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Variants G Philadelphia et G, de I’hémoglobine
chez un immigrant marocain en Belgique

PAR

L. VERHOEVEN et G. VAN ROS

Résumé — L’hémoglobine anormale ¢ Philadelphia a été trouvée en
Belgique chez un immigrant arabe originaire des confins algéro-marocains
qui s'était présenté a un examen d'embauche dans une usine métallurgique.
Le sujet présentait des anomalies hématologiques suggérant une hyper-
hémolyse compensée, anomalies qui furent retrouvées aprés un intervalle
de plus de deux ans. Un examen hématologique comportant la recherche
d'anomalies éventuelles de I'hémoglobine est donc & conseiller avant 1'em-
bauche dans l'industrie d'immigrants originaires de régions oit prévalent ces
anomalies.

L’hémoglobine ¢ Philadelphia est anormale dans les chaines @ de la
globine (substitution de l'arginine par la lysine en position 68); il en
résulte que le sujet était également porteur d'une hémoglobine A: anormale,
dite G,.

L’hémoglobine G Philadelphia a été découverte en 1960 par
Atwater et ses collaborateurs chez un sujet de race noire originaire
de Philadelphie qui présentait simultanément quatre fractions majeu-
res de I'hémoglobine; trois de ces fractions présentaient une mobilité
électrophorétique correspondant a celles d’hémoglobines déja con-
nues, les hémoglobines A, G et C; le quatriéme composant fut provi-
soirement appelé X. Les proportions respectives de ces hémoglobines
étaient respectivement de 35, 27, 23 et 15 p. cent. L'étude de la
famille de ce patient montra que les variants C et G étaient transmis
indépendamment et étajent sous contrdle génétique non allélique.
Les auteurs en déduisirent que la fraction désignée G pourrait étre
anormale dans ses chaines polypeptidiques @, compte tenu du fait
démontré antérieurement que '’hémoglobine ¢ présente son anomalie
dans les chaines B (Hunt et Ingram, 1958); il résultait de cette
hypothése que le variant X pouvait trouver son origine dans la com~
binaison des chaines anormales « de G et 8 de C et constituer un
hybride .«,® 8,°,

Cette hypothése fut peu aprés confirmée expérimentalement par
Baglioni et Ingram (1961); l'analyse par « fingerprinting » des
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hémoglobines de ce méme sujet, séparées par électrophorése en bloc
d’amidon, montra en effet qu'aprés hydrolyse par la trypsine les
fractions A et c présentaient les peptides caractéristiques de ces
hémoglobines, mais que la fraction migrant comme I'hémoglobine G
était d'un type nouveau, qui fut appelé hémoglobine gFritadeirhia (yb G
Philadelphia suivant la nomenclature actuelle fixée en 1964 au
Xe Congreés International d'Hématologie). La substitution de I'ami-
noacide responsable de l'anomalie de cette globine fut élucidée a
cette occasion : il s'agissait du remplacement d'un résidu asparagyl
par un lysyl dans les chaines « de la globine. Quant au composant X,
il présentait effectivement les chaines anormales a de I'ib ¢ Phila-
delphia et les chaines 8 anormales de I'hémoglobine c.

Un autre sujet porteur de ces mémes quatre hémoglobines princi-
pales fut également décrit en 1960 par Raper et ses collaborateurs.
Le composant G fut appelé ub ¢ Bristol; il s'avéra par la suite iden-
tiqgue a 'ub ¢ Philadelphia.

D’autres sujets porteurs a I'état hétérozygote simple de 'anomalie
G Philadelphia furent découverts ensuite; ils présentaient, a coté de
I'hémoglobine a,, une fraction mineure supplémentaire anormale de
mobilité électrophorétique plus faible, qui fut désignée G,. Huehns et
Shooter (1961) montrérent qu'il s'agissait de la combinaison des
chaines polypeptidiques « anormales de la globine G Philadelphia
avec les chaines 8 spécifiques de I'hémoglobine a,; il en résultait que
les porteurs hétérozygotes du géne muté % présentaient nécessaire~
ment a c6té des hémoglobines normales A, F et A,, les hémoglobines
anormales correspondantes, résultant de la combinaison des chaines
anormales o® avec les chaines normales 8, y ou §, spécifiques de ces
hémoglobines,

Les cas décrits de porteurs de I'Bb G Philadelphia ne sont pas trés
rares (Lehmann et Huntsman, 1966a); il s'agit en général de sujets
de race noire appartenant a des familles originaires d’Afrique occi~
dentale; elle a été trouvée en outre chez des Noirs des Etats-Unis
et aux Antilles.

Certaines descriptions ont appliqué a 'hémoglobine anormale des
noms différents, tombés en synonymie avec I'sb G Philadelphia aprés
analyse des globines : c’est ainsi que les hémoglobines G Bristol,
G Azakouli, D Saint-Louis et D Washington ont été trouvées identi-
ques a G Philadelphia (voir notamment Huehns et Shooter, 1965); il
en est de méme pour I'hémoglobine Knoxville 1 (Chernoff, 1965).

Nous présentons ici le cas d'un sujet marocain de race arabe immi-~
gré en Belgique, qui était porteur de cette double anomalie, du fait
des particularités suivantes :
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I. Cette anomalie génétique n'a pas été mentionnée jusqu'a pré-
sent chez un sujet de race arabe.

2. Le sujet, bien que porteur hétérozygote des variants G et G,,
présentait des anomalies hématologiques de type hémolytique, retrou~
vées identiques & deux reprises, séparées par un intervalle de deux
ans.

3. Les anomalies héréditaires connues de la globine humaine sont
nombreuses; malgré l'immigration importante de travailleurs étran-
gers en Belgique, seules I'hémoglobinose S (Fonteyne ef al., 1964),
la thalassémie (Van Ros, 1966; Chantraine et Hurlet, 1967) et la
thalassodrépanocytose (Van Ros ef al,, 1965) ont été mentionnés
chez ces immigrants; or la majorité de ceux-ci proviennent de
régions ot les hémoglobinoses sont fréquentes (Italie, Gréce, Tur-~
quie, Afrique du Nord, Congo) et d’autres types d’anomalies peu-
vent donc encore étre trouvés; ceux~ci peuvent, comme dans notre
cas, poser des problémes, notamment en médecine du travail; c'est
d’ailleurs a 'occasion d'un examen préalable a I'embauche dans une
usine métallurgique que I'anomalie de notre patient a été décelée.

Technigues

Les techniques utilisées ont été rapportées dans des publications
antérieures (Van Ros et al., 1967; Gatti et al., 1967); s'y ajoutent
les méthodes d'analyse des globines anormales par recombinaison
avec I'hémoglobine canine (Huehns et al., 1962) et I'étude par « fin-
gerprinting » des petides de la globine hydrolysée par trypsinisation
suivant les modalités décrites par Beale dans l'ouvrage récent de
Lehmann et Huntsman (1966¢).,

Données cliniques et hématologiques

Le sujet marocain M. B..., récemment immigré en Belgique, se
présente en juin 1965 & un examen d'embauche dans une usine métal-
lurgique des environs d'Anvers. Il est né en 1942 a Ahfir, dans la
région d'Oujda, au nord-est du Maroc, a proximité de la frontiére
algérienne. Il se déclare d'origine arabe, sans ascendance berbére.
Ses parents, encore en vie, sont, comme tous ses ascendants connus,
originaires de la méme région, Ses six fréres et sceurs seraient bien
portants. Rien de particulier n'est & signaler dans ses antécédents; il
n'a jamais été employé dans l'industrie auparavant. L'examen clini-
que est négatif, la rate est impalpable. L'examen hématologique
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révele néanmoins de I'hyperréticulocytose et des dysmorphies globu-
laires sur frottis :

Taux de I'hémoglobine : 16,1 g/p. cent;

Volume globulaire total: 48 p. cent;

Concentration moyenne globulaire en Hb: 33,7 p. cent;
Volume globulaire moyen: 85 microns-cube;
Réticulocytes : 40 pour mille hématies.

Les frottis montrent de 'anisopoikilocytose, des hématies & ponc-
tuation basophile, de la polychromasie et quelques ovalocytes et
hématies en cible.

Il n'y a pas d'éosinophilie (316 éosinophiles par mm?).

La fragilité osmotique est légérement diminuée (50 p. cent d'hé-
molyse a 0,39 g/p cent de Nacl), le test de Coombs direct est néga-~
tif et la teneur en glucose-6-phosphate déshydrogénase des érythro-
cytes est normale (1,59 unités/ml); le taux d’haptoglobine du plasma
est bas (35 mg/p. cent).

Le sujet est revu en janvier 1968, aprés deux ans et demi d’occu-
pation ne comportant pas de contact avec des toxiques de I'hémato-
poiése. L'examen hématologique montre des anomalies quasi identi-
ques aux précédentes : dysmorphies globulaires, polychromasie et
ponctuation basophile; le taux des réticulocytes est toujours élevé
(45 pour mille), la bilirubine indirecte est légérement augmentée
(0,6 mg/p. cent); le fer sérique (85 mcg/p. cent), la capacité totale
de fixation du fer (234 mcg), les tests hépatiques et les transamina-~
ses sériques sont normaux.

Les anomalies constatées suggérant une hyperhémolyse compen-~
sée, et tenant compte de l'origine méditerranéenne du sujet, on pro-
céde a des investigations concernant la structure de son hémoglo-
bine.

Etude de '’hémoglobine

Les tests de falciformation in vitro sont négatifs,

L'électrophorése sur papier en tampon alcalin au «tris », pH 8,9
montre deux fractions majeures d'hémoglobine, dont I'une présente
Ja méme mobilité que I'b A d'un témoin porteur du « sickle~cell
trait »; l'autre fraction est de mobilité légérement plus rapide que
celle de I'b s et n'est pas complétement séparée de la fraction A
(figure 1).

Le taux d'hémoglobine alcalirésistante (Hb ¥) est de 0,84 p. cent,
ce qui dépasse légérement la limite de la normalité pour la technique

utilisée (Betke ef al., 1959).
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Le test de solubilité d'Itano, effectué en tampon phosphate 2,24 M,
ne montre aucun précipité, contrairement au temoin A + s.

L’¢électrophorése en gel de gélose en milieu acide (tampon phos-
phate de pn 6,2) ne sépare pas 'hémoglobine anormale de 1'ub A,
alors qu'elle sépare I'ib A de I'ub s.

Ce résultat, ainsi que ceux des tests de falciformation et de solu-
bilité, excluent que I'hémoglobine anormale soit de I'ib s; par contre
toute une série d'autres variants connus présentent ces propriétés,
notamment les hémoglobines D, G, P et L, ces deux derniéres étant
les plus rares; les hémoglobines D toutefois migrent exactement
comme I'hémoglobine s a I'électrophorése sur papier en tampon alca-
lin et sont donc de ce fait exclues dans le cas présent.

L'électrophorése en gel d’amidon en systéme discontinu de tam-
pons révele également, outre I'Hb A, la présence d'une fraction
majeure anormale; elle montre de plus en arriére de 'hémoglobine A,
et de la premiére « non-haem protein » la présence d'une fraction
supplémentaire peu prononcée (figure 2). Cette fraction présente
une réaction peroxydasique positive et est donc bien une hémoglo-
bine supplémentaire. Cette constatation permet de supposer que 1'hé-
moglobine anormale principale présente son anomalie dans les chai-
nes a de la globine (Atwater et al, 1960).

Le dosage des fractions de 1'hémoglobine aprés séparation par
électrophorése préparative en bloc d'amidon et élution donne les
résultats suivants :

Hémoglobine a 68,7 p. cent
Hémoglobine anormale principale 29,2 p. cent
Hémoglobine a. 1,43 p. cent
Hémoglobine anormale lente 0,71 p. cent

La technique de recombinaison de I'hémoglobine anormale avec
I'hémoglobine canine (Huehns ef al., 1962), aprés purification par
électrophorése préparative et concentration par dialyse sous vide,
provoque la formation d'un hybride lent (@, humain 8, canin) de
mobilité anormale, alors que I'hybride rapide (a, canin B, humain)
présente la méme mobilité électrophorétique que 1'hybride témoin
résultant de la recombinaison de 1'’hémoglobine canine avec I'hémo-
globine humaine normale (figure 3). Ce résultat confirme que 1'hé-
moglobine étudiée est anormale dans ses chaines a.

Le « fingerprint » de 'hémoglobine anormale principale (figure 4)
montre comparativement a celui de I'hémoglobine A témoin analysée
simultanément I'absence de deux peptides caractéristiques de 1'ub A :
ces derniers portent les numéros 3 et 9 dans I'ancienne nomenclature
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(Ingram, 1958) et aTp I1X et «Tp Vil -+ 1x dans la nomenclature
séquentielle actuelle (Gerald et Ingram, 1961); ils appartiennent aux
chaines polypeptidiques «. Par contre trois « nouveaux » peptides
sont présents. L'un d'entre eux (marqué 4 dans la figure 4), n'est
pas complétement séparé d'un peptide normal (n° 11 ou Tp 1 + 1),
les deux autres (marqués 2 et 3 dans la figure 4) sont situés a
gauche du précédent; le plus marqué donne une réaction positive
(couleur jaune) au réactif au chloroplatinate de potassium, indiquant
la présence de méthionine. Cette « carte» peptidique est typique de
la globine de 'hémoglobine ¢ Philadelphia (Baglioni et Ingram,
1961).

Discussion

L’hémoglobine ¢ Philadelphia a été découverte a diverses reprises
chez des sujets ayant des ascendants de race noire originaires
d’'Afrique occidentale, mais n'a pas été trouvée jusqu'a présent chez
des Arabes. Dans son étude étendue des hémoglobines anormales en
Afrique du Nord, au Sahara et en Afrique occidentale, Cabannes
(1965) ne mentionne 'hémoglobine G que dans cette derniére région,
en ajoutant qu’elle y est trop rare pour qu'on puisse calculer valable-
ment son incidence. Encore n'est-il pas certain qu'il s’agisse tou-
jours du variant ¢ Philadelphia, I'hémoglobine G Accra, anormale
dans ses chaines B8 étant aussi présente en Afrique occidentale
(Edington et Lehmann, 1954; Edington ef al., 1955; Gammack ef al.,
1961). Notre sujet est né dans le nord-est du Maroc et ne montre
aucune apparence de métissage; il se déclare pur arabe, sans mélange
berbére; il ne peut évidemment étre exclu pourtant que le géne struc-
turel @ muté dont il est porteur ne puisse avoir son origine, dans
I'ascendance lointaine, en Afrique occidentale.

I’anomalie de la globine ¢ Philadelphia consiste dans le remplace-
ment du 68° aminoacide des chaines « normales, 'asparagine, par
une molécule de lysine (Baglioni et Ingram, 1961) :

1b ¢ Philadelphia = «, 68 asp —>lys 8,

Ceci explique l'absence de deux peptides normaux et l'apparition
de frois « nouveaux» peptides dans les « fingerprints » de cette
hémoglobine. La composition des deux peptides normaux absents est
en effet connue : ils contiennent tous deux le 68° aminocacide des
chaines @ normales de 1'hémoglobine a : le premier (eTp IX) est en
effet constitué de la partie des chaines « normales comprenant les
aminoacides 62 a 90, le second (aTp vill + 1X) est constitué de ce
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Electrophoréses sur papier en tampon alcalin.
L.a mobilité électrophorétique de I'hémoglobine anormale est légérement plus grande
gue celle de I'hémoglobine s.
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Electrophoréses en gel d'amidon en systéme discontinu de tampons alcalins
montrant les hémoglobines G Philadelphia et G..
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méme fragment de la chaine auquel! reste appendu l'aminoacide situé
en 61° position (un résidu lysyl), du fait d’'une action incompléte de
la trypsine, Ces deux peptides sont donc affectés par la mutation « G
Philadelphia. Ils sont remplacés dans la globine G par trois autres
fragments peptidiques. La trypsine hydrolyse en effet les chaines
d’aminoacides exclusivement au niveau des liaisons peptidiques for~
mées par la lysine ou 'arginine; 'apparition d'un « nouveau » lysyl
en position 68, caractéristique de la globine anormale, constitue un
point d'attague supplémentaire pour la trypsine, d'oit la scission
du peptide «Tp IX en deux semi-peptides : « G61-68 et « G69-90
(figure 4); c’est ce dernier qui contient le seul résidu méthionyl du
peptide «'Tp IX, situé en position 76, et mis en évidence sur les
« fingerprints » par sa réaction positive au réactif au chloroplatinate
de potassium.

Sous le fragment a G69-90 se trouve un troisiéme peptide anor-
mal, d’intensité plus faible, dont I'analyse démontre qu'il constitue
un dérivé oxydé du peptide précédent, dans lequel la méthionine
précitée se présente sous forme de sulfoxyde; il s'agit donc d'un
artefact produit durant la trypsinisation et non d'un constituant
dépendant de I'anomalie spécifique de la globine analysée.

Explication de la figure 3 :

Recombinaisons avec 1'hémoglobine canine de l'hémoglobine anormale purifiée
du patient d'une part, de 'hémoglobine humaine normale A d'autre part.
Electrophoréses en gel d'amidon.

1 et 1v: avant recombinaison.

1 et 11 : aprés recombinaison.

A: hémoglobine a.

¢ : hémoglobine canine.

¢ + G: hémoglobine canine et hémoglobine anormale superposées.

H.R. N.: Hybride rapide normal : &, canin B, humain.

H,L.N.: Hybride lent normal: @, humain 8, canin.

H. L. A, : Hybride lent anormal; I'hybride lent ne comportant que les chaines humai-
nes «, '’hémoglobine du sujet présente donc son anomalie dans ces chaines.

Explication de la figure 4 :

« Fingerprint» de 1'hémoglobine anormale principale du patient {voir le texte).
L'emplacement des peptides normaux manguants @Ix et avill -} IX est marqué 1.
Les peptides anormaux caractéristiques du variant sont marqués 2 (peptide
2669-90), 3 (le méme peptide oxydé) et 4 (peptide ac61-68).

Fingerprint réalisé & 1'« Abnormal Haemoglobin Research Unit», Université de
Cambridge; reproduit avec l'aimable autorisation du Professeur H. Lehmann).
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L'analyse des peptides anormaux de 'hémoglobine ¢ Philadelphia
par Baglioni et Ingram (1961) a donc apporté 1'explication du fait,
a premiére vue étrange, de 'apparition de trois peptides anormaux
aprés trypsinisation de sa molécule, alors qu’habituellement les
mutations affectant un géne structurel d’une protéine n’entrainent
V'apparition que d'un seul peptide anormal, avec absence de I'unique
peptide normal correspondant.

L'hémoglobine A, anormale qui accompagne 'hémoglobine 6 Phi-
ladelphia (Hb G;) a également été analysée (Huehns et Shooter,
1961); elle comporte des chaines «% anormales identiques a celles de
I'hémoglobine ¢ Philadelphia et des chaines § normales.

Mentionnons également 'intérét particulier de I'anomalie ¢ Phila-
delphia du point de vue génétique : présence de quatre hémoglobines
chez les hétérozygotes doubles, porteurs simultanés de 1'"hémoglobine
G et d'une hémoglobine a chaines B anormales, 'hémoglobine ¢
(Atwater et al., 1960; Raper et al., 1960) et présence d'une hémo-
globine A, supplémentaire chez les hétérozygotes simples, faits qui
apportérent la premiére démonstration que la synthése des chaines
polypeptidiques « et 8 de la globine est sous contrdle génétique
séparé, I'é¢tude familiale des hétérozygotes doubles démontrant par
ailleurs le non allélisme des génes en cause.

Les signes biologiques d'hyperhémolyse compensée qu'a présenté
le patient ici décrit & deux ans d’intervalle peuvent vraisemblable-
ment étre attribués & l'anomalie génétique dont il est porteur, du
fait de I'absence de toute autre cause connue d’hémolyse; en 1'ab-
sence d’'étude familiale on ne peut pourtant formellement exclure la
présence d'une autre tare surajoutée capable de provoquer des ano-
malies analogues, particuliérement la thalassémie mineure. Dans le
cas présent toutefois, I'a-thalassémie parait a exclure : en présence
d’'une anomalie « de la globine, 1'a~thalassémie provoque en effet une
inhibition de la synthése de I'hémoglobine normale A, avec taux de
I'hémoglobine anormale dépassant 50 p. cent (« interacting a-thalas-
saemia » : Ingram et Stretton, 1959): or le taux d'ub ¢ chez notre
sujet, 29 p. cent, correspond au taux normal du variant pathologi-
que chez les hétérozygotes simples; quant & la tare B-thalassémique,
les taux d’hémoglobine alcalirésistante et des hémoglobines A, et G,
présentés par le sujet ne sont pas en faveur de sa présence, bien que
ces seuls critéres soient insuffisants pour l'exclure formellement.

Les anomalies hématologiques du patient furent découvertes a
I'occasion d'un examen préalable & I'embauche dans une usine métal-
lurgique ot I'on manipule des minerais, A défaut de cet examen, les
anomalies présentées, particuliérement la ponctuation basophile et
I'hyperréticulocytose, auraient pu faire soupgonner une intoxication
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saturnine ou autre aprés une certaine durée d'occupation; ce cas
montre donc l'importance d'un examen hématologique complet avec
en vue la possibilité d'une anomalie moléculaire de I'hémoglobine,
avant 'embauche d'un immigrant originaire d’'une région oit ces ano-
malies présentent une certaine incidence. Par ailleurs il est certaine-
ment préférable d’écarter ces sujets de travaux comportant la mise
en contact avec des substances pouvant affecter la lignée rouge, que
ce soit dans le sens d'une aplasie (benzol) ou dans celui d'une hémo-
lyse accélérée (plomb, arsenic) lorsqu'ils présentent des signes d’hé-
molyse, méme compensée : leur érythropoiése est en effet déja sou-
mise & un effort accru rendant beaucoup plus vulnérable cet équi-
libre entre production et destruction des érythrocytes qui conditionne
normalement ['absence d’'anémie.

Samenvafting — Varianten G Philadelphia en 6. van het haemoglobine bij
een Marokkaanse immigrant in Belgié.

Bij een Arabische immigrant, afkomstig uit het Algerijns-Marokkaanse
gretisgebied, werd bij een medische keuring voor aanwerving in een staal-
bedrijf, het abnormale haemoglobine G Philadelphia aangetroffen. De
patiént wvertoonde haematologische afwijkingen die een gecompenseerde
hyperhaemolyse deden veronderstellen; deze afwijkingen werden na een tus-
sentijd van meer dan twee jaar opnieuw bevestigd.

Het is dus raadzaam bij het bloedonderzoek van immigranten die door
de plaatselijke industrie worden aangeworven en afkomstig zijn uit streken
waar haemoglobine-afwijkingen voorkomen, hieraan de nodige aandacht
te schenken.

Het haemoglobine G Philadelphia is abnormaal in de a-ketens van het
globine (substitutie van het arganinine door lysine in de positie 68); dit
beduidt dat de patiént tevens drager is van een abnormaal haemoglobine
As, bepaald als G..

Summary — Haemoglobin variants ¢ Philadelphia and G, in a Moroccan
immigrant in Belgium.

Haemoglobin variant G Philadelphia has been found in Belgium in an
Arab immigrant born in Morocco near the Algerian border, when the
carrier was examined before engagement in a metal works. Some abnor-
malities suggested a compensated hyperhaemolysis and were found again
after more than two years. Haematological examinations, including investi-
gations for haemoglobin abnormalities, should be performed in persons
native of regions where these abnormalities are prevalent, before employing
them in industry.

Haemoglobin G Philadelphia is abnormal in the « chains of globin (sub-
stitution of arginine by lysine in 68th position); this implied that the
patient was also a carrier of an abnormal haemoglobin a., called G;, which
was actually found.

Les auteurs remercient M. le Professeur H. Lehmann, Directeur de
I'« Abnormal Haemoglobin Research Unit », Département de Bio-
chimie, Université de Cambridge, qui a bien voulu se charger de
lanalyse par « fingerprinting » de l'hémoglobine G décrite et les a
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aimablement autorisés a reproduire le chromatogramme obtenu. ls
remercient également M'® M.-Th. Van Hoof et M. M. Lips de
leur assistance.

Ce travail a été réalisé au Service médical, Mé-
tallurgie de Hoboken, Anvers (Chef de Service:
Dr L. Verhoeven) et a I'lastitut de Médecine tropi-
cale, Anvers (Directeur : Prof. P. G. Janssens) et regu
pour publication le 16 février 1968.
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