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Diagnostic et depistage
de la drepanocytose

La prévention des complications graves de la drépanocytose impose
le dépistage de la maladie dés la naissance chez les sujets africains,
antillais et maghrébins. Dans ces populations, le dépistage doit étre
également proposé aux sujets jeunes afin d'identifier, en vue d'un
éventuel conseil génétique, les couples ayant un risque d'avoir des
enfants atteints d'un syndrome drépanocytaire majeur.

Henri Wajcman*

hémoglobine (Hb)S est aujourd’hui la plus fré-

quente des anomalies génétiques en France. 11

faut distinguer les formes hétérozygotes
(HbA/HDS), habituellement silencieuses, des formes
homozygotes (HbS/HbS) ou hétérozygotes composites
(essentiellement HbS/Bthal, HbS/HbD-Punjab,
HbS/HbC ou HbS/HbO-Arab) qui sont responsables de
syndromes drépanocytaires majeurs, toujours graves sur
le plan clinique et hématologique. '

Comme le pronostic d’un syndrome drépanocytaire
majeur est d’autant plus favorable que sa prise en charge
est précoce, il est impératif d’en effectuer le diagnostic des
la naissance. Un programme de dépistage néonatal existe
en France depuis 1995, ciblé sur les populations a risque
(essentiellement africaines, antillaises et maghrébines).”
Chez le nouveau-né ou 'HbF est largement majoritaire
(environ 80 % de I'hémoglobine totale), le diagnostic ne
peut étre effectué que surla faible fraction d’hémoglobine
adulte présente a cet age. Tant que 'HbF, qui s’oppose a la
polymérisation de 'HbS, reste a un taux élevé, 'enfant est
protégé des manifestations pathologiques liées a la drépa-

nocytose. C’est cependant des ce stade que doit débuter la
prise en charge d’un enfant atteint d’'un syndrome drépa-
nocytaire majeur pour prévenir tout facteur favorisant un
accident infectieux ou vaso-occlusif.

génétiques en France et ne peut étre ignorée du praticien.

""" + Un diagnostic effectué des la naissance, ciblé sur les populations
arisque, permet d'identifier les diverses formes génétiques de
syndromes drépanocytaires majeurs et d'instaurer une prise en
charge précoce évitant la survenue de complications graves.

""" * Le diagnostic nécessite un minimum de 2 tests, 'approche la plus
judicieuse étant une focalisation isoélectrique suivie d'une
électrophorése sur gel d'agar. Tout résultat positif - ou douteux -
demande confirmation du diagnostic par une étude des parents.

""" + Dans les populations a risque un conseil génétique doit étre
proposé.
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Conseil génétique
et diagnostic prénatal

| est essentiel d'identifier les couples de porteurs d'anoma-

lies de I'hnémoglobine qui risquent d'avoir des enfants

atteints d'un syndrome drépanocytaire majeur. Toute
femme originaire d'une ethnie a risque, en age de procréer,
devrait donc bénéficier d'une recherche d’Hb anormale (essen-
tiellement HbS) et d'un trait B-thalassémique. Un résultat positif
implique alors impérativement I'étude du conjoint. Lorsque les
deux partenaires sont porteurs d'HbS ou d'une association sus-
ceptible d'aboutir a un syndrome drépanocytaire majeur, le
médecin praticien doit expliquer au couple le risque théorique
de 25 % d'avoir un enfant atteint et de les orienter vers un géné-
ticien. Si les parents acceptent de prendre le risque d'une gros-
sesse, ils doivent savoir qu'ils peuvent bénéficier d'un diagnostic
prénatal a effectuer entre la12° et la15° semaines de gestation et
d'une interruption thérapeutique de grossesse.

Ce diagnostic, qui s'effectue sur I'ADN du feetus obtenu a par-
tir d'une ponction amniotique ou d'une biopsie placentaire, ne
peut évidemment étre effectué que par un laboratoire de géné-
tique agréé pour le diagnostic prénatal. Il n'est évidemment rai-
sonnable de le pratiquer que si les parents acceptent sa sanc-
tion qui est l'interruption thérapeutique de grossesse. Il faut
toutefois savoir qu'a la fois I'espérance et la qualité de vie des
patients ont été considérablement améliorées au cours de ces
derniéres années. En fait, ce sont le plus souvent des familles qui
ont déja I'expérience d'un enfant gravement malade qui font
appel a cette offre.

11 faut également rechercher 'HbS chez tout adulte
jeune, originaire d’une ethnie a risque. Cette recherche
dépiste exceptionnellement un cas homozygote, ou hété-
rozygote composite, encore silencieux. Elle a essentielle-
ment pour objectif d’identifier les couples de porteurs
d’anomalies de ’hémoglobine qui risquent d’avoir des
enfants atteints d’un syndrome drépanocytaire majeur. Le
conseil génétique (v. encadré), couplé a un diagnostic
prénatal et a 'offre d’une interruption thérapeutique de
grossesse, permet, si les parents le souhaitent, d’éviter la
naissance d’un enfant porteur d’'une maladie potentielle-
ment grave. 1l faut toutefois savoir qu’a la fois 'espérance
et la qualité de vie des patients ont été considérablement
améliorées au cours de ces dernieres années.

Enfin, chez les malades, un bilan hémoglobinique
complet permet de préciser la forme génétique en cause,
et dans une certaine mesure d’en évaluer le pronostic.

DIAGNOSTIC D'UN SYNDROME
DREPANOCYTAIRE MAJEUR

Le diagnostic de drépanocytose repose dans tous les
cas sur I'identification formelle de I'HbS. La premiere
étape du dépistage s’effectue généralement par focalisa-
tion isoélectrique (IEF) [fig. 1], ou encore par électro-
phorese sur acétate de cellulose a pH alcalin bien que
cette derniere technique soit moins précise et ne distin-
gue pas 'HbS d’autres mutants comme 'HbD-Punjab
parfois présente dans les mémes populations. Dans 'HbS,
le remplacement par une valine de I'acide glutamique en
position 6 de la chaine 3 de globine introduit dans le
tétramere deux charges positives supplémentaires. Cette
substitution éleve le point isoélectrique de 'Hb de 6,95 a
725. Lors de I'électrophorese a pH alcalin, 'HbS migre
donc plus lentement que 'HbA vers I'anode.*

Certains laboratoires préferent utiliser en premiere
intention une chromatographie liquide haute perfor-
mance (CLHP) sur colonne échangeuse de cations. Des
appareils automatisés permettent d’effectuer en quelques
minutes analyse et le dosage des diverses hémoglobines
(HbA,, HbF, HbA, HbS, HbC...) identifiées par leur
temps d’élution dans d’étroites fenétres bien définies et
parfaitement reproductibles. Les tableaux 1 et 2 donnent
les valeurs obtenues respectivement chez I'adulte et le
nouveau-né normal et drépanocytaire.

Dans tous les cas, le résultat d’'un seul test est insuffi-
sant pour affirmer le diagnostic d’HbS. Ce diagnostic doit
étre confirmé, que ce soit par chromatographie liquide
haute performance,’ lorsqu’il est fait initialement par foca-
lisation isoélectrique, ou par un test fonctionnel. Lors du
dépistage néonatal, une suspicion de diagnostic positif
implique toujours I'étude des parents.

Les tests fonctionnels sont destinés & mettre en évi-
dence la solubilité diminuée de la désoxy-HbS ou sa
migration caractéristique lors de I'électrophorese sur gel
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TN Détail d'une focalisation isoélectrique
utilisée pour le diagnostic néonatal de la
drépanocytose. Plus de 90 échantillons sont
analysés sur une méme plaque. Chez le sujet
homozygote, la seule hémoglobine adulte visible est
I'HbS, et chez les hétérozygotes on observe des
hémoglobines A/S et A/C.
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d’agar. La diminution de solubilité de 'HbS désoxygénée
en milieu salin concentré est tres spécifique de 'HbS ; elle
est donc particulierement utile pour son identification. *”

sont parfois indiqués : faisant appel a des enzymes de res-
triction, comme Mst II, ils permettent de distinguer un
codon 6 normal d’un codon 6 muté. ?

Ce test n’est toutefois que semi-quantitatif et ne peut vala-
blement faire la distinction entre les diverses formes
génétiques de la maladie. De méme il ne saurait étre ut-
lisé chez le nouveau-né ou chez un sujet porteur d’'un taux
faible ’'HbS chez qui il peut étre faussement négatif. L'é-
lectrophorese sur gel d’agar est utilisable pour confirma-
tion d’un diagnostic néonatal (fig. 2). Dans ce systeme, la
mobilité de la molécule d’hémoglobine ne dépend pas de
la charge du résidu muté, mais des modifications de struc-
ture induites par la mutation dans certaines régions positi-
vement chargées de la protéine, dont en particulier celle
impliquée dans 'HbS. Des tests de biologie moléculaire

Hb A
A/A A/S A/S HbC

[iTi¥A pétail d'une électrophorése sur gel d’agar pour
confirmation de diagnostic néonatal d'HbS.

Reépartition schématique des diverses fractions de 'hémoglobine
chez les adultes normaux et drépanocytaires.

[Adulte normal ~95 Absence totale <1 ~3
Drépanocytaire hétérozygote 60a75* 25a40* <1 ~3
['Drépanocytaire homozygote Absence totale 75390 5a20 Normal
(variable avec age, (souvent artéfactuellement
haplotype, traitement) augmenté)
[Hétérozygote Absence totale 75290 5a20 Augmentée
composite avec une (variable avec age, haplotype
[°thalassémie mutation et traitement)
Hétérozygote 25a30 >50 (variable selon la mutation (variable selon la mutation
composite avec une 3+ (variable selon la mutation (variable selon la mutation thalassémique) thalassémique)
thalassémie thalassémique) thalassémique)

IFITEME * Lors de I'association avec une a-thalassémie le taux d’HbS diminue proportionnellement au nombre de génes
o délétés.

Répartition schématique des diverses fractions de 'hémoglobine
chez les nouveau-nés normaux et drépanocytaires

Nouveau-né normal 10a20* Absence totale 80290 <05
['Nouveau-né drépanocytaire 5310 5310 80290 <05
hétérozygote
[‘Nouveau-né drépanocytaire Absence totale 5al10 80290 <05

homozygote ou S/B° thalassémie

IFIIETFA * Selon le terme et le poids.
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La figure 3 représente I'arbre de décision diagnostique
et les différents examens a réaliser.

La forme homozygote (HbS/HbS) n’est pas la seule a
étre responsable d’'un syndrome drépanocytaire majeur.
Lors d’une hétérozygotie composite HbS/[° thalassémie,
I'HbS est le constituant hémoglobinique majeur de la cel-
lule, ce qui conduit & un tableau drépanocytaire proche de
celui observé chez 'lhomozygote. Lassociation d’une HbS
a certaines hémoglobines anormales, comme 'HbD-Pun-
jab (121 Glu O GIn) ou O-Arab (8121 Glu O Lys), facilite
la polymérisation de 'HbS et les hétérozygotes composites
(HbS/HbD-Punjab) sont donc malades. Il en est de méme
pour les sujets associant HbS et HbC (36 Glu O Lys) ou les
propriétés cellulaires de cette derniére provoquent une
augmentation de la concentration corpusculaire
moyennne en hémoglobine (CCMH). Ces hémoglobines
doivent étre identifiées, tant pour le diagnostic des
malades que pour permettre un conseil génédque.

FACTEURS MODULATEURS D'UN SYNDROME
DREPANOCYTAIRE MAJEUR

Le diagnostic biologique d’un syndrome drépanocy-
taire majeur ne saurait se limiter a la seule identification de
I'HbS : il doit également faire le bilan des autres facteurs
génétiques susceptibles d’en modifier 'expression cli-
nique.’C'est le cas du taux I’HbF, puisque des taux supé-
rieurs a 10 % inhibent partiellement la falciformation, de
lassociation avec une 0-thalassémie modulant en plus ou
en moins certaines complications spécifiques, voire de la
présence d’une autre anomalie érythrocytaire, tel un déficit
en pyruvate-kinase favorisant la falciformation.

Focalisation isoélectrique
ou électrophorése a pH alcalin

Profil normal Profil anormal

Mise en évidence d'une Hb anormale

Electrophorése sur gel
d'agar (pH6) ou CLHP

Test de solubilité
(test d'Itano)

éléments de caractérisation
Dosage de la fraction anormale
(de préférence par CLHP)

Dosage (,je,I’HbAZ et de 'HbF Mise en évidence d'un trait B-thalassémique
(de préférence par CLHP)

---- # Comme le pronostic d'un syndrome drépanocytaire majeur
est d'autant plus favorable que sa prise en charge est précoce,
il est impératif d'en effectuer le diagnostic dés la naissance.

"""  Chez le nouveau-né, le taux d'HbF avoisine 80 % de
I'némoglobine totale et le diagnostic ne peut étre effectué
que sur a faible fraction d’Hb adulte présente a cet age.

'''''  Les tests que nous recommandons sont la focalisation
isoélectrique en premiére intention et la chromatographie
liguide haute performance pour confirmation.

"""  Tout résultat positif demande a &tre vérifié par ['étude
des parents.

""" * Dans les populations originaires d'Afrique, des Antilles ou
encore du Maghreb, il faut rechercher les couples a risques
aussi bien de formes homozygotes que de celles causées par
une hétérozygotie composite et leur proposer un conseil
génétique.

"""  Enfin, chez le malade, un bilan hémoglobinique peut &tre
un élément de pronostic, mais surtout il permet de suivre
I'efficacité de certaines thérapeutiques.

La mutation drépanocytaire est apparue de facon indé-
pendante dans au moins 5 populations africaines et de ce
fait se trouve dans un environnement chromosomique
spécifique a chacune d’elles. Ces environnements, appelés
haplotypes, sont identifiés par des marqueurs fonction-
nellement neutres correspondant a la présence ou a I'ab-
sence d’un certain nombre de sites permettant le clivage
de 'ADN par des enzymes de restriction. Ces sites pour-
raient étre eux-mémes génétiquement liés a des régions
impliquées dans I'expression ou le contréle de 'une ou
Pautre des fractions hémoglobiniques. On s’interroge
régulierement sur la valeur pronostique de ces haploty-
pes. Les haplotypes « Sénégal » et « arabo-indien » s’ac-
compagnent souvent d’un taux plus élevé d’HbF et atté-
nueraient la gravité du tableau. Cette augmentation est en
rapport avec lexistence d’une séquence d’ADN, stimulant
la synthese de 'HDF, en déséquilibre de liaison avec 'un
des sites polymorphes.

CONCLUSION

Le dépistage de la drépanocytose doit étre organisé de
facon 4 en faire le diagnostic le plus tot possible dans la
vie, afin de pouvoir prendre en charge I'enfant drépanocy-
taire avant méme que se manifestent les premieres com-
plications de la maladie. Chez I'adulte jeune, son identifi-
cation doit diriger un conseil génétique. Enfin, chez le
malade, un bilan hémoglobinique peut étre nécessaire

pour évaluer un pronostic, mais surtout pour suivre I'effi-

[iTEN Arbre de décision diagnostique et examens a réaliser. 1 ! p !
cacité de certaines thérapeutiques. |

Hb : hémoglobine ; CLHP : chromatographie liquide haute performance.
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SUMMARY Diagnosis and screening of sickle cell disease
Hemoglobin S (HbS), which causes sickle cell disease, is now the most common genetic abnormality observed in France. Sickle cell disease is a generic
term covering all the syndromes in which HbS is present. The heterozygous situation, named sickle cell trait, is perfectly well tolerated in contrast to

homozygous or compound heterozygous forms, which lead to sickle cell anemia. To prevent complications, diagnosis of HbS has to be done as earlier as

possible in the first day of life. This diagnosis is usually done by isoelectric focusing, or cellulose acetate electrophoresis at alkaline pH, but more and
more frequently by cation exchange HPLC. It should always to be confirmed by a specific test for HbS, such as the solubility test or an electrophoresis
on agar gel. In sickle cell anemia, it is important to evaluate the other factors that may modify the presentation (mostly HbF level and associated a-
thalassemia). In a heterozygous subject presenting with pathological manifestations, more sophisticated biochemical tests or molecular biology

investigations may be necessary to determine the cause of the disease.

RESUME Diagnostic et dépistage de la drépanocytose

Rev Prat 2004 ; 54 : 1543-7

L'hémoglobine S (HbS) est la plus fréquente des anomalies génétiques observées aujourd’hui en France. La forme hétérozygote est parfaitement bien
tolérée, et seules les formes homozygotes ou hétérozygotes composites sont a l'origine de la maladie drépanocytaire. Comme les accidents liés a I'HbS
se manifestent dés les premiers mois de la vie, a partir du moment ou I'Hb adulte remplace I'HbF, il est important d'effectuer le diagnostic dans la
période néonatale afin de pouvoir prévenir les complications. Le diagnostic d'HbS s'effectue généralement par focalisation isoélectrique ou par
électrophorese sur acétate de cellulose a pH alcalin, parfois remplacé par la chromatographie liquide haute performance sur colonne échangeuse de
cations. Le diagnostic doit toujours étre confirmé par un test reconnaissant spécifiqguement I'HbS (test de solubilité, électrophorése sur gel d'agar, voire
test de biologie moléculaire). Lors des syndromes drépanocytaires majeurs, il est nécessaire de faire le bilan des principaux facteurs susceptibles de
modifier I'expression clinique de la maladie (essentiellement taux d'HbF et présence d'une a-thalassémie associée). Enfin, chez un sujet hétérozygote
symptomatique, des études biochimiques plus complexes au niveau de la protéine, ou de la biologie moléculaire, sont indispensables pour expliquer la
cause des manifestations pathologiques.
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simple, gai et didactique. Des
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données aux patients. Plusieurs
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associations/APIPD/APIPD.html
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