de 25 % et celle d'un hétérozygote
AS de 50 %.

b. Physiopathologie:

Premiére maladie moléculaire décrite en 1949, son étude a été entreprise par des abords
multiples. Son mécanisme physiopathologique de base a été trés précisément décrit, centré
sur la polymérisation de I’Hb S désoxygénée et les déformations cellulaires subséquentes
observées chez les homozygotes SS (figure 11) (Bunn, 1997). Au cours de la
désoxygenation qui suit le passage dans la microcirculation, la molécule d’Hb S subit un
changement de conformation. Celui-ci permet a la valine B6 d’établir des liaisons
hydrophobes avec la chaine Pd’une autre molécule d’Hb, en particulier avec la
phénylalanine B85 et la leucine B88. Une seule des deux valines opére ce contact, de sorte
que l’interaction B-Bentraine la formation d’un polymére qu’on a pu représenter comme

I’enchainement de deux rangées de molécules (figure 09).

LCR £ ¢ Ay 3 B
3 — 1 # I I :L—_J:.I— 3 Chromosome 11
J-“_— ’—I - ’
—{AT T 1 — Géne BS

GTG codon &

Hémeoglobine S [Hb $)
oy dé:io).}r

Vaso-occlusion

P Glu = :'G_",))i"«r"

/ y
Cheine de globine Bs /1/ —
l'ﬂ"‘l'l <tion "
~ a Anémie
hamolytique

Globuke rouge

Falcitermation
+ déformation
+ rigicification
+ fr\::g\ﬁﬂ:zﬁcnn

Figure 09 : Schéma physiopathologique de la drépanocytose. La polymérisation de I'Hb S
dans sa forme désoxygenée est au centre du processus physiopathologique. Déformation,
rigidification et fragilisation du globule rouge qui en résultent sont responsables de deux

des grandes manifestations de la maladie : crise vaso-occlusive douloureuse et anémie
hémolytique (Bunn, 1986)



Le processus met toujours un certain temps a s’amorcer (delay time), et ce délai est
inversement proportionnel, & une puissance élevée, a la concentration intracellulaire de
I’hémoglobine.

Ce phénoméne de base entraine une cascade d’autres anomalies qui participent au
mécanisme physiopathologique. Une dérégulation de 1’homéostasie des cations, avec
activation des canaux ioniques, cotransport K/CI et canal potassique dépendant du calcium,
ou canal Gardos, entraine la perte de potassium et une déshydratation cellulaire qui favorise
la polymérisation de la désoxy-HbS. Il y a simultanément dénaturation de 1’Hb, dont les
hémichromes s’agglomérent a la face interne de la membrane avec les protéines du
cytosquelette, en particulier la bande 3. Ce processus s’accompagne de la perte d’héme et

de la libération de Fe3+, qui favorise 1’existence d’un microenvironnement oxydant (Stuart

et al., 2004).

2.1.1.3. Les caractéristiques cliniques :
Tous les désordres de falciformation sont associés avec des caractéristiques cliniques
similaires (Mehta et al., 2003) :

- Anémie hémolytique : qui se traduit par une fatigue. Lorsque 1’anémie est assez
sévere, le malade peut avoir des difficultés a respirer (essoufflement) et une
tachycardie. Parfois, les seuls signes visibles sont la paleur, I’ictére, I’augmentation
de la fatigue, les calculs biliaires, et une mauvaise croissance.

- Crises aplasiques consécutives a une infection par le parvovirus B19, ou a un
mangue en vitamine B9 (acide folique).

- Crise de séquestration viscérale provoquée par la déformation falciforme avec
formation d’un pool d’érythrocytes dans le foie, la rate ou les poumons.

- Les crises douloureuses ou crises vaso-occlusives : qui sont dues a la « mauvaise »
irrigation en sang de certains organes, se manifestent par des douleurs vives et
brutales dans certaines parties du corps et peuvent, a la longue, entrainer la
destruction de certains organes ou parties d’organes.

- Sensibilité accrue aux infections. La fonction splénique est réduite parce que
I’infarcissement entraine une auto-splénectomie dans les cas graves chez I’enfant.

- Les autres caractéristiques cliniques incluent les lithiases vésiculaires pigmentaires

avec cholécystite, des ulceres de jambe chroniques, une nécrose



2.1.2. L’hémoglobinose C :

HbC (Hbp :p.GlubLys)

C’est le deuxiéme variant de 1’hémoglobine le plus fréquemment rencontré. Sa distribution
géographique initiale a été celle du plateau voltaique en Afrique de I’Ouest. Cette anomalie
de I’hémoglobine est la conséquence d'une mutation unique ponctuelle du géne 3 globine
entrainant la substitution de I’acide glutamine en position 6 par la Lysine, comme pour
I’HbS - mais ne provoque pas la formation de polymeéres. En revanche, cette anomalie
provoque la formation de cristaux intra-érythrocytaires qui sont responsables d’une
augmentation de la densité du globule rouge et de sa déshydratation. L’intérét clinique du
diagnostic de I’HbC est essentiellement en rapport avec le diagnostic de SDM que constitue

’association hétérozygote composite BS /BC. (Couque et Demontalembert, 2013)

2.1.3. L’hémoglobinose E :

HDbE (Hbp :p.Glu26Lys)

Ce variant de I’hémoglobine est fréquent en Asie, tout particuliérement en Asie du Sud-Est,
dans le sud de la Chine et au nord du souscontinent Indien. La mutation ponctuelle a
’origine de ce variant présente une double propriété : d’une part, elle est responsable d’une
substitution faux sens touchant le codon 26 de la chaine béta et créant un mutant de surface
; d’autre part, elle crée un site cryptique d’épissage partiellement utilisé, qui dévie une
partie de ’ARNm vers une maturation anormale aux dépens de la production d’ARNm
normal. La substitution n’affecte pas la fonction de I’hémoglobine, mais la diminution de
I’ARNm normal conduit & un défaut de production et constitue donc un défaut béta

thalassémique. (Couque et Demotalembert, 2013)

2.1.4. L’hémoglobinose D :

HbD Punjab (Hbp :p.Glu121GlIn)

Cette hémoglobinopathie est asymptomatique a 1’état hétérozygote ou homozygote. Son
importance clinique tient au fait que I’hétérozygotie composite S /BD-Punjab constitue un
SDM sévere, I’HbD Punjab favorisant les propriétés de polymérisation de I’HbS. (Couque
et Demotalembert, 2013).



2.1.5. L’hémoglobinose O :

HbO Arab (Hbp :p.Glul21Lys)

Tout comme pour I’HbD Punjab, cette hémoglobinopathie est asymptomatique a 1’état
hétérozygote ou homozygote. Son importance clinique tient au fait que 1’hétérozygotie
composite BS /BO-Arab constitue un SDM, I’HbO Arab favorisant les propriétés de
polymérisation de I’HbS. Comme précédemment, le diagnostic de certitude chez un cas
index ou dans un contexte de conseil génétique chez un couple a risque, nécessite le

recours a un laboratoire de référence. (Couque et Demotalembert, 2013)

2.2. Les anomalies quantitatives (Les thalassémies) :

Les anomalies quantitatives ou les anomalies de synthese ou thalassémies
correspondent a une diminution ou absence de production des chaines de globine (a, B, v, d,
e et {).Du point de vue de la santé publique, seulement les a et B thalassémies sont

importantes (Weatherall et Clegg, 2001)

2.2.1. Les R-thalassémies :

Il est découvert en 1925 chez des Italiens fixés dans la ville de Détroit par le docteur
Cooley (Orsini, Vovan, 1982). 1l est la conséquence d’un défaut congénitale de la synthése
des chaines P sur le chromosome 11 (Ritter, Fattorusso, 2001). C’est une anémie chronique
tres sévere fréquente chez les sujets originaires porteurs du Bassin Méditerranéen, on sait
maintenant que la f—thalassémie est aussi répandue dans tout le Moyen — Orient, le Sud et
I’Est de I’Asie, I’Afrique et les Antilles. la B thalassémie est rare dans les populations

originaires de I’Europe du Nord (Baruche et al., 1995).

2.2.1.1. B thalassémie homozygote :

Thalassémie majeure ou thalassémie de Cooley. La forme homozygote de la thalassémie
béta, forme habituelle dans le Bassin Méditerranéen, se traduit par une anémie hémolytique
grave, se développe progressivement dans les premiéres années de la vie (Domart et
Bourneuf, 1981).

2.2.1.2. p thalassémie hétérozygote :

Thalassémie mineure ou maladie de Rietti Greppi— Micheli est plus fréquente et bénigne ;



elle comporte une polyglobulie microcytaire et hypochrome (Delamare, 1992). Il faut
distinguer la thalassémie mineure, ou tous les symptémes de la maladie de Cooley peuvent
étre retrouvés, mais tres atténués. Quant a la thalassémie dite minime, elle réalise une
forme cliniquement latente de la maladie, donc la forme hétérozygote ne se traduit pas, en
regle générale, par une anémie (forme minime) (Domart, Bourneuf, 1981). L’anémie de la
thalassémie mineure est moins marquée dans les populations noires que dans les

populations méditerranéennes (Ferrier, 1980).

2.2.1.3. P thalassémie intermédiaire :

Elle représente 10 % de la P-thalassémie homozygote. Sa définition est clinique,
correspondant a une forme atténuée de la maladie de Cooley. Cette maladie est tout
simplement une thalassémie moins grave, ou le patient peut vivre sans transfusions
régulieres. Certains patients sont totalement bien portants, d’autres, plus fragiles, sont
légerement malades. La thalassémie intermédiaire est en général due a I’association d’un
gene thalassémique majeure et d’un gene thalassémique intermédiaire responsable d’une

maladie moins graves que la thalassemie majeure (Orsini et Vovan, 1982).

2.2.1.4. Mode de transmission de R—thalassémie :

La B-thalassémie est transmise héréditairement, selon un mode intermédiaire entre la
dominance et la récessivité. Les manifestations cliniques et hématologiques de la maladie
sont trés atténuées a 1’état hétérozygote, sont considérablement renforcés a [I’état
homozygote pour donner lieu a wune anémie hémolytiqgue particuliérement
grave(Orsini,1982). Un porteur hétérozygote marié avec un sujet sain, transmet 1’anomalie
a la moitié de ses descendants qui sont egalement porteurs hétérozygotes. Par contre dans
un couple dont les deux membres sont porteurs 25% des enfants hériteront le gene a la fois
de leur pere et de leur mére et présentent les manifestations trés graves de la maladie de
Cooley 50% des enfants seront porteurs hétérozygotes et 25% seront entierement sains
(Perelman, 1977).

2.2.2. Les a —thalassémies :
Deux éléments physiologiques permettent de comprendre la pathologie de type alpha-
thalassémique : d’une part, sur chaque alléle, il existe 2 génes a (géne dupliqué), un individu

normal possédant donc 4 copies de génes a ; d’autre part, les génes alpha sont normalement



exprimés dés la vie foetale. L’inactivation du géne alpha est responsable de la formation de
tétrameres g4 (Hb Bart’s), visibles uniquement en anté-et néonatal lorsque 1’expression des
genes g est prédominante, et ensuite de la formation de teétrameres b4 (HbH) lorsque
I’expression des geénes b devient majoritaire.

Ces tétraméres sont solubles, inaptes a la transition allostérique et donc a la fonction
oxyphorique, et responsables, non pas d’une érythropoiése inefficace comme dans les béta-
thalassémies, mais d’une destruction périphérique de cellules matures. Pour chaque all¢le,
I’expression d’un seul géne a est une o+thalassémie et I’absence d’ex- pression des 2 génes

est une a°thalassémie. (Couque, Demotalembert. 2013)

3. Diagnostic biologique d’une anomalie de I’hémoglobine :

Une anomalie de I’hémoglobine peut étre recherchée devant des signes clinico-biologiques, le
plus souvent une anémie (par extension devant une péaleur, un ictére, une hépato-
splénomégalie, une asthénie, un essoufflement), plus rarement une cyanose ou une
polyglobulie (par extension devant des céphalées, des acouphénes, des vertiges). Elle peut
aussi €tre recherchée en raison de la constatation d’éléments purement biologiques comme
une hémolyse ou une microcytose. Elle peut enfin étre demandée lors d’une enquéte familiale
ou du dépistage systématique chez une personne appartenant a une ethnie dite « a risque »
(Afrique sub-saharienne, Afrique du Nord, Bassin méditerranéen, Antilles, Asie, Moyen-
Orient et Proche-Orient), ou encore dans un contexte anesthésique, anténatal, pré-greffe...
Enfin, il peut s’agir d’un test de confirmation d’un dépistage néonatal. (Couque et De
montalembert, 2013).

4. Les techniques d’étude de ’hémoglobine :

4.1. Lachromatographie liquide haute performance (CLHP) :

Principe :
Le programme I'hnémoglobine Alc de VARIANT I1 utilise les principes de la chromatographie
liqguide d'échange ionique de haute performance (HPLC). Les échantillons sont
automatiquement mélangés et dilués sur la station de prélevement VARIANT Il (VSS) et
injectés dans la cartouche analytique, et sur la station chromatographiques VARIANT I
(VCS) les pompes duelles fournissent un gradient programmé d'amortisseur, d'augmenter la

concentration ionique, a la cartouche ou des hémoglobines sont séparés ont basé sur leurs



interactions ioniques avec le matériel de cartouche. Les hémoglobines séparées traversent
alors la cellule d'écoulement du filtre-photomeétre, ou des changements de I'absorbance a
415nm sont mesurés. Un filtre additionnel a 690nm corrige lI'absorbance de fond. Le logiciel
clinique de gestion des données (CDM) effectue la réduction des données brutes rassemblées
de chaque analyse. Le calibrage a deux niveaux est employé pour I'ajustement des teneurs
calculés en HB Al. Un rapport d'échantillon et un chromatogramme sont produits par CDM
pour chaque échantillon. La créte Al est ombrageée. Ce secteur est calculé selon un algorithme
gaussien exponentiellement (EMG) modifié qui exclut Alc labile et de la zone de créte de
I'HB AL. (Sujishi, 2000).

4.2. L’électrophoreése :

4.2.1. L’électrophorése de zone 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 aprés coloration : une bande correspondant a
I'Hb A trés majoritaire (environ 97 %), une bande correspondant a I'Hb A 2 située plus pres
du dépot et représentant 2 a 3 % de I'hémoglobine totale, une ou deux bandes trés discrétes
proches du dépdt et correspondant aux anhydrases carboniques érythrocytaires. Il est possible
d'évaluer par densitométrie optique les différentes fractions de I'némoglobine mais cette
méthode de dosage manque de précision, notamment pour les bandes de faible intensité
(Clarke et Higgins, 2000).

4.2.2. L>électrophorése capillaire :

Est une technique d’électrophorése liquide plus récemment développée pour 1’étude de
I’hémoglobine. la migration se fait dans un capillaire de silice avec un tampon alcalin soumis
a un haut voltage. Suite a ’injection de I’hémolysat dans le systeme et a I’application du
courant électrique, les différentes fractions d’hémoglobines se séparent en fonction de leur
mobilité électrophorétique (donc de leur charge) mais aussi en fonction du courant d’électro-
endosmose (donc de leur rapport charge/masse). Les hauts voltages appliqués permettent une
séparation rapide et sensible des différentes fractions. L’ordre de séparation est équivalent a
celui observé pour I’électrophorése sur gel a pH alcalin. La détection s’effectue par

spectrophotométrie a 415 nm.



Cette technique présente I’avantage d’étre automatisée, rapide, reproductible et quantitative,

avec des tracés simples a interpréter. (Couque et De montalembert, 2013).

4.2.3. Focalisation isoélectrique sur gel d'agarose en couche mince :

La focalisation isoélectrique est une technique hautement résolutive de séparation des
hémoglobines en fonction de leur point isoélectrique dans un gradient de pH . Cette méthode
permet, d'une part, la séparation rapide de la plupart des hémoglobines, notamment les Hb C
et E, ou S et D, et d'autre part, elle permet la mise en évidence d'hémoglobines instables non
identifiables par les techniques classiques d'électrophorese a pH alcalin. De plus, grace a la
bonne séparation de I'Hb F et de I'Hb A, la focalisation isoélectrique constitue la méthode de
choix dans le dépistage des hémoglobinopathies chez le nouveau-né. (Clarke et Higgins,2000)

4.3. La spectrophotométrie de masse :

Cette technique permet la séparation de différents fragments protéiques de masses différentes.
La révélation d’une chaine de globine avec une masse « anormale » et le calcul de la
différence de masse permet d’en déduire ’acide aminé impliqué. Cette technique peut étre
couplée a des digestions enzymatiques préalables, qui permettent une précision plus
importante.(Zanella-Cleon et al.,2009).

5. Le diabéete :

5.1. La définition du diabéte :

Le diabete sucré est défini par 1’élévation chronique de la concentration de glucose dans le
sang (hyperglycémie) et regroupe, dans un véritable syndrome, plusieurs maladies de
pathogénie différente (trouble de la sécrétion et/ou de ’action de I’insuline). L hyperglycémie
chronique est la cause principale de la survenue des complications dégénératives de la
maladie diabétique mais celles-ci sont néanmoins susceptibles d’étre évitées ou tout au moins

retardées par un traitement adéquat. (Rodier, 2001).



5.2. L’hémoglobine glyquée (HbAlc) :

Les hémoglobines glygquées correspondent a 1’ensemble des molécules d’hémoglobines
modifiées par fixation non enzymatique d’oses sur les fonctions aminées libres de la globine.
La glycation est un phénoméne physiologique lent dont la premiere étape réversible
correspond a la formation d’une base de Schiff ou Hb glyquée labile. Le nombre de fonctions
susceptibles de fixer un ose et le fait que d’autres oses que le glucose peuvent se fixer
génerent une multitude de formes glyquées de I’Hb. Le site principal de glycation de
I’hémoglobine majoritaire de 1’adulte, ’HbA constituée de 2 chaines oet 2 chaines  de
globine, se situe sur la valine N-terminale de la chaine R. Les autres sites de glycation
correspondent aux lysines non terminales des chaines oet 3 et a la valine Nterminale de 1a

chaine o (Tableau Il). (Mario et Lasnier, 2006).

Tableau 11 : Sites de glycation de I’HbA (Mario et Lasnier, 2006).

Sites de glycation % de glycation

Val B3 N-terminale (3Val 146) 60

Lys non terminale
(aLys 16, BLys 66, BLys 17, BLys 7 et 34
BLys 120)

Val o N-terminale («Val 141) 6




Chapitre 11 :

Matériel et méthodes



1. Matériel et méthodes
La détection et la caractérisation des hémoglobinopathies se fait en trois étapes :
I’hémogramme, les techniques spéciales de séparation et identification des hémoglobines

(électrophorese, chromatographie) et I’analyse de I’ADN (biologie moléculaire) (Trent, 2006).

Dans notre étude La détection et la caractérisation des hémoglobinopathies se fait en trois
étapes aussi : I’hémogramme, les techniques spéciales de séparation et identification des

hémoglobines (chromatographie) et I’analyse génétique par enquéte.

1. Présentation d’étude :

1.1. Cadre et dure d’étude :

Notre étude a été réalisée au sein du laboratoire privé de Dr BENHELLAL a Ouled Yaich
BLIDA, sur 1150 sujets a majorité diabétique, de deux sexes, et de différents ages, provenant
de différentes régions de la wilaya de BLIDA. L’étude a dur¢ 2 mois de 13 juillet 2014 & 13
septembre 2014.

1.2. Type d’étude :
Il s’agit d’une part une étude de depistage, caractérisation et détection des anomalies de
I’hémoglobine qui a nécessité un recueil de prélevement sanguin pour analyse et d’autre part,

de faire une enquéte génétique, a la recherche de cas familiaux.

1.3. Population cible :
La population de patients diabétiques qui est la population cible de notre étude par ce que
I'observation porte sur les anomalies de I'hémoglobine dépistées sur les chromatogrammes

réalisés lors du dosage de I'HbALc.

Le diagnostic biologique repose sur des tests principaux et reproductibles :
2. Le parametre biochimique : la chromatographie liquide a haute
performance (HPLC) par variant 1™ BIO-RAD

2.1. Le prélevement sanguin :

Le travail s'effectue en routine sur tubes vacutainers primaires bouchés, tubes 5 ml contenant

de I'EDTA, 4,5 ml de sang veineux frais est prélevé directement dans des tubes spéciaux



contenant 0,5 ml de anticoagulant d’EDTA (éthyléne-diamine-tétra-acétate) dans une
température ambiante varie de 20 a 22°C), Si le volume d’échantillon est trop faible (inférieur
a 1,5mL), il est possible d’effectuer une dilution externe (lyse osmotique manuelle) dans la
solution de dilution et de lavage (Wash) de I’automate (5 uL de sang dans 1,5 mL de solution
Wash).

Sur les tubes de prélevement sont apposées des étiquettes portant le nom, 1’dge, le numéro

d’identification des patients.

On met les tubes sur les portoirs, et le blanc d’amorgage (1,5 mL de solution Wash + 5 uL
d’échantillon d’un sang total quelconque frais ou du contrdle). Il faut placer le blanc dans la
premiére position du portoir. Met en marche, I'échantillon étant prélevé directement apres
percement du bouchon par l'aiguille de préléevement. Des adaptateurs sont fournis pour
travailler sur microtubes (pédiatrie) et sur échantillons prédilués. Pour les tubes de 5 ml,
aucune preparation n'est nécessaire. Le préléevement est homogénéisé par un agitateur
automatique (10 cycles de 3 secondes). L'échantillon est ensuite automatiquement préleve (5

ul), dilué au 1/200 et hémolysé, filtré puis injecté sur la colonne.

La séparation des différentes fractions de I’hémoglobine s’effectue en trois minutes. Lors de

chaque série

2.2. La technique HPLC :

C’est une technique de chromatographie liquide a haute performance en échange d'ions.

La technique est basée sur la séparation chromatographique de HbA1c sur une cartouche
d'échange cationique.

L'utilisation de la chromatographie d'échange ionique permet a des molécules d'étre séparées
a basé sur leur charge. La séparation est optimisée pour éliminer des interférences des
variantes d'hémoglobine (HbS, HbC, HbD et HbE), d'Alc labile, d'hémoglobine F...

2.3. Appareillage :
Variant 1™ (BIO-RAD REF 270-2101NU Laboratories, Inc, Hercules) est un systtme CLHP
utilisable pour la mesure des hémoglobines normales et anormales. Il est constitué de deux

modules (annexel) :



1. Un module chromatographique contenant le dégazeur (VARIANT Il Chromatographic
Station) (VCS), deux pompes, la valve d'injection, la valve de changement de tampons, un
agitateur, une pompe-seringue, la colonne de chromatographie et son systeme de
thermorégulation, et un dispositif de lecture optique constitué d'un spectrophotomeétre avec
lecture en continu a 415 nm pour détecter les pics d'hémoglobine et 8 690 nm pour permettre
I'‘élimination du bruit de fond .

2. Un module de traitement des échantillons (VARIANT Il Sampling Station) (VSS)
comportant un systeme de tapis roulant prévu pour 10 portoirs de 10 tubes, un systéme
d'agitation, un lecteur d'étiquettes code-barres, une chambre de dilution, deux pompes-
seringues, une pompe a vide, un réservoir pour les effluents a éliminer, et un plateau destiné
au stockage des réactifs, équipé d'un systeme de détection par gravitation du niveau

insuffisant des tampons.

3. L'ensemble est piloté par un PC équipé d'un logiciel (Bio-Rad Clinical Data Management

System) (CDM) permettant une connexion bidirectionnelle avec I'informatique du laboratoire.
2.4. Les programmes utilises :

Le variant utilise deux programmes déférant change par I’échange de réactives :

1. Programme de I'némoglobine Alc du VARIANT II.
2. Programme de B-thalassémie A2 du VARIANT II.

2.5. Les reactifs du Programme de I'hemoglobine Alc du VARIANT 11 :

1. Tampon d’¢lution A : Une bouteille contenant 2500 ml, pH 6.0 de Bis-Tris/phosphate
Contient I'azoture de sodium de <0.05% comme préservatif. Magasin a 15-30° C.

2. Tampon d’¢élution B: Une bouteille contenant 2500 ml, pH 6.7 de Bis-
Tris/phosphate Contient l'azoture de sodium de <0.05% comme préservatif.
Magasin a 15-30° C..

3. Wash/Diluent Solution: bouteille contenant de 2500 ml de I'eau désionisee, avec de

I'azoture de sodium de <0.05% comme préservatif ; Magasin a 15-30° C



3. La formule Numération Sanguin (FNS) :

On I’appelle aussi: hémogramme complet, il comprend :

- La numération de ces éléments figurés (GR, GB, plaquettes).

- La mesure de I'nématocrite et La mesure des taux d’hémoglobine (Hb).
- Volume globulaire moyen (VGM).

- Teneur corpusculaire moyen en hémoglobine (TCMH).

Le développement technologique de ces derniéres années permet l'utilisation des compteurs
électroniques pour la numération des éléments figurés du sang. Ces compteurs existent en
plusieurs modeéles, I'un de ces compteurs est le « Coulter d'hématologie »
3.1.Principe :

Le Coulter est un monomeétre permet a une certaine quantité de cellules en suspension dans
une solution d'électrolytes (Isoton) de passer au travers d'un orifice de dimension spécifique
un courant d'ouverture passe entre deux ¢électrodes dont I'un est placé a I’intérieur du tube a
orifice et ’autre a I’extérieur au passage de chaque cellule a travers 1’orifice, I’impédance
entre les deux électrodes change et ce changement produit une impulsion de tension dont
I’amplitude est proportionnelle au volume de la particule. Les impulsions de tension sont
amplifiées et transmises a un circuit de seuil d’examinateur puis enregistrées sur un
Oxilloscope et totalisées par un compteur électronique relié a un compteur mécanique ou se

lie le résultat de la numération des éléments comptés.

4. Enquéte génétique :
Pour une famille :
- Questionnaire sur les antécédents familiaux.
Consanguinité: degré:
Nombre d'enfant par la petite famille:
Nombre d'enfant atteint par la petite famille:
Nombre des antécedents familiaux:
Nombre d'enfant atteint par la grande famille: Consanguinité: degré:
Nombre des déceés:
- Etablissement de 1’arbre génealogique.

- Etude du mode de transmission



5. Etude statistique :
Les calcules statistiques utilisées :
On fait les histogrammes (les répartitions d’age et du sexe) et les secteurs (pourcentages) a
I’aide d’Excel pour facilité d’interprétation et on a calculé les pourcentages suivant :
- Présence d’hémoglobinopathies par apport a notre population (les diabétiques).
- D’hémoglobine normal par apport a notre population.
- Des types de ’hémoglobine anormale chaque une par apport a notre population.

On calcule les pourcentages pour comparer au pourcentage mondial.



Chapitre 111 :

Résultats et discussion



1. résultat du test hématologique :

Les parameétres de la formule numérique sanguine ne présentent aucune carence, alors que les

patients testés présentent une anomalie qualitative de 1’hémoglobine. Cela, démontre que, a

I’état hétérozygote, I’hémoglobinopathie est totalement asymptomatique. D’aprés Bernard et

al, 1998, les sujets hétérozygotes (drépanocytose, Hb C....) ont une espérance de vie ne

differe pas de celle des sujets normaux.

2. Etude des profiles chromatographiques des anomalies selon les difféerents

types des hémoglobinopathies.

Au cours du dosage de ces différentes hémoglobines glyquées HbAlc, I’appareil présente les

résultats sous forme de graphe et tableaux chromatographiques.

L’appareil est sensible aux produit des différents alleles de I’hémoglobine, donc il nous

permet de génotyper les individus, c¢’est une approche a celle de la génétique.

2.1. L’hémoglobine normale (A/A):

Nous allons d’abord présenter les paramétres d’une hémoglobine normale :

Tableau 111 : tableau chromatographiques d’une hémoglobine normale

NGSP Retention Peak

Peak Name % Area % Time (min) Area
A1b -- 2.6 0.30 60988
F - 0.7 0.57 16268
Unknown -~ 1.0 0.79 23177
Alc 5.3 - 0.92 82964
P4 - 4.6 1.63 107790
Ao --- 87.6 1.76 2063084

Total Area: 2, 354,270
HbAlc (NGSP) =5.3 %
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Figure 10 : Le graphe chromatographiques d’une hémoglobine normale

-Le dosage de 1’hémoglobine Alc (HbAlc), principale forme d’hémoglobine glyquée
caractérisée par la fixation non enzymatique de glucose a I’extrémité N-terminale des chaines
3 de la globine, constitue aujourd’hui un élément essentiel de la prise en charge du patient

diabétique.

-L’hémoglobine (HbAT) :

HbA 0 ('HbA1 non modifiée), HbAL et ont été désignées, en fonction de leur ordre
d’¢lution, par une lettre minuscule (HbA 1a, A 1b et HbA 1c ). La molécule fixée par ces Hb
est le glucose pour I’HbA 1c (4-6 % de I’Hb totale), le pyruvate pour I’HbA 1b (0,8 % de
I’Hb totale) et le fructose 1-6 diphosphate ou le glucose 6 phosphate pour ’'HbA 1a (0,5 % de
1I’Hb totale). (Mario et Lasnier, 2006)

P3 : glutathion-héemoglobine

-L’aire de HbA 0 est 87,6% (le cas normal A/A) les deux génes sont normaux.

-On observe des pics dans le graphe, qui sont représentes par les lignes du tableau, le premier
pic est de HbA1b aprés I'HbF

-le nombre de pics identifiés est plus important pour un méme temps d’analyse (trois
minutes).

-Time (min) représente le temps de rétention en minutes pour chaque fraction a éluer; Area %
Représente le pourcentage d'hémoglobines dans le pic délution, le temps de rétention pour

chaque fraction est représenté par un pic.



2.2. Drépanocytoses hétérozygotes (A/S) :

Tableau IV : tableau chromatographiques d’une drépanocytose hétérozygote (A/S)

NGSP Retention Peak
Peak Name Y% Area % Time (min) Area
Alb - 1.8 0.25 33125
F - 2.5 0.57 46393
LA1c - 0.9 0.68 15872
Alc 4.9 - 0.95 33496
P4 2.4 1.64 43144
Ao - 49.9 1.77 909555
S - 40.6 1.96 740225
Total Area: 1,821,809
HbAlc (NGSP) =4.9 %
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Figure 11 : Le graphe chromatographiques d’une drépanocytose hétérozygote (A/S)

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

n°6) par une valine (acide aminé neutre) (Basset, 1978)

Les sujets AS ont un hémogramme normal et sont cliniquement asymptomatiques

(Galactéros, 1995).

-Augmentation de I'HbF :

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

génetiques et liées a I'age. (Redelsperger et Girot, 1996).




Usuellement, et pour un adulte sain, I'HbF représente moins de 1 % de I'hnémoglobine totale.
(Lemée et al., 1999).

Dans le cas présent on observe une valeur de 2,5%, lI'augmentation de I'HbF, lorsqu'elle reste
moderée (inférieure a 3 %), ne nécessite pas l'invalidation du résultat de I'HbAlc et ce
marqueur peut alors étre utilisé de facon fiable dans la surveillance du diabéte (Lemée et al.,
1999).

Hémoglobines anormales :

-Présence d'un pic surnuméraire correspondait a l'existence de formes mutées de

I'némoglobine, en comparaison avec le graphe normal (figure 11)

-La détection d'une hémoglobine anormale par le variant est dans le graphe par la présente
d’un pin aprés I’hémoglobine A, d’aprés Maquart et al., 2000 La présence d'une
hémoglobinopathie a éte détectée par I'automate dans tous les cas, sous forme d'un pic retardé
par rapport a I'HbA,,

- L’aire de HbA 0 est 49,9% et HbS est 40,4% ce qui veut dire un des deux génes est muté.

-les temps de rétention étaient compris entre 1,81 et 1,84 min pour I'HbA, 1,90-1,97 pour les
HbS. (Maquart et al., 2000).

D’aprés nos résultats le temps de rétention A, étaient compris de 1,77 et 1,96 pour HbS.

Le pic d'Hb anormale est alors automatiquement soustrait du calcul et le pourcentage d'HbA .

est calculé en fonction des pics d'Hb normales uniquement. (Maquart et al., 2000)

2.3. Hémoglobinose C (hétérozygote) (A/C) :



Tableau V : tableau chromatographiques d’une Hémoglobinose C (hétérozygote) (A/C)

NGSP Retention Peak
Peak Name % Area % Time (min) Area
Ala 0.5 0.12 7998
Alb 1.3 0.31 20422
F 0.2 0.57 3385
LA1c 0.8 0.75 12469
Ailc 7.6* 0.95 50968
P4 3.1 1.64 50142
Ao 51.2 1.78 830467
C 39.8 214 646282
Total Area: 1,622,133
HbAlc (NGSP) =7.6* %
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Figure 12 : Le graphe chromatographiques d’une Hémoglobinose C (hétérozygote) (A/C)

-L’hémoglobinose C est due a une substitution d’un acide glutamique de la chaine B par une

lysine (acide aminé basique n°6) (Krauss et al., 1986).

-Les hétérozygotes (A/C) peuvent étre assimilés aux hétérozygotes (AS) (Redelsberger et

Girot, 1989), ils ne manifestent aucun symptome de la maladie, a 1’exception du risque

génétique de transmettre le géne anormal a chaque procréation (Oda et al., 1997). lls sont

détectés au cours d’une enquéte familiale (Scheneider, 1978).

-On observe un pic séparatif entre le pic de I'HbA et le pic de I'HbC.




- L’aire de HbA 0 est 51,2% et HbC est 39,8% ce qui veut dire un des deux génes est muté.

-les temps de rétention étaient compris entre 1,81 et 1,84 min pour I'HbA,, 2,01-2,02 pour les
HbC (Maquart et al., 2000).

D’aprés nos résultats le temps de rétention de I'HbA, étaient compris de 1,78 et 2,14 pour

HbC.

2.4. Hémoglobinose inconnu (hétérozygote) (A/X) :

Tableau VI : tableau chromatographiques d’une Hémoglobinose inconnu (hétérozygote)

(A/X)
NGSP Retention Peak
Peak Name % Area % Time (min) Area
Alb —= 1.8 0.31 45562
F -—- 0.3 0.59 7694
LA1C -—- 0.9 0.73 23047
Alc 7.7 - 0.95 90612
P4 -- 3.5 1.64 87249
Ao -—- 58.4 1.77 1444689
Unknown -—- 31.4 2.06 776967
Total Area: 2,475,821
HbAlc (NGSP) = 7.7* %
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Figure 13 : Le graphe chromatographiques d’une Hémoglobinose inconnue (hétérozygote)

(A/X)




-Bien que plus de 700 variants structuraux de 1’hémoglobine ont été identifiés, seulement 3
variants (HbS, HbC et HbE) ont diffusé avec une grande fréquence épidemiologique et
représentent des problémes de santé publique (Bardakdjian et al., 2003). Dans ce cas on

observe un des variants structuraux de 1’hémoglobine inconnu.

- L’aire de HbA 0 est 58,4% et Hb inconnue est 31,4% ce qui veut dire un des deux genes est

muté.

-le temps de rétention étaient compris entre 1,81 et 1,84 min pour I'HbA, , et dans ce cas le
temps de rétention de I'HbA, étaient compris 1,77min, et 2,06 pour le pic d’anomalie

inconnue.

2.5 L’association E ou D avec C (E/C) ou (D/C) :

Tableau VII : tableau chromatographiques de I’association E ou D avec C (E/C) ou (D/C)

NGSP Retention Peak

Peak Name % Area % Time (min) Area
Alb --- 0.8 0.25 21459
F --- 1.2 0.56 30936
LA1c -- 0.6 0.73 15849
P4 --- 1.2 1.65 32406
Ao --- 6.0 1.69 159764
E,D --- 51.7 1.89 1373175
C --- 38.5 2.14 1023758

Total Area: 2,657,346
HbAlc (NGSP) =%
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Figure 14 : Le graphe chromatographiques de 1’association E ou D avec C (E/C) ou (D/C)

- L’aire de HbE ou HbD est 51,7% et HbC est 38,5% ce qui veut dire les deux génes de A

sont mutés.

-La présence d'une hémoglobine anormale homozygote ou en association comme le cas que
nous avons les résultats de HbALc reste interprétable et dans ce cas le suivit de ce patient est

le dosage de fructosamine.

-La présence d'une hémoglobine anormale conduit a déconseiller I'utilisation de I'HbAlc dans
ces situations, et a proposer un test de remplacement tel que le dosage des fructosamines.
(Lemée et al.,1999).

-La concentration des fructosamines n'est pas modifiée par I'existence d'une

hémoglobinopathie.

Les fructosamines refletent I'équilibre glycémique d'une période plus courte que celle reflétée

par I'HbAlc (2 a 3 semaines au lieu de 2 a 3 mois). (Lemée et al., 1999)

-Dans ce cas le résultat de fructosamines est de 567,3 p mol/l, les normes [118-282 pu mol/1].

Dans tous les cas d'hémoglobinopathie homozygote (Aic = 0 %), l'appareil affiche
uniquement le signal (en volts) émis par le détecteur et pas les pourcentages de chaque
fraction. (Maquart et al., 2000).



2.6. Hémoglobinose E ou D (hétérozygote) (A/D) ou (A/E) :

TableauVIII : tableau chromatographiques d’une Hémoglobinose E ou D (hétérozygote)

(A/D) ou (A/E)

NGSP Retention Peak
Peak Name % Area % Time (min) Area
Ala 0.9 017 23116
Alb 0.6 0.31 14880
Unknown 0.5 0.49 14179
LA1c 0.6 0.78 15286
Alc 5.1 - 0.96 47218
Unknown 1.4 1.58 38384
P4 2.7 1.64 72149
Ao 43.0 1.77 1155739
E.D 48.6 1.85 1303746
Total Area: 2,684,698
HbAlc (NGSP) =5.1 %
20.04
17.5
15.0
12,5
(3] ]
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Figure 15 : Le graphe chromatographiques d’une Hémoglobinose E ou D (hétérozygote)
(A/D) ou (A/E)

- L’aire de HbA 0 est 43,0% et HbE ou HbD est 48,6% ce qui veut dire un des deux genes de

A est muté.




Les temps de rétention étaient compris entre 1,81 et 1,84 min pour I'HbA, 1,90-1,97 pour les
HbE ou D (Magquart et al., 2000).

D’aprés nos résultats le temps de rétention de I'HbA, étaient compris de 1,77 et 1,85 pour
HbE ou D.

3. Résultat de ’enquéte génétique :

Dans ce cas, I’enquéte génétique n’est pas fonctionnelle car I’anomalie est récessive dont
patient lui-méme ne sait pas qu’il est porteur d’une maladie, au cours de la réalisation de notre
stage pratique on a rencontré un cas tres intéressant d’'une méme famille dont quelques
membres inclues le pére et ses trois filles et sa niéce avaient les résultats de I’THPLC, ou on a

pu faire un arbre généalogique apres le questionnaire.

3.1. Questionnaire sur les antécédents familiaux :

Consanguinité: non

Nombre d'enfant par la petite famille: 06

Nombre d'enfant atteint par la petite famille: 00

Nombre des individus pourtours de la maladie par la petite famille (on sait par HPLC) : 04
Nombre des individus pourtours de la maladie par la grande famille: 01

Nombre des antécédents familiaux:/

Consanguinité dans la grande famille: non

Nombre des décés par la grande famille: 02 (les grands parents)



3.2. L’arbre généalogique :

(A/A)
Ou (A/Eou A/D)

v O .m0 .0 - ~—@7 8

(A/A (A/E ou (A/A) (A/A) (A/A) [\,’I m]
0u (A/E ou A/D) A/D) Ou (A/E ou A/D) Ou (A ';/:u A/D)
m,() é) d) (5 of )
(A/E ou L [A/E ou [A/E ou \ ‘ (A/I: nu
A/D)
HH) A/‘\
Ou (A/EouA/D) Ou (A/EouA/D)

@ Les alléles donnés par Pautomate (HPLC)O Femme /@l’cmmc décédé Cas index

@ Les alléles déduits Homme
DHomme Homme décédé diabétique

Figure 16 : L’arbre généalogique d’une famille hétérozygote A/E ou A/D.

Il n’a aucune consanguinité entre les parents de la deuxieme génération (entre 112, 113 et entre
115, 116), ces derniers ne présentent aucun membre malade (homozygotes E/E ou D/D) au sein
de leurs antécédents.

Les alleles des grands parents :

e soit 11 (A/A) et 12 (A/E ou A/D).
e soit 11 (A/E ou A/D) et 12 (A/A).

3.3. Mode de transmission :

Etant donné que les hétérozygotes sont asymptomatiques (non malades), et sachant que le
géne de I’hémoglobine f est situé sur le chromosome 11 (un autosome), on en déduit le mode
de transmission des hemoglobinopathie qui est transmise héréditairement, selon un mode

autosomique récessive.
3.4. Le risque de transmission :

La maladie est transmise selon le mode autosomique récessive si le gene en cause est porté
par un autosome et si la présence de deux alléles mutés du géne est nécessaire pour que la

maladie se manifeste. Les malades sont homozygotes pour le géne en cause.



Dans ce cas nous avons :

Les alléles des parents : (A/A) // (A/E ou A/D) — homozygote sain // hétérozygote porteur

sain.
A chaque grossesse :

5. unrisque de 0% d’avoir un enfant atteint (homozygote E/E ou D/D).

6. une probabilité de 50% d’avoir un enfant porteur sain (hétérozygote A/E ou A/D) qui
peut avoir un enfant atteint si, et seulement si son conjoint est lui-méme porteur sain
(avec un risque de 1/4).

7. une probabilité de 50% d’avoir un enfant sain (homozygote A/A).qui ne peut pas avoir

d’enfant atteint.

4. L’étude statistique :

4.1. La répartition des anomales selon la population :

Nos résultats confirment D’existence de différents types d’hémoglobinopathies dans la
population diabétique de la région de Blida, 20 malades ont été trouvés parmi 1150 sujets
diabétiques,
Les calcule des pourcentages :
1. Le pourcentage de Présence d’hémoglobinopathies par apport a notre population (les
diabétiques) est de 1,74%.
2. Le pourcentage d’hémoglobine normal par apport a notre population est de 98,26%.
3. Les pourcentages des type de I’hémoglobine anormal chaque une par apport a notre
population : exemple 0,61% pour la drépanocytose hétérozygotes (A/S) ainsi de suite

pour les autre (tableau IX).

Tableau IX : Répartition des anomalies selon la population

Type de Effectif Pourcentages
I’hémoglobine

Hb normale (A/A) 1130 98,26%




(A/S) 07 0,61%
(A/C) 05 0,43%
Présence de
b A H H 0

1’hémoglobinopathie (AID) ou (AE) 05 0.43% 1,74%
(A/X) 02 0,17%
(E/C) ou (D/C) 01 0,09%

Totale 1150 100%

les pourcentages

Figurel7 : pourcentage des hémoglobinopathies par rapport a I’Hb normale

On remarque que les sujet présentant une anomalie représentent un pourcentage de 1,74% par

rapport a la population étudiée.

4.2. Répartition des anomalies selon les différents types des hémoglobinopathies :
Répartition des anomalies selon le total de types d’hémoglobinopathies, les anomalies ont été
classés comme suit : 07 sujets drépanocytaires hétérozygotes (A/S), 05 d’hétérozygote (A/C),
05 hémoglobinose E ou D hétérozygote (A/D) ou (A/E), 02 d’Hémoglobinose inconnu
hétérozygote (A/X), et un de double hétérozygote E ou D avec C (E/C) ou (D/C).

Le calcul des pourcentages des types de I’hémoglobine anormale chaque une par apport a le
nombre totale de I’hémoglobinopathie : exemple 35% pour la drépanocytoses hétérozygotes
(A/S) ainsi de suite pour les autre (tableau X).



Tableau X : Répartition des anomalies selon les différents types des hémoglobinopathies

Type de la maladie Effectif Pourcentage

Drépanocytoses 07 35%
hétérozygotes
(A/S)

Hémoglobinose C 05 25%
(hétérozygote)
(A/C)

Hémoglobinose E ou D 05 25%
(hétérozygote)
(A/D) ou (A/E)

Hémoglobinose inconnu 02 10%
(hétérozygote)

(A/X)

Double hétérozygote E ou D | 01 05%

avec C (E/C) ou (D/C)

Totale 20 100%




Pourcentage /o, o/
5%

Figurel8 : les pourcentages des anomalies selon le totale des hémoglobinopathies

D’apreés nos résultats le pourcentage de drépanocytose S est le plus fréquent. Par apport les

autre hémoglobinopathies

L'hémoglobinose S ou drépanocytose est de loin 1’anomalie d’hémoglobine la plus
fréeguemment observée. Cette pathologie se rencontre dans les régions tropicales et
subtropicales (O’keefe et Warma, 1991).

Elle est fréquente en Afrique, dans toutes les régions ou les natifs d’Afrique sont retrouvés
(Antilles, continent nord-américain) (Girot, 1999 ; Mac Donald et al., 1999 ; Whiteheade et
al., 1998), mais aussi sur I’ensemble du pourtour méditerranéen (Maghreb, Sicile, Gréce,
Moyen-Orient) (Giabmonaa et al., 1997).

Apres on a I'némoglobinose C et | 'hémoglobinose E ou D

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

et les Maghrébins (Rosa et al., 1993).

4.3 Répartition de la population selon I’4ge et le sexe des sujets :
4.3.1. Selon I’age :
Tableau XI : Répartition de la population selon 1’age

Type de la maladie | [0-10[ | [10-20[ | [20-30[ | [30-40[ | [40-50[ | [50-60[ | [60-70[ | [70-80[

80 et
plus




Drépanocytoses 00 00 00 01 01 03 01 0
hétérozygotes
(A/S)

Hémoglobinose C | 00 00 00 00 01 01 03 00
(hétérozygote)
(A/C)

Hémoglobinose E | 00 00 02 01 00 01 01 0
ouD

(hétérozygote)
(A/D) ou (A/E)

Hémoglobinose 00 00 00 01 00 00 00 01
inconnu

(hétérozygote)

(A/X)

Double 00 00 00 00 00 01 00 00

hétérozygote E ou
D avec C (E/C) ou
(D/C)

m [0-10]
m [10-20[
m [20-30[
m [30-40[
u [40-50[
= [50-60[
(AIC) [0-10[ [60-70[
(A/D) ou (A/E) ( A/)(%/C) ou (DIC) [70-80[
type de I'anomalie 80<

nombre du patient

Figurel9 : Repartition de la population selon 1’age



4.3.2. Selon le sexe :
Tableau XI1 : Répartition de la population selon le sexe

Type de la maladie F H

Drépanocytoses 04 03
hétérozygotes
(A/S)

Hémoglobinose C 03 02
(hétérozygote)
(A/C)

Hémoglobinose E ou D 04 01
(hétérozygote)
(A/D) ou (A/E)

Hémoglobinose inconnu 00 02
(hétérozygote)

(A/X)

Double hétérozygote E ou D | 00 01
avec C (E/C) ou (D/C)

Totale 11 09

Le pourcentage 55% 45%




mF
mH

le nombre du patient
o R, N W B

(A/S) (AIC)
(AD) ou (AE)  (prx)

(E/C) ou (D/C)
Type de I'anomalie

Figure20 : Répartition de la population selon le sexe

L’age moyen des patients était de 56 ans avec des extrémes de 26 et 86 ans, 11 femmes soit
55% et 09 hommes soit 45%.

D’aprés nos résultats (tableau XI), les formes hétérozygotes sont détectées a tous les ages.

Nos résultats (tableau XII), confirme aussi que cette pathologie peut toucher
approximativement les deux sexes.

Les sujets hétérozygotes (drépanocytose, Hb C....) ont une espérance de vie ne difféere pas de
celle des sujets normaux (Bernard et al., 1998).

Les porteurs des formes hétérozygotes de ces variants ne présentent pas habituellement de
symptémes alors que ceux qui portent les formes homozygotes ou les formes hétérozygotes

composées sont symptomatiques (Kohne, 2011).



Conclusion :

Ce travail porte sur une étude effectuée sur 20 cas d’hémoglobinopathies ont été trouvé parmi
1150 de la population diabétique de la région de Blida. Il nous a permis de démontrer que :

La prévalence des hémoglobinopathies dans la région de Blida est 1,73% par rapport a la
population étudiée. On a détecté I’existence de différents types d’anomalies d’hémoglobine.
On a revéle que la drépanocytaires est 1’anomalie la plus fréquente (hétérozygote HbS 35%)
puis (I’hétérozygote HbC 25% et I’hétérozygote HbE ou HbD 25%), ensuite (I’hétérozygote
inconnu X 10%), et enfin (le double hétérozygote C/E ou C/D 5%).

les formes hétérozygotes (drépanocytose hétérozygote et I’hétérozygote C, E, D) sont porteurs
de la maladie et sont cliniquement asymptomatiques. L’association d’une hémoglobine C et

I’hémoglobine E ou D est aussi asymptomatiques.

Ainsi I’exploration biochimique (la chromatographie liquide a haute performance (HPLC)
par variant II"™ BIO-RAD) permet d’une part d’évaluer la prévalence des hémoglobinopathies

dans la région de Blida et de préciser le type de I’anomalie hémoglobinique.

L’intérét de 1’étude de ces anomalies est le dépistage des porteurs et la prévention des
hémoglobinopathies, mais pas encore pour leur traitement. Cependant les manipulations
génétiques pourraient dans un avenir proche, permettre de traiter réellement ces états

pathologiques, en rétablissement le génome normal.

Ces hémoglobinopathies ont été découvertes de fagon fortuite, au coure d’un suivi de routine
chez les patients diabétiques. Il serait donc souhaitable, de réaliser un dépistage des
hémoglobinopathies étendu a la population genérale, a la recherche de cas familiaux pour

pouvoir instaure un conseil génétique afin d’éviter au maximum les formes homozygotes.
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Annexes 01 : le variant 1l Bio Rad.

Annexes

Annexe 02 : PDF du variant Il :

Bio-Rad CDM System CALIBRATOR REPORT
CDM 5.1 VII Instrument V2 _Alc NU
Calibrator Data Analysis Data
Lot No. ANZ0540N L Analysis Perdormed 06/07/2014 015351
Expiration Date 28022014 Injection No. 101
Calibrator Lavel 2 Run No. 18
Rack 1D ooaz2
Tube No. 3
Report Generated 10102014 014749
Operator 1D 0z2
Fetentlon Feak
Peak Narme Area % Tirme Araa
Alb 0.31 74081
F 0.59 15853
Mg 74 0.93 152855
P4 1.64 111084
Ao 1.7H 1733010
Total Area 2,086,834
HbAlc (NGSP) =10.2 %
20.0
17.54
15.0
12.54
o E
I 10.0]
Ed
7.54
5.0+
2.5
U.U T T T T T
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0
Time (min.)




Annexe 03 : les graphes et les tableaux des nos patients :

20.0-
NGSP Retention Peak ]
Peak Name % Area % Time (min) Area 17.54
Alb 21 0.30 38152 15.0
F 0.7 0.58 12327 125 ]
LAfc 1.0 0.70 18622 o ]
Atc 8.9 093 72007 g 10-0‘;
P4 3.7 1.63 66085 7_5_3
Ao 54.4 1.77 966078 50 1
S 339 1.97 602376 ]
2,53 :
*Values outside of expected ranges Total Area: 1,775,646 o 05 ) R
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5
HbAlc (NGSP)=8.9" % Time (min.)
NGSP Retention Peak
Peak Name % Area % Time (min) Area
Ala 1.0 0.17 26567
Alb 0.7 0.31 18578
Unknown 0.7 0.49 17760 o
Unknown 06 0.79 17007 Eo
Alc 6.1% 0.96 57670 &
P3 12 1.55 32596
P4 35 1.64 93283
Ao 419 1.77 1118069 3
E.D 482 1.85 1287132 1 T
. : . 0034
Values outside of expected ranges Total Area: 2,668,663 00 05 1‘.5 2!0 215 3
HbAlc (NGSP) =6.1" % Time (min.)
NGSP Retention Peak
Peak Name % Area % Time (min) Area
Alb 1.8 0.31 45562
F 0.3 0.59 7694
LA1c 0.9 0.73 23047
Alc 17" 0.95 90612
P4 35 1.64 87249 ]
Ao 58.4 1.77 1444689 7
Unknown 314 2.06 776967 ! E 2
*Values outside of expected ranges Total Area: 2,475,821 Q_c: ' - —
00 05 15 20 25 3
HbAic (NGSP) = 7.7" % Time (min.)
NGSP Retention Peak
Peak Name % Area % Time (min) Area
Ala 0.6 0.17 13975
Unknown 0.5 0.24 13807
AlD 1.1 0.31 28904
F 0.2 0.57 6158 3
LA1c 0.6 0.74 15178 ~ 1
Alc 7.2" 0.95 76452 ]
P4 3.0 1.64 75726 T3 - b
Ao 52.1 1.77 1319981 ] B
S 38.8 1.96 981722 i .
*Values outside of expected ranges Total Area: 2,531,902 0'00_0 0?5 1{5 2{0 255 3

P)=7.2"%

Time (min.)

3.0

.0

.0

0



HbAl1c (NGSP) = 6.4* %

HbA1c (NGSP)=5.3 %

NGSP Refention Peak
Peak Name % Area % Time (min) Area o
Alb 1.6 0.31 32403 -
F 02 057 T776 3
Unknown 0.4 0.73 7709
LAlc 0.5 0.79 9331
Alc 6.4 0.96 52577
P4 3.2 1.64 62809
Ao 53.2 178 1045867
C 38.1 214 749345
*Values outside of expected ranges Total Area: 1,964,819
NGSP Retention Peak
Peak Name % Area % Time (min) Area
Alb - 3.0 0.31 68447
F - 0.4 0.57 8345
LAlc - 1.4 0.73 32100
Alc 11.6" -~ 0.95 130662
P3 --- 2.8 1.54 63368
P4 --- 2.4 1.64 54986
Ao --- 53.7 1.77 1224277
S 30.6 1.96 698929
*Values outside of expected ranges Total Area: 2,281,114
HbAic (NGSP) = 11.6* %
NGSP Retention Peak
Peak Name % Area % Time (min) Area
Alb - 2.1 0.31 39783
F - 0.5 0.57 8896
LAlc 1.1 0.72 20762
Alc 9.3* - 0.95 77362
P3 - 2.0 1.53 39048
P4 - 1.8 1.64 34060
Ao - 50.7 1.78 976546
S 37.9 1.96 728935
*Values outside of expected ranges Total Area: 1,925,391
HbAic (NGSP) = 9.3* %
NGSP Retention Peak
Peak Name % Area % Time (min) Area
Ala 1.2 017 27176
Alb 0.6 0.31 14898
Unknown 0.6 0.49 14087
LA1c 0.8 0.73 18428
Alc 5.3 0.96 45364
P3 18 156 42007
P4 2.8 1.64 66018
Ao 45.0 1.77 1061240
E.D 45.3 1.86 1066905
Total Area: 2,356,123
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Retention Peak
Peak Name Area % Time (min) Area
Alb 1.4 0.31 30690
F 0.4 0.59 8572
LAfc 0.5 0.72 11093 o
Unknown 0.4 0.78 8225 <
Alc 0.95 29563 &2
P3 16 1.54 35334
P4 1.4 1.64 30904
Ao 54.2 1.77 1164136
Cc 37.7 213 809473
Total Area: 2,147,990
HbAlc (NGSP)=5.5 %
Retention Peak
Peak Name Area % Time (min) Area
Unknown 0.8 0.26 11028
Alb 038 0.31 11162
F 0.7 0.58 10144 2
[ATc 0.7 073 9926 v
Alc 0.96 30252
P4 3.1 1.65 43510
Ao 52.4 1.78 740119
S 39.3 197 555251
Total Area: 1,411,392*
HbA1c (NGSP)=5.4 %
Retention Peak
Peak Name Area % Time (min) Area
Alb 1.6 0.30 39735
Unknown 0.4 0.48 10548
F 05 0.56 13759 2
Unknown 0.4 0.72 10653 <.,
LAlc 0.5 0.76 12512 &
AlC 0.94 55523
P3 2.0 1.54 50765
P4 3.2 1.64 80760
Ao 44.7 1.77 1139968
E.D 44.6 1.85 1137285
Total Area: 2,551,506
HbAlc (NGSP)=5.9 %
Retention Peak
Peak Name Area % Time (min) Area
Alb 1.8 0.31 49008
F 0.4 0.58 10471 °
[Afc 15 0.72 40736 g
ATc 0.95 89718 ¢
P3 2.4 1.51 64816
P4 17 1.64 44028
Ao 54.0 1.77 1437576
C 34.8 214 925777
*Values outside of expected ranges Total Area: 2,662,129

HbA1c (NGSP) = 7.5" %

T T T
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Time (min.)
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Time (min.)
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2
1
NGSP Retention Peak 1
Peak Name % Area % Time (min) Area
A1b 2.4 0.30 70456 1
F 0.4 0.57 12725 =
LA1c 0.7 0.70 20696 :g
Alc 8.0* 0.92 102415
P4 3.8 1.63 110665
Ao 52.3 1.77 1524108
S 36.8 1.96 1071265
*Values outside of expected ranges Total Area: 2,912,330
HbAic (NGSP) = 8.0* %
2
1
NGSP Retention Peak 1
Peak Name % Area % Time (min) Area
A1b 1.7 0.31 44694 1
F 0.4 0.57 11899 )
LA1c 1.1 0.71 29750 1 1
Alc 7.3" 0.94 83962 °
P3 1.9 1.52 49766
P4 1.5 1.66 39742
Ao 52.7 1.79 1411958
C 37.6 215 1005598
*Values outside of expected ranges Total Area: 2,677,367

HbAlc (NGSP)=7.3* %

Annexe 04 : Résultat (FNS) d’un des patients avec les normes:
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Paramétres Résultats Unité Valeurs de référence

FORMULE NUMERATION SANGUINE

Leucocytes:............. ... ... ... 8.7 10%/ul 4.0 - 10.0
Hématies:............................... 4.86 10%6/ul 4.5 - 52
HEmMUGIoDINe s wss sz csmapss o3 cnpmnsss s ¢ comm 14.0 g/di 1.0 - 17.0
Heématoerte': - : ;ems s :: smpaps s s samame 523 38.0 % 35 - 54
VIS s s 5 2 oma5 55 52 ARMEEE 5 5 w5 won e s - s 78.2 fl 82 - 96
TCMH 28.8 Pg 27 - 36
CCMH: . ... .. 36.8 g/dl 32 - 37
Plaquettes: . .. ... .. ... ... .............. 150 10%ul 150 - 450
FORMULE LEUCOCYTAIRE APPROCHEE

LYMPHOCYTES% . ................ ... ..... 46.3 % 20 - 40
MXD% .. ... ... .. 10.1 % <10
NEUTROPHILES % . .. ... ................. 43.6 % 45 -70
LYM . 4.0 10%ul 20- 40
MXD......... 0.9 103/l <06
NEUT . 3.8 10%pl 4.0 -7.0
RDW_SD!: ;czns s « imanes s 3§ 1aas 33.5 fL

REOW GV coams s 2 ommmne.s 552 con@as 55 £ 2 50055 13.6 %

PDW 17.5 fL

MPY oms s ienps s g eeaman s 52 s MBELE 22 2 3600E 12.0 fL

P LCR . ... . e 40.2 %

25

3.0






